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研究成果の概要（和文）：感染拡大防止には、感染管理が極めて有効である。感染管理における

迅速な細菌種同定は、患者早期治療、医療費削減、感染拡大防止 等に大きく貢献する。それゆ

え、より迅速な細菌同定法の開発は急務である。研究代表者は、バクテリオファージ（ファー

ジ；細菌ウイルス）の構造タンパク質が細菌種特異的吸着能に関与していることに着目し、細

菌検出法への応用性を検討した。その結果、ファージ尾部分子は迅速細菌検出法に使用できる

可能性が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）：Infection control is extremely important to prevent infection 

spread. Rapid bacterial examination in infection control enables early treatment of 

patients, reduction of medical costs and prevention of infection spread. Thus, the 

development of more rapid bacterial detection systems is urgently required. The principal 

Investigator focused on the specific bacteriophage (phage; bacterial virus) structural 

proteins contributed to the bacteria-species-specific binding ability, and examined the 

applicability of the phage molecule to bacterial detection system. As a result, the phage 

tail molecule was revealed to be potentially used for the rapid bacteria detection system. 
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１．研究開始当初の背景 
（１）感染制御と細菌検査 
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事者の院内感染制御に対する不十分な意

識により、病原細菌の抗生物質耐性化が進

行した。それゆえ、高度な感染管理は極め

て重要である。特に、感染管理における迅

速な細菌種同定は、患者の早期治療や救命

を可能にするばかりでなく、医療費の削減、

感染拡大の防止にも大きく貢献する。しか

しながら、日常細菌検査が自動化された今

でも、細菌同定には数日間は要する。近年、

高感度で迅速な PCR を用いた遺伝子検出

法や質量分析器による微生物同定方法も

開発されたが、ランニングコストの問題、

手間、高額な機械を使用するなどの一般検

査では不向きである。 
一方、迅速簡便な細菌検査方法も存在す

る。ラテックス凝集反応やイムノクロマト

グラフィー法などを代表とする免疫学的

検出方法である。これらの手法は、簡便さ、

迅速さを有し非常に優れた検出方法であ

る。ところが、この手法は抗体の優劣に依

存するところが大きく、標的細菌側因子に

よる抗原抗体反応の回避、菌株間による表

現型の相違による抗原の欠如、また、抗体

の非特異的反応 等により偽陰性あるいは

偽陽性の結果を得ることも少なくない。ま

た、その開発も容易でない。細菌標的抗原

の選択が困難である問題、抗体作製におけ

る動物愛護の問題、優秀な抗体作製までに

長い時間を要する問題 等がある。それゆ

え、細菌検査に利用可能な抗体の新規代替

分子の探索は極めて意義があると考えら

れる。 
（２）バクテリオファージリガンド分子を抗
体の代替分子として利用 
バクテリオファージ（ファージ）とは、

細菌特異的に感染するウイルスの総称であ

る。自然界に存在し、地球上で最も個体数

が多く多様性に富んでいる。分離されるフ

ァージの 96 ％ は尾部保有ファージであ

る。その大きな特徴は、細菌の種や株レベ

ルに特異的に感染することである。この宿

主特異性は、第一義的に尾部先端に存在す

るリガンド分子と菌表層のレセプター分子

との強力な特異的結合反応に起因している

と考えられている。それゆえ、ファージ粒

子から分離されたリガンド分子自体も菌種

特異的に吸着できると考えられている。 
ファージリガンド分子の特色は、細菌と

の長年の共進化で成熟した巧妙な分子デザ

インにある。特に、① 高い宿主特異性、② 
数分子でその巨大なファージ構造体を細菌

表層に接着させ感染を維持できる極めて強

い吸着能は、人為的、人工的にも作製する

ことは難しいと考えられる。また、③ リガ

ンド分子は抗体と異なり、大腸菌タンパク

質合成系により分離可能であるため、安価、

迅速、安定した供給が可能であると考えら

れる。 
 
２．研究の目的 
「1．研究開始当初の背景」より、ファー

ジリガンド分子を抗体の代替として細菌検
出法に応用する技術開発を行った。 
本研究では、ファージリガンド分子を開発

性、利便性に優れているビーズ凝集法に適用
し、新規細菌同定法の開発を目的とした。 薬
剤耐性菌起因菌モデルとして黄色ブドウ球
菌（Staphylococcus aureus）、及び、腸球菌
（Enterococcus faecalis）に対して技術開
発を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1)リガンド遺伝子の推定 
GenomeMatcher (http://www.ige.tohoku.ac. 
jp/joho/gmProject/gmhomeJP.html)による
ゲノム全体の DNA配列および ORFの比較を行
った。 
(2)リガンドタンパク質の大量調製 
大腸菌を使用し、N 末端に 6 × His tag が付
加した組み換えタンパク質の大量作製を行
った。Co2+ アフィニティークロマトグラフィ
ーにより精製を行った。 
(3)リガンドタンパク質の性状解析 
構造タンパク質を SDS-PAGE で分離し、染

色後（銀染色あるいは CBB）、タンパク質バン
ドを切り出し、トリプシン処理後、質量分析
器により分析を行った。質量分析器用データ
ベースは、local computerに構築した。 
 組み換えタンパク質をウサギに免疫を行
い、ウサギ抗血清を取得した。ウサギ抗血清
を使用し、ファージ構造タンパク質に対して
ウエスタンブロット、精製ファージに対して
免疫電子顕微鏡法を行った。 
様々な濃度に希釈した抗血清をファージ

と混和し、活性ファージの定量を行った。 
 組み換えタンパク質を Blue-native PAGE
で解析した。 
(4)リガンド分子の吸着能有無の測定 
菌体とリガンド分子を加え、液体中で一定時
間反応後、遠心法により菌体と液体に分画し
た。菌体と液体をそれぞれ SDS-PAGE 後、ウ
エスタンブロットによりリガンド分子の検
出を行った。 
(5)リガンドタンパク質のビーズへの固定化 
タンパク質 N末端をビーズへカップリング



 

 

した。 
(6)リガンドタンパク質結合ビーズを利用し
た細菌検出系の構築 
培養した細菌、作製したビーズを 96ウエ

ルマイクロタイタープレート内で混和し、凝
集反応が見られる条件の検討を行った。 
 
４．研究成果 
（１）黄色ブドウ球菌ファージ S24-1リガン
ド分子を利用した細菌検出法の開発 
 
①ファージ S24-1のリガンド分子推定とその
性状解析 
高知市内の下水処理場より分離した類縁

ファージ S13’と S24-1 の比較ゲノム解析に
より orf16 がリガンド遺伝子と予想された。
ファージ S24-1 構造タンパク質、大腸菌発現
系により調製した ORF16、精製したファージ
S24-1を使用し、ORF16の性状解析を行った。 

はじめに、ファージ S24-1構造タンパク質
に対してウエスタンブロットを行った結果、
2 本バンドが検出された（70, 210 kDa）（Fig. 
1A）。また、検出バンドを SDS-PAGEで対応さ
せ、トリプシンで消化したタンパク質を質量
分析器で分析した結果、両タンパク質とも、
検出ペプチドの分布や分子量は一致してい
た。これらのデータをデータベースに照合し
て解析した結果、両タンパク質とも ORF16 の
みであることが示唆された。これより、ORF16
は三量体で一つのユニットを形成している
可能性が示唆された。さらに、組み換え ORF16
を Blue-native PAGE で解析したところ、
ORF16 は、複数のユニット（三量体）が集合
し存在する可能性が示唆された（Fig. 1B）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ファージ粒子の免疫電子顕微鏡では、

ORF16 は尾部に存在することが示唆された
（Fig. 1C）。また、抗 ORF16 血清を利用した
中和試験では、抗血清濃度依存的なファージ
活性の抑制が観察された。（Fig. 1D）。それ
ゆえ、ORF16 は、尾部に存在し、感染に重要
な分子であることが示唆された。 
さらに、黄色ブドウ球菌・腸球菌を使用し、

ORF16 の吸着能を調べた結果、ORF16 は黄色

ブドウ球菌のみに吸着能を示した。 
以上の結果より、ファージ S24-1 の ORF16

は、高次な構造を有するリガンド分子である
ことが証明された。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
②リガンド分子結合ビーズによる細菌検出
法の開発 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
黄色ブドウ球菌ファージ S24-1リガンド分

子 ORF16 を使用し、ビーズ凝集法による黄色
ブドウ球菌検出法の研究開発を行った。 
 はじめに、ORF16 結合ビーズを利用した黄
色ブドウ球菌検出系の構築を行った。ORF16
結合ビーズ、ビーズ自体、牛血清アルブミン
結合ビーズを調製した。これらのビーズを黄
色ブドウ球菌、腸球菌へ混和した。その結果、
1 分以内に ORF16 結合ビーズのみが黄色ブド
ウ球菌特異的に凝集反応を示した。これより、
ORF16 結合ビーズによる黄色ブドウ球菌検出
系が構築できたと考えられた。 

加えて、ORF16 結合ビーズを様々な菌種菌



 

 

株へ凝集試験を行った結果、1分以内に ORF16
結合ビーズは MRSA を含む黄色ブドウ球菌特
異的に凝集反応を示した（Fig. 2B）。それゆ
え、ORF16 結合ビーズは、黄色ブドウ球菌検
出に使用できる可能性が示唆された。 

以上より、ファージリガンド分子を利用し
た迅速細菌検出法の可能性が証明された。上
記のデータをもとに当技術の特許出願を行
っている。 
 

 
 
（２）腸球菌ファージ φEF24C リガンド分子
の解析 
溶菌活性が上昇した変異株φEF24C－P2の

分離を行い、溶菌活性上昇の原因がファージ
吸着にあることを特定した。変異ファージ
φEF24C-P2と野生株ファージφEF24Cとの全
ゲノム比較を行った結果、巨大 orf31に点変
異があることが明らかになった。この点変異
によりアミノ酸置換が行われている可能性
が示唆された（Fig. 3A）。 

次に、ファージ構造タンパク質のウエスタ
ンブロットを行った結果、180kDa 付近にバン
ドが検出された (Fig. 3B)。対応するバンド
を質量分析器で解析した結果、ORF31 である
ことが示唆された。また、免疫電子顕微鏡法
を行った結果、ファージ φEF24C には尾繊維
が存在し、ORF31 は尾繊維のコンポネントで
あることが示唆された (Fig. 3C)。 

以上の研究成果は、「５．主な発表論文等」
雑誌論文③Uchiyama J, et al. PLoS ONE, 
6(10): e26648, 2011. に報告した。 
次に、ORF31 自体の菌特異的吸着能の有無

を調べた。ORF31 は、巨大なタンパク質であ
ったため、各種様々な部分タンパク質の作製
を行い、そのタンパク質の特異的吸着能測定
を行った。しかしながら、ORF31 自体が菌体
に吸着するというデータは得られなかった。
現在、吸着能を有する部分 ORF31 作製の検討
を行っている。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）まとめ 
以上の結果より、ファージリガンド分子が

細菌検出法に適応できる可能性が示唆され
た。また、ファージの種類により細菌検出法
に対して適性を有するリガンド分子がある
可能性が示唆された。 
今後、様々な菌種ファージでリガンド分子

ライブラリーの構築を行うこと、ファージリ
ガンド分子を利用した高感度検出法の検討
などを行っていく予定である。 
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