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研究成果の概要（和文）：抗菌薬治療に代わる治療方法として、バクテリオファージ（ファージ）を用いたファ
ージ療法の開発が試みられている。しかし、現在のファージ療法の技術では患者に感染した細菌を殺滅できない
ことがファージ療法の最大の障壁となっている。そこで申請者は、独自に環境中から分離したファージ
（DruSM1）の全遺伝子欠損株ライブラリを作製し、遺伝子欠損による殺菌力への影響を解析した。その結果、2
種類の遺伝子欠損ファージにおいて、細菌の持つ抗ファージ免疫機構から逃避することにより、親株よりも殺菌
力が向上した。本研究の成果は、より治療効率を向上させルための治療用ファージの開発に貢献する知見を提供
する。

研究成果の概要（英文）：Today, antimicrobial-resistant bacteria (AMR) are a huge problem all over 
the world. The growing crisis of antibiotic resistance has created urgency for phage therapy as an 
alternative to antibiotics. However, the present system of phage therapy does not work enough to 
rescue patients infected with AMR.Here, we constructed phage gene knocked-out mutants library using 
DruSM1 phage and analyzed the effects for bactericidal activity. The deletion of 2 genes in DruSM1 
phage contributed to enhance bactericidal activity due to evasion from the bacterial immune systems.
 Our findings provide evidence to promote the therapeutic effect of phage therapy.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、抗生物質の効かない薬剤耐性菌による死亡者数が増加しており、世界的な問題となっている。2050年には
耐性菌を起因とする死亡者数が年間１,000万人に達すると見積もられている。本研究では、抗生物質の代替とし
てのファージ療法をより治療効率の高いものにするために、ファージゲノムの改変を駆使した殺菌力の向上を試
みた。本研究の成果は、薬剤耐性菌の制圧に向けたファージ療法の洗練化に貢献するとともに、ファージの殺菌
力を減弱させる細菌が保有する数多くの抗ファージ免疫機構に対処する必要があることも明らかにした。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 
近年、抗生物質の効かない薬剤耐性菌による死亡者数が増加しており、世界的な問題となって

いる。2050 年には耐性菌を起因とする死亡者数が年間１,000 万人に達すると見積もられている
（図１）。新たな抗菌薬の開発による治療は困難であり、抗菌薬治療以外の治療方法の開発が必
要である。これまでに、抗菌薬治療に代わる治療方法として、細菌を特異的に殺菌するウイルス
であるバクテリオファージ（ファージ）を用いたファージ療法の開発が試みられている。しかし、
現在のファージ療法の技術では患者に感染した細菌を殺滅することができるファージを確実に
選抜して治療に用いる事が困難であり、ファージ投与による治療効果が確かなものではないこ
とがファージ療法の最大の障壁となっている。そこで本研究では、よりファージ療法の治療効率
を向上させるために、殺菌力を高めた改変ファージの作製を試みた。ファージのゲノムには、カ
プシドやテール等のファージの外骨格を形作る遺伝子や自己の複製されたゲノムをカプシドに
納めるターミナーゼ等の既知の遺伝子以外に、多数の機能未知の遺伝子が存在する。申請者は、
これら機能未知の遺伝子の中には削除することにより菌への感染効率を上げる事ができる遺伝
子が存在する可能性を考えた。このコンセプトに従い、ファージの遺伝子を変異あるいは欠失さ
せることにより殺菌力が向上する変異ファージを探索することを着想した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ファージ療法での治療効果に影響するファージの殺菌力を向上させるために、フ
ァージゲノムの改変を行い、変異ないしは欠失により殺菌力が増強されるファージの遺伝子を
明らかにすることを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
1) ファージのランダム変異株の作製 
ファージに迅速かつ容易にランダムな変異を導入するため、遺伝子修復に関わる３種類の遺伝

子（mutS、mutD、mutT）を欠損させた大腸菌を準備した。本菌株への感染を経験して変異が生じ
た野生ファージのランダム変異株ライブラリを作製する。本ランダム変異ファージを様々な大
腸菌株に感染させ、殺菌力が向上する遺伝子変異ファージ株を探索する。 
 
2) ファージ遺伝子欠損変異株ライブラリの作製 
1)とは異なる手法も用いて殺菌力に寄与するファージ遺伝子の探索を試みる。申請者が環境中

から独自に分離したファージ（DruSM1）とファージ合成の技術を利用して、当該ファージの全遺
伝子欠損株ライブラリを構築する。本方法は、ファージのゲノムを抽出し、目的とする欠損させ
たいファージ遺伝子以外の領域を PCR し、複数の PCR 断片をアセンブリ後、大腸菌に形質転換す
る。一連の過程により、形質転換された大腸菌から目的の領域の遺伝子かを欠損したファージが
起動し、遺伝子欠損ファージを得ることができる。本方法を用いて、1種類のファージの全遺伝
子欠損ファージライブラリを作製した。構築した遺伝子欠損ファージライブラリを様々な大腸
菌株に感染させ、殺菌力が向上する遺伝子欠損ファージ株を探索する。 
 
 
 
４．研究成果 
1) ファージランダム変異株の作製と殺菌力の解析 
ランダム変異株ライブラリを用いて大腸菌における感染力をスクリーニングした結果、親株と

比較して顕著な殺菌力が向上するファージを検出すことができた。具体的には、ファージが寒天
培地上の菌を溶菌する際に形成する溶菌班（プラーク）の大きさが親株と比較して大きくなり、
液体培地中での菌の増殖を抑制し殺滅する速度が速くなることが見出せた。作製した変異ファ
ージの全ゲノム解析を行った結果、細菌を溶菌する際に機能するファージ固有の遺伝子に変異
が確認された。  
 
2) ファージ遺伝子欠損変異株ライブラリの作製と殺菌力の解析 
 全遺伝子欠損ファージライブラリの作製を試みた結果、欠損してもファージの存続に必須で
はないと考えられる遺伝子が、105 種類のコードされている遺伝子のうち、70 種類程度あること
が明らかとなった。この 70 種類の遺伝子欠損ファージのうち、2 種類の遺伝子を欠損させたフ
ァージにおいて、親株のファージと比較して殺菌力が増強される現象を見出せた。さらに詳細な
解析を行った結果、欠損させた遺伝子が細菌由来のファージ感染を防御する免疫機構を活性化
させる因子であることが明らかになった。従って、細菌由来抗ファージ免疫機構に捕捉される因
子を発現させるファージ遺伝子を欠損させることで、細菌の防御機構を逃避することによりフ
ァージの殺菌力を高められることが明らかとなった。本研究のコンセプトを用いることで、これ
まで細菌由来抗ファージ免疫機構に阻まれて殺菌力を発揮することができなかったファージの



殺菌力を向上させる事が可能となり、薬剤耐性菌治療に活かせることが期待される。また、本研
究で作製した遺伝子欠損ファージライブラリをさらに詳細に解析を進めることにより、これま
で機能未知であった多数のファージ遺伝子の解析が進むことが期待される。 
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