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研究成果の概要（和文）：細菌に感染するウイルス（ファージ）を治療薬として用いるファージ療法の開発が世
界中で進行中である。しかしながら、ファージはヒト細胞内に効率的に取り込まれないため、細胞内に寄生する
細菌への治療効果が限られている。そこで、本研究では、細胞内寄生細菌に対するファージ製剤を開発するため
の基盤技術の構築を行った。本研究で得られた成果を活用することで、細胞内寄生細菌への治療効果を向上させ
たファージ製剤の開発が可能になると考えられる。

研究成果の概要（英文）：The development of phage therapy, which uses viruses (bacteriophages) that 
infect bacteria as therapeutic agents, is progressing worldwide. However, phages are not efficiently
 taken up by human cells, limiting their therapeutic effect on intracellular parasitic bacteria. 
Therefore, in this study, we established a foundational technology for developing the phage-based 
antibacterial capsid against intracellular parasitic bacteria. The findings from this study provide 
a foundation for the rational design and engineering of phage-based therapeutics with enhanced 
intracellular penetration and targeting capabilities.

研究分野： 細菌学

キーワード： 細胞内寄生細菌　ファージ　ファージ療法　ファージライブラリー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内寄生細菌が起こす感染症には、結核や非結核性抗酸菌症などが存在する。これらの感染症に対する有効な
治療法が限られていることが現状である。そこで本研究では、ファージを基盤とした細胞内寄生細菌を効率的に
殺菌する製剤開発のための基盤法を構築した。本法を用いることで、抗酸菌が潜伏するマクロファージの内部へ
到達する細胞内侵入性が向上した抗酸菌ファージを合成することに成功した。今後、本研究を継続的に進めるこ
とにより、本研究を臨床応用へ発展させ、抗酸菌症の新規治療法の開発に貢献できると期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
薬剤耐性菌は世界中に蔓延しており、医療現場や社会全般に深刻な脅威となっている。薬剤耐

性菌感染症は、効果的な治療法が限られているため、通常の感染症に比べて重症化しやすく、死
亡率が高くなる傾向にある。そのことにより、治療期間が長くなり医療の増加や医療システムへ
の負担増につながると考えられる。また、薬剤耐性菌は国境を越えて拡散するため、世界的な公
衆衛生危機となり世界中の人々の健康を脅かす重大な問題となっている。しかし、細菌が薬剤耐
性を獲得するスピードと比較して、薬剤耐性菌に著効する新しい抗菌薬の開発が遅れているこ
とが、薬剤耐性菌問題を深刻化させている。このような状況の中、ファージ療法が再着目されて
いる。細菌に感染するウイルスであるバクテリオファージ（ファージ）を用いたファージ療法は、
歴史的には東欧で開発が進められ、現在では世界各国で臨床使用に向けた臨床治験が行われて
いる。ファージは、殺菌メカニズムが従来の抗菌薬とは異なるため、多くの薬剤耐性菌に対して
も作用することが in vitro の試験で明らかとなっている。従って、ファージ療法は、薬剤耐性菌
感染症に対して有効な治療法になると考えられる。しかし、低分子薬と比較して、ファージの粒
子サイズは大きく、病巣組織への浸透性は不透明である。特に、細胞内に潜伏感染する細菌に対
しては、その効果が限定的であると考えられる。 

 
細菌がヒトに感染すると、多くの細菌はマクロファージなどの食細胞に捕食され殺菌される

が、一部の細菌は食細胞に貪食された後、マクロファージの殺菌機構から逃れ生存し増殖するこ
とが出来る。このような性質を持つ一群の細菌を細胞内寄生細菌と呼ぶ。さらに、多くの抗菌薬
は細胞内への浸透性が悪いため、抗菌治療効果が乏しく、細胞内寄生細菌に対する抗菌治療は医
療上の難題である。本研究では、細胞内寄生細菌のモデルとして抗酸菌を対象としている。抗酸
菌は、結核や Mycobacterium avium complex（MAC）を含む細菌である。これらの細菌は、一
般的な抗菌薬に耐性を示すことが多いことに加えて、近年では薬剤耐性化が問題となっており、
抗結核薬や抗非結核性抗酸菌薬の開発は世界中で推進すべき課題である。さらに、結核や非結核
性抗酸菌症を治療するためには、半年から数年におよぶ抗菌治療が必要であることが、これらの
感染症の治療を複雑にしている。このような中、非結核性抗酸菌に対するファージ療法が近年行
われ、一定の治療効果がみられている。しかしながら、治療失敗例も報告されており、治療失敗
の原因が細胞内に潜伏する抗酸菌にファージが届き難いことだと考察された。 
 
 
２．研究の目的 
  
そこで本研究では、ファージの宿主細胞内への移行性を向上させることにより、細胞内に潜伏

す る細菌を効率的に殺菌できる新しいファージ製剤を開発するための基盤研究を行う。本研究
を遂行することにより、ファージ療法の適用疾患を拡大させ、治療薬が届き難い細胞内寄生細菌
に対する新規治療法の確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 まず抗酸菌に広く感染するファージを複数入手した。次に、抗酸菌ファージに対する遺伝子組
換え法を確立した。遺伝子組換え効率が向上している抗酸菌を宿主にして、そこに抗酸菌ファー
ジと遺伝子組換え用の DNA を同時に投与することで、抗酸菌ファージのゲノムを組み替えた。抗
酸菌の遺伝子組換え法を用いて、抗酸菌ファージの遺伝子に細胞内移行性を付与する機能を持
たせた。さらに、THP-1 細胞を用いた細胞培養系で、その細胞内移行性を評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
4-1. 抗酸菌ファージ 
抗酸菌ファージ TM4 および D29 を分与頂いた。TM4 と D29 ファージの抗酸菌に対する感染域を

調べたところ、結核菌 M. tuberculosis H37Rv 株に効率的に感染することを確認した。また、こ
れらのファージは、非結核性抗酸菌の実験株である M. bovis BCG、M. smegmatis mc2155 や、M. 
avium、M. intracellulare、M. abscessus を含む複数の非結核性抗酸菌の臨床分離株に感染し
た。つまり、この 2つのファージは幅広い抗酸菌に感染することがわかった。 
 
4-2. 抗酸菌ファージの遺伝子組換え法 
 抗酸菌ファージの遺伝子組換え法を確立した。CRISPY-BRED 法（DOI: 10.1038/s41598-021-



86112-6）を元にした改良法を考案した。実際に、TM4 と D29 の遺伝子組換えに成功した。TM4 フ
ァージの約 5 kb の遺伝領域を除去後、2 kb 以上の遺伝子カセットの挿入に成功した。 
 
4-3. 細胞内寄生細菌を殺菌する抗菌カプシドの構築 
 構築した抗酸菌ファージの遺伝子組換え技術を用いて、抗酸菌ファージの遺伝子に細胞内移
行性を付与する機能を持たせることにより、抗酸菌が潜伏するマクロファージ内へ効率良く到
達する細胞内侵入性が向上した抗酸菌ファージ（抗菌カプシド）を合成した。 
 
4-4. 抗菌カプシドの細胞内移行性 
 構築した抗菌カプシドを用いて、THP-1 を用いた培養細胞系で細胞内移行性を評価した。野生
型ファージと比較して、細胞内移行性が向上していることを確認した。従って、抗酸菌が潜伏す
るマクロファージの内部へ到達する細胞内侵入性が向上した抗酸菌ファージを合成することに
成功したと考える。今後、本研究を継続的に進めることにより、本研究を臨床応用へ発展させ、
抗酸菌症の新規治療法の開発に貢献できると期待される。 
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