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研究成果の概要（和文）：薬剤耐性の病原性細菌が獣医学領域だけでなく、世界中いろんな場面で問題視されてきてい
る。細菌感染症に対して、新しい方策が望まれている。本研究では、「ファージセラピーの実用化への応用研究」と、
「ファージワクチンの応用研究」について検討した。我々は、ファージセラピーの研究としてウマの細菌性角膜炎に対
する検討を行った。ウマの角膜炎を引き起こす緑膿菌に対してとても効果的なファージを分離した。分離したファージ
は、角膜炎モデルマウスにおいて、角膜炎を効果的に防ぐことが出来た。また、ファージワクチンのテーマでは、マイ
コプラズマの抗原を発現するファージの作成を行った。

研究成果の概要（英文）：Antimicrobial resistance in bacteria is a concern not only in veterinary 
medicine, but also in general, worldwide. There is a demand for new strategies to treat bacterial 
infections. In this research, we investigated the ‘phage therapy for bacterial infection’ and ‘phage 
vaccine’. We examined the use of phage to treat horse bacterial keratitis as a research of phage 
therapy. We isolated phages toward P. aeruginosa causing horse keratitis. The phages in this study could 
completely prevent the keratitis caused by P. aeruginosa in a keratitis mouse model. In the phage 
vaccine, we constructed phage with surface antigen of Mycoplasma.

研究分野：獣医生化学
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  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

我々は、これまで細菌感染症に対する
新たな治療戦略の一つとしてファージ
セラピーの研究開発を手がけ、特許出
願してきた（2012 年 12 月より審査請
求開始）。本研究では、更なる実用化に
向けた「ファージセラピーの実用化へ
の応用研究」と、「ファージワクチンの
応用研究」の 2 本の柱で計画した。薬
剤耐性化問題やワクチン開発の難しさ
を抱える細菌感染症において、抗生剤
開発が事実上ストップしている現在、
自然界で細菌と相対して進化してきた
ファージの仕組みを応用していく事は、
全ての細菌感染症に対して革新的な対
抗手段となる可能性がある。 

２．研究の目的 

本研究では、細菌にのみ感染し死滅させ
るバクテリオファージを使ったファー
ジ療法ならびにワクチンデザインを主
体としたファージワクチンの開発につ
いて検討を行った。ファージ療法につい
ては、黄色ブドウ球菌に感染するファー
ジをウシ乳房炎への適用する試みと、緑
膿菌ファージによるウマ緑膿菌性角膜
炎への適用を試みた。また、ファージワ
クチンは、M13 ファージによる免疫刺激
効果を利用し、マイコプラズマの抗原部
位を M13 ファージ上に発現させ、ファ
ージワクチンとして応用する研究であ
る。 

３．研究の方法 

１）ファージセラピーの実用化への応用
研究 
ア)SA 実験感染ウシ乳房炎を用いたファ
ージセラピー実用化検討 

①ウシ乳房炎への実践的な適用条件
を検討 

イ）細菌性角膜炎へのファージ製剤開発 
①緑膿菌に対する特異的ファージを
分離してその特異性を比較した。 
②角膜炎モデルマウスにて実用化へ
の条件検討をおこなった 

２）ファージワクチンの応用研究 
ア）マイコプラズマボビスの抗原候補を
特定して、ファージに抗原を発現させた。 

 
４．研究成果 

ア)SA 実験感染ウシ乳房炎を用いたファ
ージセラピー実用化検討 

①ウシ乳房炎への実践的な適用条件
を検討 
2012 年度までの研究でウシ乳房炎マ
ウスモデルにて、ファージ添加によ
りSAの増殖抑制効果が確認出来たた
め、ウシ SA 乳房炎感染牛を作出し、
ファージ投与の効果を検証した。3頭
のうち 1 頭でファージ投与の結果、
乳中の細菌数が大きく減少したが、
ファージ投与終了後、再び菌数が増

加した。ファージの効果は見られた
が、乳房炎を完治させるには、ファ
ージを乳房全体に行き渡らせるため
の工夫などが必要ではないかと考え
られた。今後、さらなる検証が必要
である。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

イ）細菌性角膜炎へのファージ製剤開発 
①緑膿菌に対する特異的ファージを

 

左側	
(AB分房側)	


右側	
(CD分房側)	


乳房のリンパ節	
外観	


D分房が大きく腫れていた	
	
左に比べ右のリンパ節が腫
大していた	


D分房	


A分房	


病理解剖	


 

D分房(コントロール)はB分房よりも
腫脹しており、膿汁が認められた	


乳房の断面	


 

乳房の断面	


A分房(ファージ投与)は正
常の分房(C分房)と変わら
なかった	


 



分離してその特異性を比較した。 
ファージを分離し、宿主域が広く、
吸着効率の高い有効なファージを分
離できた。 
 

 
 

 

 

 
②角膜炎モデルマウスにて実用化への
条件検討をおこない、以下の 3 つの結
果を得た。 
 
・ファージは角膜炎モデルマウスにお
いて、菌投与後から 3 時間まで有効で
あった。 

・MOI100 にて角膜炎の発症に対して、
十分な抑制効果が得られた。 
・ファージをカクテル化することによ
り、さらに抑制効果が高くなることが
分かった。 

 

 

 
２）ファージワクチンの応用研究 
ゲノム比較解析により、マイコプラズマ
ボビスの持つ VSP : variable membrane      
 surface lipoprotein の配列から候補
部位を決定し、M13 ファージ表面に発現
させた。今後このファージのワクチン効
果を検証していく予定である。 
  

 
 

分離したファージの電子顕微鏡写真	


• Podoviridae 

• Myoviridae • Myoviridae 
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ファージの菌に対する吸着時間と吸着率	


角膜炎由来菌	
　NE-126	


R18ファージ	


15秒、30秒、1分、3分、5分静置	


100倍に希釈して 
4℃,9,800rpm	10分間遠心分離	


上清をホスト菌でプラークアッセイ、
PFUをカウント	

初期PFUとの差から吸着率を算出	


吸着しなかった
ファージ	


吸着した
ファージと
菌	


30秒で80%以上のφが菌に吸着	


0	

10	

20	

30	

40	

50	

60	

70	

80	

90	

100	

0	 1	 2	 3	 4	 5	 6	

me	(min)	


A
d
so
rp

o
n
	r
at
e
	(
%
)	



 

0	

5000	

10000	

15000	

20000	

25000	

30000	

35000	

40000	

45000	

菌
数

 (
×
1
0

2
C
FU

/眼
球

)	




Phage
なし	


0.5ｈ	 1h	
 3h	
 6h	
 12h	


菌数(CFU/眼球)	




①  菌液滴下12時間後までのファージ添加効果	


Phage添加群	


レースや調教後の適用を考える
と十分な溶菌効果を期待できる	


control	

0.5時間後
ファージ投与	
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