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研究成果の概要（和文）：納豆菌に感染するバクテリオファージは感染時に自らが保有する外来遺伝子であるγポリグ
ルタミン酸分解酵素遺伝子を強く発現させる。本研究は異種タンパク質発現系を構築するため、ファージゲノムを解析
し、本遺伝子の発現システムを探るとともに、ファージ宿主域の決定因子を探索した。その結果、外来遺伝子の発現へ
のDNA上のシス因子および納豆菌が持つトランス因子の関与を見いだした。さらに宿主認識タンパク質を同定した。

研究成果の概要（英文）：Some Bacillus subtilis natto phages carry gamma-poly glutamate hydrolase gene on t
heir genome, and this gene is strongly expressed during phage lytic cycle. To apply this system for the fo
reign gene expression system, we determined complete genome sequence of phage phiNIT1 and analyzed the exp
ression system of gamma-PGA hydrolase gene.
As a result, we found that not only phage encoded elements but also both of cis-elements and trans-element
s in the bacterium were required for the gene expression. In addition, we identified phage proteins involv
ing in specific recognition of host cell surface.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 バクテリオファージにはビルレント（溶
菌）型とテンペレート（溶原）型が存在する。 
 ビルレントファージは感染し続けなけれ
ば子孫を増やせない。大腸菌の T4 ファージ
に代表される大型で伸縮型の尾部を持つミ
オウイルス型ファージでは 100 kbp を越える
ゲノムの多くの部分が感染細菌細胞内での
ファージの増殖を補助するための遺伝子で
占められている。連携研究者の木村らは納豆
菌に特異的に感染するミオ型ファージφ
NIT1 が、納豆菌が産生し、ファージ感染防御
に関わる菌体外γポリグルタミン酸 (γ
-PGA) を分解する酵素( PghP )の遺伝子をゲ
ノム上に保有し、ファージ感染時に菌体内で
発現した PghP を溶菌に伴ってリッターあた
り数mgの濃度で放出することを見いだした。
申請者らは木村らと共同でφNIT1 のゲノム
の解析を進め、pghP遺伝子が増殖には必須で
ない遺伝子領域に存在していることを見い
だした。以上から、申請者は溶菌型ファージ
感染を利用したタンパク質生産系を構築で
きるのではないかと発想した。 
 一方、外来遺伝子を運び込み染色体上の侵
入する溶原性ファージは細菌ゲノムの進化
促進の主役である。本申請者は 1997 年に黄
色ブドウ球菌の２成分性毒素 Panton- 
Valentineロイコシジンを生産するV8株にお
ける PVL 遺伝子の存在形態を追究した結果、
PVL の遺伝子が溶原化した新規ファージφ
PVL のゲノム上に存在していることを世界で
初めて発見し、そのゲノムの全塩基配列を黄
色ブドウ球菌のファージとしては初めて決
定した。以来 PVL の水平伝播に複数の PVL 変
換ファージが関わることを証明し、さらにフ
ァージ間においてもPVLと溶菌関連遺伝子が
一つの遺伝子カセットとして水平伝播する
可能性を示してきた。さらにφSLT の尾部繊
維が黄色ブドウ球菌を認識する機構を解明
した。溶原性ファージが保有する部位特異的
組換えシステムは、効率的な組換えシステム
として用いられており、PVL ファージ群のシ
ステムを用いたφNIT1 への有用タンパク質
の特異的組換えシステムへの応用を検討す
る。  
 本研究の成果は、ファージを用いて標的細
菌のバリア等を破壊するタンパク質を発現
させ、溶菌と共に放出させることで、夾膜や
バイオフィルムを形成する細菌を効率よく
殺菌を行うシステムを構築する試みに直結
する。本申請者は植物病原菌 Pectobacterium 
carotovorum phage 尾部状バクテリオシン
(Ctv)の構造遺伝子の解読に成功し、ファー
ジの尾部繊維の相変異により宿主域が変化
することを発見し、現在詳細な解析を進めて
いる。φNIT1 の宿主域を変えることが出来れ
ば、その適用範囲がさらに広がることが期待
できる。 
 
 

２．研究の目的 
 本研究はビルレントファージを用いて任
意のタンパク質を生産するシステムを構築
することを目的とする。そのために(1)φ
NIT1 のゲノム解析を通じ感染時に強く発現
する pghP 以外の感染補助因子を探索・同定
する。一方納豆菌に感染できる Bacillus の
タイピングファージであるミオウイルスφ
SP50 のゲノムを解析し、φNIT1 と比較して
納豆菌と Bacillus への感染に必須な領域を
特定するとともに、(2)pghP 及びその他の感
染補助因子の発現調節機構を解析する。 (3)
これらの結果を応用しファージ粒子と共に
外来遺伝子を発現させ、溶菌に伴って菌体外
に放出させる発現系構築の基礎を作る。具体
的にはファージ感染で制御される上記プロ
モーターに接続した任意の遺伝子をプラス
ミドで有する宿主にファージを感染させる
システム、相同組換えにより任意の遺伝子を
ファージに導入するシステムを構築する。さ
らに並行して(4)φSLT の attP/integrase か
らなる部位特異的組換え機構を応用した、枯
草菌内で部位特異的組換え系の構築を試み
る。本ファージはゲノムサイズが 150 kB と
大きいため、試験管内でのゲノム再構成及び
パッケージングは困難である。そこで本組換
え系を応用し病原性ファージの遺伝子組換
え体の作製系の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)φNIT1 のゲノム解析の完成、及びφSP50
を初めとする近縁ファージのゲノム解析 
①:φNIT1 のゲノム解析 
 φNIT1 はおよそ 150 kBp のゲノムを有し
ていると見積もられている。これまでに決定
された contig よりプライマーを作製し、そ
れらの組み合わせによるPCRとウォーキング
により細かいギャップを埋め、φNIT1 のゲノ
ム解析を完成する。 
②: 感染時に発現する PghP 以外の感染補助
因子の探索 
 PghP 以外の感染補助因子として、納豆の糸
のもう一つの成分であるフラクタン分解酵
素の遺伝子を有することを見いだした。本酵
素産物の組換え体、及びファージ溶菌液にお
ける活性の解析を進め、本酵素の発現が糸を
引く条件で培養している納豆菌への感染に
寄与するかを解析する。さらにゲノムの精密
アノテーションを行い、これら以外の感染補
助因子の存在を探る。 
③:φSP50及びその他のφNIT1類似納豆菌フ
ァージのゲノム解析 
 φNIT1 類似ファージ群は納豆菌に特異的
に感染し、PGA 分解酵素を産生するφNIT1 類
似のミオ型ファージである。これらのゲノム
を調製し、完成したφNIT1 ゲノムをもとにフ
ァージ比較のためのプライマー群を設定し
て PCR スキャニングを行う。増幅断片が得ら
れた場合、適宜塩基配列を決定しφNIT1 ゲノ
ムと比較する。さらに pghP 遺伝子及びフラ



クタン分解酵素遺伝子とそれらの周囲の配
列を比較し、ファージがこれらの遺伝子を取
得した機構を探る。φSP50 は Bacillus のタ
イピングファージであるが、納豆菌に感染し
PGA 分解酵素活性を有する。そこで本ファー
ジのゲノム解析から pghP 等の感染補助因子
の存在を探るとともに、指示菌認識に関与す
る遺伝子を特定する。 
④:宿主認識物質の特定 
 申請者は黄色ブドウ球菌ファージφSLT に
おいて宿主リポテイコ酸を認識する尾部繊
維タンパク質を見いだしている（文献 4）。そ
の手法を応用し、ファージの感染ステップの
初期段階を宿主表層認識、吸着、DNA 注入の
段階に分け、φNIT１及びφSP50 の比較から
ファージが納豆菌と Bacillus を見分ける機
構を解明する。具体的には予想されるそれぞ
れの尾部繊維タンパク質の N-末端にヒスチ
ジンタグを付けた形でクローン化し、発現さ
せた産物がファージ感染を抑制することを
確かめる。菌体側因子の解析は研究協力者の
協力を得る。 
 
(2) pghP及びその他の感染補助因子の発現調
節機構の解析 
①:PghP の発現調節系の解析 
 これまでに予備的な northern 解析により
pghP の発現がファージ感染後期に起きると
言う結果を得ている。そこで、逆転写リアル
タイム PCR 法により、ファージの溶菌サイク
ルにおける pghP の発現タイミング及び発現
量を解析する。対照としてファージの後期転
写産物（キャプシド及び尾部鞘（シース）遺
伝子の発現と比較する。 
 一方 pghPのプロモーター領域はこれまでに
確立した逆転写 PCR を用いる手法で推定し、
5’RACE 法により決定する。φNITI の contig
のドラフト解析の結果、本ファージはいくつ
かの独自シグマ因子を有しており、pghPがそ
のシグマ因子の支配下にある可能性がある。 
 それを確かめるため、pghP のプロモーター
領域にルシフェラーゼ遺伝子を融合したモ
ニター系を大腸菌—グラム陽性菌のシャトル
ベクターpHY300 上に構築し、φNIT1 の指示
菌である納豆菌 NAFM5 に導入したモニター
指示菌を作出する。ファージ感染時のみに発
現が確認された場合にはファージ特有のシ
グマ因子により発現が調節されている可能
性が高い。その場合にファージ感染菌体から
ライゼートを調製し、pghP プロモーター領
域によるゲルシフト法によって調節タンパ
ク質(シグマ因子)を特定する。φSP50 につ
いても同様に解析する。  
②:フラクタン分解酵素、および感染後期に
発現する感染補助因子の発現解析 
(1)-② において特定した感染補助因子につ
いても(2)-① と同様に解析する。 
 
(3)ファージの発現系を応用した外以来遺伝
子発現システムの構築 

①:ファージ感染によるプラスミド上の遺伝
子発現系の確立  
 (2)において構築したモニター系をNAFM5株
において高いプロモーター活性が確認され
た場合、モニター遺伝子を目的遺伝子に置き
換えることで発現系として応用することが
できる。宿主菌には菌体外プロテアーゼ欠損
株等を用いる。 Bacillus 株を宿主として用
いる場合には(1)-③ の結果を基にφSP50 
を使用する。 
②:ファージに組み込んだ目的遺伝子の発現
系  
 ファージに目的遺伝子を組み込むことがで
きればファージ療法や、ファージを用いた細
菌のコントロールシステムに応用できる。そ
の際にはファージ感染サイクルにおける 
pghP と目的遺伝子を相同組換えにより組換
えファージを取得する。  
(4)φSLT の attP/integrase からなる部位
特異的組換えシステムの構築 
 (3)-②ファージの感染サイクル中の相同組
換えを効率的かつ確実に行うため、φSLT の 
attP site /integrase を用いた部位特異的
組換え系を構築する。 

  
４．研究成果 
 
(1) φNIT1のゲノム解析と感染補助因子の探
索 
①: φNIT1 のゲノム解析 
φNIT1は155,631 bp の末端繰り返しを持つ
直鎖状ゲノムを有していた。orf は 220 個、
tRNA 遺伝子は 4 個存在した。76 個の orf 
は既知のファージ遺伝子と相同性を示し、う
ち 71 個が SPO1-related phages 由来であ
った。これらの遺伝子群のうち、pghP を含む
外来性と思われる遺伝子群は、両端の 
5,103 bp の反復配列とゲノム中心にある
ファージの構築および増殖の関与する遺伝
子群（コア領域）に挟まれた領域に配置し
ていた。 
 
②:感染時に発現する PghP 以外の感染補助
因子の探索 
 アノテーションの結果、本研究のターゲット
である PghP 以外の感染補助因子としてフラ
クタン分解酵素と推定される orf(levP)を見
いだした。他に菌体外構成物の分解などに関
わる因子は見いだされなかった。大腸菌で発
現させた組換え LevP はレバン分解活性を示
すことを確認するとともに、下記③で明らか
にした pghP のみを有し levP を保有しない
SP50 との比較、ならびに大腸菌で発現させた
組換え LevP をSP50感染時に作用させる実験
から、LevP がファージ感染の増強に寄与する
ことが確認された LevP は PghP によるファ
ージ感染障壁である納豆の糸の分解に補助的
に働くことが示唆された。levP は pghP 同様
ファージの増殖には関与しない遺伝子群から
なる領域に、pghP とは独立して存在した。こ



れらの遺伝子の発現パターンをノーザン分析
で解析したところ、いずれも感染後に発現す
ることを確認した。 
 
③: φSP50及びその他のφNIT1類似納豆菌フ
ァージのゲノム解析 
 電子顕微鏡観察でφNIT1と同様な形態を示
し、pghP を有する納豆菌ミオウイルス型ファ
ージ９株はいずれもlevP 遺伝子を保有して
いた。levP 遺伝子の存在する制限酵素断片の
サイズが異なるものが見られたが、levP およ
び周辺領域の塩基配列はいずれの株でも保存
性は高く、周辺の変異が少ないことが明らか
になった。従って、(1)-② の結果と合わせ、
納豆菌ファージ群においてPghP とLevP は 
納豆の糸のバリアを破って感染する際に機能
していると考えられた。 
 一方、枯草菌ファージであり、納豆菌に感
染しγ-PGA分解活性示すSP50は、形態的にも
φNIT1と酷似したミオウイルスであった。PCR
スキャンおよび増幅断片のシークエンス決定
により、SP50ゲノムは両端の繰り返し配列お
よび中央のコア領域はφNIT1と極めて近い、
同系統のファージであることが明らかになっ
た。しかしφNIT1を含む納豆菌ファージ納豆
菌ファージ間ゲノムの制限酵素切断パターン
の際に比べ、SP50と納豆菌ファージ群では異
なる部分が多く見られた。 
 SP50の pghP 遺伝子上流の配列は、小さな
挿入がある以外はφNIT1の同領域の塩基配列
と高い同一性を示した。しかし本ファージは
levP 遺伝子は保有しておらず、その周辺領域
はφNIT1の同領域に比べ、欠失や別の遺伝子
断片挿入が多発しており、PCR スキャンの結
果と合わせ、φNIT1 と SP50 とでは取り込ん
だ外来遺伝子群が異なっていることが示され
た。  
 以上のφNIT1のゲノム関連の成果は、学会
発表(1)で公表した。現在、(2)の成果を含め
論文の投稿作業を進めている。 
 
④:宿主認識物質の特定 
 アノテーションの結果、候補となる推定尾部
繊維遺伝子を2つ見いだした。このうち２つの
候補遺伝子は、他の類縁ファージとの比較ゲ
ノム解析では見いだされ無い一方、φSP50及
びその他のφNIT1類似納豆菌ファージでは保
存されていた。 
 宿主認識は Ctv を応用した宿主認識解析
系を新たに構築して検討した。３つの候補遺
伝子のうち、orf1166をこの系に導入して、 
Ctv の尾部繊維として組み込むことにより、
納豆菌には結合できるが、枯草菌には結合で
きない改変 Ctv 作成に成功した。さらに本遺
伝子をいくつかの領域に分割して検討した結
果、宿主認識活性がC-末端領域 1.6 kb に存
在することを見いだした。 
 本システムの構築と納豆菌ファージの宿主
近認識解析への応用に関しては、学会発表(2)
で公表した。 

 現在、ファージ尾部繊維タンパク質におけ
る宿主細胞レセプター認識部位の特定を進め
ている。今後は論文(2)におけるブドウ球菌タ
ンパク質と血球膜の相互作用解析の手法を応
用し、両者の相互作用の構造化学的解析を行
う。 
 
(2) PghP 及びその他の感染補助因子の発現
調節機構の解析 
①:PghP の発現調節系の解析 
②フラクタン分解酵素、および感染後期に発
現する感染補助因子の発現解析 
 φNIT1のpghP についてはノーザン解析か
ら遠位と近位のプロモーターの存在が示唆さ
れた。このうち、近位プロモーターからの転
写開始点を5’RACE により決定した。さらに
levP の転写開始点も同様に決定した。 
 プロモーター活性をモニターする系として、
当初の予定を変更し、連携研究者が使用実績
のあるlacZ をレポーターとし、宿主納豆菌ゲ
ノムの amyE 遺伝子上に組みこむことでコピ
ー数を限定できるプロモ―ターアッセイ用ベ
クターを活用することにした。決定した pghP
の遠位、近位プロモーター、levP プロモータ
ー領域を含む 500 bp の断片をそれぞれ 
lacZ と融合させたモニター遺伝子を枯草菌
ISW1214 株、および納豆菌 NAFM73 株に導入
したモニター株を構築した。 
 これらの枯草菌、および納豆菌由来モニタ
ー株に、それぞれ SP50 およびφNIT1を感染
させ、ファージ感染に伴うプロモーター活性
の変化を調べた。その結果 pghP の遠位プロ
モーターはファージの感染に関わらず、構成
的に発現していた。一方で pghP の近位プロ
モーターとlevP プロモーターは、ファージ感
染でも働かなかった。この結果から、プロモ
ーター配列以外にシスに働く因子があると考
え、現在さらに上流の解析を進めている。 
 また、一般に感染後期の発現制御はファー
ジ由来の因子で制御されることから、4つの推
定シグマ因子をコードする orf のうち、配列
の特徴から可能性が高い２つの遺伝子に注目
し、それらを lac プロモーター下流につない
だシグマ因子発現プラスミドを作成した。し
かし上記の枯草菌モニター株にこれらを導入
したが、やはりプロモーター活性は見られな
かった。 
 そこで、枯草菌、納豆菌ともに感染できる
SP50 ファージをそれぞれの宿主に感染させ、
PghP 活性を測定したところ、pghP は納豆で
なければ発現しないことが明らかになった。
これは、pghP の発現にはファージ上にコード
された遺伝子だけではなく、納豆菌側の因子
が関与することを示唆するものである。 
 これと関連し,論文（１）で納豆菌における
γ—PGA 合成酵素の発現調節に関わる調節因
子である DegQ の働きの一端を解明したが、
その成果をふまえて納豆菌側の因子の探索を
進めている。 
 



なお、(3)ファージの発現系を応用した外以
来遺伝子発現システムの構築および(4)φ
SLT の attP/integrase からなる部位特異
的組換えシステムの構築は、論文(3)で用い
た変異株作成システムを応用して進めるは
ずであった。しかし(2)で発現システムの特
定が進行中のため、それを応用するこれらの
研究には着手できなかった 
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