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研究成果の概要（和文）：青枯病菌ジャンボファージ4種(RSL2~RSL5)についてゲノム解読、粒子プロテオミク
ス、遺伝子系統解析、感染特性解析、トマトを用いた感染予防効果実験を行なった。ファージ界において、
RSL2・RSF1とRSL3・RSL4のクラスターはともに緑膿菌ファージphiKZと同一クレードを形成することがわかっ
た。RSL1（RSL5）は最大のファージGに近く、まったく独立した位置づけとなった。4種のファージに共通した特
徴は長い感染サイクル(4-6h)であり、宿主菌集団と持続的共存することで病原菌のバイオコントロールにおいて
有利となる。実際植物実験で、ファージ処理は何れも長期にわたり高い予防効果を発揮した。

研究成果の概要（英文）：Ralstonia jumbo phages RSL2-RSL4 have been characterized for their genomic, 
proteomic, phylogenetic, and virological features. Phylogenetically, RSL2, RSL3, and RSL4 are 
closely related to Pseudomonas jumbo phage phiKZ, whereas RSL5 is similar to RSL1 and related to 
Bacillus phage G. These 4 phages share a common long-lasting infection cycle with host Ralstonia 
cells, which gives a huge advantage for them to be utilized as biocontrol agents with sustainable 
effects on plant diseases (bacterial wilt). 

研究分野：微生物工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）ジャンボファージの発見：次世代シ
ークエンサーの活用、メタゲノムプロジェ
クトの展開によって環境から新規な微生物、
ウイルスが次々と発見されている。2013年
には巨大「パンドラウイルス」が発見され
（Science 341:281-286）、そのゲノム 2.5Mb
（マイコプラズマの 3 倍）と粒子形態、増
殖様式は既成のウイルス概念を一変させた。
広島大学山田らもバクテリオファージ界の
「パンドラウイルス」にも相当するような
「ジャンボファージ」をタイ国から発見し
た。山田らは、化学農薬に代替するバイオ
コントロール技術として「農作物青枯病(病
原菌 Ralstonia solanacearum)」バクテリオ
ファージの活用を検討してきた。自然界よ
り多数のファージを分離し高度な特徴付け
と実用特性を調べた。2012年より２年間に
わたってタイ国チェンマイのトマト農場で
のファージ探索を行った結果、予期せず幾
つかの大型ファージを発見した。それらは
従来の最大青枯病菌ファージ RSL1 
(240kbp)の約２倍の大きさ(450kbp)を示し
た。これら超大型ファージから学術的新知
見および新規活用技術が期待される。（２）
ジャンボファージの特徴：大型ウイルスを
検出する技術が進み（濾過条件、低濃度ト
ップアガープラークアッセイ等）最近数年
来、大きなファージが世界各地で報告され
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6
種類検出される。Pseudomonas aeruginosa 
フ ァ ー ジ KZkbp), Vibriophage 
KVP40 (245kbp), P. aeruginosa phage EL 
(211kbp),Stenotrophomonasmaltophila 
Phage SMA5 (250kbp), Yersinophage 
R1-37(270 kbp)Klebsiella phage RaK2 
(346kbp)。これらの大型ファージは構造上
Myoviridae に属するがゲノム配列、300 以
上のコード遺伝子には共通性が乏しく系統
的関係は不明である。多くの遺伝子はデー
タベース上に相同配列が無い。ジャンボフ
ァージと定義されたHendrix, R., Curr Topics 
Microbiol Immunol 328,229-240, 2009）これら
ファージ：の研究は始まったばかりであり、
新規な遺伝子機能、粒子構成、感染機構、
宿主相互作用、生態系への影響等々が興味
深い。 
（３）ジャンボファージの有用性：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 (AgrophageTM, 
Omnilytic)，日本でも早晩植物工場等の必須技
術となろう。青枯病菌に感染するジャンボフ
ァージRSL1は病害バイオコントロール剤と
して一般的なファージに比して特に以下の
利点を有する：(i)広い宿主域(22/22;100%), 

(ii)持続的制菌；実験室培養条件で２週間以上
も安定的に青枯病増殖を抑制する、(iii)高い
環境持続性；土壌環境、植物根圏で長期にわ
たり安定して存在できる、(iv)高い温度耐
性；(v) 高いトマト保護効果：ファージ処理
トマトでは、青枯病菌感染 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。RSL1 の利点の背
景には、ジャンボファージならではの長い感
染サイクル(4.5h)、宿主菌の増殖に正負に働く
様々な遺伝子の共存、特殊な粒子構造（５種
のタンパク質からなるカプシド）、感染サイ
クル中での宿主プロファージ誘導等が考え
られる。新たに発見された４種のジャンボフ
ァージには、これらに加えてさらにユニーク
な特徴が期待される。 
２．研究の目的 
タイ（チェンマイ）のトマト農場から分離し
た青枯病菌(Ralstonia solanacearum)超巨大
（ジャンボ）ファージ４種(RSL2,RSL3, 
RSL4,RSL5 最大ゲノム 450kbp)について、
高度な特徴付け（ゲノミックス、プロテオミ
ックス、Cryo-EM解析、DNAミクロアレイ）
を行い、それらの感染特性とともに青枯病防
除剤としての評価を行う。一般にジャンボフ
ァージは宿主域が非常に広く持続的な細菌
増殖抑制能力を有する。土壌環境において粒
子は高い安定性を示す。その分子基盤をゲノ
ム遺伝情報より得る。また、ごく最近知られ
始めた謎の多いジャンボファージ各種（様々
な宿主）の起源と進化を理解するため、これ
ら青枯病ファージ情報を仲介としてデータ
ベースのジャンボファージ情報（増加傾向）
を解析し「ジャンボファージ」の体系化（新
パラダイム）を行う。 
３．研究の方法 
初年度に４種の新ジャンボファージゲノム
解読を行い（次世代シークエンサーによる）、
ゲノム遺伝子構成（地図とレパートリー）を
明らかにする。各遺伝子について感染期特異
的発現を DNA マイクロアレイにより塗り分
ける（初年度RSL2, RSL3、次年度以降RSL4, 
RSL5）。トマトを用いた感染系で各ファージ
による防除効果の有効性を評価する（有効性
と発現遺伝子相関を検討）。特に持続的感染
期における防除効果と発現遺伝子の相関を
明らかにする。次年度以降にファージタンパ
ク質のプロテオーム解析を行い、Cryo-EM観
察による詳細構造とタンパク質の粒子位置
づけを行う。最終的にデータベースに蓄積し
ているジャンボファージデータを抽出し、青
枯病ファージとの比較において系統解析し、
ジャンボファージの系統樹を作成する（総説
発表）。青枯病菌ジャンボファージ第１号と



して、ゲノムサイズ 240kbp(ユニーク配列
231kbp)の RSL1 について、感染特性、粒子
構成、遺伝子機能、環境下安定性、トマト防
除効果など基礎データを既に得ている。これ
と比較できる形で新たなファージ RSL2, 
RSL3, RSL4, RSL5についてデータを得る。 
具体的には以下の各項目の研究を順次実行
し、新規特徴を明らかにする。 
（１）全ゲノム解読と遺伝子アノテーション。
ゲノムマップ作成。データベース登録（山田、
川崎担当）。（２）全構成遺伝子カテゴリー比
較（山田、川崎担当）。（３）ファージ粒子プ
ロテオミクス：構造タンパク質の同定とゲノ
ムマップ上への位置づけ（山田担当）。（４）
Cryo-EM によるファージ粒子の高次構造解
析(RSL1, RSL2 は既に済み、RSL3, RSL4, 
RSL5 について構造的特徴を明らかにする)
（山田担当）。（５）各ファージについての感
染特性解析（単ステップ増殖解析）。 
（６）DNA マイクロアレイを用いた感染ス
テ ー ジ 特 異 的 発 現 遺 伝 子 の 検 出
（RSL2,RSL3,RSL4,RSL5 を年度ごとに振
り分けて行う）（山田、川崎担当）。（７）各
ファージについてトマトを用いた青枯病菌
感染防除効果の評価（山田、藤江担当）。（８）
各ファージについて自然環境下での安定性
評価（山田、藤江担当）。（９）DNA ポリメ
ラーゼ配列によるジャンボファージの網羅
的系統解析（データベースにあるゲノムサイ
ズ 200kbp以上のファージすべてを解析対象
とする）（山田担当）。（１０）カプシドタン
パク質によるジャンボファージの網羅的系
統解析（データベースにあるゲノムサイズ
200kbp 以上のファージすべてを解析対象と
する）（山田担当）。これにより、ジャンボフ
ァージ全体の体系化（新パラダイム）とその
中での青枯病菌ジャンボファージの位置づ
け、特徴付けができる。 
４．研究成果 
当初の計画に従い、４種のファージについて
各々の特徴づけを進め、系統学的相互関係が
ほぼ明らかになりジャンボファージ界の概要
を示すことができた。（１）ゲノム解読につ
いては、RSL（AP014693）,RSL3( AP017925), 
RSL4(AP017924)を完了し、通常の次世代シー
クエンサーでは解読不能のRSL5について、ラ
ンダムプライマーを用いて逆転写後イルミナ
シークエンサー解析を行った。117kb断片の塩
基配列決定により、RSL5がRSL1(AB366653)に
非常に近いことが判明した（配列相同性＞
95%）。ゲノム修飾に起因し最終解読は困難で
あるが実際のサイズは250kbp前後と予想され
る。PFGEによる〜450kbpもの巨大ゲノムサイ
ズは、未知のゲノム修飾に起因すると思われ
る。自然界のファージには宿主との関係にお
いて様々なゲノム修飾を有するものがおり、

それらはPFGEにおいて異常な挙動を示す可能
性がある。この修飾によりゲノムは次世代シ
ークエンサー等では解読不能である。メタゲ
ノム解析等においてはこの点を留意する必要
がある。（２）プロテオミクス：RSL2、RSL3、
RSL4について粒子プロテオミクスを完了し、
データベース登録をした（２報論文発表）。
RSL3, RSL4では、粒子中にRNAPタンパク質を
含み、感染時にゲノムとともに宿主細胞に導
入され、宿主非依存的にファージ遺伝子を発
現する状況を証明した。この宿主非依存性が
広い宿主域の大きな要因と推定される。RSL2
粒子のCryoEM像により、粒子内部のbubble—
gram構造を確認した。多種の粒子構造たんぱ
く質がジャンボファージの環境安定性に寄与
していると予想される。（３）感染特性：4
種のファージに共通した特徴は長い感染サイ
クル(4-6h)と比較的小さいバーストサイズ
(30-60pfu/cell)である。このサイクルは宿主
菌集団とファージの持続的共存を意味し、病
原菌のバイオコントロールにおいては有利な
特性となる。（４）トマトを用いた青枯病菌
防除効果：ファージ処理は何れも長期にわた
り高い予防効果を発揮した。特にRSL4とRSL5
の効果は安定していた。ファージは特異性が
高く、動植物にも安全であるデータを得た。
（５）系統解析： RSL2とRSF1のクラスターは
RSL3とRSL4のクラスターとともに緑膿菌ファ
ージphiKZと同一クレードを形成した。RSL1
（RSL5）は最大のゲノムを有するファージG
に近く、まったく独立した位置づけとなった。
さらにXanthomonasファージXacN1(385kbp)の
ゲノム解読を行い、最新のデータベースを用
いた系統解析を行なった。その結果、新たな
350kbp以上のゲノムを有する超大型ファージ
の系統が明らかとなった（Sci Rep発表）。 
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