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研究成果の概要（和文）：乳房炎罹患牛から分離した黄色ブドウ球菌SA003と宿主域が広く溶菌活性が高いファ
ージfSA012を選定し解析を行った。45回の回分培養を通じファージと宿主が共存し続け、各培養で生存したファ
ージの全ゲノムを解析したところ、ORF(Open Reading Frame)103に変異の蓄積が見られ、宿主のレセプターを認
識するリガンドであると特定された。同様の方法により大腸菌T2ファージのリガンドを特定することができた。
CRISPR/Casシステムを用いリガンド（gp38）をコードする超可変領域にランダムな変異を導入することでファー
ジ耐性大腸菌に感染性を示す変異ファージを得ることができた。

研究成果の概要（英文）：The emergence of antibiotic-resistant bacteria has increased the attention 
to the therapeutic use of bacteriophages. In order to improve the usability of phages, it is 
required to understand the mechanism underlying host recognition, especially receptor-binding 
proteins (RBPs) which determine the host range. In this study, we demonstrate staphylococcal phages 
ΦSA012 possesses at least two RBPs. A polyclonal antibody against ORF103 inhibited infection of Φ
SA012 in the presence of α-GlcNAc, suggesting that ORF103 (ligand) binds to α-GlcNAc (Receptor).
Phage-resistant E. coli isolated from co-culture with phage T2 was used. As the target of 
modification, Hyper Variable Region (HVR) was selected. This region is part of gene38, which encodes
 the tip of the long tail fiber. CRISPR/Cas system facilitated homologous recombination between wild
 type phage and plasmid which encoded random mutation in the HVR. Artificially modified phage showed
 infectivity to the phage resistant E.coli.

研究分野： 生物化学工学
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１．研究開始当初の背景 
Frederic Twort は 1915 年，バクテリアを溶

かしてしまうウイルスを偶然発見した。バク
テリオファージ（ファージ）はバクテリアに
感染するウイルスでバクテリアが存在する
環境には普遍に存在する。その後多くの科学
者がファージを抗菌剤として用いようと試
みた。いわゆるファージセラピー（ファージ
による感染症治療）の始まりである。しかし
Alexander Fleming がペニシリンを発見(1929
年)してから，その座は完全に抗生物質に奪わ
れてしまった。多剤耐性菌の出現に代表され
る抗生物質の問題点がクローズアップされ
た昨今、再びファージセラピーが注目されて
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究は抗生物質に代わり、ファージセラ

ピーによる感染症の制御を目指した。着目し
たのは家畜の感染症の中でも特に問題視さ
れている牛乳房炎起因黄色ブドウ球菌
（Staphylococcus aureus、以下 S. aureus）のフ
ァージセラピーである。S. aureus は、グラム
陽性菌でありペプチドグリカンで構成され
た強固な細胞壁を持っている。その細胞骨格
はブドウの房のような形をしており、乳房炎
においては乳成分と反応して凝集体を作る。
ファージセラピーを実施する上で大きな障
害の一つとなるのが、宿主のファージに対す
る耐性化である。S. aureus とファージの共培
養においては、ファージ投与により宿主が完
全溶菌された後でも、数時間～数十時間後に
ファージ耐性株の増殖による濁度の上昇が
生じることが確認される。宿主のファージ耐
性化機構は主にファージレセプターの欠損
や変異である。宿主のファージに対する耐性
化に加え、ファージも耐性株に対し共培養条
件下で再感染性を獲得する。この様な現象は、
宿主とファージの共進化と呼ばれる。共進化
では、宿主とファージの間で適応（adaptation）
とそれに対する再適応（counter-adaptation）
のプロセスを繰り返すことが、両者の長期に
渡る安定的な共存を可能にする。この共進化
がS. aureusとその特異的ファージの間でも生
じるのであれば、牛乳房炎のファージセラピ
ーの結果を左右する要因の一つとなる。 
ファージセラピーを具現化するために、フ

ァージの宿主認識に関わる分子メカニズム
を解析し、進化工学的手法を用いてファージ
の宿主認識を人為的に改変する手法を確立
することを本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
乳房炎罹患牛からスクリーニングした黄

色ブドウ球菌(SA003)と下水流入水からスク
リーニングしたファージ(ΦSA012)を用い感
染実験を行った。LB 液体培地に対数増殖期
に入った SA003 を植菌し、ΦSA012 を感染多
重度（MOI）1.0 で添加し、37°C、40 rpm で
2 日間共培養を行った。その後、培養液 1%を

新鮮な LB 培地に継代し、再び 2-10 日間の共
培養を行った。共培養中、OD660 の値と培養
液上清中のファージ濃度の経時変化を測定
した。このような回分培養を独立した 5 つの
系で何度も繰り返した。ファージの変異が宿
主の変異に追いつかないとファージが
Wash-out する。一つの系では 45 回の回分培
養を通じファージと宿主が共存し続け、46 回
目の回分培養でファージが Wash-out した。1, 
2, 11, 20, 38 回目の共培養後に単離したファ
ージのゲノムを抽出し、全ゲノムをロッシュ
の GS FLX+を用いて解析した。解読後の配列
をΦSA012 の塩基配列と比較することで、共
培養によるΦSA012のゲノム中の変異の蓄積
の確認、及びファージと宿主の相互作用に関
与する ORF（Open Reading Frame）の推定を
行った。 
同様の方法により大腸菌特異的 T2 ファー

ジと宿主大腸菌を用い、繰り返し回分培養を
行った。ファージ耐性化大腸菌に感染性を示
す変異 T2 ファージ(M4)のゲノム解析により
宿主レセプターを認識するファージリガン
ドを特定することができた。変異ファージに
認められた超可変領域（HVR）の 2 変異が耐
性菌に感染するために重要であることが示
された。進化工学的手法によりファージ耐性
菌に感染性を示す変異ファージを分子構築
するために、CRISPR/Cas システムを用いた。
M4の変異箇所であったgp38の161aaと231aa
にランダムな変異が入るインサートを作製
し、相同領域と CRISPR/Cas による DNA 切断
を免れるための点変異を導入したベクター
にライゲーションし大腸菌を形質転換した。
形質転換大腸菌に野生型の T2 ファージを感
染させ相同組み換えを行いファージ耐性大
腸菌に感染性を示す変異ファージを人為的
に作成した。 
 
４．研究成果 

4-1 ファージ耐性株に対する感染性獲得の
分子メカニズム 

SA003 とΦSA012 の共進化現象を解析する
ために、両者の共培養を継代により計 46 回
繰り返し行った。OD660 とファージタイター
の変化を全結果から抜粋したものを図 1 に示
す。液体 LB 培地に SA003 を 1%植菌した後、
OD660の値が0.1となった時点でΦSA012を終
濃度 108 PFU/mL（MOI≒1.0）で感染させた。

 
図１継代を伴う SA003 とΦSA012 の共培養 



その後 SA003 は直ちに溶菌し、濁度の値は 0
付近を推移した。培養中盤に Run3, 4 におい
て耐性菌の出現と思われる濁度の上昇が見
られたが、その後溶菌し再び宿主の増殖は抑
えられた。培養終盤には Run2, 5 において耐
性菌が出現し、これらは 1st の終了時点まで
に溶菌されることはなかった。このことから
Run2, 5 においては、比較的ファージ耐性能の
強い変異株が出現したと考えられた。継代を
伴う共培養によってSA003とΦSA012の共存
性を確認した。同条件下で行った 5 つの Run
全てで両者は共存性を示した。その中でも
Run6 においてはファージと宿主が安定的に、
最も長期に渡って共存を果たした。そこで
Run6 より単離されたファージの全ゲノム解
析を行った。 

全ゲノム解析により変異ファージの
ORF103 に遺伝子変異の蓄積が見られた。
ORF103 は構造タンパク質であることは判明
しているもののその機能は未知であった。し
かし、宿主認識に関わるリガンドをコードす
ることが示唆されたので、gp103 抗体を作成
し、金コロイドで修飾した二次抗体で gp103
の発現部位を同定した（図 2）。結合部位がテ
ールファイバー先端であることから gp103 は
宿主レセプターの結合タンパク質（リガン
ド）であると判断した。 

4-2 ファージの人為的宿主域改変 
進化工学的手法によりファージのリガン

ドに変異を導入する方法を検討した。宿主認
識特異性を人為的にスイッチングするため
には高効率でファージゲノムに変異を導入
する手法の開発が必要である。遺伝子組換え
のシステムが整っている大腸菌を用い、変異
導入システムの検討を行った。T2 ファージと
大腸菌の共培養から単離された耐性菌 R1 と
R2 に対し、変異ファージ M4 が超可変領域
（HVR）を変異させることで感染能を獲得し
た。また、同様に継代培養を行って取得した
他のサンプルにもこの位置に変異が含まれ
ていた。これらの位置は、吸着能を変化させ
るためのいわばホットスポットとなってい
ることが推測された。進化工学的手法により
ファージ耐性菌に感染性を示す変異ファー
ジを分子構築するために、CRISPR/Cas シス
テムを用いた。M4 の変異箇所であった gp38
の 161aa と 231aa にランダムな変異が入るイ

ンサートを作製し、相同領域と CRISPR/Cas
による DNA 切断を免れるための点変異を導
入したベクターにライゲーションし大腸菌
を形質転換した。形質転換大腸菌に野生型の
T2 ファージを感染させ相同組み換えを行っ
たところ、ファージ耐性大腸菌に感染性を示
す変異ファージを得ることができた。 
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図２ ΦSA012 の TEM 像 

矢印：金コロイドで修飾した二次抗体の結合部位 
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