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研究成果の概要（和文）：黄色ブドウ球菌のメチシリン耐性遺伝子mecAを標的とするCRISPR-Cas13aを設計し、
ブドウ球菌ファージに搭載した。それをMRSA、MSSA株を撒いた重層寒天培地上に添加して殺菌斑を確認したとこ
ろ、合成ファージはMRSA株のみを殺菌するものの、MSSA株は殺菌しないことが確認された。また、mecAを欠損さ
せたMRSA（ΔmecA）を作製し、同様の実験を行なったが、mecAを欠損させた黄色ブドウ球菌への殺菌力は失われ
ていた。以上の結果は、mecAを保有する菌を遺伝子特異的に殺菌する殺菌キメラファージの合成に成功したこと
を意味する。

研究成果の概要（英文）：A CRISPR-Cas targeting the methicillin resistance gene mecA of MRSA was 
designed and loaded onto staphylococcal phage. It was tested by dropping it to MRSA and MSSA agar 
plates to confirm bactericidal plaques. Results showed that the generated chimericphage only killed 
MRSA strain, but not killed MSSA strain. Moreover, mecA deleted mutants of MRSA was not killed by 
this chimericphage, demonstrating its gene-specific killing activity. The above results indicate 
that the synthesis of a bactericidal chimericphage that specifically kills mecA-carrying bacteria 
has succeed.

研究分野：微生物

キーワード： 薬剤耐性菌　MRSA　mecA　CRISPR-Cas
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で、我々は薬剤耐性遺伝子を標的とするCRISPR-Cas13aをバクテリオファージに搭載させ、初めに狙った
細菌を選択できに殺菌する新規殺菌技術を開発した。本技術は、薬剤耐性菌の蔓延が人類の健康を脅かす現代医
療問題に対して、有効な解決策となりうる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

研究結果報告書 

1. 研究開始当初の背景 
抗菌薬が細菌感染症の治療において最も重要な役割を果たしてきたことに疑いの余地はな

い。しかし、近年抗菌薬の効かない細菌(耐性菌)の出現と急速な蔓延は、既存の抗菌薬を無力化

し、細菌感染症は再び人類を脅かしている。2014 年に発表されたイギリス政府のレポートでは、

このまま現状が続けると 2050 年には耐性菌感染症による死者数ががん患者の死亡数を上回り、

耐性菌感染症が最大の死因になると予測している（Arias CA. et al., 2015, N Engl J Med.）。このよ

うに深刻な耐性菌問題の危機に直面していながら、現状は有効な解決策がなく、新規抗菌薬の開

発も「限界に達している」状態であり、これまでと異なる新たな抗菌治療戦略の組み立てが求め

られている。 
こうしたなか、我々は CRISR-Cas13a（発見当時の名称は CRISPR-C2c2） をバクテリオフ

ァージに搭載させ、これまでの抗菌薬と全く異なる新規抗菌製剤の創出を提案し、本研究を遂行

した。Cas13a は、一度標的 RNA を認識すると、非特異的な RNase 活性を持つようになる。その

結果、Cas13a は、CRISR のガイド RNA が薬剤体制遺伝子の mRNA を配列特異的に識別して、

その後は細菌内在性の様々な RNA を分解して殺菌もしくは細菌を休止期に移行させる。このよ

うな特徴を利用して、申請者らはこの配列特異的認識と非特異的 RNA 分解活性のある

CRISR-Cas13a を薬剤耐性菌の治療に用いることができると考え本研究に着手した。 
  抗菌薬が細菌感染症の治療において最も重要な役割を果たしてきたことに疑いの余地はな

い。しかしながら、近年の抗菌薬の効かない細菌(耐性菌)の出現とその蔓延が既存の抗菌薬を無

力化し、細菌感染症は再び人類を脅かしている。2014 年に発表されたイギリス政府のレポートに

よると、このまま抗菌薬に依存し続けると 2050 年までに 3 億人が細菌感染症により死亡し、そ

れに伴う経済損失も約１京円になると見積もられている（Arias CA. et al., 2015, N Engl J Med.）。
また、2050 年には耐性菌感染症による死者数ががん患者の死亡数を上回り、耐性菌感染症が最大

の死因になると予測されている。このように深刻な耐性菌の問題に直面していながらも新たな抗

菌薬の開発は「限界に達している」状態であり、これまでとは異なる細菌感染症治療戦略の組み

立ての必要が迫ってきた。 
 

２．研究の目的 
抗菌薬が細菌に効かなくなる「薬剤耐性」の問題に立ち向かうための注目すべき手法とし

て、従来のファージセラピー(細菌に感染するウイルスであるバクテリオファージを用いる抗菌療

法)技術の再生がある。バクテリオファージ（ファージ）は、細菌に感染すると宿主細菌内に自身

の核酸を注入し、宿主の複製機構を利用して増殖しながら細菌を殺す。近年ファージセラピーが

注目され始めているが、その理由として、抗菌薬の開発が行き詰まったこと以外に、ゲノム編集

技術や遺伝子工学技術の飛躍的な発展に伴い、自在にファージの作製が可能になったことが挙げ

られる。本研究では、ファージの遺伝子改変技術を用いて、CRISPR-Cas（Cas による DNA 配列

特異的切断酵素活性を利用したシステム）をファージに搭載し、それを用いた画期的な抗菌治療

法の開発を目指した。 
 

３．研究の方法 
黄色ブドウ球菌の ß-タクタム剤耐性遺伝子 mecA の伝写産物(mecA-mRNA)を標的とする



SOS signal (mitomycin CやUV)

ヘルパーファージ

ファージ誘導性染色体領域

1. プロファージの切り出し

2. 染色体領域の切り出し

ファージの殻の合成 パッケージング制御

CRISPR-Casを搭載

CRISPR-Cas搭載ファージの合成

CRISPR-Cas をファージに搭載させ、耐性菌を選択的に殺菌する抗菌治療法を開発した。 
（１） 多剤耐性黄色ブドウ球菌の耐性遺伝子を認識する crRNA の選定 

黄色ブドウ球菌の薬剤耐性遺伝子である mecA に着目した。mecA 遺伝子を標的とす

るように設計した CRISPR-Cas 発現ベクターを 20 種類作製し、mecA を発現させた大腸

菌に形質転換した。 
（２） CRISPR-Cas を搭載したファージの作製 

CRISPR-Cas をバクテリオファージに搭載するために黄色ブドウ球菌の病原性遺伝

子塊（SaPIs）を利用した（右図）。SaPI は、黄色ブドウ球菌染色体上に存在するファー

ジ様の構成因子を持つ移動性遺伝子領域である。SaPI は、

特定のファージ（ここでは、SaPI を誘発するファージなの

でヘルパーファージと呼ぶ）の存在下で染色体上から切り

出され、合成されたヘルパーファージ内に入り込むことが

できる。まず初めに、ヘルパーファージ配列を有する黄色

ブドウ球菌株の SaPI 領域に CRISPR-Cas を組み込んだ。そ

の後、SOS 応答（マイトマイシン C）によってヘルパーフ

ァージを誘発し、宿主染色体からヘルパーファージの切り

出しを行なった。ヘルパーファージは、娘ファージを次々

と合成していくが、その最中に CRISPR-Cas が組み込まれ

た SaPI 配列を搭載させた。 
（３） CRISPR-Cas 搭載ファージによる薬剤耐性黄色ブドウ球菌の殺菌効果の検討 

メチシリン感性黄色ブドウ球菌（MSSA）と、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）

に対する、CRISPR-Cas 搭載ファージの殺菌効果を調べた。CRISPR-Cas 搭載ファージが

耐性遺伝子（mecA）を標的としていることを確かめるために、mecA を欠損させた MRSA
を作製し、実験に用いた。 

 
４．研究成果 
（１） 多剤耐性黄色ブドウ球菌の耐性遺伝子を認識する crRNA の選定 

mecA を標的とする CRISPR-Cas は、mecA を発現させた大腸菌の増殖を抑制した。この増殖

抑制は、mecA の発現量依存的であった。また、mecA 遺伝子配列の 20 箇所を標的とする

CRISPR-Cas を別々に合成し、殺菌活性を調べたが、それぞれの殺菌活性は大きく異なっていた(下
図）。その一方で、

mecA を標的としな

い CRISPR-Cas は、

大腸菌の増殖にほ

とんど影響を及ぼ

さなかった。 
 
（２） CRISPR-Cas を搭載したファージの作製 

グラスゴー大学との共同研究により、病原性遺伝子塊（SaPIs）を利用したファージ合成を

行なった。CRISPR-Cas は 4kb ほどあり長いため、SaPI にそのままコードさせると、ファージの

キャパシティをオーバーしてしまう。そこで SaPIs 上の不必要な遺伝子を削除し、CRISPR-Cas



を挿入した。合成ファージは全て黄色ブドウ球菌 RN4220 株上で行い、およそ 108 PFU/ml の

CRISPR-Cas 搭載ファージを得ることができた。 
 
（３） CRISPR-Cas 搭載ファージによる薬剤耐性黄色ブドウ球菌の殺菌効果の検討 

メチシリン感性黄色ブドウ球菌（MSSA）と、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）に

対する、CRISPR-Cas 搭載ファージの殺菌効果を調べた。合成したファージは mecA 遺伝子を保有

する菌を選択的に殺菌するように設計したため、mecA を保有する MRSA を殺菌し、mecA を保有

しない MSSA は殺菌しないはずである。重層寒天培地上に MRSA、MSSA を撒き、その上から抗

菌キメラファージを添加、殺菌斑を確認することで、抗菌キメラファージの殺菌力を調べたとこ

ろ、合成ファージは MRSA を殺菌するものの、MSSA は殺菌しないことが確認された。また、

CRISPR-Cas 搭載ファージが耐性遺伝子（mecA）を標的としていることを確かめるために、mecA

を欠損させた MRSA（△mecA）を作製し、同様の実験を行なった。その結果、mecA を欠損させ

た黄色ブドウ球菌への殺菌力は失われていた（下図）。この結果は、mecA を保有する菌を特異的

に殺菌するファージの合成が成功していることを示唆

している。 
MRSA の選択的殺菌を in vitro で確認できたため、

現在ガレリア・メロネラ（Galleria mellonella）という蛾

の幼虫への感染モデルを用いて合成ファージの効果を

確認している。 
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