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研究成果の概要（和文）：本申請では、配列特異的な殺菌活性を持つ抗菌カプシドを用いて、標的遺伝子である
bft遺伝子陽性のエンテロトキシン産生Bacteroides fragilis（ETBF）の簡易検出法の確立を目指した。臨床分
離B. fragilis 310株からマイトマイシンを用いた溶原性ファージ誘発した。臨床分離B. fragilis 73株に対し
て1.36から5.47％の宿主感染域を示すファージ5個を分離した。ファージ同定は、TEMによる形態観察と全ゲノム
配列により実施した。また、bft遺伝子を標的とした合計39個のガイドRNAを設計した。現在、抗菌カプシド構築
法と標的細菌の鑑別法の最適化を進めている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to establish a simple method for detecting 
enterotoxin-producing Bacteroides fragilis (ETBF) positive for the target gene bft gene by using an 
antibacterial capsid with sequence-specific bactericidal activity. We performed a lysogenic phage 
induction test using mitomycin C on 310 clinically isolated B. fragilis strains. We isolated five 
strains with a host infection range of 1.36% to 5.47% against 73 clinically isolated B. fragilis 
strains. To identify the phages obtained, we performed morphological observation by TEM and 
determined the whole genome sequence. In addition, we designed a total of 39 guide RNAs targeting 
the bft gene and compared their bactericidal activities. We are currently working on optimizing the 
antibacterial capsid construction method and the evaluation method for distinguishing the target 
bacteria.

研究分野：細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、配列特異的な抗菌カプシドを用いて標的遺伝子であるbft遺伝子を持つETBFのみを、迅速かつ
安価に鑑別できる簡易検出法の確立である。申請者は、配列特異的な抗菌カプシドを構築するために、臨床分離
Bacteroides fragilisの細菌ゲノム上から効率的にプロファージ（溶原性ファージ）の誘発法を確立した。本技
術は、核酸の増幅を必要としない検体細菌に構築した抗菌カプシドを共培養することで細菌の生死を黙示確認す
るのみで鑑別できる。この技術は、特別な装置や煩雑な手技が不要であるため、技術導入の負担が少なく幅広い
医療機関で導入することができると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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1. 研究開始当初の背景 

当研究室では、細菌に感染するバクテリオファージ（ファージ）と標的遺伝子を認識し、殺菌でき

るCRISPR-casシステムを組み合わせた、新しい抗菌剤の開発を進めている。そこで申請者は、新し

い抗菌剤である配列特異的抗菌カプシドを用いて薬剤耐性遺伝子を迅速かつ容易に検出できる検査

法が確立できると考えた。この技術は、非常に高精度に遺伝子配列を認識できるため、迅速かつ簡

便な標的細菌の検出法を書き立できると考え、本研究に着手した。 

2. 研究の目的  

本研究の目的は、大腸の炎症性下痢および大腸がんへの関与が知られているエンテロトキシン産生

Bacteroides fragilis（ETBF）の迅速かつ簡易な検出法の確立である。申請者は、新しい抗菌剤で

あるABカプシドが非常に高精度に遺伝子配列を認識して殺菌する技術を応用している。本申請の

技術は、核酸増幅が不要であり、通常の細菌培養設備のみで実施できる簡易遺伝子検出法の確立を

目指している。 

3. 研究の方法 

1) Bacteroides fragilisに感染するプロファージの分離: 

臨床分離Bacteroides fragilis 131株に、マイトマイシン Cを用いて細菌ゲノムからプロファージ 

(溶原性ファージ) の誘発試験を実施した。得られた粗ファージ溶液はクロロホルムで精製し、残

存する細菌を除去した。 

 

2) Bacteroides fragilis の同定と特性の解明: 

臨床分離Bacteroides fragilis 73株を用いて、粗ファージ溶液の宿主感染率を測定した。また、

取得したプロファージを同定するために、形態学的同定として透過型電子顕微鏡 (TEM) による分

離ファージの形態観察を行った。また、ファージの全ゲノム解読により同定した。 

 

3) 標的遺伝子を認識する ガイドRNA配列の探索と最適化: 

エンテロトキシン産生Bacteroides fragilis (ETBF) には、bft1,2および3 の3種類の bft 遺伝子

がある。bft 遺伝子を認識するガイド RNA を設計するために、3 種類の bft 遺伝子配列をマルチ

アラインメントし、共通配列を持つ15～30 bp の塩基配列を選択した。 

 

4) Bacteroides fragilisを簡易検出できる抗菌カプシドの構築: 

研究室で確立したABmカプシド構築方法を応用することで、Bacteroides fragilisを簡易検出でき

る抗菌カプシドを構築した。細菌ゲノムに組み込まれた配列を相同組み換えにより削除し、Cas13a

配列と最適化されたガイドRNA配列をプラスミドに挿入して置き換えた。さらに、マイトマイシンC

を用いて抗菌カプシドの誘導を行い、目的のプラスミドをファージカプシドに搭載した。 



 

5) 抗菌カプシドの殺菌活性評価系の開発： 

臨床分離株ETBFを用いて構築した抗菌カプシドの殺菌活性評価法を構築した。まず、マウスの糞便

に既知量の臨床分離株ETBFを混合し、ETBF感染モデル糞便を作製した。次に、試験するファージを

添加し、培養系およびPCRを用いて生存するETBFの数を測定した。さらに、ETBFをマウスに経口投

与してETBF感染モデルマウスを作製した。ETBFの定着を調査した後、試験する抗菌カプシドを複数

回経口投与した。選択培地を用いて糞便サンプル中の生菌数を測定し、PCRを用いて生存菌数を評

価することで殺菌効果を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 抗生物質が効かない薬剤耐性菌の出現と蔓延は世界的な医療問題である。この課題を解決する

ために、臨床現場では薬剤耐性菌を早期かつ簡易法により検出する技術が求められる。現在、当研

究室では、CRISPR-Cas13aシステムを搭載したバクテリオファージを用いて薬剤耐性菌の原因遺伝

子を特定できる簡易検査法の開発に取り組んでいる。 

 

(2）申請者は、臨床的に分離されたBacteroides fragilis131株を収集し、マイトマイシンＣを用

いたプロファージの誘導試験を実施した。 

 

(3)得られた粗ファージ溶液131試料を用いて、39株のETBF株を含む臨床分離Bacteroides 

fragilis173株を用いて宿主感染範囲を調べた。その結果、宿主感染範囲が1.36%～5.47%のプロフ

ァージが5個を獲得した。 

 

(4) 選択された 5 個のプロファージの同定試験は、透過型電子顕微鏡 (TEM) を使用した形態学的

観察と、全ゲノム解読により決定した。 

 

(5）標的遺伝子を認識するCRISPR-casシステムを構築するため、標的遺伝子を認識するガイドRNA

を設計し最適化した。ETBF陽性39株のbft遺伝子をマルチアラインメントすることで、15個の共通

特異的ガイドRNAを設計し、それらの殺菌活性を評価した。 

 

(6) 抗菌カプシドの殺菌活性を評価するために、マウスの糞便にETBFを添加し、さらに分離ファー

ジを加え生菌数を測定した。また、マウスに経口投与する評価系のモデルを構築し、ETBFに感染す

るファージを用いて添加したETBFの生菌数が減少することを確認した。 

 

(7) 今後の方向性は、最適化したガイドRNAと標的遺伝子を認識するCRISPR-casをファージカプシ

ドに搭載する最適法を確立し、構築した抗菌カプシドの殺菌活性を構築したモデル評価系を用いて

比較することで、ETBFの迅速かつ簡便な細菌検出法の確立を目指す。 
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