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研究成果の概要（和文）： 

  c-st ファージは、典型的な C型ボツリヌス毒素変換ファージである。以前に、c-st ファー

ジのゲノム解析を行ったが、その大部分の遺伝情報は不明であった。本ファージの毒素遺伝子

の水平伝播を明らかにするため、c-st ファージのコアゲノム領域を調べた。まず最初に、c-st

ファージの構造タンパク質をコードする遺伝子が98.5-157.5 kbpの領域に存在すると考えられ

た。次に、同種ファージである c-468 ファージとの比較ゲノム解析を行うと、43-57 kbp と

116.5-123 kbp の領域が欠損していた。さらに、c-st ファージゲノムの 175.5-178.5 kbp の領

域の遺伝子産物が、プラスミド分配に関与していることが明らかとなった。これらの結果から、

c-st ファージゲノムの 1-43 kbp と 57-116.5 kbp、123-186 kbp の領域がファージ生命維持に

必要なコアゲノムであることが分かった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

  Phage c-st is typical Clostridium botulinum type C neurotoxin-converting phage. Although the phage 

c-st genome has been sequenced, no much information is available in its biology and genome. To extend 

our understanding of horizontal gene transfer by this phage, we investigated in the core genome of phage 

c-st. First, analyzing the phage structural proteins, the genome module for the structural proteins was 

98.5-157.5 kbp of phage c-st genome. Second, comparing the genome of phage c-st with that of a related 

phage c-468, the 43-57 kbp and 116.5-123 kbp of phage c-st genome were very similar to phage 468 

genome. Third, the essential genes for phage genome partitioning were revealed to be located 175.5-178.5 

kbp of phage c-st genome. According to these results, I speculated that the core genome was the 1-43 kbp, 

57-116.5 kbp, and 123-186 kbp regions of phage c-st genome. 
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１．研究開始当初の背景 

  ボツリヌス菌は、世界で最も強力な神経

毒素（ボツリヌス毒素）を産生する。本菌は

産生するボツリヌス毒素の抗原性の違いに

より、A〜G型の7型に分類されている。A、 B、

E、F型菌は主としてヒトに、Cと D型菌は家

畜（トリ、ウマなど）に強力な致死作用を引

き起こす。特に、C 型と D 型菌によるボツリ

ヌス中毒は、畜産・食品産業に甚大な被害を

もたらしている。従って、本菌の感染制御の

確立は極めて重要である。 

  ボツリヌス毒素遺伝子は、染色体、バク

テリオファージ（ファージ）、プラスミドの

様々な様式で菌体内に存在している。C 型と

D 型菌は、ファージにより毒素産生性が支配

されている（ファージ変換）。これまでに、

ボツリヌス毒素はボツリヌス菌固有の毒素

と考えられていた。しかしながら、ボツリヌ

ス菌以外に C. butyricum は E 型毒素、C. 

baratii は F 型毒素、C. argentinense は G

型毒素を産生することが判明した。この中で、

C. butyricum と C. baratii による畜産被害

や食中毒事例が世界中で報告され、問題とさ

れている。このことは、ボツリヌス菌と他の

クロストリジウム属菌の間で普遍的にファ

ージやプラスミドを介したボツリヌス毒素

遺伝子の水平伝播が起きた可能性が考えら

れる。 

  ボツリヌス毒素変換ファージの研究は世

界的にも極めて少なく、これまで申請者は一

貫して C 型毒素変換ファージの研究を行い、

独自に、C型毒素変換ファージ（c-st ファー

ジ）の全ゲノム解析を行い、遺伝学的な情報

を明らかにした。また、c-stファージDNAが、

細菌内でエピソーム様（宿主染色体に挿入さ

れず、環状 DNA として存在する状態）「偽溶

原化」で存在し、C 型ボツリヌス毒素を産生

していることを明らかにした。 

 

２．研究の目的 

  ボツリヌス毒素産生菌の蔓延防止には、

ファージによる毒素遺伝子伝播の抑制・阻止

が有効であると考えた。従って、ファージ遺

伝情報の解明が重要である。ボツリヌス毒素

遺伝子を伝搬するファージに関する情報は、

申請者が報告した c-st ファージの 1 種類の

みであり、その大部分の遺伝子情報は不明で

あった。その全容を明らかにするには、まず

ファージのコアゲノム領域を特定すること

が重要である。本研究では、ファージ本体を

構成する構造タンパク質をコードする遺伝

子群の特定、ファージ DNA のプラスミド分配

に係るタンパク質及び同種ファージとの比

較ゲノムの解析によりコアゲノムの推定を

行った。 

 

３．研究の方法 

（1）ファージの構造タンパク質の同定 

  c-st ファージを C 型ボツリヌス無毒株

（(C)-AO2 株）に感染させ、ファージ溶菌液

を調製した。塩化セシウム密度勾配遠心法に

より、精製したファージ粒子のタンパク質を

SDS-PAGE により分離し、N末端アミノ酸配列

および質量分析を用いてタンパク質を解析

した。質量分析で使用したデータベースは、

独自に構築した。 

 

（2）C型毒素変換ファージのプラスミド分配



に関する解析 

○1 組換えタンパク質の作製 

  c-st ファージゲノム上の tubZ、tubR、

tubYの遺伝子を個別にpETベクターに構築し、

大腸菌によりそれぞれの組換えタンパク質、

TubZ、TubR、TubY を発現させた。組換え TubZ

はアフィニティークロマトグラフィー、組換

え TubR はイオン交換クロマトグラフィー、

組換え TubY は陰イオン交換クロマトグラフ

ィーにより精製した。 

○2 チューブリン重合反応とタンパク質間相

互作用の解析 

  組換え TubZ の重合反応をネガティブ染

色法により電子顕微鏡で観察した。また、

TubZ と TubR、TubY、tubS とのそれぞれの相

互作用を光散乱法により測定した。 

 

（3）C型毒素変換ファージ（c-468 ファージ）

の全塩基配列の決定 

○1 ファージ DNA の調製 

  C 型毒素変換ファージ（c-468 ファージ）

を無毒株（(C)-468U28NT）に感染させ、増殖

させた。得られたファージをパルスフィール

ドゲル電気泳動（PFGE）用プラグに包埋し、

塩化リゾチウムとプロテアーゼ処理した。作

製したプラグ（DNA）の PFGE を行い、ゲルか

ら DNA を精製した。 

 

○2 全ゲノム塩基配列の決定 

  全ゲノム塩基配列の決定は、基本的には

ランダムショットガンシークエンシング法

により行った。精製したファージ DNA を超音

波により、1〜2 kb の DNA 断片に破砕した。

得られた DNA断片をサブクローニングした後、

DNAシークエンサー(Applied Biosystem)によ

りシークエンス解析を行った。得られた配列

情報を SEQENCHER DNA sequencing software 

(Gene Codes) により編集し、多数の配列断

片をアセンブラーで結合編集させた。 

 

○3 ファージゲノム上の配列の相同性検索 

  ゲノム DNA上のそれぞれの Open Reading 

Frame (ORF) を確定した。得られた ORF と

種々の生物における既知の遺伝子との核

酸・アミノ酸配列の相同性を調べた。具体的

には、分子生物学・配列解析ソフトウェア（イ

ンシリコモレキュラークローニング）を用い

て、塩基配列および予測アミノ酸配列を種々

のプログラム(BLASTN, BLASTP など)により、

公共のデータベース（DDBJ）に対して配列の

相同検索およびモチーフ検索を行った。 

 

４．研究成果 

  本研究では、以下の１）〜3）の解析を行

い、C型ボツリヌス毒素変換ファージの生命維

持に必要なコアゲノムの推定を行った。 

1）c-stファージの構造タンパク質をコードす

る遺伝子群の特定 

  CsCl密度勾配遠心法によりc-stファージ

粒子のタンパク質を精製し、N末端アミノ酸分

析と質量分析を用いて解析したところ、計10

個のOpen Reading Frame (ORF)が同定された。

これらのORFは全てc-stファージゲノム上の

98.5-157.5 kbp領域に存在することが示唆さ

れた。 

2）c-stファージDNAのプラスミド分配に関す

る解析 

c-st ファージのゲノム情報をもとに、偽溶原

化機構の解析を行った。c-st ファージ DNA の

複製開始付近には、セグロソームをコードす

る遺伝子群（tubZ、tubR、tubS (セントロメ

ア領域)、tubY）が予想された。これらのタ

ンパク質の機能を解析したところ、TubZ は重

合反応により微小管を形成し、これに TubR、 

TubY、tubS が作用することで、エピソーム様

に存在するファージ DNAの分配を調節してい

ることが明らかになった。 

 

3）C型毒素変換ファージ（c-468ファージ）と

c-stファージとの比較ゲノム解析 



  c-stファージと他のC型とD型毒素変換

ファージのゲノム構造を比較するため、ファ

ージゲノム全体の PCRスキャニング解析を行

ったところ、全体的には非常にバリエーショ

ンに富んだ配列であったことから、それぞれ

のファージ間でゲノム構造が異なっている

ことが推察された。そこで、c-st ファージと

同種ファージ（c-468 ファージ）の全ゲノム

塩基配列の決定を行った。しかしながら、

c-468 には異なるサイズのゲノム分子が存在

したため、新たにゲノム配列を決定する必要

があると考えられた。従って、全ゲノム配列

の決定は完全ではない。現在、C型有毒株 C468

の純培養を行い、得られた菌 DNA を使用して

宿主菌体内に存在するファージのゲノム配

列決定を次世代シークエンサーにより行っ

ている。現在の c-468 ファージゲノム情報と

c-st ファージゲノムを比較したところ、

c-468 ファージでは 43-57 kb と 116.5-123 kb

の領域が欠損していることが分かった。 

  これらの研究成果から、c-stファージゲ

ノムの1-43 kbpと57-116.5 kbp、123-186 kbp

の領域がファージの生命維持に必要なコアゲ

ノムであることが明らかになった。今後、さ

らなる解析を進めファージのコアゲノムを特

定し、毒素遺伝子の伝播機構（ファージ変換）

の解明を行いたい。 
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