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研究成果の概要（和文）：　クローン病（CD）は指定難病の一つであり、消化管の慢性的な炎症を特徴とする炎
症性腸疾患でである。発症には細菌叢の破綻が関与しており、特にAIECが関連しているとされている。しかし、
治療ガイドラインには細菌叢を対象とした治療指針は含まれていない。申請者は、細菌叢中からバクテリオファ
ージを用いて、AIECを除去することで疾病治療が可能と考えた。実際にマウスを用いた実験でAIECの除去と病態
改善を証明するとともに、AIEC特異的遺伝子に対するCRISPRの標的指向性を解析した。以上のことから細菌叢を
標的とした合成ファージ療法に関する成果を得ることができ、クローン病の新しい治療法の道筋を示した。

研究成果の概要（英文）：　Crohn's disease (CD) is one of the designated intractable diseases and is 
characterized by chronic inflammation of the digestive tract. Dysbiosis of the gut microbiota is 
involved in its onset, with AIEC being particularly implicated. However, the treatment guidelines do
 not include therapeutic approaches targeting the microbiota. The applicant hypothesized that using 
bacteriophages to eliminate AIEC from the microbiota could lead to disease treatment. Experiments 
with mice confirmed the removal of AIEC and improvement of disease symptoms, and the CRISPR target 
specificity for AIEC-specific genes was analyzed. These findings demonstrated the potential of 
synthetic phage therapy targeting the microbiota, indicating a new treatment pathway for Crohn's 
disease.

研究分野： 細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒト腸管には細菌が棲みついおり、健康維持に重要である。しかし、この細菌叢が乱れると病気の原因となる。
治療のために細菌叢を正常化する方法が注目されているが、既存の手法には確実性などの問題があり、臨床への
展開が遅れている。この研究では細菌叢中に微量ながら存在するが他の細菌を支配し、細菌叢を破綻状態に追い
込む種に着目した。この原因菌を細菌のウイルスであるバクテリオファージを用いて特異的に除去することで細
菌叢を正常化し、難病モデルにおいて治療効果があることを確認した。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

クローン病 (CD) は消化管粘膜の慢性的な炎症を特徴とする難病で、炎症性腸疾患の一疾病で

ある。国内の CD 患者数は研究開始時点で約 4万人と指定難病の中でも屈指の患者数 (331 疾患

中 4 番目、 平成 30 年度末時点) を数える疾病であり、その数は増加の一途を辿っていた。CD

は青年期に発症することが多い。この時期は就学や就職などのライフステージの変化が大きい

時期でもあり、疾患を原因とした QOL の低下により生活上の困難が生じる場合も少なくない。ま

た本疾病は再燃と寛解を繰り返しながら、進行性に消化管機能の低下を示す症例が少なくない。

つまり、若年で発症後、自身の体の機能低下を伴いながら闘病する必要があるため、患者の精神

的、肉体的負担が大きい。このように CD は人生に大きな損失をもたらす疾病と言える。この CD

の発症には多要因 (遺伝学的要因、食生活などの生活習慣、細菌叢など) が複雑に関連すると

考えられているが、研究開始時点での CD 治療のガイドラインには細菌叢に根ざした治療法の掲

載はなかった。 

 
２．研究の目的 

バクテリオファージ (ファージ) は細菌に寄生するウイルスである。ファージの細菌への感染

はウイルスレセプター依存し、そのため対応するリガンドを有する菌に限られ、同一細菌種内で

あっても殺す菌・殺さない菌を選択できる。そのため、細菌叢のように複数の細菌が混在する環

境で、一つの細菌を標的とした殺菌にはファージが理想的なリソースになりえる。CD 患者の細

菌叢は Dysbiosis 状態に陥っていることが知られており、これには Adherent invasive 

Escherichia coli (AIEC) と呼ばれる大腸菌の 1グループの寄与が報告されている。研究開始

時点で、細菌叢正常化を目的として糞便移植などが検討されているが、その有効性は報告毎にば

らつき、全患者に奏功するわけではなかった。そこで申請者はCDにおけるファージを使ったAIEC

の選択的排除が腸内環境の効率的な正常化に繋がり、さらに CRISPR の機能を加えることでより

特異的殺菌力を高めたファージ利用が可能になると発想した。これにより国民に広がる難病の

一つとなっている本疾病に対する新たな治療法の確立につながると考え、この研究を開始した。  

 
３．研究の方法 

1.下水からのファージの分離および MMC 処理により大腸菌感染性ファージを分離し、培地中で

の感染域を調べた。分離ファージのうち、AIEC に殺菌活性を示すファージについて糞便中での

殺菌活性を in vitro で調べた。 

 

2. IL-10 ノックアウトマウスにAIECを定着させてCDモデルを作出した。このモデルに対して、

ファージおよび Mock の投与を行ない、病態の経過及び細菌叢を解析した。 

 

3.非 AIEC 大腸菌の事前定着あり・なしマウスを使用し、上記と同様にファージ投与実験を行な

った。またこの非 AIEC 大腸菌のファージ感受性を培地中で確認した。 

 

4. AIEC 特異的遺伝子内における効率的な殺菌部位の同定 

AIEC において、特異的かつ発現が高いことが知られている遺伝子 Xについて、CRISPR/Cas によ

る効率的な殺菌ができる領域の特定を行った。具体的には crRNA ライブラリーを構築し、その殺

菌力を人工細菌叢中での存在比率で確認した。 

 



5. 次世代シークエンサーでのφXの塩基配列を解析した。またその情報を元に、そのリバース

ジェネティクスの確立を行なった。具体的には無細胞系および有細胞系での検討を行なった。 

 

４．研究成果 

1. AIEC に対するファージの分離 

この研究の始まりとして、体内で AIEC に感染・殺菌できる

ファージの分離を行なった。その結果 AIEC を含めた大腸菌

に殺菌活性を示すファージを複数分離した。これらの AIEC

感染ファージの糞便中での感染力を調べたところ、φX にお

いて糞便中での高い殺菌活性を確認した (右図)。一方で、

培地中で高い殺菌活性を示しても、糞便中では活性が認めら

れないファージも存在していた。以上のことからφX に焦点

を当てて以下の動物実験を実施した。 

 

2. CD モデルを用いたファージによる治療効果の検討 

次にφXの生体を用いた治療効果を検討した (下図)。このモデルでは AIEC 定着後、約 1週間

で腸炎症状を示し、体重減少や削痩、下血などの消化器症状が認められ、細菌叢も正常とは異な

る状態となる。ファージ投与群では AIEC が排除され、消化器症状が軽快し、体重減少が少なか

った。一方で、Mock 投与群では症状が重症化し、削痩が酷い個体では死亡した。病理組織学的

解析では障害をうけていた腸管上皮の構造がファージ投与群で復活していることを確認した。

モデル構築から治療までの一連の細菌叢の変化をみると AIEC 投与後、細菌叢が変化しているの

が見て取れた。一方で、ファージ投与により細菌叢が再度変化していた。しかし、ある程度は回

復するが完全に戻るわけではなかった。これは AIEC がごく少数検出されていたことからこの残

存した AIEC の作用であることが考えられる。以上の結果からφX が in vivo でも AIEC を排除

し、細菌叢を変化させることで CD の症状を抑え込むことが示唆された。 

 

3. 非 AIEC 大腸菌の存在によるファージ効果の向上 

2 の動物実験では実験前の検査で糞便から大腸菌が検出されないマウスのみを使用した。しか

し実験中に一部のマウスでは非 AIEC 大腸菌が検出された。そこで、このようなすでに定着して

いる大腸菌の影響を確認した。両マウスとも消化器症状

に違いはなく、死亡例などはなかった。しかし、体重に

関しては違いが見られ、非 AIEC 大腸菌が事前に定着し

ていた群ではファージ投与後の体重の回復が早く、4 週

間後の体重も非定着群と比較して重かった。また非定着

群の一部のマウスでは微量 (2-6 コロニー/糞便 g) な
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がらも 4 週間後まで AIEC が検出されていたが、非 AIEC 定着群では検出限界以下であった。こ

のことから非 AIEC 大腸菌の存在で、競合作用などにより AIEC の細菌叢からの排除が促進され

ることが考えられた。しかし、φXはこの非 AIEC に感染できたことから、AIEC とともにファー

ジによる殺菌の影響が考えられ、競合作用が減弱している可能性が示唆された。 

 

4. AIEC 特異的遺伝子内における効率的な殺菌部位の同定 

遺伝子 X全長について、1 塩基ずつずれた crRNA を設計し、

遺伝子 X 陽性大腸菌と陰性大腸菌にそれぞれ導入し、細菌

叢中での存在比率を比較した (右図)。その結果、設計領域

により千倍以上の殺菌活性の違いがあり、矢印で示す領域

で設計した crRNA が最大の活性を有していた。 

 

5. 長鎖 DNA ゲノムファージにおけるリバースジェネティクスと効率的な遺伝子組換え手法の確

立 

次世代シークエンサーの解析によりファージ Xは 100 kbp 以上の長鎖 DNA を保有することがわ

かった。研究開始時点ではこの長さのファージゲノムを安定して再起動できる実験系はなかっ

た。そこで安定的なリバースジェネティクス系の確立を行った。まず、これまでの無細胞系の改

良目的に糖などを添加することで長鎖 DNA からの再起動の効率が僅かながら上昇した。しかし、

成功率は低かった。そのため、有細胞系での実験系を別途構築した。既存の酵母の実験系の条件

を見直し、安定的に長鎖ファージゲノムを作ることが可能な条件を確定させた。さらに、その人

工ゲノムを元にファージ粒子が形成されることを確認した。 

 次に細胞を使った再起動系は従来の無細胞系よ

りも時間を要するために再構成した人工染色体に

組換え配列を導入し、大腸菌内での組換えを試み

た。具体的には再構成したファージゲノム中に組換

えの起点となる組換え配列を導入し、ポケットを作

った。ここから再起動したファージを組換え配列で

挟まれた目的配列を含むプラスミドを有する大腸

菌に感染させることで、組換えを行えるようになっ

た。これにより、ファージ内への任意の DNA 配列の

挿入も高効率で行えるようになった。 

 

総括: この研究では当初の目的であるファージを用いた細菌叢の改変とそれによる CD 治療が可

能であることがモデルマウスで証明された。当初の予定では組換えファージを用いて異なる大

腸菌が存在する状況下での AIEC 特異的な殺菌による治療効果を見る予定であったが、実験の進

捗状況から至らなかった。しかし、他の大腸菌と競合とファージの併用といった方向性も見つけ

られ、特異的殺菌の重要性も示唆された。以上のことから本研究では本難病における新しい治療

戦略について一定の道筋をつけたと考えられる。 
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Association of mprF mutations with cross-resistance to daptomycin and vancomycin in
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)

Scientific Reports 16107

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Thitiananpakorn Kanate、Aiba Yoshifumi、Tan Xin-Ee、Watanabe Shinya、Kiga Kotaro、Sato’o
Yusuke、Boonsiri Tanit、Li Feng-Yu、Sasahara Teppei、Taki Yusuke、Azam Aa Haeruman、Zhang
Yuancheng、Cui Longzhu

10

10.1038/s41598-020-73796-5

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Identification and characterization of mutations responsible for the β-lactam resistance in
oxacillin-susceptible mecA-positive Staphylococcus aureus

Scientific Reports 16907

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 １．著者名  ４．巻
Boonsiri Tanit、Watanabe Shinya、Tan Xin-Ee、Thitiananpakorn Kanate、Narimatsu Ryu、Sasaki
Kosuke、Takenouchi Remi、Sato’o Yusuke、Aiba Yoshifumi、Kiga Kotaro、Sasahara Teppei、Taki
Yusuke、Li Feng-Yu、Zhang Yuancheng、Azam Aa Haeruman、Kawaguchi Tomofumi、Cui Longzhu
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2024年

〔学会発表〕　計5件（うち招待講演　0件／うち国際学会　0件）

2022年

2022年

2022年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第165回日本獣医学会学術集会

第165回日本獣医学会学術集会

第165回日本獣医学会学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

ブドウ球菌エンテロトキシン Sおよび T陽性黄色 ブドウ球菌に関する分子遺伝学的解析

膜透過性ペプチド固定化高分子を用いたマウス樹 状細胞のゲノム編集誘導の試み

マウス肥満細胞腫細胞株へのRNP複合体導入検討ならびに機能遺伝子欠損細胞の作製

 １．発表者名
佐藤 祐介, 重茂 克彦, 相川 靖子, 狩野 真由子, 小野 久弥, 胡 東良, 中根 明夫, 菅井 基行

志水 孝之, 鵜川 真実, 佐藤 祐介, 佐久間 信至, 川本 恵子, 岡本 まり子

磯貝 亮弥, 保坂 真希, 佐藤 祐介, 川本 恵子, 岡本 まり子

10.1128/spectrum.02927-23

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Coordination of prophage and global regulator leads to high enterotoxin production in
staphylococcal food poisoning-associated lineage

Microbiology Spectrum e0292723

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Sato'o Yusuke、Hisatsune Junzo、Aziz Fatkhanuddin、Tatsukawa Nobuyuki、Shibata-Nakagawa Mari、
Ono Hisaya K.、Naito Ikunori、Omoe Katsuhiko、Sugai Motoyuki
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 １．著者名



2022年

2021年

〔図書〕　計0件

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

７．科研費を使用して開催した国際研究集会

〔国際研究集会〕　計0件

８．本研究に関連して実施した国際共同研究の実施状況

共同研究相手国 相手方研究機関

 ２．発表標題

 ２．発表標題

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

 ３．学会等名

第165回日本獣医学会学術集会

日本ファージセラピー研究会 第1回研究集会

TCRシグナル刺激によるイヌ TCRレパートリーへの影響

佐藤祐介, 氣駕恒太朗, 渡邊真弥, anit Boonsiri, 李峰宇, 相羽由詞, 李俊傑, Azam Haeruman, 笹原鉄平, 崔龍洙

 ３．学会等名

クロストーク法によるKlebsiella pneumoniaeに対する広感染宿主域ファージの分離

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

塩川 麗良, 岡本 憲明, 渡邉 健司, 水上 洋一, 永根 大幹, 山内 章寛, 金井 詠一, 高木 哲, 山下 匡, 佐藤 祐介, 川本 恵子, 岡本 ま
り子


