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研究成果の概要（和文）：多くの細菌にはバクテリオファージ（ファージ）が共感染しており、ファージ間にお
ける様々な相互作用の存在が推測されている。本研究では、O145の血清型をもつ腸管出血性大腸菌（EHEC）菌株
に特定された「ファージ内ファージ」の解析により、このファージ共存が、①ファージ形質の変化に影響を及ぼ
しうること、②様々な血清型のEHECと腸管病原性大腸菌（EPEC）に起こりうること、③宿主大腸菌の病原性進化
や多様化に影響を与えること、を明らかとした。これらの成果はEHEC/EPECやそれらが有するファージの研究分
野だけではなく、細菌の進化および基礎・臨床微生物学の幅広い研究者に新たな知見を提供する。

研究成果の概要（英文）：Bacteriophages (or phages) play major roles in the evolution of bacterial 
pathogens. Multiple phages are often integrated in a host chromosome as prophages, providing various
 possibilities for prophage-prophage interactions in bacterial cells. The present study investigated
 an inter-phage interaction between "phage in phage" newly identified in the enterohemorrhagic E. 
coli (EHEC) O145 strains, and revealed (i) that this coexistence of phages could affect phenotypes 
of the phages, ii) that phages integrating another prophage may be occurred in strains belonging to 
various serotypes of EHEC and enteropathogenic E. coli (EPEC), and iii) that this system possibly 
promote evolution as pathogenic bacteria and genetic diversity in host E. coli. These findings 
obtained here provide novel insights for not only the research communities working on EHEC/EPEC and 
their phages but also a wide range of researchers in basic and medical microbiology as well as 
bacterial evolution.

研究分野： 細菌学

キーワード： 腸管出血性大腸菌　志賀毒素ファージ　サテライトファージ　ヘルパーファージ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
様々な菌種において、個々のファージのゲノム構造や宿主菌の進化や多様化における役割が明らかとなってい
る。しかし、細菌の細胞内に複数存在するファージ間の相互作用とそれが宿主菌の進化や多様化に与えるインパ
クトは従来の研究ではほぼ未解明の領域であった。この点において、本研究成果が今後のファージ研究に与える
影響は小さくない。また、腸管出血性大腸菌は感染患者に重篤な症状を引き起こしうる、公衆衛生上重要な病原
細菌である。今回の解析により、本病原細菌の病原性に対する理解においても新しい情報を提供したことで、今
後の高病原性大腸菌のサーベイランスなどに貢献できると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細菌の病原性進化や多様性獲得には外来性の遺伝因子（プラスミド、トランスポゾン、プロフ

ァージなど）の獲得が深く関与しており、遺伝因子にコードされた遺伝子によって宿主細菌は
様々な能力を獲得する。例えば、O157 を代表とする腸管出血性大腸菌 (EHEC)の主要病原因子で
ある志賀毒素（Stx）の遺伝子はファージゲノム上に存在し、Stx の 2つのサブタイプ（Stx1 と
Stx2）のうち、Stx2 が EHEC 感染症重篤化の危険因子とされている。近年、上記の Stx ファージ
を含め、様々な菌種においてファージの研究が進んできており、個々のファージのゲノム構造や
宿主菌の進化や多様化における役割が明らかになりつつある。一方、多くの細菌には複数のファ
ージが感染（プロファージとして溶原化）しており、共感染しているファージ間には様々な相互
作用が存在すると推測される。このようなファージ間相互作用は、宿主菌の病原性進化やファー
ジ感染によって獲得される形質の発現にも様々な影響を及ぼす可能性が高い。しかし現在のフ
ァージ研究分野においては、「どのようなファージ間相互作用が存在し、それが宿主細菌の進化
や多様化においてどのような役割を果たしているか」という問いに焦点を当てた研究はほとん
どない。 
研究代表者は O145 の血清型をもつ EHEC

のゲノム解析を行う過程で、2 パターンの
興味深い溶原化ファージの共存を見出し
た。1つは 2コピーの stx2 遺伝子を保有す
る菌株（F株）における約 40 Kb の Stx2 フ
ァージの重複であり（図 1）、片方のコピー
は染色体上の別のプロファージゲノム内に
組み込まれていた（Stx2-P1）。もう 1つは、
EHEC 菌株染色体上に存在するプロファー
ジとそのプロファージ内に組み込まれた約 10 Kb のファージで、10 Kb ファージは複製に関与す
る遺伝子とファージの構造遺伝子の一部のみを保有する欠損ファージ様の構造をもつ。この 10 
Kb ファージの遺伝子構成は、P2 ファージをヘルパーファージとして利用する P4 サテライトフ
ァージ(Lindqvist et al, Microbiol Rev, 1993)に類似し、これが新規のサテライトファージである可能性が示
唆される。2つのパターンに共通するのは、ファージが別のプロファージゲノム内に溶原化して
いることであり、このような溶原ファージの存在は報告されていない。 
 
２．研究の目的 
研究代表者が見出した「ファージ内ファージ」は、ファージ間の新たな相互作用の解明や宿主

細菌の系統進化におけるその役割を探るうえでは、極めて魅力的かつ有用な研究材料であると
考えられた。本研究では、この 2つのファージ共存パターンの解析を行うことにより、新たなフ
ァージ間相互作用を明らかにするとともに、それによる Stx 産生量やファージ誘発効率などの
形質への影響を解明し、新たなファージ研究分野を開拓することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用菌株 
F 株および F 株に類似した Stx2 ファージ挿入パターンを示す E 株と、サテライトファージを

保有する S株を使用した。ファージ粒子非産生の K-12 と、サテライトファージに対するヘルパ
ーファージ（未発表のため詳細は伏せる）が溶原化した K-12 株を指示菌として使用した。 
F 株に挿入された Stx2 ファージおよび Stx2-P1 が挿入されたプロファージ（P0）の脱落変異

株を Wanner 法(Datsenko and Wanner, PNAS, 2000)により作製した。また、サテライトファージとヘルパーフ
ァージゲノム内へのクロラムフェニコール耐性遺伝子（cat 遺伝子）とカナマイシン耐性遺伝子
（aphA1 遺伝子）の導入についても Wanner 法によって行った。 
(2) Stx2 含有菌体破砕液の調製 
EHEC 菌株、変異株、および Stx2 ファージ溶原 K-12 株（後述）を 0.1 OD600に調製し、mid log 

phase まで 37℃で振盪培養した。マイトマイシンＣ (MMC)を終濃度 1.0 µg/mlで添加後、6時
間振盪した。超音波処理により菌体を破砕した後、遠心上清を分離し、菌体破砕液とした。 
(3) 菌体 DNA およびファージ DNA の抽出 
EHEC 菌株を（2）の手順で培養した。MMC を終濃度 1.0 µg/ml

で添加後、3時間振盪した。アルカリボイル法により、菌液か
ら DNA を粗精製した。また、菌液を遠心後、上清をフィルター
濾過した。濾過上清中の DNA と RNA を DNaseI と RNase で分解
した。DNaseI を失活後、Protease K を添加し、DNaseI 抵抗性
の DNA を抽出した。環状化した attP 配列を含む領域を、右図
2 に示すプライマーを用いた PCR で確認した。増幅された PCR
産物の塩基配列を、Sanger 法により決定した。DNaseI 抵抗性
の溶液におけるファージ DNA の有無についても PCR で確認した。 
(4) プロファージゲノムのシーケンス 



精製した菌体 DNA をテンプレートとして、宿主ゲノム、Stx2 ファージが挿入された宿主プロ
ファージ、あるいは stx2 遺伝子に特異的なプライマーを用いたロングレンジ PCR (16-30 Kb)に
より、PCR プロダクトを得た。Nextera XT DNA Sample Preparation Kit（Illumina）を用いて、
このプロダクトからシーケンスライブラリを調製した。MiSeq（Illumina）シーケンスにより取
得したリードデータを用いてゲノム配列のアセンブリを行い、Stx2 ファージゲノムの配列を得
た。ゲノム内にギャップが挿入されていた場合は、Sanger 法で配列を決定した。 
(5) ファージ溶原化 K−12 株の作製 
ファージ誘導を（2）と同様の手順で行い、菌液の遠心上清をフィルター濾過して、ファージ

粒子を含む上清を得た。Stx2 ファージ粒子を含む上清については、20%PEG, 10%NaCl 溶液を添加
し、PEG 沈殿を行った。沈殿を SM buffer で再懸濁後、10 mM CaCl2および 1.0 µg/ml MMCを含
む軟寒天中で K-12（2.0-3.0 OD600）と混合し、LB寒天培地上に滴下した。37℃で培養後、形成
されたプラーク内に存在するファージ溶原株を単離し、単離株中の stx2 遺伝子の有無を PCR で
確認した。遺伝子陽性株の Stx2 ファージゲノム配列を（4）と同様の手順で決定した。サテライ
トファージ（cat 遺伝子挿入ファージ）粒子を含む上清については、10 mM CaCl2を含む LB培地
中で培養した野生型あるいはヘルパーファージ溶原化 K-12 と混合し、28℃で 2時間静置した。
反応液をクロラムフェニコール加寒天培地へ接種し、耐性株を単離した。 
(6) 完全長ゲノム配列決定大腸菌の血清型別と attB 配列探索 
NCBI からダウンロードした全 767 株の大腸菌のコンプリートゲノム（2019 年 7月 20 日時点）

を解析に使用した。大腸菌株の血清型の決定および stx と eae (3 型分泌装置、T3SS をコードす
る LEE 領域のマーカー遺伝子)の探索を BLASTN と、血清型および各遺伝子に対応するデータベ
ースを用いた解析により行った。また、プロファージ上に特定した 21-bp の attB 配列を BLASTN 
(>95%相同性、100%カバレッジ)で探索し、検出された大腸菌ゲノム上の局在を確認した。 
(7) ヘルパー・サテライト溶原 K-12 株に由来するファージ粒子の調製 
薬剤耐性遺伝子を組込んだヘルパー（aphA1）・サテライト（cat）ファージが溶原化した K-12

株を実験に使用した。ヘルパー溶原株およびヘルパー・サテライト溶原株を 0.1 OD600に調製し、
37℃で 90分振盪培養した。MMC を終濃度 0.25 µg/mlで添加し、さらに 8時間振盪した。各溶原
株のOD600を30分ごとに測定した。MMC添加8時間後の振盪液の遠心上清をフィルター濾過して、
ファージ粒子を含む上清を得た。この上清を 10 mM CaCl2を含む LB 培地中で培養した K-12（2.0-
3.0 OD600）と混合し、28℃で 2時間静置した。混合液をカナマイシン、クロラムフェニコールあ
るいはその両方を含む LB寒天培地に接種し、37℃で一晩培養後、コロニーをカウントした。 
(8) ファージ粒子の形態解析 
野生型のヘルパーファージと cat 遺伝子挿入サテライトファージが溶原化した K-12 株を使用

した。(7)と同様の手順で調製したファージ粒子を含む上清へ 20%PEG, 10%NaCl 溶液を添加し、
PEG 沈殿を行った。SM buffer で再懸濁した溶液（ファージ液）を、支持膜を張ったメッシュ型
グリッド上に滴下した。ファージ液を除去後、2%酢酸ウラン溶液を滴下した。溶液除去後、透過
型電子顕微鏡下（70,000 倍）で観察した。 
 
４．研究成果 
(1) Stx2 を定量する HTRF (homogeneous time-resolved FRET)ア
ッセイの構築 
研究開始当初に Stx2 の産生性を評価する方法として用いてい

た Sandwich ELISA による測定系 (RIDASCREEN Verotoxin; R-
Biopharm, Germany)が利用できなくなったため、新たに HTRF を測
定原理とする Stx2 定量系を確立した。本測定法では、Stx2 を含
むサンプルと、蛍光標識した 2種類の Stx2 に対するモノクローナ
ル抗体を混合し、18 時間室温で反応させるだけで、Stx2 特異的な
シグナルを得ることができる。また、右図 3 に示すように、HTRF
アッセイは 1-64 ng/ml の Stx2 の測定レンジを示した。このこと
から、本法は大規模な菌株セットの Stx2 産生レベルの定量解析に
適していると考えられた（論文投稿中）。 
 

(2) プロファージ内 Stx2 ファージが宿主菌の Stx2 産生性に与える影響 
Stx2 の発現はファージ誘導に密接に関連し

ている。F株に溶原化している 2コピーの Stx2
ファージ（Stx2-P1 と Stx2-P2）および Stx2-P1
が挿入されているプロファージ（P0）をそれぞ
れ脱落させた変異株を用いて、種々の濃度の
MMC でファージ誘導を行った菌体破砕液中の
Stx2産生性を比較した（表1）。∆Stx2-P1のStx2
産生性は野生型と比較して20-40%程度減少し、
MMC 濃度 0.025 µg/mlを除いて、∆Stx2-P1 は∆Stx2-P2 よりも低い Stx2 産生性を示した。また、
MMC を 0.1 あるいは 0.2 µg/ml で処理すると、∆P0 は野生型よりも低い Stx2 産生性を示した。
これらのことから、Stx2 ファージのプロファージ内挿入が、宿主菌の Stx2 産生性に影響を与え



ている可能性が示唆された。いずれの Stx2 ファージの脱落変異株も、野生型に対して 60-80%の
Stx2 産生性を示したことから、Stx2 ファージ重複によって、宿主菌の Stx2 産生レベルは上昇す
るが、その増加は加算的ではないと推察された。 
 

(3) ファージ内ファージの attP 配列 
F 株の Stx2-P1 と Stx2-P2 のゲノムは同一で、区別できないため、Stx2-P1 の P0 への挿入を

実験的に確認できない。そこで、F 株と類似した Stx2 ファージの挿入パターンを示す E 株を解
析に使用した。E 株が保有する 2 コピーの Stx2 ファージゲノム（Stx2-1 と Stx2-2）の間には、
一部の領域の塩基配列が異なっていた（図 4）。その領域にプライマーを設計し、環状化した Stx2
ファージゲノムの attP 配列を決定した。Stx2-1 と Stx2-2 の 21-bp の attP 配列は一致していた
ことから、Stx2-1 はプロファージ上に存在する attB 配列（attB in PPompW）を利用してプロフ
ァージ内に組み込まれていることが示された。また、E 株の 2 つの Stx2 ファージゲノムが粒子
内にパッケージされることを、ファージ DNA を用いた PCR により確認した（Data not shown）。 

 
 
(4) Stx2 高産生性に関与するファージ領域 
F 株の Stx2 ファージ（Stx2-P1/P2）、E 株の Stx2 ファージ（Stx2-1 と Stx2-2）、および別の

O145 菌株が保有する Stx2 ファージ（Stx2-EH）を感染させた K-12 溶原株を作製し、Stx2 産生量
を比較した。Stx2-2 溶原株は Stx2-1 溶原株の 30 倍以上高い Stx2 産生性を示した（図 5）。Stx2-
1 と Stx2-2 の間で配列の異なる領域には転写制御遺伝子群がコードされている。また、Stx2-
P1/P2 と Stx2-EH の溶原株はそれぞれ、Stx2-2 と Stx2-1 の溶原株と類似した Stx2 産生性を示
し、これらのファージの間で、stx2 遺伝子上流の領域は高度に保存されていた。以上のことか
ら、cI遺伝子を含む転写制御遺伝子群が宿主菌の Stx2 産生性に関与していることが明らかとな
った。また、Stx2-P1/P2 と Stx2-2 の溶原株は高い Stx2 産生性を示したことから、これらの Stx2
ファージは単独でも高い Stx2 産生性を宿主菌に付与しうることが示唆された。 

 
 
(5) 21-bp attB 配列を保有する大腸菌 
大腸菌 767 株のコンプリートゲノムを用いて、21-bp の attB シーケ

ンスを持つ大腸菌とその局在を調べた。attB 配列は 150 菌株のプロフ
ァージ上に特定された。PPompW に attB が見つかる菌株に加え、別のプ
ロファージに attB が検出される菌株も存在した。150 菌株は例外なく
eae 遺伝子を保有していたことから、attB をコードするプロファージ
は腸管病原性大腸菌（EPEC）あるいは LEE 陽性の EHEC に幅広く分布し
ていることが明らかとなった。また、attB 配列を有するプロファージ
の解析により、①21-bp attBとは別のプロファージ内attBとそのattB
へのファージ挿入、②プロファージ内プロファージに例外なくコード
される nleC/nleG T3SS エフェクターファミリーを明らかとした（図
6）。以上のことから、ファージ内ファージによって EPEC/EHEC 菌株に
T3SS エフェクターが蓄積され、Stx2 ファージ獲得の機会が増えることで、EPEC では EHEC への
転換が、EHECでは Stx2重複がそれぞれ促進される可能性が示唆された(Nakamura, et al., PLoS Pathog, 2021)。 
 

(6) サテライトファージ溶原株の効率的検出系を用いたヘルパー・サテライト溶原株の単離 



F 株のゲノムから切り出され、環状化したサテライトファージの
attP 配列（15-bp）を決定した。また、サテライトファージゲノム
が F株由来のファージ DNA に含まれていることを確認した。サテラ
イトファージゲノム内は形態形成に関する遺伝子を保有していな
い（図 7）ことから、F株内にサテライトに対応するヘルパーファー
ジが存在することが明らかとなった。 
F 株が保有するサテライトファージゲノム内に cat 遺伝子を組込

んだ変異株を作製した。F変異株由来のファージを K-12 に感染させ
ることで、クロラムフェニコール耐性のクローンを得ることに成功
した。このことから、サテライトファージが水平伝播することが明
らかとなった。ヘルパーファージ同定のため、この検出系を用いて、F株のヘルパーファージと
サテライトファージが同時に感染した K-12 株の作製を試みたが、ヘルパーファージ溶原株を単
離することができなかった。そこで、あるファージ溶原株にヘルパーファージを感染させた。サ
テライトファージ粒子がファージ・サテライトファージ二重溶原株からが産生されたことから、
予め溶原化していたファージがヘルパーファージとなることが明らかとなった。 
 
(7) ヘルパーファージとサテライトファージの形態解析 
ヘルパー溶原株あるいはヘルパー・サテライト溶原株

からファージを誘導し、電子顕微鏡下で形態を観察した。
ヘルパーファージのみ溶原化した株から、正六面体の頭
部と 100 nm 程度の尾部を有するファージが観察された
（図 8）。ヘルパーファージとサテライトファージが溶原
化した株においても類似したファージが観察できた。P4
ファージはゲノム上の sid 遺伝子がコードするタンパク
質により、P2 ファージが形成する頭部のサイズを小さく
することで、自身のゲノムを収納するに適したファージ
粒子を形成することができる（P4 head, 45 nm; P2 head, 
62 nm）。ヘルパー・サテライトファージ溶原株由来のフ
ァージの頭部粒子径を測定し、ヘルパーファージ溶原株
由来のファージと比較した。サテライトファージを含む
ファージの粒子径は、ヘルパーファージのみと比べて僅
かに小さい傾向を示したが、その分布において P2/P4 の
ような二峰性のピークを確認できなかった。今後詳細な
解析を行う必要があるが、今回特定したサテライトファ
ージゲノムの粒子内へのパッケージングに関するメカニ
ズムは P4とは異なる可能性が示唆された。 
 
(8) ヘルパーファージの誘導とファージ形成に対するサテライトファージの影響 
ヘルパー・サテライ

ト溶原株の MMC に対す
る反応性をヘルパー溶
原株と比較した。ヘル
パー・サテライト溶原
株はヘルパー溶原株よ
りも急速な溶菌反応を
示した（図 9）。さらに、
MMC 添加によって溶原
株から放出されたファ
ージ粒子を、K-12 へ感
染させることで得られる溶原株の数を比較した（予めヘルパーファージゲノムに aphA1 遺伝子
を挿入し、カナマイシン耐性によって溶原株を単離できるようにしている）。ヘルパー・サテラ
イト溶原株に由来する感染性のヘルパーファージの粒子数はヘルパー溶原株に比べ約 100 倍減
少し、サテライトファージの粒子数を下回った。また、僅かではあるが、ヘルパーとサテライト
が同時感染した株も存在することが分かった。以上のことから、サテライトファージは何らかの
メカニズムでヘルパーファージ上の溶菌・形態形成遺伝子群の発現に対して促進的に作用する
一方で、形成されたヘルパーファージ粒子をハイジャックすることで自身のゲノムを他の宿主
菌へ伝播させることが示唆された。 
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