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研究成果の概要（和文）： 

牛乳房炎起因 S. aureus を 49 種スクリーニングし、それらを用い特異的ファージをスクリー

ニングした。各ファージの感染宿主域を調べたところSA012 およびSA039 と命名したファ

ージは感染宿主域が広く、S. aureus に対し高い溶菌活性を示した。In vitro の系で、各ファ

ージ単独、または混合状態で S. aureus の増殖を抑制した。本研究により、S. aureus 起因牛乳

房炎をファージにより抑制するファージセラピーの道筋が示された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

49 S. aureus isolates were obtained from the milk of mastitic cows for use in the screening 

of staphylococcal phages. The host ranges of phages isolated were determined, and two 

phages were subsequently chosen for analysis. SA039 had the widest host range, 

producing clear plaques on 13 of the 15 isolates, while �SA012 produced clear plaques on 

8 isolates. This study constitutes a solid basis on which to continue the exploration of the 

potential of ΦSA012 and ΦSA039 in the treatment of staphylococcal diseases.  
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１． 研究開始当初の背景 

（１）牛乳房炎 

日本における抗生物質の使用量は年間
2210 トン(2003 年)であり、その内ヒト医薬
用が 520トン(24%)、家畜用 1060トン(48％)、
養殖魚用 230 トン(10％)、農薬用 400 トン
(18％)である。いかに大量の抗生物質が家畜
に投入されているかが分る。抗生物質の家畜

への投与が始まったのは 1960 年代で、まも
なく家畜病原菌が抗生物質に対し耐性を示
す薬剤耐性菌が出現した。家畜感染症の多く
は人畜共通の病原菌を原因とする。日本では
年間約 2万人もの｢抗生物質耐性菌｣感染によ
る死者が出ており、今後その数はさらに増え
ると思われる。このような背景から世界保健
機構（WHO）は家畜への抗生物質過剰使用
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を控えるよう警告している。一方で、抗生物
質に代わる有効な治療法が無いのが現状で
ある。 

バクテリオファージは細菌に感染するウ
イルスであり、自然界に普遍に存在し、細菌
叢のダイナミックな変動や遺伝子の水平伝
播に重要な役割を果たしている。ファージは
自分が感染する相手(宿主)を厳密に見分ける
機能を有し、一回の感染サイクルで百数十の
ファージが被感染細菌から放出される．我々
はこれまでに大腸菌 O157:H7 に感染するフ
ァージを多数分離し、宿主とファージの感染
動力学に関する研究を実施した。さらにファ
ージ頭殻を外来タンパク質発現用のプラッ
トホームとして捉え、大腸菌特異的ファージ
頭殻に抗原タンパク質を提示し、自立複製型
経口ファージワクチンの開発を実施してい
る。今までの研究対象はフラスコ内における
ファージと宿主の解析、およびマウスを用い
た実証にとどまっていた。本研究はこれまで
の成果を踏まえ、家畜感染症をファージで制
御することを実証することにある。 

（２）S. aureus 

S. aureus（Staphylococcus aureus）は伝
染性乳房炎起因菌の一つである。乳房炎は細
菌、真菌や藻類等の 150 種類以上の異なる微
生物が原因とされているが、その中でも S. 
aureus は乳腺内に膿瘍を形成するため治癒
が困難となる。これは、通常の乳房炎軟膏に
よる治療では膿瘍の深部にまで抗生物質が
届かないためだとされている。治療後、膿瘍
の表面に存在する S. aureus が排除され一時
回復するが、しばらくすると抗生物質の届か
なかった部分から出現する S. aureus により、
再発することが多い。S. aureus は直径 1m

程度のグラム陽性の球菌であり、厚いペプチ
ドグリカン層に覆われており、溶血に関わる
ヘモライシンやコアグラーゼ、食中毒の原因
となるエントロトキシンなど多様な毒素を
保持・分泌する種として知られている。また
近 年 、 院内 感 染の 原 因と な る MRSA

（ Methicillin Resistant Staphylococcus 
aureus）としても注目を集めている。このよ
うな多剤耐性菌による感染症は通常の抗生
物質が無効であるため、ファージセラピーの
可能性が評価されている。 

 

２． 研究の目的 

牛乳房炎は乳房に細菌が侵入し、乳量およ
び乳質の低下が起こり、時には牛が死亡する
病気である。搾乳時に搾乳機械や人の手から
感染する伝染性乳房炎と、牛舎敷床から感染
する環境性乳房炎に分けることができる。乳
房炎は乳牛でもっとも被害が大きい病気で、
酪農家一戸平均当たり年間約300万円にもの
ぼり、日本における年間の被害総額は 1000

億円を超える。乳房炎は様々な細菌により起

こるが、主に S. aureus と大腸菌が原因とさ
れる。S. aureus は主に伝染性乳房炎の原因
菌であり、大腸菌は環境性乳房炎の原因菌と
される。本研究では牛乳房炎をファージで制
御することを最終目標とした。研究は最初に
乳房炎を引き起こす細菌叢の解析を培養法
と遺伝子解析法の両方を用いて行う。従来、
感染牛の診断は選択培地による病原菌の検
出により行っていたが、発病には複数の菌種
が関与し、かつ培養できない菌の存在が疑わ
れる。そこで制御対象となる原因菌の特定を
従来法である培養法と遺伝子解析に基づく
手法により行った。菌叢解析の過程で乳房炎
を引き起こす細菌を多く分離・純化し、細菌
ライブラリーを作成した。次にライブラリー
を用い、感染源や環境試料からファージのス
クリーニングを行い、ファージライブラリー
を作成した。単一の宿主に単一のファージを
長期暴露するとファージに耐性を示す細菌
が出現する。しかし、複数のファージ混合液
(ファージカクテル)の使用により、ファージ
耐性菌の出現を回避できることを in vitro の
実験で確かめた。本研究では、ファージカク
テルの最適化を実施した。 

ファージセラピーを抗生物質による治療(キ
モセラピー)と比較すると、ファージは家畜や
人間には病原性が全く無く、標的とする宿主
病原菌のみを狙い撃ちすることができる。
1910 年代に Twort や d’Herelle によってフ
ァージは発見され、当時から細菌感染症に適
用することを想定し研究が盛んに行われて
いた。しかし、1929 年に A. Fleming により
抗生物質（ペニシリン）が発見され、1940

年代に入ると、より扱いやすい抗生物質が登
場し、徐々にファージセラピーの研究は衰退
し、実際に治療が実現したのはグルジアなど
の限られた国のみであった。しかしながら近
年、前述した多剤耐性菌の出現や、新規抗生
物質の発見数の減少に伴い再び注目される
ようになった。ファージは宿主菌体内で爆発
的に増殖することが可能なため、一度の投与
で有効な効果が望める。また、宿主細菌にの
み感染するため、治療対象に大きな影響を与
えず、副作用が小さい。さらに、ファージは
安価で迅速に大量生成できる。12 時間で 3 L

もの乳汁が新たに生産され、抗生物質の希釈
が速やかに進む乳房環境、および最終製品が
牛乳という安価な食品であることを考慮に
入れると、前述したファージセラピーの特徴
は牛乳房炎治療における有利点である。 

 

３．研究の方法 

（１）S. aureus の単離 
研究に用いた S. aureus は S. aureus 性乳房
炎感染乳汁から既に単離された15株、本研
究で新たに下水流入水から単離した 3株、ま
たファージと連続培養してファージと共存
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していた 3株、そして参照株としてヒトの傷
由来の 1株（JCM2151: ATCC6538p）の計 22
株を用いた。 
 下水流入水からの一次スクリーニングに
はマンニット食塩寒天培地（ニッスイ）を用
いた。この培地は7.5% (w/v%)の食塩を含み、
またコアグラーゼ生産性を培地の色の変化
で知ることができる。この培地上で耐塩性を
示し、周辺培地が黄変したコロニーを植え継
いだ。つづいて、二次スクリーニングとして
溶血性を確認するために羊血液寒天培地（ニ
ッスイ）に塗布し、溶血性を示したものを候
補株とした。これらの候補株に対し 16S リボ
ソーマルRNA遺伝子を対象としたプライマー
セット（27F-1492R または 341F-907R）を用
いた PCR を行い、東京工業大学技術部バイオ
センターに依頼し、Big Dye Terminator 
ver3.1 （Applied Biosystems）を用いて反
応を行い Applied Biosystems 3730xl DNA 
Analyzer （Applied Biosystems）により、
その塩基配列を解読した。得られた配列は
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool
（NCBI: National Center for Biotechnology 
Information）により検索にかけ、S. aureus
であることが確認された。 
（２）沈降試験 
上記の各菌株の凝集能を定量するために

沈降試験（Autoaggregation assay）を実施
した。粒子の終末沈降速度: vp は粒子を球形
だと仮定するとストークスの式で表され、粒
子の直径: Dp の二乗に比例する（ただし、

粒子の密度、 溶媒の密度、g: 重
力加速度、 溶媒の粘度）。よって、大き
な凝集体を含む菌懸濁液ほど素早く濁度が
減少する。  

LB 培地で定常期まで前培養した S. aureus
を低速で遠心分離（3000 G、25 °C、5 min）
した後、ペレットを PBS（Phosphate Buffered 
Saline）で二度洗い、PBS に再懸濁させ
OD660=1.0 の S. aureus 懸濁 PBS 液を調製し
た。この調製には BACTOMONITOR BACT-550（日
昭電器）を用いた。この S. aureus 懸濁液を
培養管に移し攪拌後静置し、その濁度の変化
を TVS062CA バイオフォトレコーダー
（Advantec）を用いて 15分間隔で 48時間後
まで経時的に測定した。この機械は試験管の
底から 12 mm 地点に光源があり、試験管に入
れた懸濁液の液量は底から約 20 mm である。
各株の凝集能（AA%）は下式により算出した。
ただし Atは時間 tにおける濁度（OD660）で
ある。つまり A0=1 である。 
（３）自己凝集能の評価方法 
S. aureus の自己凝集のを以下の手順で評価
した。 
1) 定常期まで前培養した菌液 2 mL を遠心分
離（3000 G、25 °C、5 min）により菌体ペ
レットを得た 

2) 上清を捨て、PBS を 1 mL 加え、菌体を再
懸濁させた。 
3) 再び遠心分離（3000 G、25 °C、5 min）
を行った。 
4) 上清を捨て、PBS を 1 mL 加え、菌体を再
懸濁させた。 
5) 再び遠心分離（3000 G、25 °C、5 min）
を行った。 
6) 上清を捨て BACTOMONITOR を用いて
OD660=1.0 になるように調節した。 
7) TVS062CA バイオフォトレコーダー用の小
型 L型培養管（TV100030）内に蒸留水を 4 mL
程度入れ、各培養管に対する機械のゼロ点調
製を行った後に、蒸留水を捨て、培養管を
60 °Cの乾燥庫に入れ、完全に乾燥させた。 
8) OD660＝1.0 に調製した S. aureus懸濁液
を 2 mL 各培養管に入れた。TVS062CAバイオ
フォトレコーダーに培養管をセットし、
25 °Cで静置し、15分ごとにその OD660 を
48 時間後まで測定した。 
（４）疎水性試験 
S. aureus の細胞表層の疎水性と凝集能の

相関を調べるために疎水性試験（MATH test; 
Microbial Adhesion to Hydrocarbons）を実
施した。沈降試験と同様に調製した
OD660=0.5 の S. aureus 懸濁 PBS 液を 4 mL、
試験管（口径 10 mm、長さ 150 mm）にとり、
n-hexadecane あるいは p-xylene いずれかの
有機溶媒を 1 mL 重層した。その試験管を 1
分間ボルテックスにより攪拌後、15分間室温
で静置し、水層の濁度（A15）を測定した。
疎水性の高い株ほど有機溶媒層に抽出され、
濁度の減少が大きい。 
（５）顕微鏡観察 
原乳中での S. aureus は脂肪球等の成分が

邪魔となり、光学顕微鏡下での形状の観察が
困難となる。そこで、核酸染色剤 DAPI（4',6- 
diamidino- 2-phenylindole）を用いて、菌
体を染色し蛍光顕微鏡下で観察した。原乳、
脱脂乳、乳清、LB培地に S. aureus を植菌し、
5時間培養後 DAPI で菌体の染色を行い、蛍光
顕微鏡下でその形態を観察した。さらに、原
乳に 0.15 M の KCl および NaCl を加えて同様
に菌体の形態を観察した。原乳は体細胞数 7
万/mL 以下の健康乳汁を無菌的に搾乳し、北
海道の酪農学園大学から冷凍で輸送され、
-80°Cで保存されたものを氷上で緩やかに
溶かしたものを用いた。乳清はこの原乳から
調製した。 
（６）牛乳房炎由来 S. aureus のファージに
よる制御 
ファージのホストレンジ： S. aureus 一昼
夜培養液 100l を 3ml の LB 培養液に加え、
LB寒天培地に重層した。その後、ファージ溶
菌液を 滴下し、37℃で一昼夜培養した。
形成されるプラークを観察し、滴下した各フ
ァージの溶菌能を評価した。 
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S. aureus およびファージのキャラクタリゼ
ーション： 提供された乳房炎罹患牛乳汁45
検体から約 50の S. aureusをスクリーニン
グし、PCR 法により分類したところ、15種に
分類できた。分類した S. aureus を用いて都
市下水流入水から 15種のファージをスクリ
ーニングした。スクリーニングしたS. aureus
とファージを用い、各ファージのホストレン
ジを解析した.ファージの溶菌活性により、
透明なプラーク（C）、懸濁したプラーク（T）、
より懸濁したプラーク（F）、プラーク形成能
を持たないもの（－）に分類した。スクリー
ニングされた15種のファージの中で、SA012
およびSA039 と命名したファージは他のフ
ァージよりも感染宿主域が広く、非常に透明
なプラークを形成したことから以後の実験
に用いた。 

 
４．研究成果 
（１）沈降試験 
MSa001、 MSa002、 JCM2151、 MSa003R9、
MSa003R1239はLB培地で一晩振盪培養する
だけで、肉眼でその凝集の様子を確認できた。
牛乳房炎由来の S. aureus は比較的高い凝集
能を示した。また、約 20%の凝集能を示した
MSa003 が変異したファージ耐性株のうち

と はその凝集
能を 60%以上に増大させた。 
（２）疎水性試験 

MATH は、SAT（Salt Aggregation Test）な
ど他の疎水性を定量する方法と相関がない
場合もあることが報告されているが、簡便に
相対的な関係を知ることができる。また、用
いる有機溶媒の種類や、細菌懸濁液の濃度、
懸濁液と有機溶媒の割合で値が異なること
が知られている。よって安易に数値を比較す
ることはできないが、ヒトの傷由来の S. 
aureus の疎水性を MATH で同様に定量した研
究を引用すると、50 株中 39 株が 25%以下の
低い疎水性を示した。今回、牛乳房炎由来の
15株のうち、MSa019 を除く 14株が非常に高
い疎水性を示した。よって、乳房炎由来 S. 
aureus は他の環境に存在する株と比較して、
疎水性が高いといえる。これは、乳房内とい
う常に乳汁が生産され排出される環境、乳汁
中に疎水的な脂肪分が多く含まれる環境に
定着するにあたり、疎水性が必須の性質であ
るためと考えられる。また、MSa003 と MSa003
ファージ耐性株の間に、疎水性の違いはなか
った。よって S. aureus 表層の疎水性を支配
する部分や成分はファージの耐性とは関連
がないことが示唆された。 
（３）表面電荷の解析 

MSa001、MSa002、JCM2151、 MSa003R39、
MSa003R1239 の負電荷が相対的に大きいこ
とが読み取れた。これらの株は凝集能の高い
株として前述したが、その相関については次

項で考察する。注目すべきは MSa003R39、
MSa003R1239 のファージ耐性株が野生株
MSa003 と比較してその表層負電荷を大幅に
上 げ て いた こ とで ある 。 ここ か ら、
MSa003R39とMSa003R1239のファージ耐性
には表層電荷をつかさどる部分が関与して
いることが示唆された。一方、MSa003R12 は
MSa003 と変 化 が なか っ た。 こ れ は、
MSa003R12 の耐性化メカニズムが上記とは
異なるためと考えられる。ここで各株の EOP
の値を比較するとMSa003R1239はほぼ完全
に耐性化していると思われるが、MSa003R12
と MSa003R39 は EOP 値の減少にとどまって
いる。よって高い凝集能や高い表層負電荷と
似た表層特性をもっている と
MSa003R1239 ではあるが、ファージの耐性
化機構は異なると考えられる。
はファージのレセプターが完全に欠失ある
いは変異したのではなく、例えばファージの
吸着効率が減少したのではないかと考えら
れる。このように、ファージ耐性機構にはバ
リエーションがあることがうかがえる。S. 
aureus のファージへの耐性化は一様ではな
くいくつかの耐性化因子が複合的に組み合
わさることで起きていることが想定された。
その一因に表層電荷を支配する部分が関わ
っていることが示唆された。 
（４）顕微鏡観察 
S. aureus は原乳、脱脂乳、乳清中で凝集

体を形成し、LB培地中では分散していた。し
かしながら LB 培地中でも長時間培養を続け
ると、凝集体は形成された。栄養豊富な LB
培地の環境を考慮に入れると、LB 培地中の
S. aureus に増殖速度のハンデはないと考え
られる。よって、原乳、脱脂乳、乳清中では
S. aureus の凝集体をつくるまでの時間が短
かったといえる。過去の知見では、原乳中の
脂肪球やカゼインタンパクが S. aureus の凝
集を誘起するとの報告がある。今回、乳清中
でも凝集体を形成した。このことから、乳清
中の可溶性タンパク質も S. aureus の凝集体
形成に関与していることが示唆された。 
 続いて、タンパク質の可溶化剤を原乳中に
MIC（Minimum Inhibitory Concentration）
以下で添加して凝集体の形態を顕微鏡下で
観察した。可溶化剤には非イオン性界面活性
剤のTritonやデオキシコール酸ナトリウム、
キレート剤の EDTA を試したが顕微鏡下で判
断した限り、凝集体の形態に目立った変化は
観察されなかった。しかしながら、0.15 M の
KClまたはNaClを添加し、原乳中でS. aureus
を同様に培養したところ、凝集体の形成は比
較的抑制された。塩による可溶化はタンパク
質がイオン的に結合している場合に有効で
あり、よって S. aureus 凝集体は静電的な相
互作用により形成されていることが示唆さ
れた。これら塩による凝集抑制の程度を定量
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するために 0.15 M KCｌ添加原乳、0.15M NaCl
添加原乳および何も添加していない原乳で
同様に S. aureus を培養し、蛍光顕微鏡下で
観察を行い、各サンプル 50 視野ずつ撮影を
した。一塊あたりの凝集体の面積を Image J
により測定し、塩を添加することで凝集体形
成が抑制されていることが確認できた。 
（５）ファージの分子拡散係数 

T4 ファージ、繊維状のｆNEL ファージの見
かけの拡散係数を算出した。T4ファージの見
かけ拡散係数はアガロースゲルがないろ紙
のみの場合は2.8 ×10-11 m2/s であり，0.2%、
1%および 3%アガロースゲルにおける拡散係
数はそれぞれ 2.2×10-11 m2/s, 1.9×
10-12 m2/s, 5.6×10-13 m2/s であった。ろ
紙を用いた場合の拡散係数は，水中における
T4 ファージの拡散係数と考えられる。また、
同じ濃度のアガロースゲルにおける線状フ
ァージｆNELの見かけ拡散係数がT4より小さ
いであった。さらに 0.2%アガロースゲルの場
合に T4 ファージは 1.5 時間でフィルム内を
拡散したのに対し，3%アガロースゲルでは
17.5 時間であった。しかしながら、3%アガロ
ースゲルには線状ファージｆNELが48時間を
経ったでも透過できず、見かけの拡散係数が
算出できなかった。TEM 写真による、ファー
ジｆNEL は線状で、凝集しやすいからだった。
このことから，ファージのような巨大分子の
拡散はアガロースゲル濃度とファージ自身
のモルフォロジーに影響を受けることが示
唆された。実験では均一なアガロースゲルを
人工バイオフィルムとして用いたが，実際の
バイオフィルムは細菌がマイクロコロニー
を形成し，不均一な構造ため，ファージの拡
散係数は人工バイオフィルム内と実際のバ
イオフィルム内では大きく異なると考えら
れる。しかしながら，本研究で作製した装置
を用いて，細菌で形成されたバイオフィルム
内のファージの拡散係数測定も可能となる。
今後は，ファージの拡散係数の測定， バイ
オフィルム内の菌体と拡散するファージの
相互作用，不均一なバイオフィルム内の拡散
係数の測定などを検討していく予定である。 
（６）牛乳房炎由来 S. aureus のファージに
よる制御 

SA003 のファージによる溶菌特性を解析し
た。ファージを添加した直後は溶菌に伴うS. 
aureus の断片化により、OD660 の値は急減し
た。しかし、培養を継続するとファージに対
する耐性能を獲得した S. aureus の出現によ
り再び OD660 の上昇が認められた。OD660 が
再上昇は の方が を加えた時
より長時間を要した。一方、両ファージの混
合液を加えた系では実験時間内に耐性菌の
出現に伴うOD660の上昇は認められなかった。
宿主の耐性化機構が異なる複数のファージ
混液(ファージカクテル)を用いることで、耐

性菌出現を抑制できると考えられた。牛乳房
炎を対象としたファージセラピーの試みは
まだ緒に就いたばかりである。マウスを用い
た乳房炎モデルに本研究でスクリーニング
されたファージを投与すると、炎症反応が緩
和され、起因 S. aureus の菌数がコントロー
ル群に比較し有意に減少した。In vitro 実験
による基礎的知見の蓄積に引き続き、実験動
物→乳牛へと適応拡大し、有効性と安全性が
検証されたならヒトへの適応を視野に研究
を発展させたいものだと目論んでいる。 
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