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研究成果の概要（和文）：ジャンボファージRSL1による青枯病防除機構として以下のものを見いだした。（１）制菌時
における宿主菌のtwitching運動性の低下、病原性の低下を明らかにした。（２）制菌時に高発現する12個のファージ
遺伝子のうちorf105, orf106, orf121, orf133, orf134, orf137, orf209を宿主菌内で高発現させ、前３者が増殖促進
効果、後２者（特にorf137）が増殖抑制効果を示す事を見いだした。（３）制菌時にRSL1が宿主菌溶原化RSSファージ
の誘導をおこす事を見いだした。（４）RSL1に対する宿主抵抗性はLPS変化に起因し、これにより宿主病原性は低下す
る。

研究成果の概要（英文）：Four major mechanisms have been found to effects host virulence after infection 
by RSL1: (1) twitching motility and associated virulence were affected in the host cells,(2) among 12 
RSL1 genes enhanced during prolonged infection, orf105, orf106, and orf121 worked for growth activation 
but orf137 and orf209 strongly inhibited the growth, (3) RSL1 induced RSS prophages in the host cells, 
and (4) phage resistance working in the host was associated with LPS structure and function, so that 
resistant cells all lost virulence because of LPS deficiency.

研究分野：応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
（１）ファージセラピー、ファージバイオコ
ントロール： 
 近年の抗生物質・薬剤耐性菌の蔓延が引き
金となり、病原菌を自然界の天敵ファージを
用いて駆除する技術（ファージセラピー、フ
ァージバイオコントロール）の研究・技術開
発が欧米を中心に急速に再燃している。農業
分野においても、農薬の過剰使用による環境
汚染・生態系破壊、残存農薬による健康への
悪影響に加え、消費者の食に対する信頼を回
復するべく、2002 年の農薬取締法改正後、
農薬使用・開発のあり方が厳しく問われてい
る。最も重要な植物病害の一つに青枯病があ
る。青枯病菌（Ralstonia solanacearum）は、
ナス科やマメ科等経済的に重要な農作物を
含む 50科 200種以上の植物に感染し、温暖
な地域を中心に世界的に甚大な被害をもた
らしている（ジャガイモ被害、年間 950億ド
ルの損失）。その防除に使用されてきた主農
薬は劇物であるクロルピクリンや臭化メチ
ルであったが、後者はオゾン層破壊物質であ
り、2005年に生産／使用中止となっている。
地球温暖化傾向も拍車をかけ青枯病菌の蔓
延と農作物生産低下による地球規模の食糧
不足が危惧されている。ここに病原菌に高い
特異性を示す、安全かつ持続的な代替農薬・
防除技術の開発が強く望まれている。その有
力候補として、青枯病菌特異的バクテリオフ
ァージの利用に着目した。 
（２）青枯病菌ジャンボファージ RSL1の発
見とゲノム解析：これまでに、レース、biovar, 
phylotype の異なる青枯病菌計 18 株を宿主
として自然界より多数のファージを分離し、
12種について感染特性、ゲノム解読による高
度な特徴付けを行っている。その中の一種
RSL1は広い宿主域を持つmyovirusであり、
231,255bpの大型ゲノムを有し 343個の遺伝
子をコードしていた。このように大きなゲノ
ム(>200 kbp)を有するファージは非常に珍し
く,特にジャンボファージと呼ばれている。従
来知られているファージ増殖に必要な遺伝
子セットに加えて NAD 代謝系、ポリアミン
合成系、糖鎖転移酵素、アシル基転移タンパ
ク質、各種トランスポータタンパク質等々興
味深い遺伝子候補が見出された。機能未知の
多数の遺伝子に加えてこれら代謝系遺伝子
群はゲノム領域 Iに結集していた。宿主との
相互作用におけるこれら付加遺伝子の機能
が大変興味深い。 
（3）RSL1による青枯病菌の持続的生育抑圧
と病害発生予防：異なるタイプのファージ三
種(RSA1, RSB1, RSL1)の単独、および混合
剤（phage cocktail）を用いて各種青枯病菌
株の増殖を調べた結果、phage cocktailを用
いた耐性菌抑制は長期間にわたる青枯病菌

コントロールには必ずしも有効ではなく、
RSL1 の単独感染で持続的細菌増殖抑制が見
られた。RSL1 感染による持続的細菌増殖抑
制効果に注目し、実験室レベルでのトマトを
用いた青枯病菌モニタリングとファージに
よる予防効果を予備的に調べた。トマト実生
を用いた青枯病菌接種（コントロール）では、
24 時間後に導管内侵入・増殖が顕著となり、
72 時間で菌体が主根から漏出し、96 時間で
胚軸と、小葉は完全にしおれた。一方、ファ
ージ処理トマトでは、細菌接種後 120時間で
も細菌侵入・増殖は顕著とならず、側根が生
長し 288時間後も病徴は皆無であった。その
後、ポット移植したトマトは 1.5 月後も健全
に生長した。フィールド検証実験でも非常に
安定した良好な結果が出ている（沖縄県農業
研究センター）。このように植物の生長初期
段階での RSL1 処理は青枯病予防に極めて効
果的であることが判明した。農業分野ファー
ジ技術は既に米国農務省(USDA)で認可され
実用化されており，日本でも早晩植物工場等
の必須技術となろう。 
（4）ファージと細菌の進化に関する研究の
現状及びジャンボファージの発見：最近数年
来、次々と大きなファージが報告されるよう
になった。データベース検索で少なくともゲ
ノムサイズ 200kbp以上のものが５種類検出
される。Pseudomonas aeruginosa ファージ
KZkbp), Vibriophage KVP40 (245 
kbp), P. aeruginosa phage EL(211 kbp), 
Stenotrophomonas maltophila Phage 
SMA5 (250 kbp), Yersinophage 
R1-37(270 kbp).これらの大型ファージには
今のところ共通構造、遺伝子構成は見られず
系統的関係は不明である。これらファージ
（ジャンボファージと定義：Hendrix,Curr 
Topics Microbiol Immunol 328,229-240, 2009）
の研究は始まったばかりであり、新規な感染
機構、宿主相互作用、生態系への影響が興味
深い。 
２．研究の目的 
 抗生物質・薬剤耐性菌の蔓延が引き金と
なり、病原菌を自然界の天敵ファージを用
いて駆除する技術の研究・開発が急速に再
燃している。農作物の重大な病害である青
枯病の病原菌を持続的に制圧できるファー
ジ(RSL1)を自然界より分離した。一般にフ
ァージによる溶菌では、耐性菌が早晩出現
するが、この特殊なファージ（231kbp の
ゲノムを有するジャンボファージ）の場合
は、ファージ・宿主の共存状態が継続し宿
主細胞の増殖が抑制される（新機構）。その
結果、青枯病の発病を持続的に抑止できる。
この共存状態について、（１）宿主菌の生理
的（病原性）変化、（２）ファージ遺伝子の
発現と機能、（３）プラスミド様因子の誘導、
（４）ファージ耐性とその解除等の解析を



行う。これにより、ジャンボファージ（稀
少な存在）と宿主菌の相互作用に関する学
術的新知見を得て、持続的な病原菌の制圧
モデルとして特徴付けする。 
３．研究の方法 
 ジャンボファージ RSL1と青枯病菌の共
存状態（持続的平衡状態）をファージ側と
宿主側相方から解析し、その機構を明らか
にする。ファージ側からは DNA マイクロ
アレイ法を用いて活性化遺伝子（１２個）
に加えて不活性化遺伝子を特定し、特に活
性化遺伝子についてクローニング、宿主細
胞への導入により機能を解明する。また、
これまでに検出している誘導型プラスミド
の塩基配列解析によりその由来（ファージ
か宿主か）を明らかにするとともに、その
機能を調べる。宿主菌のファージ耐性に対
する解除機構も活性化遺伝子の機能との関
係から調べる。宿主側からは、生理学的変
化（増殖性、コロニー性状、 twitching 
motility、凝集性、バイオフィルム形成、
菌体外多糖生成、グルカナーゼ活性 etc）、
病原性、ファージ耐性変化（トランスポゾ
ン変異法を適用）を調べる。２４年度は主
として検出に主眼をおき、２５年度以降は
それらの詳細な解析を行う。山田を研究総
括者とし、ファージ側解析を川崎、宿主側
解析を藤江が担当する。 
４．研究成果 
 当初計画に従い、平成２４年度には以下
の成果を得た。（１）制菌時における宿主菌
の twitching 運動性の低下、病原性の低下
を明らかにした。また、（２）制菌時に高発
現する 12 個のファージ遺伝子のうち
orf105, orf106, orf121, orf133, orf134, 
orf137, orf209 を宿主菌内で高発現させ、
前３者が増殖促進効果、後２者（特に
orf137）が増殖抑制効果を示す事を見いだ
した。さらに、（３）制菌時に宿主菌に検出
されるプラスミド様因子が溶原化 RSS フ
ァージの誘導に由来する事を見いだした。
RSS 原型ファージは宿主菌病原遺伝子
(phcA, phcB, hrpB, egl, pilT etc)の抑制制
御を行うことが判明し、ファージによる青
枯病原菌制圧の重要な機構の一環が明らか
となった。EZ-Tn5TM<KAN-2>Tnp Trans 
posomeTM Kit によるトランスポゾン変異
株のうち３種が RSL1耐性を示した。何れ
も LPS合成系の変異株であり，耐性と同時
に病原性を失っていた。平成２５年度の成
果は以下の通りである。（１）RSL1共存状
態で誘導されるプラスミド様因子が溶原化
RSSファージ由来であることが判明し、塩
基配列決定によりプラスミド切り出し部位
(attL/attR:attB)が宿主 dif部位である事を
確定した。これにより、RSSファージの宿
主組み込み機構が XerC/D系による事が明
らかとなった。（２）RSL1 の h-変異株を
UV照射法、NTG法により取得したが容易
に戻り変異することが判明した．この理由

に興味が持たれる（RSL1 は極めて安定な
変異修復機構を有する）。（３）トランスポ
ゾンノックアウトライブラリーの解析から
RSL1の宿主吸着にLPSが関与する事が明
らかとなり、RSL1耐性株は LPS変異によ
り病原性を失うことが判明した。（３）電子
顕微鏡を用いたファージ構造因子の解析を
行ない，特殊な頭部構成による熱安定性、
と６型分泌系に関与する尾部構造を明らか
にした。平成２６年度には RSL1の極めて
高いゲノムDNA安定性の理由として計 13
個の DNA 修復関係遺伝子を検出しその重
要性を確認した。またフィールド実験にお
ける RSL1の青枯病予防効果について統計
学的に有意なデータを得た。RSL1 から得
られた情報を基に、自然界ファージサンプ
ル調査を行い新たに計５種のジャンボファ
ージを発見することができた。これらファ
ージは何れも独特な特徴を示し，バイオコ
ントロールツールとしての利用が大いに期
待される。 
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