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研究成果の概要（和文）：小浜温泉および小松地獄の地熱熱水からのウイルス粒子およびウイルスDNAの探索と単離を
行った。その結果、小浜温泉排水口沈殿物からの単離ファージφOH3、φOH16、小松地獄地熱熱水からの単離ファージ
φKJ3, φKJ4, φKJ5について、プラーク形状、電子顕微鏡観察による形態、宿主域、ゲノム構造および推定ORF、宿主
内での複製形態等について性状を解析したところ、すべて、turbid plaqueを形成する繊維状ファージであり、Inoviru
s科に分類された。それぞれのファージゲノムを比較したところ、ORFは高い相同性を示し、単離地域の違いに関わらず
、繊維状ファージには高い類似性が認められた。

研究成果の概要（英文）：Isolation of thermophilic bacteriophages were carried out with geothermal waters a
nd sediments in hot springs from Obama hot spring and Komatsu-jigoku hot spring. Isolated phages, phi OH3,
 phi OH16, phi KJ3, phi KJ4 and phi KJ5, were examined with plaque formation, morphology, host range, repl
ication and genome structure. All isolated phages were categorized into Inoviridae, and predicted ORFs on 
these phages showed high similarities together. These results suggested Thermus filamentous phages are res
emble together,  regardless of isolating points.
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１．研究開始当初の背景 
 生命は原始地球の海から誕生し、その形態
は RNA であったと考えられているが、現在
の地球上ではそれを確認すべき術はない。ま
た、海洋性の地熱熱水からはAeropyrum pernix
や Thermococcus kodakarensisなどの約 90℃で
生育する超好熱アーキアが分離され、始原生
命のモデルとして研究されている。さらに、
数種の好熱性微生物からは耐熱性 DNA ポリ
メラーゼが単離、市販されているように、好
熱性微生物の遺伝子資源としての価値は高
い。他方、細菌や真核生物と同様、好熱性微
生物に感染するウイルスまたはファージの
存在が知られ、Geobacillus 属、Thermus 属や
Sulfolobus 属のいくつかの株に感染性を示す
ウイルスが報告されている。一般にウイルス
は、その宿主より古い進化を遂げたとされ、
特にレトロウイルスと称される RNA ウイル
スや一本鎖 DNA ウイルスは生命誕生時の遺
伝情報を伝えていると共に様々な細胞に感
染し、宿主の進化に関与したと考えられる。
しかしアーキアを含む極限環境微生物では
RNAウイルスや一本鎖 DNAウイルスの報告
例はない。 
 申請者は地熱発電所や温泉から採取した
地熱熱水から多数の高度好熱菌に感染する
ウイルス（バクテリオファージ）を単離し、
数種についてゲノム塩基配列の決定を試み
た。ところが繊維状ファージφOH3では、ピ
ロシークエンス法では塩基配列の決定がで
きなかった。この結果は、φOH3ゲノムがピ
ロシークエンスに不向きな一本鎖核酸をも
つことを示唆し、熱水環境中に一本鎖核酸を
含むウイルスが存在することが推察できた。   
 よって、未発見の好熱性微生物を宿主とす
るRNAウイルスや一本鎖DNAウイルスの存
在を推察し、本研究を着想した。 
 
２．研究の目的 
 地熱熱水を中心とした極限環境から、これ
までに報告例のない RNA ウイルスや一本鎖
DNAウイルスゲノムを収集し、ライブラリー
を構築する。得られたウイルスゲノムの塩基
配列情報を基に、ウイルスゲノム上にコード
されている遺伝子をクローニングして、その
特性を解析する。特にバイオテクノロジーや
医療検査等で重要な DNA ポリメラーゼや逆
転写酵素をはじめとする耐熱性の高い核酸
関連酵素群や感染の鍵となる宿主認識に関
与するタンパク質、ナノテクノロジーに有用
な構造タンパク質等の取得を中心に行って、
極限環境下での新たな遺伝子資源の探索と
開発を目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 極限環境ウイルスの単離 
 高度好熱菌 Thermus thermophilus HB8を指
示菌とし、長崎県小浜温泉(75℃、pH 7.2)、大
分県小松地獄（70℃、pH 7.5）から採取した
温泉水を単離源として二重寒天法を用いて

ファージの単離を行った。 
 
(2) 表現型解析 
 ネガティブ染色法を用いて透過型電子顕
微鏡による形態観察を行った。そして T. 
thermophilus HB8以外の Thermus属細菌およ
び好熱菌を指示菌としてスポットテストを
行い、宿主域を決定した。次いで分離ウイル
スに対して 50～90℃で 1 時間の処理および
pH3～11の溶液中で 24時間の処理、NaCl濃
度 0～5 Mの溶液中で 24時間の処理を行った
後に T. thermophilus HB8に感染させ、二重寒
天法で形成したプラーク数を基に熱・pH 安
定性および耐塩性を検討した。その後、ウイ
ルスを吸着させた T. thermophilus HB8を TM
液体培地中で 70℃, 180rpmで振盪培養し、0
～120分の 10分毎に培養液を回収し、別に培
養した T. thermophilus HB8と混合して二重寒
天法を行い、形成したプラーク数を基に一段
増殖曲線を作成し、ウイルスの潜伏期、放出
期および burst sizeを明らかにした。 
 
(3) ゲノム解析 
 ウイルスを T. thermophilus HB8に感染させ、
宿主細胞内で形成されたウイルスの複製型
（replicative form; RF）をアルカリ-SDS法を
用いて抽出した。その後アガロースゲル電気
泳動を行い、目的のバンドを切り出し精製し、
pUC19 にライゲーションしたものを大腸菌
DH5αに形質転換した。青白選択を行い、形
質転換に成功した菌体からアルカリ-SDS 法
を用いてプラスミドを抽出・精製し、塩基配
列解析に供した。得られたゲノム配列は、
Microbial Genome Annotation Pipelineによって
構造解析と遺伝子のアノテーションを行っ
た。 
 さらにアルカリ-SDS 法を用いてファージ
粒子から一本鎖 DNA を精製し、DIG で標識
した 2種類のプライマーをプローブとしてサ
ザンハイブリダイゼーションを行い、ウイル
スゲノムの+鎖 DNAを決定した。 
 
(4) プロテオーム解析 
 各ウイルス粒子を精製・濃縮し、超音波破
砕を行い、Tricine SDS-PAGEに供して、ウイ
ルスタンパク質を分離した。それぞれのタン
パク質バンドを切出し、液体クロマトグラフ
ィー質量分析装置（LC-MS/MS）を用いて、
各タンパク質のアミノ酸配列を決定した。得
られたアミノ酸配列情報は、Mascotデータベ
ースと照合・解析し、ファージゲノム上の
ORFの塩基配列と照合した。 
 
４．研究成果 
（1）好熱性繊維状ファージの単離 
 熱水サンプルを用いてプラーキングを行
い、各熱水毎に 20 個のプラークを選択し、
同様の操作を 5回以上繰り返して純化を行っ
た。最終的に 16種類のファージを単離した。
そのうち小松地獄熱水より単離したφOH3、



φOH16を、小松地獄熱水から単離したφKJ3、
φKJ4、φKJ5 を選択した。それぞれのファ
ージは直径 0.3～0.6 mmの濁ったプラークで
ある turbid plaqueを形成した。 
 
(2) 表現型解析 
 TEM による形態観察の結果、φOH3 は長
さ約 830 nm、幅約 8 nm、φOH16 は長さ約
2.0 µm、幅約 8 nmであり、φKJ3、φKJ4、
φKJ5 も含め全て繊維状ファージであり、頭
部を持たないことから Inoviridae 科に属する
と考えられた（Fig. 1）。また、スポットテス
トの結果、φOH3は T. thermophilus HB8のみ
に完成生を示し、他のファージは HB8および
T. aquaticus YT-1に感染性を示した。 

 また、安定性試験の結果、全てのファージ
は、50～70℃、pH5～9、NaCl濃度 0～3 Mの
処理に対して安定であり、幅広い環境に対し
て安定であることが示唆された。また、一段
増殖曲線から、潜伏期間は 50〜60 分、放出
期間は 30〜40 分、burst size は 100〜109 
PFU/cellであった。 
 
(3) ゲノム解析 
 塩基配列解析の結果、φOH3、φOH16、φ
KJ3、φKJ4、φKJ5のゲノムサイズはそれぞ
れ、5,688、6,533、5,687、5,651、5,687 bpで
あり、Replication initiation factorやMinor coat 
proteinなど 6〜7個の ORFが推定された。こ
れらの中で、φOH16のみが、Transposase遺

伝子を保有していた(Fig. 2)。これらの ORF
に関してホモロジー検索を行ったところ、ア
ミノ酸レベルでのみ Thermus aquaticus 
Y51MC23 ゲノムとのみアミノ酸配列レベル
で高い相同性を示すものの、既知遺伝子と塩
基配列レベルでの有意な相同性は認められ
ず、新規遺伝子をコードしていると考えられ
た。 
 
(4) プロテオーム解析 
 Tricine SDS-PAGEから分離したφOH3、φ
OH16 タンパク質をそれぞれゲルから切出し、
LC-MS/MSによる解析を行った(Fig. 3)。解析

できたアミノ酸配列と解読済みのゲノム配
列とを比較し、それぞれの ORFがコードして
いるタンパク質を同定した。 
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