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研究成果の概要（和文）：S6ファージを介した普遍形質導入をモデルとし、環境中の遺伝子の水平伝搬を解析し
た。はじめに、S6ファージは、グラム陽性菌とグラム陰性菌ファージと共通な祖先を有することが明らかににし
た。また、他の黄色ブドウ球菌の細胞壁タイコ酸に吸着し、感染をおこなうことも明らかにされた。さらに、S6
ファージは宿主ゲノムを取り込み、受容菌へ遺伝子を水平伝播し、相同組み換えで遺伝子の水平伝播することを
明らかにした

研究成果の概要（英文）：In this study, we analyzed the horizontal gene transfer in the environment, 
using the model of phage transduction of phage S6 in MRSA. First, analyzing phylogeny of phage based
 on the whole genome, phage S6 was related to the other phage infecting Gram-positive bacteria and 
that infecting Gram-negative bacteria, which suggested that there may be specific phage group with 
transducing ability. Second, phage S6 has ability to adsorb the Staphylococcus aureus cells via 
beta-glycosilation of wall teichoic acids on the cell wall. Third, phage S6 was considered to 
package the host DNA, transfer it to the new recipient cells, and the gene acquisition occurred by 
homologous recombination. 

研究分野： 細菌学

キーワード： ファージ　遺伝子の水平伝播
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１．研究開始当初の背景  
 メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）
は、ヒトのみならず家畜などに難治性感染症
を引き起こし、我が国を含め世界中で大きな
健康被害・経済被害を生じている病原細菌で
ある。MRSAの更なる薬剤耐性化や病態の悪
化などが生じており、MRSAは進化している。
それゆえ、今後のMRSA感染予防・制御には、
これまでにも増して細かな対応が要求とされ、
黄色ブドウ球菌の進化機構を詳細に理解する
必要がある。 
ブドウ球菌（Staphylococcus spp.）は、概し

て、菌種特異的な生息動物種を有する細菌で
ある。近年、MRSAのメチシリン耐性遺伝子
（mecA）は動物由来ブドウ球菌から由来した
可能性、また、動物由来ブドウ球菌で特異的
に見られる遺伝子がヒト由来MRSAで検出さ
れはじめたことなど、MRSAは動物由来ブド
ウ球菌から遺伝子の水平伝播により遺伝子を
獲得し、進化していると考えられている（Clin 
Infect Dis. 57, 704-710, 2013; J Infect 
Chemother. 20, 593-601, 2014）。 

 

遺伝子の獲得場所の1つに、動物のし尿・糞
便肥料やヒトの生活排水などが集積する下水
がある。これまでの環境中の薬剤耐性遺伝子
の研究で、下水中のウイルス様粒子から様々
な薬剤耐性遺伝子（mecA 遺伝子を含む）が
検出された（Clin Infect Dis. 57, 704-710, 
2013; J Infect Chemother. 20, 593-601, 2014）。
これは、ヒトや動物由来の物質が集積する下
水において、動物由来ブドウ球と黄色ブドウ
球菌の間でウイルスを介した遺伝子の水平伝
播が起きており、薬剤耐性化・病原性因子獲
得などMRSAが進化している可能性が考えら

れる（図1）。 
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。ファージは、感染した宿
主細菌の部分ゲノムをランダムにファージ粒
子にパッケージする。次に感染する宿主細菌
へ吸着してDNAの注入を行い、遺伝情報を伝
播する。このような遺伝子の水平伝播様式を
「普遍形質導入」と呼ぶ。環境において、一
部のファージは、普遍形質導入による遺伝子
の水平伝播を行い、新型薬剤耐性菌の誕生な
ど細菌進化において極めて重要である。それ
ゆえ、ファージ普遍形質導入は、環境中にお
けるMRSAの誕生や進化へ大きく寄与してい
ると考えられる。 
申請者は、独自に培養法を検討し、黄色ブ

ドウ球菌を宿主菌に使用し下水流入水から
S6 ファージを分離した（図 2）。S6 ファージ
は、ウイルス分類学的に新属に分類される新
規の巨大ファージである。そのゲノム DNA
には、通常 DNA のチミン（T）がウラシル（U）
へ完全置換されているファージであった
（ISME J. 8, 1949-1952, 2014）。また、S6 フ
ァージは MRSA を含む動物・ヒト由来ブドウ
球菌種に幅広く感染可能であった（これまで
知られている黄色ブドウ球菌ファージは、高
い菌種特異性を有する。）。加えて、ファー
ジ S6 を介した普遍形質導入により、動物・
ヒト由来黄色ブドウ球菌との間で相互にメ
チシリン耐性遺伝子（mecA）を含む薬剤耐性
遺伝子を伝播できることを世界で初めて明
らかにした（ISME J. 8, 1949-1952, 2014）。環
境中において S6 様ファージが、黄色ブドウ
球菌の病原性因子・薬剤耐性遺伝子獲得に
寄与している可能性が考えられる（図 1）。 

 
 
２．研究の目的 
戦略的な MRSA 感染予防・制御には、詳細
な MRSA 進化機構の理解が重要である。S6
ファージを介する遺伝水平伝播機構の解明
は、ブドウ球菌の高度薬剤耐性化、新規病原
性因子獲得などの進化機構を理解するのに



重要な基盤情報になると期待される。しかし
ながら、この機構を理解するのに必要な（a）
S6 ファージの分子情報、（b）S6 ファージ普
遍形質導入に第一義的に重要なブドウ球菌
への吸着機構に関する情報、また、（c）ファ
ージ普遍形質導入により菌体内へ水平伝播
された遺伝子の菌ゲノムの獲得様式は、明ら
かとなっていない。それゆえ、本申請研究で
は、S6 ファージに関して、以下の 3 項目に関
して研究を遂行した（図 3）。 
（A） ゲノムの解析 
（B） 吸着機構の解析 
（C） 普遍形質導入の解析 
 

 

 
 
 
３．研究の方法 

S6 ファージを使用する。黄色ブドウ球 SA27
株を宿主菌として使用した。ファージの培養
は全て 30℃で行った。 

（A-1） ファージ全ゲノム解析   
ファージをプロテイナーゼ K で処理後、フェ
ノール抽出法により、ゲノム DNA の抽出を
行った。S6 DNA を φ29 DNA polymerase で増
幅置換後、ショットガンライブラリーを作製
し、次世代シークエンサー（Roche 社 454 GS 
Jr.）で解析を行った。得られた次世代シーク
エンスデータを一次解析ソフトウエア
（Roche 社 GS Assembler software）で解析し
た。全ゲノム解読の完了には、サンガー法に
よる塩基配列解読によってデータ補修を行
った。ゲノム解析には、 in silico molecular 
cloning genomic edition（in silico biology 社）
を使用した。遺伝子機能予測には、MiGAP
を使用した。また、ファージゲノムに基づい
た系統を明らかにするために、VipTree を利
用し解析を行った。 

 

（B-1） ファージ細菌表層レセプター同定 
 黄色ブドウ球菌表層のタイコ酸（リポタ

イコ酸、細胞壁タイコ酸）を生合成に関与す
る遺伝子欠損株とその相補株 計 26 株を共
同研究者 黒川 健司 氏（長崎国際大学）か
ら分与頂いた。 
はじめに、感染性測定を行った。遺伝子欠

損・相補株を含む 2 重寒天プレートへファー
ジ液をストリークした。一晩培養後、プラー
ク形成の有無で感染性の判定を行った。また、
ファージの吸着効率測定測定を行った。ファ
ージ液を遺伝子欠損・相補菌株 菌液（一定
濃度）へ添加し、15 分培養後、遠心した。そ
の培養液上清中の未吸着ファージをプラー
クアッセイ法により濃度測定した。プラーク
アッセイに使用する宿主菌には黄色ブドウ
球菌 SA27 株を使用した。 

（B-2） ファージ粒子構造解析 
精製ファージ粒子を位相差クライオ電顕
（JEOL JEM220FS）によって観察した。生理
学研究所 脳機能計測・支援センター クラ



イオ電子顕微鏡管理者 村田 和義 氏、宮崎 
直幸 氏の協力のもと解析を進めた。 

（C） 普遍形質導入の解析 
  S6 ファージを使用し普遍形質導入を黄
色ブドウ球菌へ行い、実験的にメチシリン耐
性ブドウ球菌を作製する。MRSA COL 株でフ
ァージの増幅を行う。遠心法・濾過法により
菌体を除去し、DNase I および RNase A（50 
μg/mL）で処理後、ファージ液の調製を行っ
た。メチシリン感受性黄色ブドウ球菌
RN4220 株に多重度（MOI, multiplicity of 
infection）1 で感染させ、培養した（37℃、40
分）。菌液をオキサシリン含有（5 μg/mL）brain 
heart infusion 寒天平板培地へ塗布し、培養し
た（37℃、24 時間）。出現したコロニーのメ
チシリン耐性遺伝子保有に関して PCR 法、パ
ルスフィールド電気泳動やサザンブロット
法、シークエンンス法で確認した。 
 
４．研究成果 
（Ａ）ファージの解析 
 ファージの全ゲノム解読を行った。その結
果 S6 ゲノムは 267,055 bp であった。GC 含量
は、25.1%であった。遺伝子予測により 271
個の遺伝子が予想された。また、既存のデー
タベースよりゲノムサイズが 200 kbp を越え
る大型ファージの全ゲノム配列を抽出し、S6
ファージゲノムとの系統解析を行った（図
４）。その結果、S6 ファージは、Bacillus phage 
AR9 および Yersinia phage phiR1-37 に近縁で
あることが明らかにされた。これらのファー
ジは、ゲノム DNA の T の代替えとして U を
使用している dsDNA ファージである。また、
面白いことに、Bacillus phage AR9 も普遍形質
導入を行うことより、この系統のファージは
遺伝子の水平伝播に関与している可能性が
考えられた。 

 

（Ｂ）ファージ吸着機構 
これまでの研究により、黄色ブドウ球菌に感
染するファージは、細胞壁タイコ酸がレセプ
ター分子になることが知られている。特に、
細胞壁タイコ酸のリビトールリン酸のグル
コース基の結合により（αあるいはβ結合）
により、ファージの吸着が重要であることが
知られている。各種黄色ブドウ球菌欠損株に
対する S6 ファージの各吸着効率を観察した。
その結果、グルコースのβ結合がファージ S
６の結合に重要であることが明らかにされ
た。 

また、S6 ファージのクライ
オ電子顕微鏡で観察を行うと、
尾部の先端に針金状の構造物
が見えることが明らかとなっ
た（図６）。この針金状の構造
物がファージ側のリガンドに
なる可能性が高いため、今後、
ゲノム解析を含めて解析を行
いたいと考えている。 

 
（Ｃ）ファージＳ６による普遍形質導入 
 次に、ファージ S6 による普遍形質導入を
実験的に行い、人工 MRSA を作製し、人工
MRSA 株の解析を行った。形質導入効率は、 
1.1 ×  10-9 ±  8.4 ×  10-9 
transductants/tested bacteria であった（mean ± 
s.d. ; n = 10）。合計 10 個の人工 MRSA を分離
した。 
 また、人工 MRSA を解析するために、人工
MRSA のゲノムを smaI で切断し、パルスフ
ィールド電気泳動で解析した。その結果、
RN4220 由来のクローン株であることが明ら
かとなった。また、サザンブロットで mecA
遺伝子の検出を行ったところ、COL 株と同じ
ゲノム領域に mecA が存在することが明らか
となった。そのため、mecA 遺伝子を含む
SCCmec 全体で細菌間を移動していることが
示唆された。 
 さらに、SCCmec の外側と内側を含む領域
の塩基配列を解読すると、COL 株と人工
MRSA で同じであった。このことから
SCCmec を含む大きなゲノム領域で切り出さ
れファージ S6 にパッケージされ、S6 ファー
ジを介して受容菌である RN4220 に移動し、
相同組み換えで遺伝子を獲得した可能性が
高い。 

 
総括 
 S6 ファージを介した普遍形質導入をモデ
ルとし、環境中の遺伝子の水平伝搬を解析し
た。はじめに、S6 ファージは、グラム陽性菌



とグラム陰性菌ファージと共通な祖先を有
することが明らかににした。また、他の黄色
ブドウ球菌の細胞壁タイコ酸に吸着し、感染
をおこなうことも明らかにされた。さらに、
S6 ファージは宿主ゲノムを取り込み、受容菌
へ遺伝子を水平伝播し、相同組み換えで遺伝
子の水平伝播することを明らかにした。 
 
In this study, we analyzed the horizontal gene 
transfer in the environment, using the model of 
phage transduction of phage S6 in MRSA. First, 
analyzing phylogeny of phage based on the 
whole genome, phage S6 was related to the other 
phage infecting Gram-positive bacteria and that 
infecting Gram-negative bacteria, which 
suggested that there may be specific phage group 
with transducing ability. Second, phage S6 has 
ability to adsorb the Staphylococcus aureus cells 
via beta-glycosilation of wall teichoic acids on 
the cell wall. Third, phage S6 was considered to 
package the host DNA, transfer it to the new 
recipient cells, and the gene acquisition occurred 
by homologous recombination.  
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