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研究成果の概要（和文）：　本研究では、細菌だけに感染するウイルス「バクテリオファージ（ファージ）」に
よって薬剤耐性菌の薬剤感受性を制御する方策について検討した。
　緑膿菌に対するファージの分離を試みた結果、lipopolysaccharide（LPS）を受容体とする複数のファージが
分離された。また、LPS認識ファージに対し緑膿菌が大規模な染色体欠失を伴って耐性化する場合に、本欠失領
域に薬剤排出ポンプをコードする遺伝子が含まれることを突き止めた。この様な緑膿菌は薬剤排出ポンプの基質
である抗菌薬への感受性が増加した。今後、ファージセラピーにおいて、ファージ耐性菌が発生しても抗菌薬で
対抗できるアプローチとして応用したい。

研究成果の概要（英文）： In this study, we assessed the approach to control antibiotics-sensitivity 
of antimicrobial-resistant bacteria by bacteriophages (phages).
 As the result of Pseudomonas phages isolation, we isolated multiple phages which recognize 
lipopolysaccharide （LPS） of P. aeruginosa. In addition, we clearly demonstrated that when P. 
aeruginosa acquires LPS-targeting phage resistance via large chromosomal deletions, these 
fluctuating deleted regions contain the gene encoding multi drug efflux pump. This kind of 
phage-resistance resulted in restoration of sensitivity toward antibiotics which are substrates for 
the multi drug efflux pump. This approach would contribute to developing phage therapy, notably in 
occurrence of phage-resistant variants.

研究分野：ウイルス学・感染症学

キーワード： ファージセラピー　バクテリオファージ　細菌特異的ウイルス　ファージ耐性　薬剤耐性　緑膿菌　ト
レードオフ　Fitness-cost

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗菌薬の効かない薬剤耐性菌が人や動物の健康を脅かす中で、薬剤耐性菌を殺菌できるファージセラピーに対す
る期待は非常に高い。一方で、細菌は抗菌薬に耐性化した様にファージに対しても耐性化してしまう。すなわ
ち、効果的なファージセラピーの展開には、ファージ耐性菌の制御が鍵である。そのアプローチとして、ファー
ジ耐性化自体を阻止することも重要であるが、耐性化してしまったとしても治療上有利に細菌を制御する方策も
大切である。本成果は、細菌がファージに耐性化してしまったとしても、これまで効きにくかった抗菌薬が効き
やすくなるシステムを見出したものであり、ファージセラピーの社会実装に向けて新たな選択肢を提示できた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 細菌感染症の治療には現在まで広く抗菌薬が使用されてきた。また、獣医・畜産分野では、動物の成

長促進・飼料効率の改善のために抗菌薬が飼料添加物としても用いられてきた。一方で、抗菌薬の使

用量と薬剤耐性菌の出現には正の相関が認められることから 1、薬剤耐性アクション・プラン（厚生労働

省、2016 年）では抗菌薬の適正使用、及び使用削減が求められている。また、近年の薬剤耐性菌の顕

在化を受けて、2013 年には主要 8 ヵ国首脳会議（G8）が「“ヒト・動物の垣根を越えた世界規模での取

組み”に基づく薬剤耐性菌に関する共同声明」を発表し、2015 年の世界保健総会では「薬剤耐性菌に

関するグローバル・アクション・プラン」が採択され、薬剤耐性対策が世界的に着目されている。特に、ヨ

ーロッパ諸国に比して日本の抗菌薬使用量は多く、その使用量は人体薬として年間約 500 トン、獣医・

畜産分野においては約 1500 トンにも及び、新たな薬剤耐性菌の出現に潜在的なリスクを有している。

さらに、産業動物医療やその飼養における抗菌薬の使用が、多剤耐性菌出現の温床となることが指摘

され 2、「農場から食卓」、つまり「家畜からヒト」への薬剤耐性菌の拡散が危惧されている。したがって、

獣医療・ヒト医療を含む包括的な”One World, One Health”の観点からも、抗菌薬を代替する治療戦

略を構築することは喫緊の課題である。 
 抗菌薬に替わる細菌感染症の治療法として、細菌のみに感染し死滅させるウイルス“バクテリオファー

ジ（ファージ）”を用いたファージ療法が知られている。ファージは宿主細菌表面上の受容体に結合後、

菌体内において増殖することで、溶菌酵素（エンドライシン）によるファージの菌体外放出に伴い溶菌作

用を引き起こす。ファージは既存の抗菌薬とは異なる作用機序を有することから、薬剤耐性菌に対する

有効性が知られている 3。一方で、ファージ耐性化の主なメカニズムは、ファージが認識し結合する受容

体に変異が生じ、ファージが受容体に結合出来なくなることである。 
 この様にファージのウイルスとしての感染メカニズムを応用したファージ療法は、これまで主に東欧や

旧ソ連諸国で活発に研究され、特にロシアやジョージアでは製剤化され臨床的に応用されてきた 4。し

かし、日本や米国、西欧諸国は抗菌薬を用いた治療戦略に主軸を置いてきたため、ファージ療法の認

知度は低い。 
 
 
２．研究の目的 
 これまで薬剤耐性に対するアプローチは、ファージを含む抗菌性物質のスクリーニング、或いは薬剤

耐性関連分子を標的とした化合物のスクリーニングに頼ってきた。しかしながら、細菌は新たな抗菌薬

に対しても新たな耐性を獲得するため、新規候補物質の探索を繰り返す必要がある。すなわち、既存の

アプローチのみでは効果的な薬剤耐性菌制御の限界が想定される。そこで本研究では、ファージを用

いて薬剤耐性菌の抗菌薬感受性を制御することを目的とした。薬剤耐性獲得に関与する主要な細菌表

面の分子として“薬剤排出ポンプ”が広く知られており、単一の分子種が複数の薬剤耐性に寄与する。

そこで、薬剤排出ポンプを受容体として認識し結合するファージを選抜し、薬剤耐性菌にファージ耐性

を引き起こすことを試みた。つまり、薬剤耐性菌はファージで殺菌されるが、ひとたびファージ耐性菌に

なってしまっても薬剤排出ポンプが変異することで抗菌薬感受性を回復させるアプローチである。これら

を通し、“進化生物学的な表現型のトレード・オフ機構”5、すなわち、ファージ感受性と抗菌薬感受性の

トレード・オフ関係に基づく新規抗菌戦略の基盤形成を目指した。 
 
 
３．研究の方法 
 標的細菌として、ヒトおよびイヌから分離された大腸菌、緑膿菌臨床分離株を用いた。特に大腸菌は

薬剤排出ポンプがキノロン耐性に大きく寄与することが報告されている HUE1 株を用い 6、緑膿菌はこ

れまでにキノロン耐性が示唆された Pa12 株を用いた。これらの標的細菌に対するファージを分離し、そ

の溶菌性状について検証した。また、ファージと標的細菌を共培養することでファージ耐性変異株を分

離し、親株との比較ゲノム解析から受容体分子を推定した。HUE1 株に対する大腸菌ファージでは、薬

剤排出ポンプのノックアウト HUE1 株 6 に対する感染性を検証した。 
 
 
 



 

 

４．研究成果 
（1）HUE1 株に対する大腸菌ファージの分離 
 HUE1 株と農場や下水処理場由来排水を用いて新規ファージの分離を試みた結果、2 種類の大腸
菌ファージが得られた（ΦL27 およびΦF5-20）。これらのファージの全ゲノム解析の結果から、ΦL27 は
Mioviridae, Felixounavirus、ΦF5-20 は Mioviridae, Tequatrovirus に分類されることが分かった。
また、HUE1 株の全ゲノム配列を解読し決定した。続いてΦL27 およびΦF5-20 と HUE1 株を共培養
することでファージ耐性変異株を分離し、親株との比較ゲノム解析に供した。その結果、リポ多糖
（lipopolysaccharide: LPS）の糖鎖長調節に関わる遺伝子に変異が検出されたが、薬剤排出ポンプな
どの薬剤耐性関連遺伝子には変異は認められなかった。薬剤排出ポンプをノックアウトした HUE1 株
に対する ΦL27、ΦF5-20 の感染性を検証したが、親株との間に顕著な差は認められなかった。さらに
環境サンプルから HUE1 株に対する新規ファージの分離を継続したが、薬剤排出ポンプを認識すると
考えられるファージは得られなかった。 
 
（2）Pa12 株に対する緑膿菌ファージの分離と性状 
 これまでに Pa12 株を宿主菌として分離された緑
膿菌ファージ（ΦS12-3, ΦR12）について全ゲノム
解析を実施し系統解析を行った。その結果、これら
のファージは Mioviridae, Pbunavirus に分類さ
れることが分かった。また、他の緑膿菌臨床分離株
を用いて分離したファージ（ΦR26, ΦS50）も同様
に Mioviridae, Pbunavirus に分類されることが分
かった。また、Pa12 株の全ゲノム配列を解読し決
定した。続いて ΦS12-3 と Pa12 株を共培養するこ
とでファージ耐性変異株（Pa12 M1, M4, M6）を分
離した。Pa12 M1, M4, M6 は ΦS12-3 への感受
性を消失しており（図 1A）、特に ΦS12-3 の菌体への吸着効率が著しく減少していたことから（図 1B）、
受容体の変異が強く示唆された。そこで、これらファージ耐性変異株と親株との比較ゲノム解析を実施
した結果、HUE1 株で観察されたものと同様に LPS の糖鎖長調節に関わる遺伝子に変異が検出され
た。また、緑膿菌 LPS を抽出し銀染色に供した結果、親株とファージ耐性変異株では LPS の長鎖領
域泳動像に明瞭な差異が認められた。したがって、LPS 糖鎖長が緑膿菌ファージの感染性を厳密に規
定していることが示唆された。 
 
（3）Pa12 brown-mutant（brmt）株に対するファージの感受性 
 ファージ耐性緑膿菌のうち、特徴的な茶褐色を示す変異株を brown mutant（brmt）と呼ぶ。緑膿菌
ゲノムが大規模に欠失し、LPS の O 抗原とコア多糖の接続を担う galU、および galU に隣接する色素
代謝酵素 hmgA を同時に欠失することで引き起こされる表現型の変化である 7。また、galU 欠失変異
株は、O 抗原そのものを失うことが報告されている 8。（2）までで、ΦS12-3 の感染性が O 抗原の糖鎖長
に依存することが強く示唆されたことから、Pa12 株で brmt を取得しファージ感受性を検証した。その
結果、Pa12 brmt はΦS12-3 に対して耐性を獲得したことが分かった。続いて、分離された Pa12 brmt 
5 株（Pa12 brmt1-brmt5）の全ゲノム配列を解読したところ、いずれの耐性株も大規模な染色体欠失
を有しており、その長さは最短で約 138 kbp から最長で約 409 kbp に及んだ。これは緑膿菌全ゲノム
の 2.2%から 6.4％に相当した（図 2A-E）。また、いずれの染色体欠失領域も galU を含んでおり、これ
が ΦS12-3 耐性の直接的な要因であることが推定された（図 3）。ここで我々は Pa12 brmt1-brmt5 が
大 き く 失 っ た 染 色 体 領 域 に 着 目 し た 。 特 に 、 こ の 欠 失 領 域 を “Bacteriophage-induced galU 
Deficiency （BigD） 領域”と名付け、BigD 領域にどの様な遺伝子が存在するか探索することで、ファ
ージ耐性化した際に緑膿菌が失う性質を明らかに出来ないか精査した。BigD 領域がどの様な遺伝子
によって構成されるか検証を進めた結果、galU の近傍に薬剤排出ポンプ（MexXY）をコードする遺伝
子が位置することを見出した（図 3）。キノロン系抗菌薬は MexXY の基質として知られることから、Pa12 
brmt 株の抗菌薬感受性を評価した結果、ファージ耐性化に伴うキノロン系抗菌薬感受性の回復が観
察された（図 4）。 

 

Pa12%brmt1
Pa12%brmt2

Pa12%brmt3
Pa12%brmt4

Pa12%brmt5

galU
mexXY4omp
mexXY4omp

fabI
oprF

fusB
opdOopdG

300K$bp 300K$bp

Bacteriophage$induced4galUDeficiency4(BigD)4Regions

図 1. Pa12 ファージ耐性変異株（M1, M4, M6）のファー
ジ感受性（A）とΦS12-3 の吸着効率（B） 
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図 3. Bacteriophage-induced galU Deficiency （BigD） 
領域の遺伝子構成 



 

 

 
（4）Pa12 brmt 株に対する新規ファージの分離とファージカクテル 
 Pa12 brmt 株を殺菌できるファージの分離を試みた結
果、新規緑膿菌ファージ（ΦBrmt）を得た（図 5）。ΦBrmt
と Pa12 株を共培養することでファージ耐性変異株を分離
し、親株との比較ゲノム解析に供した結果、線毛の構成を
担う複数の遺伝子に変異の蓄積が検出された。すなわち
Pa12 brmt を殺菌できるファージは、線毛を受容体とする
ファージであることが強く示唆された。そこで、LPS 認識フ
ァージ（ΦS12-3）および線毛認識ファージ（ΦBrmt）から
なるファージカクテルを Pa12 株に接種し経時的な増菌を
評価したところ、それぞれのファージ単独では接種 8 時間
程度からファージ耐性化が観察されたが、ファージカクテ
ルの場合には接種 48 時間後まで持続的に Pa12 株の増殖
を抑制した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（5）総括 
 以上の結果から、環境サンプル中から薬剤排出ポンプを認識するファージを分離することは極めて難
しいことが分かった。一方で LPS を認識する複数のファージを得ることができた。さらに、緑膿菌に対し
BigD 領域で示した特定の耐性化を引き起こすことで、ファージの耐性化に際して抗菌薬感受性を回復
させるトレードオフ・システムの基盤を見出すことができた。特に、環境中に普遍的に存在し、より多くの
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図 4. Pa12 brmt 株（Pa12 brmt1-brmt5）のキノロン系抗菌薬感受性 
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ポピュレーションを構成すると考えられる LPS 認識ファージによって抗菌薬感受性を制御できる可能性
を見出すことが出来たと言える。加えて、異なる受容体を認識するファージの組合わせは、緑膿菌ファ
ージ耐性化の根本的な抑止に有用である知見が得られた。また、2021 年度より、酪農学園大学・獣医
学類・附属動物医療センターではファージセラピーの臨床試験を開始した。今後、本研究で得られた知
見を基にファージセラピーを展開し、①：ファージ耐性化自体の抑止→ファージカクテルの適用、②：フ
ァージ耐性菌が発生してしまう場合の制御→ファージセラピーにとって有利なトレードオフの誘導、を鍵
とした薬剤耐性緑膿菌感染症の制圧に貢献したい。 
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