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研究成果の概要（和文）：セラチア菌 (Serratia marscecens) は多剤耐性化の進行により、感染症の治療が困難にな
りつつある。我々は、本菌感染症に対するバクテリオファージ（ファージ）が保有する溶菌酵素を利用するファージ療
法の可能性を検討した。まず、我々が分離した２種のセラチア菌ファージKSP90、KSP100の全ゲノム塩基配列を解読し
たが、相同性検索では溶菌酵素ドメインをもつ遺伝子は特定できなかった。そこで、データバンクに登録されているセ
ラチアファージETAの推定溶菌酵素をBacillus属ファージ の溶菌酵素の推定外膜透過ドメインと融合させた融合タンパ
ク質の遺伝子を合成し、溶菌活性の検討を進めている。

研究成果の概要（英文）：Development of multidrug-resistance makes medical treatment to Serratia marscecens
 infections by antibiotics difficult. We examined a possible control method to S. marscecens infections us
ing the lytic enzyme of bacteriophage (phage).  The complete genome sequences of two Serratia phages KSP90
 and KSP100, isolated by us, were analyzed. The genes with lytic enzyme domains, however, were not specifi
ed. Alternatively, the lytic enzyme of phage ETA was fused with the possible outer membrane penetration do
main of the Bacillus phage lytic enzyme. Examination of bacteriolytic activity of the fused protein to S. 
marscecens is advanced. 
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１．研究開始当初の背景 
 セラチア菌（Serratia marcescens）感染
症は、易感染性宿主である新生児（特に低出
生体重児）において注意を必要とする疾患で
ある。本菌は、中枢神経に親和性を持ち、新
生児の髄膜脳炎や脳膿瘍などの病原菌とな
り、重篤な予後をもたらすことが知られてい
る。現在セラチア菌は、薬剤耐性化が進行し
ており、新生児等の易感染性宿主に多剤耐性
セラチア菌が全身感染を起こすと、抗菌薬投
与による治療が困難になり、致死的となるこ
とがある。今後、他の細菌種の場合と同様に、
セラチア菌も多剤耐性化が増々進行すると
予想され、抗菌薬に依存しない本菌感染症の
制御法の確立が望まれている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、セラチア菌感染症に対するフ
ァージ療法、特にファージ溶菌酵素を利用す
るファージ療法の確立をめざした。ファージ
は宿主に感染し、菌体内で子ファージを産生
し、最後の段階で、ファージが産生する溶菌
酵素（ライシン）により細胞壁を破壊し、子
ファージを菌体外に放出する。この溶菌酵素
は、グラム陽性菌ではペプチドグリカン層が
露出しているため、外部から作用させても溶
菌する。しかし、セラチア菌はグラム陰性菌
であり、ペプチドグリカン層の外側に外膜を
有するため、そのままのファージ溶菌酵素を
外部より作用させても溶菌することができ
ない。それで、溶菌酵素に外膜透過タンパク
質を融合させることで、溶菌酵素の外膜透過
活性を持たせることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）我々が分離したセラチア菌ファージ KS
P90, KSP100 の全ゲノム DNA を、次世代シー
クエンサー GS Junior を使用して解読した。
続いてORFアノテーションを行なうことによ
り、溶菌酵素遺伝子を特定した。 
（2）上記とは独立して、ゲノム DNA 塩基配
列バンクに登録されているセラチア菌ファ
ージゲノムより、溶菌酵素遺伝子を探索した。 
（3）上記溶菌酵素に外膜透過に関係すると
予想される Bacillus amyloliquefaciens Mo
rita ファージ由来の外膜通過ペプチド領域
(C100)を融合させ、その融合溶菌酵素の溶菌
活性を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 我々が新規に分離した２種のファージ K
SP90と KSP100 (Matsushita et al. FEMS Mi
crobiol. Lett. 291(2):201-8. 2009) の溶
菌酵素遺伝子を特定するため、これらのファ
ージのDNAを抽出しゲノム全塩基配列を次世
代シークエンサー（454 GS Junior）を用い
て解読し、その解析を行なった。  
  KSP90 のゲノム塩基配列は 159,300 bp で、
173個の ORF (open reading frame)の存在が
予測された。ファージ KSP90 は主要頭部タン

パク質の推定アミノ酸配列からT4-like属フ
ァージであると予想された。 
データベースを利用した推定アミノ酸配
列の相同性解析により、ファージ粒子の構造
タンパク質の遺伝子群やファージのDNA合成
遺伝子群等を推定することができ、さらに尾
部先端溶菌酵素遺伝子(531 aa)を推定する
ことができた。 
しかし、尾部先端に存在すると予想される
溶菌酵素以外に、溶菌酵素ドメイン（アミダ
ーゼ、リゾチーム、ムーラミニダーゼ、エン
ドペプチダーゼ）を保有する ORF は見つから
なかった。 
 一方、KSP100 ゲノムの全塩基配列は、約 7
0kbp で 88 個の ORF の存在が予想された。本
ファージは新規性がかなり高く、強い相同性
を有するファージは存在しなかった。しかし、
大腸菌ファージ phiEco32 やサルモネラファ
ージ 7-11 と進化的に関係していると予想さ
れ、遺伝子順序および推定アミノ酸配列の弱
い類似性から、ファージ構造タンパク質や D
NA 合成関連遺伝子を推定できた。 
 しかし、KSP100 の溶菌酵素遺伝子を、他フ
ァージの溶菌酵素のアミノ酸配列との類似
性により検出することは困難であった。更に、
ファージ phiEco32、7-11 ゲノムにおける遺
伝子の順序との類似性により、推定尾繊維タ
ンパク質遺伝子の下流に溶菌酵素の遺伝子
が存在すると予想されたが、その推定タンパ
ク質には溶菌酵素に存在するアミダーゼ、リ
ゾチーム、ムーラミニダーゼ、エンドペプチ
ダーゼなどの活性ドメインを保有するもの
はなかった。 
 以上から、KSP90、KSP100 は、これまで報
告されている孔形成タンパク質（ホリン）と
溶菌酵素（ライシン）からなる既知のシステ
ムとは異なる、新たな溶菌システムを持って
いると予想された。 
 
（2）次に、ゲノムバンクに登録されている
セラチア菌ファージのゲノムの中に、溶菌酵
素遺伝子が存在するか否かを検討した。その
結果、最近登録されたセラチア菌ファージ E
TAのDNA塩基配列の中にリゾチームドメイン
を有する ORF が存在することを確認した。こ
の ORF（Eta_0047）は、１５０アミノ酸残基
からなりlyzozyme-like superfamilyのドメ
インを有していた。現在までのところ、ファ
ージ ETA のライシンのみが、セラチア菌ファ
ージの中で溶菌酵素の活性ドメインを有す
る唯一のものであるため、この Eta_0047 を
用いて、予定していた融合遺伝子の構築を行
なうことにした。 
 
（3）Eta_0047 にコードされるタンパク質の
C末端側に、ファージ Morita で予想されてい
るグラム陰性菌外膜の透過に関与するする
と予想される溶菌酵素の C末端 108アミノ酸
残基を融合し、更に Co-セファロースカラム
による１段階精製を行なうため C末端に 6個



のHis残基を融合させたタンパク質をコード
する融合遺伝子を作製した。 
 同時に、ファージ Morita の溶菌酵素アミ
ノ酸残基２５８個の C末端側に 6個の His残
基を融合させた遺伝子を作製した。 
今後、融合溶菌酵素およびファージ Morit
a 由来溶菌酵素の比較検討を行ない、本融合
酵素の溶菌活性および宿主特異的溶菌活性
について検討する予定である。 
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