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研究成果の概要（和文）：ウイルス感染症に対する化学療法では、ヌクレオシドの構造をベースにした核酸類似体が使
用されている。一部のバクテリオファージ（ファージ）は、ユニークなゲノムDNAを有している。本研究では、抗ウイ
ルス薬の創薬基盤となりうる新規核酸をファージゲノムDNAから捜索した。
LC-MSを使用しファージゲノムDNAを分析した結果、ほとんどのファージは、通常のゲノムDNAであった。一方、黄色ブ
ドウ球菌ファージS6では、チミンがウラシルに完全置換されたゲノムDNAを有することは明らかとなったが、抗ウイル
ス薬の創薬基盤となりうる新規核酸の発見には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：Nucleic acid analogs, which the structure of the nucleoside is based, is used in 
chemotherapy against viral infections. Some of the bacteriophages (phages) have unique genomic DNAs. In 
this study, we searched novel nucleic acids from phage genomic DNA, which can become drug discovery 
platform for anti-viral drugs.
The phage genomic DNAs were analyzed using LC-MS. As a result, most of the phages were revealed to have 
normal genomic DNAs. On the other hand, Staphylococcus aureus phage S6 DNA was revealed to contain uracil 
in place of thymine as a nucleic acid base. Unfortunately, it did not lead to the discovery of novel 
nucleic acids that can be drug discovery platform for anti-viral drugs in the present study.
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１．研究開始当初の背景 
現在、ウイルス感染症に対する化学療法に
は、ヌクレオシド類似体と称するヌクレオシ
ドの構造を大幅に改変しない程度の改変が
なされた化合物が高頻度で使用されている。
今日、HIV などのレトロウイルス、ヘルペス
ウイルス、サイトメガロウイルス、肝炎ウイ
ルスなどのウイルス感染症に対して使用さ
れている。しかしながら、既に使用されてい
るヌクレオシド類似体に対しては抵抗性を
示すウイルスが報告されている。また、これ
までのヌクレオシド類似体は、既知のヌクレ
オシドを化学的に改変しているため、有効な
ヌクレオシド類似体の作製には限界がある。
さらに、中南米やアフリカなどの発展途上国
独自のハーブ類抽出成分から新規抗ウイル
ス薬の研究開発が行われているが、国家間の
知的所有権の問題が生じているため、今後、
開発は極めて難航すると予想される。それゆ
え、新規抗ウイルス薬を開発するためには、
新しいヌクレオシド類似体を独自に探索・検
討することが有効である。 
近年のファージ研究により、ファージは地
球上最も豊富な生命体で、遺伝的にも極めて
多様性に富んでいることが明らかにされた。
ゲノム核酸においても、その核酸構造に多様
性を有する。大腸菌に感染するファージ T4
の DNA では、ゲノム核酸塩基のシトシンをヒ
ドロキシメチル化、さらに、グルコースを複
数付加した極めて特異的な構造をしている。
また、Pseudomonas acidovorans ファージ
φW-14 は、α-putrescinylthymine を有する
ことが明らかにされている。さらに、枯草菌
ファージ SPO1 は、ゲノム核酸は、ヒドロシ
メチル化したデオキシウリジンが存在して
いる。このように、一部のファージにおいて
核酸分析が行われ、そのユニークな核酸の保
有が示唆されている。以上から、ファージ核
酸は、新規核酸誘導体またはその基盤物質が
存在している極めて優れたリソースである
と期待される。 
 
２．研究の目的 
以上から、ファージゲノム核酸には、抗ウ

イルス薬の基盤となるヌクレオシド中間体
が取得できる可能性が期待される。本研究で
は、新規ファージの分離を行い、抗ウイルス
薬の基盤分子候補となりうるゲノム核酸由
来の新規ヌクレオシド存在の可能性を検討
した。 
 
３．研究の方法 
(1)ファージの分離とファージゲノム核酸調
製環境中からファージの分離を行った。宿主
菌には、緑膿菌、黄色ブドウ球菌、腸球菌、
セラチア菌に対するファージの分離2重寒天
法により行った。 
ファージを宿主菌と培養し、大量培養した。
遠心法により菌残渣除去後、ファージ液を濃
縮した。濃縮したファージ液を CsCl 密度勾

配超遠心法により精製ファージを調製した。
ファージ形態観察、核酸の精製は精製ファー
ジから行った。 
はじめに、透過型電子顕微鏡でファージの

形態観察を行った。次に、精製ファージより
取得したゲノム核酸の塩基配列を次世代シ
ークエンサーで解読した。これらのデータを
もとに、ファージの分類を行い、核酸分析に
適当なファージの選定を行った。 
 

(2)核酸分析 
 標準核酸をクロマトグラフィー質量分析
器（LC-MS）により分析を行い、標準データ
の収集を行った（カラム内の保持時間、面積
値とモル比、実際の分子量 等）。LC-MS は、
精密質量分析器（Thermo Fisher Scientific
社 Exactive）に UV検出器（資生堂 Nanospace 
SI-2; UV 吸光度 254 nm） を連結した機器を
使用した。 
標準核酸として、adenosine、thymidine、
guanosine、cytidine、2-deoxyuridine を使
用した。LC-MS には、精密質量分析器（Thermo 
Fisher Scientific社 Exactive）を使用した。
また、ファージゲノム核酸を酵素処理（Zymo 
Research 社 DNA 
Degradase）によりヌクレオシドへ分解し

た。ファージヌクレオシドを上記 LC-MS を使
用し分析を行い、核酸の同定を行った。コン
トロールとしてファージλを使用した。 
 
４．研究成果 
(1)ファージの分離 
 下水より黄色ブドウ球菌ファージ 50 種、
緑膿菌ファージ 20種、腸球菌ファージ 20種、
セラチア菌ファージ 20 種を分離した。これ
らのファージの形態観察を行った。この形態
観察のスクリーニング、またゲノム核酸の抽
出により、黄色ブドウ球菌ファージ K、腸球
菌ファージφEF24C、黄色ブドウ球菌ファー
ジ S6 を選定し、これらのファージのヌクレ
オシド分析を行った。 

(2)ファージゲノム核酸の分析 
 標準ヌクレオシドで、ヌクレオシド測定条
件の決定を行った。コントロールとして、非
常に性状が明らかにされているファージλ
のゲノムDNA由来ヌクレオシドの分析を行っ
た。その結果、adenosine、 thymidine、
guanosine、cytidine が検出された。これに
より、酵素で分解したゲノム DNA からヌクレ
オシド分析が可能であることが証明された
（図１）。 
 引き続いて、ファージφEF24C、ファージ K、
ファージ S6 ゲノム DNA をヌクレオシドへ分
解し、LC-MS での解析を行った（図１）。その
結果、ファージφEF24C や K では、ファージ
λ同様に adenosine、thymidine、guanosine、
cytidine が検出された。それゆえ、これらの
ファージでは、通常ゲノムDNAが検出された。
一方、ファージS6では、adenosine、guanosine、



cytidine、2-deoxyuridine を検出した。この
結果より、ファージ S6 は、チミンの代替え
にウラシルを核酸ベースとして有するゲノ
ム DNA を有していることが明らかにされた。 
 以上から、本研究の研究成果では、特殊な
ヌクレオシドの発見には至らなかった。 

(3)本研究成果の意義 
 本研究の遂行によりウラシルを有する核
酸ベースとして有するゲノムDNAを有するフ
ァージを発見した。このようなユニークなゲ
ノム DNA を有するウイルスの発見は、生物学
上極めて重要であると考えられる。 
 このようなユニークなゲノム核酸を有す
る生物の DNA・RNA 合成システムの研究は、
本研究で目指している抗ウイルス薬の基盤
となるようなヌクレオシドや核酸中間体の
発見につながる可能性が期待される。今後、
ファージ S6 のゲノム解読にチャレンジし、
DNA・RNA 合成システムに関して研究を遂行し
たい。 
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図 1. LC-MS によるファージゲノム核酸由来ヌ
クレオシドの解析．（A）LC クロマトグラフ．
上から標準コントロール、ファージλ、ファー
ジφEF24C、ファージ K、ファージ S6 ゲノム核
酸由来ヌクレオシド．ESI-MS で測定を行い、
ヌクレオシドと同定されたピークに対して番
号を付けている。（B）ESI-MS によるヌクレオ
シド解析結果． 
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高知．高知大学，高知県，2014年3月4日． 

 
⑤内山淳平. バクテリオファージのヒト細菌
感染症への応用研究、及び、病原細菌学に
おけるファージ研究．平成25年度高知信用
金庫・高知安心友の会学術賞受賞講演会．
高知県，2013年11月21日． 

 
⑥松崎茂展，内山淳平，内山（竹村）伊代，
大畑雅典．バクテリオファージ研究の現状と
展望．第4 回「愛媛微生物学ネットワーク」
フォーラム，愛媛県，愛媛大学総合研究
棟,2013年11月2日． 
 
⑦内山淳平．バクテリオファージ尾部タンパ
ク質を利用した細菌検出方法．四国地区5
大学発 新技術説明会，JST本部・東京都，
2013年6月21日．  

 
⑧松崎茂展，内山淳平，内山（竹村）伊代，
大畑雅典．バクテリオファージの尾部リガン
ド分子を利用する細菌同定法，国際医薬品原
料・中間体展 2012 (CPhIJAPAN2012)，東京都，
東京ビッグサイト, 2012年3月21-23日． 
  
ワークショップ[国内] 3 件 
①内山淳平、松崎茂展．ファージセラピーの
現状と課題．ファージセラピー臨床応用研
究会，北海道酪農学園大学，2014年7月19
日. 

  
②内山淳平．これまでの研究紹介と今後の研
究．ファージセラピー臨床応用研究会，北
海道酪農学園大学，2014年7月19日. 

 
③ 阪 口 義 彦 , Oliva Maria A., 
Martin-Galiano Antonio J., Andreu Jose 
M, 阪口政清, 内山淳平, 小椋義俊,  山
本由弥子, 鈴木智典, 織田華絵, 津田千
秋, 松崎茂展, 林哲也, 小熊惠二．C 型ボ
ツリヌス毒素変換ファージのゲノム情報
を基盤とした偽溶原性メカニズムの解析．
第 35 回日本分子生物学会年会，福岡県，
福岡国際会議場,2012 年 12 月 11-14 日． 

 
一般演題[国内] 39 件 （省略） 
 
〔図書〕（計 2件） 
①竹崎由佳、内山淳平、宗景匡哉、北川博之、
並川努、花崎和弘．膵癌に対する化学療法: 
新規治療法はあるのか？．膵癌療法
up-to-date 2015. 編集者: 海野倫明、土
田明彦．428（185-190），医学図書出版株
式会社，2014 年 12 月 5日． 

 
② Matsuzaki S, Uchiyama J, 
Takemura-Uchiyama I, Daibata M. Chapter 
10. Phage Therapy: Experiments using 
Animal Infection models. Phage Therapy: 
Current Research and Applications. 
Editors: Jan Borysowski, Ryszard Mi 
ędzybrodzki, Andrzej Górski. 378
（237-256）, Caister Academic Press, 
April 2014. 
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