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研究成果の概要（和文）：C型とD型ボツリヌス菌は、家畜にボツリヌス症を引き起こす。その結果、食品・畜産業界へ
大きな損失を与える。その原因となるC型とD型毒素遺伝子は、バクテリオファージのゲノム上にコードされているため
、ファージによる毒素遺伝子の水平伝播を阻害させることがボツリヌス症の感染制御法として考えられる。本研究では
、C型毒素変換ファージ、c-stファージの感染に第一義的に重要である吸着に関して遺伝学的に研究を行った。はじめ
に、C型毒素変換ファージゲノムの比較、c-stファージのビリオン遺伝子の同定を行った。これらの情報をもとに、い
くつかの吸着に関与する遺伝子を予想している。現在、本研究を継続している。

研究成果の概要（英文）：Because Clostridium botulinum types C and D produce botulinum neurotoxin, causing 
serious symptom botulism, they are recognized as severe pathogen you should prevent spreading in food and 
animal industries. The botulinum neurotoxin genes are coded on the prophage genomes, and so inhibition of 
lateral gene transfer mediated by bacteriophage (phage) can be one of the preventions for the disease. 
Thus, we investigated the adsorption mechanism of C. botulinum type C neurotoxin-converting phage, phage 
c-st on the genetic point. Based on the comparative genomics and identification of phage virion genes, we 
got at a speculation that several genes associated with phage adsorption. We are in advanced studies of 
the findings.

研究分野：病原細菌学
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１. 研究開始当初の背景 
ボツリヌス菌（Clostridium botulinum）は、
神経毒素（ボツリヌス毒素）を産生し、
ボツリヌス症を引き起こす。本菌は、産
生する毒素の抗原性の違いにより、A～
G型の 7型に分類されている。C型と D
型ボツリヌス菌は、家畜に致死的な感染
症を引き起こし、畜産・食品業界に甚大
な被害をもたらす。従って、本菌の感染
制御法の確立は極めて重要である。原因
となる C 型と D 型毒素遺伝子は、バク
テリオファージ（毒素変換ファージ）に
より主に近縁種間で伝達されている。 

 
 
２. 研究の目的 
拡大するボツリヌス症の被害を抑制する
有効な感染制御法として、C型と D型毒
素変換ファージによるボツリヌス毒素遺
伝子の伝播阻止が有効であると考えられ
た。そのためには、本ファージの宿主菌
への吸着メカニズムを解明し、その本体
を十分に理解することが重要である。本
研究では、まず、ボツリヌス毒素変換フ
ァージの宿主認識分子の解析を行った。 

 
 
３. 研究の方法 
(1) C 型毒素変換ファージの全塩基配列
の決定とゲノム構造の比較解析 
① DNAの調製 
ボツリヌス毒素産生株をクック
ド・ミート培地で、37℃、一夜、
嫌気培養した、集菌後、DNA精製
キットを用いて、DNAを調整した。 
② ファージゲノムの全塩基配列決定 
配列決定は、精製した DNAを次
世代シーケンサー(イルミナ、
MiSeq など)を用いて行った。得
られた配列情報をDNAシーケン
スアセンブルソフトウェア
(Gene Codes) により編集し、多
数の配列断片をアセンブラーで
結合編集した。ギャップ領域につ
いては PCR を行い、得られた
PCR 産物のダイレクトシーケン
ス法またはランダムショットガ
ンシーケンシング法により解析
した。 
③ ゲノム構造の比較 
ゲノム上のそれぞれの遺伝子
(orf)を推定した。分子生物学・配
列解析ソフトウェア（インシリコ
モレキュラークローニング）を使
用して、ファージゲノム情報の核
酸・推定タンパク質配列の比較を

行った。また、近縁ファージゲノ
ム情報は、公共のデータベース
（Genbank）を利用した。 

(2) c-st ファージのビリオンタンパク質
の解析 
① N末端アミノ酸分析と質量分析 

c-st ファージを宿主菌（ファージ
非保有株）に感染させ、大量培養
を行った。ファージをポリエチレ
ングリコールで濃縮し、CsCl密度
勾配超遠心法を用いてファージ
を精製した。精製ファージのタン
パク質を SDS-PAGE により分離
し、N末端アミノ酸分析器および
質量分析器を用いて、ファージの
ビリオンタンパク質を解析した。
質量分析で使用するタンパク質
データベースは、独自に構築した。 
② イムノゴールド染色 

(2)の①と同様の方法で c-st ファ
ージを精製し、一次抗体および金
コロイド標識した二次抗体を反
応させ、電子顕微鏡により観察し
た。 

 
 
４. 研究成果 
以前に、C型毒素変換ファージ c-stの全
ゲノム解析を行ったが、そのゲノムの大
部分の遺伝子情報は未知であった。本研
究では、C 型毒素変換ファージ、c-st フ
ァージの感染に第一義的に重要であるフ
ァージの宿主菌への吸着に関する遺伝学
的研究を行った。はじめに、他の C型毒
素変換ファージ、c-468 ファージの比較
ゲノム解析、c-st ファージを構成するビ
リオンタンパク質をコードする遺伝子群
の特定を行った。 
(1) c-stファージのビリオンタンパク質の
網羅的解析 
精製 c-st ファージの粒子タンパク質
を解析したところ、総計 10個の Open 
Reading Frame (ORF)が同定された。
これらの ORFは全て c-stファージゲ
ノム上の 98−158 kbp領域に存在する
ことが示唆された。 

(2) C 型毒素変換ファージの全ゲノムと
比較ゲノムの解析 
まず、c-468 ファージゲノムの全塩基
配列の決定を行った。c-468 ファージ
ゲノムでは、43−57kbp 領域が欠損し
ていた。次に、c-stファージの継代培
養を繰り返すことで得られたファー
ジ、c-st Mut（1と 2）ファージゲノム
の全塩基配列を決定した。c-st Mut（1
と 2）のゲノムサイズは、160 kbpと



165 kbpであった。このことから、c-st
ファージゲノムが、ある頻度で縮小し
ていることが明らかとなった。c-stフ
ァージ、c-468ファージ、c-st Mut（1
と 2）とのゲノムの比較解析により、
約 140 kbp領域が共通に保存されてい
ることが明らかとなった。また、ビリ
オンタンパク質をコードする遺伝子
群は、これらのファージ間でよく保存
されていた。  

(3) 抗 c-stファージ抗体（一次抗体）を用
いて、c-stファージタンパク質のウエ
スタンブロット解析を行ったところ、
2つの位置に特異的なシグナルが得ら
れた。そこで、これらの 2つのタンパ
ク質に対するウサギポリクロナール
抗体（一次抗体）をそれぞれ作製し、
これらの抗体を用いてイムノゴール
ド染色を行い、電子顕微鏡により観察
した。その結果、1つはファージの尾
（鞘）、もう一つはファージの頭を構
成するタンパク質であることが明ら
かとなった。現在、98-158 kbp領域の
個々の ORF についても同様な手法に
より、ファージを構成するタンパク質
の解析を行なっている。 

(4) ファージタンパク質をコードする
ORF 領域で、既に公開されているデ
ータベース上の遺伝子との相同性を
調べると、2つの遺伝子が溶菌酵素を
コードしている可能性が考えられた。
そこで、2つの遺伝子を個別に発現ベ
クターに構築し、大腸菌発現系または
枯草菌発現系を用いて、組換えタンパ
ク質として発現させその精製を試み
た。しかしながら、いずれの組換えタ
ンパク質も発現量および精製量が少
なかった。現在、培養の時間や温度な
どの条件を検討している。また、他の
数種類の発現ベクターへの構築も行
っている。 

 
 以上の結果から、C型毒素変換ファージ、
c-st ファージのビリオンタンパク質をコード
する遺伝子群を明らかにした。また、c-st フ
ァージの一部の頭部と尾部のタンパク質を
同定した。これらの情報をもとに、いくつか
の吸着に関与する遺伝子を予想している。現
在、本研究を継続し、予想した遺伝子の機能
解析を行っている。今後、解析を進めボツリ
ヌス毒素変換ファージの宿主菌吸着メカニ
ズムを明らかにしたい。 
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