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研究成果の概要（和文）：C型とD型菌による感染症（ボツリヌス症）が発生すると、生産者への経済的な損失や
消費者への食の安全に対する不安感を助長させる。その原因となるC型とD型ボツリヌス毒素をコードする遺伝子
は、バクテリオファージ（ファージ）により伝播されている。本研究では、C型菌とD型菌ファージの宿主菌への
感染に重要である吸着に関して遺伝学的に研究を行った。C型菌とD型菌ファージのゲノム解析を基に、ファージ
の構造タンパク質を特定し、数種のファージ尾部吸着分子の候補遺伝子を推定した。現在、当該遺伝子産物の機
能を調べているところである。吸着阻害によりファージ伝播を阻止することでボツリヌス症の制御が可能になる
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Our ongoing study revealed that botulinum neurotoxin genes are present in 
the bacteriophage (phage) genomes and that, consequently, phages participate in neurotoxin-gene 
transfer to Clostridium botulinum types C and D. If so, a strategy mediated by phages to inhibit 
neurotoxin-gene transfer to the hosts would be of great help to block botulism outbreaks. In this 
study, we aimed to identify the infectious mechanism of C. botulinum type C and D phages. We 
performed genomics analyses of type C and D phages, which was useful to specify the phage adsorption
 rate that is required for adherence to the host surface. We found that phages carry several 
interesting genes adapted to our purpose, which are likely to encode the proteins that compose the 
phage tail. These novel findings will be very useful to identitify the machinery of the phage host 
interaction in the process of infection-mediated neurotoxin-gene transfer.

研究分野：病原細菌学

キーワード： ボツリヌス菌　人畜共通感染症　ボツリヌス症　ボツリヌス毒素遺伝子　バクテリオファージ　水平伝
播　ビリオンタンパク質

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ファージリガンド分子とボツリヌス菌レセプター分子との相互作用に関する研究は、未だ明らかとなっていな
い。研究代表者は、これまでボツリヌス毒素遺伝子の伝達が、ファージを介して近縁菌間で起きている可能性を
独自に着想した。本研究により、C型またはD型毒素遺伝子を伝播するファージビリオンタンパク質を特定し、数
種のファージ尾部吸着分子と予想される遺伝子を推定することができた。今後、本吸着分子を明らかにすること
により、クロストリジウム属菌間でのボツリヌス毒素遺伝子の伝達メカニズムの解明が可能となる。また、C型
菌とD型菌ファージの詳細な情報は、ボツリヌス症の感染を制御する有用なデータとなることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ボツリヌス菌は、グラム陽性で酸素の存在下では増殖できない偏性嫌気性菌である。本菌は、

芽胞を形成し土壌や河川などの自然界に広く分布している。ボツリヌス菌は、強力な神経毒素

（ボツリヌス毒素）を産生し、ヒトや家畜（ウシ、トリなど）に重篤な感染症（ボツリヌス症）

を引き起こす。生産現場である農場で、ボツリヌス症のアウトブレイクが発生すると、生産者

への経済的な損失や消費者への食の安全に対する不安感を助長させる。従って、農場における

ボツリヌス菌の感染制御は緊急な課題である。ボツリヌス菌は、産生するボツリヌス毒素によ

り A 型〜G型菌に分類されている。その中で、C型菌はトリに、D型菌はウシにボツリヌス症

を引き起こす。 

 

２．研究の目的 

原因となる C型と D型ボツリヌス毒素の遺伝子は、バクテリオファージ（ファージ）により伝

播されている。その伝播を阻害することにより、畜産・食品への被害の抑制に有効であると考

えた。しかしながら、ファージのボツリヌス菌（宿主菌）への吸着メカニズムは未だ明らかで

ない。従って、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、C型菌と D型菌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型菌と D型菌ファージの全塩基配列決定とゲノム構造の比較解析 

(1) C型菌と D型菌ファージの精製および DNA調製 

C型菌ファージは c-stファージ（C型有毒株 C-Stockholm株由来）および c-468フ

ァージ（C型有毒株 C-468株由来）、D型菌ファージは d-1873ファージ（D型有毒

株 D-1873株由来）を用いた。C型菌または D型菌ファージを宿主菌（ファージ非

保有株）に感染させ、ファージの大量培養を行った。大量培養した C型菌または D

型菌ファージをポリエチレングリコールで濃縮し、CsCl 密度勾配超遠心法により

ファージ粒子を精製した。精製したファージ粒子から、DNA精製キットを用いてファ

ージ DNAを調整した。 

(2) C型菌と D型菌ファージゲノム構造の比較 

①−(1)で精製した DNAを次世代シーケンサー(PacBio)により、C型菌と D型菌ファー

ジゲノムの全塩基配列の決定を行った。ゲノム上のそれぞれの遺伝子(orf)を推定し、

各遺伝子産物のアノテーション（遺伝子産物の機能予測や遺伝子カテゴリー分類など）

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、ファージ間でのゲノム構造の比較解析を行った。 

② C型菌と D型菌ファージのビリオンタンパク質の解析 

(1) ウエスタンブロット解析 

精製した c-468ファージをウサギに免疫し、抗 c-468ファージ抗体（ポリクロナール抗

体）を作製した。作製した一次抗体（抗 c-468ファージ抗体）を用いて、c-stファージ、

c-468ファージまたは d-1873ファージのウエスタンブロット解析を行った。二次抗体は、

西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）標識した抗ウサギ抗体を用いた。 



(2) N末端アミノ酸分析と質量分析 

①−(1)で精製したファージタンパク質を 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。得られたアミノ酸配列から、

ファージゲノム上のビリオンタンパク質をコードする遺伝子群を特定した。 

(3) 組換えファージ尾部吸着タンパク質の作製 

候補となるファージ側の宿主認識タンパク質をコードする遺伝子について、大腸菌発

現系を構築し組換えファージ尾部吸着タンパク質を発現した。 

 

４．研究成果 

  本研究では、C型菌と D型菌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 型菌ファージ、c-468 ファージおよ

び D型菌ファージ、d-1873 ファージの比較ゲノム解析を行い、次に C型菌および D型菌ファ

ージを構成するビリオンタンパク質、特に尾部吸着分子をコードする遺伝子群の特定を試みた。 

① c-468ファージのゲノム解析 

既に、c-stファージのゲノム情報を得ていたので、まずは他の C型菌ファージ、c-468ファ

ージのゲノム解析を行うことにした。C-468株から c-468ファージを分離・培養し、本ファ

ージの全ゲノム塩基配列を決定した。c-468ファージのゲノムサイズは 165 kbpで、184個

の遺伝子 (orf) を確定できた。既知の c-stファージと c-468ファージの比較ゲノム構造解析

を行ったところ、c-stファージゲノムの 43〜57 kbpと 116〜123 kbpの領域が欠損したゲノ

ム構造を有していた。本解析から、c-468ファージはある頻度でゲノムが縮小していること

が明らかとなった。 

② c-468ファージタンパク質の網羅的解析 

精製した c-468ファージタンパク質の解析を行ったところ、c-468ファージゲノム上の遺伝

子から推定されるアミノ酸残基から、総計 10 個の orfが同定された。これらの orfは全て

99〜157 kbp領域に存在することが示唆された。 

③ d-1873ファージのゲノム解析 

D-1873株から d-1873ファージを分離・培養し、本ファージのゲノム解析を行った。d-1873

ファージゲノムサイズは 186 kbpで、151個の orf が確定できた。既に報告した c-stファー

ジと d-1873ファージのゲノム構造を比較すると、D型ボツリヌス毒素遺伝子（boNT/D）お

よび DNA複製に関係する遺伝子を含む領域（45−100 kbp）がよく保存されていた。しかし

ながら、boNT/Dの上流領域 (1−45 kbp) および下流領域（100−115 kbp）は、c-stファージ

および c-468ファージのゲノム構造とは著しく異なっていた。特に、boNT/Dの下流領域は、

ファージの構造タンパク質をコードする遺伝子群であることが推察され、本構造タンパク

質配列は、c-stファージおよび c-468ファージのものとは大きく異なっていた。 

④ C型菌および D型菌ファージのビリオンタンパク質の解析 

作製した抗 c-468 ファージ抗体を用いて、精製した c-st ファージ、c-468 ファージまたは

d-1873ファージのウエスタンブロット解析を行った。その結果、c-stファージおよび c-468

ファージは、同じシグナルパターンが得られたが、d-1873 ファージでは異なるシグナルパ

ターンであった。このことから、c-stファージおよび c-468ファージのビリオンタンパク質



は類似の抗原性を示すが、d-1873ファージのビリオンタンパク質は C型菌ファージとは異

なる抗原性を示すことが明らかとなった。 

⑤ C型菌および D型菌ファージのビリオンタンパク質の発現・精製 

得られたゲノム情報を基に、C型菌および D型菌ファージを構成するビリオンタンパク質

を特定し、その中で遺伝子間での相同性解析を行い、数種のファージ尾部吸着分子の候補

遺伝子を推定した。当該遺伝子産物の発現・精製を行なうため、複数の発現系について条

件検討を行ったが、2つの遺伝子については、大腸菌を用いた発現系では宿主である大腸菌

の培養が困難であった。また、他の推定した種々の遺伝子については、現在、遺伝子産物

の発現・精製を行っており、得られた組換えタンパク質のボツリヌス菌に対する特異的吸

着性を調べるため、環境を整えている。 
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