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略語表 

 

Amidase       AMID 

Atopic dermatitis      AD 

Bacterial src homology 3      SH3b 

Coagulase-negative staphylococci    CoNS 

Colony forming units      CFU 

Coomassie brilliant blue     CBB 

Cysteine, histidine dependent amidohydrolase/peptidase CHAP 

Dimethyl sulfoxide      DMSO 

Dithiothreitol       DTT 

Double layer agar plating method    DLA 
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emergency Investigational New Drug    eIND 
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Isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside   IPTG 

Japan collection of microorganisms    JCM 
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Low dose dexamethasone suppression test   LDDST 

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus   MRSA 

Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius MRSP 

Minimum bactericidal concentration    MBC 

Minimum inhibitory concentration    MIC 

Multi-drug resistant Pseudomonas aeruginosa  MDRP 

N-Acetylmuramic acid      MurNAc 
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National Center for Biotechnology Information  NCBI 

Optical Density      OD 

Penicillin binding protein     PBP 

Phosphate-buffered saline     PBS 

plaque forming units      PFU 

Ribitol-phosphate      Pbop 

Single Nucleotide Variant     SNV 

Sodium dodecyl sulfate     SDS 

Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis SDS-PAGE 

Specific pathogen free      SPF 

Standard deviation      SD 

Standard error       SE 

Staphylococcal cassette chromosome mec    SCCmec 

Two component system     TCS 

Wall teichoic acid      WTA 
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諸言 

 

ペニシリンの発見に続く抗菌薬開発は、人類に細菌と戦う抗菌戦略をもたらした。し

かし、様々な菌種に対して広域スペクトルを持つ抗菌薬はその利便性ゆえに乱用及び

不適切な使用が繰り返され、結果的に抗菌薬の効かない薬剤耐性菌が世界中で蔓延し、

問題となっている[89]。英国政府のオニールらのレポートによると、薬剤耐性菌に対

して何も対策が講じられなかった場合、2050年には年間約 1000万人が命を落とし、

がんによる年間死亡者数を超えると試算されている[122]。このような状況において、

米国疾病予防管理センターは既に“ポスト抗生物質時代”が到来していると危機感を

示し[95]、新たな抗菌戦略の開発が全世界的に喫緊の課題となっている。 

 病原性及び高頻度な薬剤耐性が問題視されている細菌はその頭文字をとって

ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Enterobacter species) と

呼ばれている[137]。その中で S. aureusや P. aeruginosaはヒト医療のみならず、獣
医療においても薬剤耐性菌として分離されることが多く、抗菌薬による治療を困難に

している。S. aureusはヒトや動物の皮膚などに常在する細菌であり、特にβ-ラクタ

ム系抗菌薬のほとんどに耐性を示すメチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (Methicillin-

resistant S. aureus, MRSA) による院内感染が多く報告されている[36]。ヒトでは皮

膚・軟部組織感染症、手術創感染症、膿瘍などからよく分離され、獣医療では牛伝染

性乳房炎の原因菌として問題となっている[97, 135]。また、犬においては同属の

Staphylococcus pseudintermedius が膿皮症の主な原因菌として知られ、MRSA 同

様、メチシリン耐性菌 (Methicillin-resistant S. pseudintermedius, MRSP) の出現

が深刻化している[114]。また、P. aeruginosaも日和見感染症としてヒト医療で問題
となっている他、獣医領域においても外耳炎や膀胱炎などの原因として分離される

[19, 62]。特にカルバペネム耐性 P. aeruginosaが問題視されているが、実際には複数
の抗菌薬に耐性である多剤耐性緑膿菌 (Multi-drug resistant P. aeruginosa, MDRP)

として検出されることが多く、治療を困難としている[38, 113]。 

 バクテリファージ (以下ファージ) は細菌特異的に感染するウイルスの総称

である[31]。ファージの感染サイクルは宿主細菌表面に存在する受容体を介して結合

し、自身の核酸を注入することで始まる[15] (図 1)。その後、核酸の複製とともに構
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造タンパク質が作られ、核酸を内包するファージ粒子が形成される。最終的にファー

ジ由来溶菌酵素であるエンドライシンがペプチドグリカンを切断することで、脆弱と

なった細菌細胞壁は浸透圧性に破裂し、娘ファージは放出され、感染のサイクルを繰

り返す[58, 119, 143]。ファージの感染サイクル最終ステップにある溶菌活性を利用

し、感染細菌に対して抗菌効果を狙う治療を“ファージ療法”という[40]。ファージ

はペニシリンよりも早く発見され、今日まで東欧諸国であるロシア、ジョージア、ポ

ーランドなどではファージ療法の研究と製剤化が活発的に行われている[136]。一方、

欧米諸国ではペニシリンの発見以降、広い抗菌スペクトルや工業化のしやすさといっ

た点から抗菌薬開発に舵を切り、細菌感染症治療の主役は抗菌薬となった[140]。しか

し、近年の薬剤耐性菌の出現と世界的な拡大から、抗菌薬に代わる治療戦略の 1つと

して、ファージを用いた“ファージ療法”が欧米諸国においても注目を集めている[40]。

特に米国において、多剤耐性アシネトバクターに感染し昏睡状態にまで陥った患者が、

ファージ療法によって回復にまで至った“パターソン症例”は米国初のファージ療法

成功例として世界的にファージ療法が注目されるきっかけとなった[65]。 

 当研究室では以前よりファージ療法の可能性について着目し、これまでに S. 
aureus, P. aeruginosa, Escherichia coliといった病原細菌に対して溶菌活性を示すフ
ァージの分離を成功させてきた[49, 50, 160]。しかしながら、実際に臨床応用に向け

たファージの基礎的な解析や溶菌酵素の応用、またファージと宿主細菌との関係性に

迫った研究は少なかった。そこで本研究ではファージの基礎的性状の解析と犬を用い

たファージ投与安全性試験を実施し (第Ⅰ章)、ファージ由来溶菌酵素エンドライシン

についてもその応用を見据えた基礎的機能解析を実施した (第Ⅱ章)。また、ファージ・

エンドライシンの応用例として皮膚炎の中でも代表的疾患であるヒトアトピー性皮

膚炎に着目し、モデルマウスを用いてファージ療法の効果について検討した (第Ⅲ章)。

さらに、本学附属動物医療センター (Rakuno Gakuen University-Animal Medical 

Center, RGU-AMC) にて、緑膿菌感染による難治性外耳炎を罹患したイヌに対して

ファージ療法を実施し奏功した臨床試験の内容と臨床試験中に見られたファージ耐

性菌についての解析について報告する (第Ⅳ章)。最後に、メチシリン耐性黄色ブドウ

球菌におけるファージ耐性化メカニズムの解明を試み、さらにはファージ耐性獲得に

よる細菌の表現型の変化について興味深い知見が得られたので、これを報告する (第

5章)。 
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図 1. ファージの感染サイクル 
ファージは宿主細菌に受容体を介して認識・結合して感染し、その後核酸を細菌内に注入す

る。細菌内部で核酸の複製及びファージ粒子が形成され、感染後期において溶菌酵素である

エンドライシンが発現される。エンドライシンが細菌ペプチドグリカンを酵素的に切断する

ことで溶菌を引き起こし、娘ファージは菌体外に放出される。 
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第Ⅰ章 黄色ブドウ球菌溶菌性ファージ phiSA012の安定性に影響する外的要因 

及びイヌに対するファージ投与安全性試験 

 
1. 序文 

 

ファージは 1915年に Frederick Twortによって発見され[171]、その 2年後の 1917

年に Felix d’Herelleによって溶菌作用が見出された細菌特異的に感染するウイルス

である[131]。1923年には d’Herelleと George Eliavaによって現在のジョージアに

エリアバ研究所 (Eliava Institute) が設立され、今日までファージの研究及び細菌

感染症への応用が行われている[93]。ファージは土壌や海洋、さらには動物の腸管

などあらゆる環境から分離することができ、地球上に存在する細菌の約 10倍となる

1031〜1032ものファージ粒子が存在していると言われている[126]。ファージの溶菌

スペクトルは抗菌薬と比べて狭く、一般的に種レベルあるいは株レベルの特異性を

持つことが知られている[117]。感染の起点となるファージ粒子の細菌への吸着は、

細菌表面に存在する膜タンパクや Lipopolysaccharide (LPS)、鞭毛、線毛、壁タイ

コ酸 (Wall teichoic acid, WTA) などを受容体としてファージのテールファーバーが

認識・結合することで開始される[15, 42]。ゆえに、ファージの感染宿主域はファー

ジのテールファイバーや細菌の受容体の違いなどによって変化する。 

 近年、薬剤耐性菌が世界中で蔓延し問題となっていることから、抗菌薬に代

わる治療戦略の 1つとしてファージの活用が欧米諸国において見直され始めている

[40, 53, 140, 144, 154]。ファージ療法は古くから東欧諸国において行われており、

上述の通りエリアバ研究所においてヒトの細菌感染症に対してファージを用いた治

療が行われている[93]。また、ロシア、ジョージア、ポーランドにおいてはファー

ジが製剤化されている[136]。一方、欧米諸国において細菌感染症に対するファージ

の使用は未だ一般的ではないものの、食品中に含まれる細菌を殺菌する目的で一部

ファージが使用されている[182]。しかし、近年欧米諸国においてもファージの製剤

化に向けた開発が進められており、臨床試験が行われている[48]。日本においては

2021年現在、ファージの実用例の報告はなく、ヒト及び動物を含め臨床試験等も行

われていない。 

 当研究室ではこれまでに牛乳房炎原因菌の 1つである S. aureusに対して溶
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菌活性を示すファージ phiSA012を分離した[160]。phiSA012は様々な S. aureus
臨床分離株に対して広く溶菌活性を示し、また乳房炎モデルマウスに対してファー

ジを投与した際の有効性を確認した[75]。さらに、phiSA012が吸着の際に関わるテ

ールファイバー、及び細菌の受容体についても解析され、報告されている[4, 162]。

このようにファージの感染メカニズムの理解や疾患に対する有効性は確認されてい

るものの、製剤化や臨床応用に際しては製剤としての安定性や安全性が非常に重要

であり、検討しなければならない課題であった。 

 そこで本研究ではファージ phiSA012の実用化を目指し、S. aureus以外の
ブドウ球菌に対する溶菌スペクトルの調査、また溶菌活性の安定性に影響を及ぼす

因子及びその程度を評価した。具体的には温度、pH、血清の存在がファージの溶菌

活性に与える影響について評価し、ファージの保存状況や血中での安定性について

調べた。さらに、獣医療におけるファージ療法の実用化を目指し、イヌに対して 3

つの投与経路にてファージを投与し、安全性について評価した。 

 

2. 材料と方法 

 

1) 培地 

Luria-Bertani (LB) brothは、1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA) を混合して作成した。 

LB agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、1.5 % agar (富士フィルム和光純薬工業 (株)、大

阪、日本)を混合して作成した。 

LB top agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % アガロース ME（岩井化学薬品 (株)、東京、

日本）を混合して作成した。 

 

2) 使用菌株 
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使用した菌株は表 1に示す[72, 73, 75, 160]。全ての細菌は LB brothを用いて 180 

rpmにて 37℃振とう培養した。 

表 1. 使用菌株 

  

Bacterial strain Description

SA003
Staphylococcus aureus
Clinical isolates from milk of mastitic cow
and original host of phiSA012

S. auricularis 2421 JCM strain No. 2421

S. capitis 2420 JCM strain No. 2420

S. carnosus 6067 JCM strain No. 6067

S. carnosus 6069 JCM strain No. 6069

S. cohnii 2417 JCM strain No. 2417

S. condimenti 6074 JCM strain No. 6074

S. epidermidis 2414 JCM strain No. 2414

S. epidermidis 20345 JCM strain No. 20345

S. felis 7469 JCM strain No. 7469

S. hominis 31912 JCM strain No. 31912

S. intermedius 2422 JCM strain No. 2422

S. lentus 2426 JCM strain No. 2426

S. piscifermentans 6057 JCM strain No. 6057

S. piscifermentans 6061 JCM strain No. 6061

S. piscifermentans 6063 JCM strain No. 6063

S. pseudintermedius 17571 JCM strain No. 17571

S. saprophyticus 2427 JCM strain No. 2427

S. schleiferi 7470 JCM strain No. 7470

S. schweitzeri 31983 JCM strain No. 31983

S. sciuri2425 JCM strain No. 2425

S. simulans 2424 JCM strain No. 2424

S. warneri 2415 JCM strain No. 2415

S. xylosus 2418 JCM strain No. 2418

S. argenteus 31982 JCM strain No. 31982

MRSA1

MRSA2

MRSA3

MRSA4

MRSA5

MRSA6

MRSA7

MRSA8

MRSA9

MRSA10

MRSA11

MRSA12

MRSA13

MRSA14

MRSA15

MRSA16

MRSA17

MRSA18

MRSA19

MRSA20

MRSA21

MRSA22

MRSA23

MRSA24

MRSA25

Methicillin-resistant S. aureus
Clinical isolates from human
in Kyoto Prefectural University of Medicine

Reference

This study

Japan Collection of Microorganisms
(JCM)

Synnott et al. [159]
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表 1. 続き 

  

Bacterial strain Description

MRSA26

MRSA27

MRSA28

MRSA29

MRSA30

MRSA31

MRSA32

MRSA33

MRSA34

MRSA35

MRSA36

MRSA37

MRSA38

MRSA39

MRSA40

MRSA2007-13

MRSA2007-28

MRSA2007-57

MRSA2007-93

MRSA_S119

MRSA_S176

SAK5

SAK12

SAK17

SAK18

SAK23

SAK25

SAK27

SAK34

SAK42

SAK44

SAK47

SAK48

SAK57

SAK62

SAK66

SAK68

SAK69

SAK72

SAK75

SAI1

SAI2

SAI3

SAI6

SAI9

SAI14

SAI20

SAI23
SAI42
SAI43

Reference

This study

Methicillin-resistant S. aureus
Clinical isolates from veterinary staff

Ishihara et al. [73]

Ishihara et al. [72]

S. aureus
Clinical isolates from milk of mastitic cow

Iwano et al. [75]

Methicillin-resistant S. aureus
Clinical isolates from human
in Kyoto Prefectural University of Medicine
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3) バクテリオファージ 

牛乳房炎由来 S. aureus SA003を宿主とし、下水処理場内の水から分離されたビル

レントファージ phiSA012 (NC_023573.1) を使用した[160]。以下、特別な記載がな

い限り、ファージの溶媒には SM buffer (0.1 mM NaCl、8 mM MgSO4、50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5)、0.01 % ゼラチン) を使用した。 

 

4) スポットテストによるファージの感染宿主域と溶菌活性評価 

各菌液 100 µLを 3mLの LB top agarに加え、LB agar上に播種した。LB top 

agarが固まった後、1.0×108 PFU/mLから 1.0×101 PFU/mLまで 10倍希釈ずつ

された phiSA012を 4µL滴下し、37℃で一晩培養した。翌日、ファージによる溶菌

によって形成されるプラーク数をカウントし、Efficacy of Plating (EOP) を測定し

てプラーク形成能を菌株間で比較した。EOPは各菌株の PFUをコントロールホス

トである SA003の PFUで割ることで算出した。各菌株独立した 3回の試行を実施

し、EOPの平均値を算出した。 
 

5) プラークアッセイによる溶菌活性評価 

SA003 110 µLと外的刺激 (長期保存、凍結融解、熱処理、pH変化、血清処理) に

曝露させた phiSA012 110 µLを混合して室温にて 10分間静置した。混合液 200 µL

を 3mLの LB top agarに加え、その後 LB agar上に播種し 37℃で一晩培養した。

翌日、ファージによる溶菌によって形成されるプラーク数をカウントし、EOPを測

定して外的刺激によるファージ力価の変化について評価した。EOPは外的刺激曝露

された phiSA012の PFUを無処理 phiSA012の PFUで割ることで算出した。各菌

株独立した 3回の試行を実施し、EOPの平均値を算出した。 

 

6) 長期間保存後のファージ溶菌活性評価 

ファージ phiSA012 (1.0×108 PFU/mL) を室温または 4℃において保存し、室温の

場合は 2日目、7日目、31日目に、また 4℃保存の場合は 30日目、60日目にプラ

ークアッセイを実施して EOPを算出した。 

 

7) 凍結融解後ファージの溶菌活性評価 
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ファージ phiSA012を-80℃で 24時間凍結後、37℃で 5分間融解するのを 1サイク

ルとし、合計 5サイクル実施した。また、それぞれのサイクル後にプラークアッセ

イを実施して EOPを算出した。 

 

8) 熱処理後ファージの溶菌活性評価 

150 µLのファージ phiSA012をヒートブロックにて 37℃、56℃、60℃の温度で熱

処理し、1時間、5時間、24時間、72時間、168時間後にプラークアッセイを実施

して EOPを算出した。 

 

9) pH刺激後のファージ溶菌活性評価 

ファージ phiSA012を pH 1~11の SM bufferにて 1時間処理後、プラークアッセイ

を実施して EOPを算出した。pH調整には NaOHまたは HClを用いた。 

 

10) 血清存在下でのファージ溶菌活性評価 

56℃、30分で非働化処理を行ったウシ胎仔血清 (Fetal bovine serum, FBS) 、もし

くは非働化処理を行っていない FBSと phiSA012を混合し (終濃度 0%、5%、

10%、20%)、室温で 10分間静置させた。その後、プラークアッセイを実施して

EOPを算出した。 

 

11) 健常犬に対するファージ投与による安全性評価試験 
酪農学園大学で飼育する 6 歳〜10 歳のビーグル犬 9 頭に対してファージを投与した。ファ

ージ phiSA012 (1.0×1011 PFU/mL) を生理食塩水にて 100 倍希釈し、1.0×109 

PFU/mLとしたファージ液を投与に用いた。投与経路は膀胱内投与、外耳・皮膚塗

布、静脈内投与を各 3頭ずつ実施した。膀胱内投与は全て雄イヌを使用し、用手保

定後、陰茎から 6 Frの尿道カテーテルを挿入して膀胱内の尿を全て回収した。その

後、尿道カテーテルを通して phiSA012を 1 mL投与し (1.0×1010 PFU/膀胱) 、さ

らに生理食塩水 3 mLを投与することでカテーテル内に残るファージ液を全て膀胱

内に投与した。また、2回目以降では回収した膀胱内の尿に残存するファージ力価

をプラークアッセイにて毎回評価した。投与は 1日 2回、3日間実施した。静脈内

投与では橈側皮静脈に留置針を設置し、phiSA012を 1 mL投与し (1.0×1010 
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PFU/head)、その後生理食塩水 1 mLでフラッシュした。投与は 1日 2回、5日間

実施した。外耳内投与及び皮膚塗布は同時に同じ個体を使用して実施した。外耳内

投与は左耳を対照群として生理食塩水を、右耳をファージ群として phiSA012を点

眼瓶を使って 1~2滴、滴下した。また、皮膚塗布は両側膁部をバリカンで剃毛し、

左膁部を対照群として生理食塩水を、右膁部をファージ群として phiSA012をファ

インアトマイザーネイザイル (フジメディカル (株)、東京、日本) を用いて各 1 mL

剃毛した膁部に噴霧した。投与は 1日 2回、5日間実施した。安全性評価は投与期

間中の 1日 2回の一般身体検査 (体重測定、心拍数測定、呼吸数測定、体温測定)、

及びファージ初回投与前 5分 (全頭)、投与後 6時間 (静脈内投与)、12時間 (静脈内

投与)、24時間 (全頭)、60時間 (膀胱内投与)、72時間 (静脈内投与、外耳・皮膚塗

布)、108時間 (静脈内投与、外耳・皮膚塗布)において血液検査 (全血球検査、血液

生化学検査 (総蛋白、アルブミン、総ビリルビン、AST、ALT、LDH、ALP、γ-

GTP、CPK、アミラーゼ、リパーゼ、BUN、クレアチニン、総コレステロール、中

性脂肪、ナトリウム、クロール、カリウム、カルシウム、無機リン、血糖、総胆汁

酸、vc-CRP-P)) を実施し、ファージ投与によるイヌへの影響について評価した。血

液検査は全て RGU-AMC内の富士フィルム VETシステムズ (ブランチラボ) にて

実施した。本動物実験は本学動物実験委員会の承認を受け、実施した (承認番号: 

VH20B8)。 

 

3. 結果 

 

3.1. phiSA012の宿主域評価 

S. aureus溶菌性ファージ phiSA012の感染宿主域を調べるため、スポットテストを

実施し、Efficacy of plating (EOP) で評価・比較した (図 2) 。すると、SA003同

様、乳房炎に罹患した牛から分離された S. aureus 29株全てに対してプラークを形

成し、溶菌活性を示すことがわかった。また、ヒト由来MRSAに対しては牛由来 S. 
aureusに対する溶菌活性程ではないものの、46株中 29株に対してプラークを形成

し、溶菌活性を示した。さらに、S. aureus以外のブドウ球菌属に対する感染宿主域
を調べるため、20菌種、24株のブドウ球菌属に対する溶菌活性を評価した。する

と、SA003に対する溶菌活性には劣るものの、8菌種、計 10株のブドウ球菌属に対
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してもプラークを形成し、溶菌活性を示すことがわかった。 

 

図 2. phiSA012のブドウ球菌に対する感染宿主域と EOP 
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EOP は各菌株の PFU をコントロールホストである SA003 の PFU で割ることで算出し

た。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値±標準偏差 (Standard deviation, 

SD)を算出した。 

 

3.2. 低温及び室温保存が phiSA012の溶菌活性に与える影響 

ファージ液 phiSA012を 4℃、もしくは室温にて保存し、EOPで評価した。ファー

ジ液は一般的に 4℃にて保存するが、2ヶ月間の保存では Day 0と比較して 78.7±

13.2 (SD) %の変化で、有意な差は認められなかった (図 3A)。また、室温保存の場

合、1週間までは有意なファージ力価の変化は認められなかったものの、1ヶ月後で

は Day 0と比較して 32.4±9.5 %の変化で、有意なファージ力価の低下を認めた (図

3B)。 

 

 

図 3. 保存温度及び保存期間の違いによるファージ力価変化 
ファージを (A) 4℃、あるいは (B) 室温にて保存した際の phiSA012 の溶菌活性の変化を

EOP で評価した。EOP は Day 0 の時の PFU を 100%とし、各測定日の PFU を Day 0 の

時の PFU で割ることで算出した。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値±

SD を示した。統計処理は Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (**p < 0.01)。 

 



 15 

3.3. 凍結融解が phiSA012の溶菌活性に与える影響 

ファージ液 phiSA012を繰り返し凍結融解させた時のファージ力価の変化を評価し

た (図 4A)。すると、1回の凍結融解ではほとんどファージ力価に変化が認められな

いことがわかった (図 4B)。一方、2回凍結融解を繰り返すとファージ力価は減少

し、3回目以降では 1度も凍結していないファージと比較して約 55~60%程度の力

価になることがわかった (図 4B)。 

 

 
図 4. 凍結融解を繰り返すことによるファージ力価変化 

(A) ファージ液の凍結融解サイクル。-80℃で 24時間凍結処理した後、37℃での 5分間融解

処置を 1サイクルとし、合計 5サイクル行った。(B) Cycle 0 (凍結融解処理を行なっていな

いサンプル) の時の PFU を 100パーセントとし、各サイクル後の PFU を Cycle 0 の時の

PFU で割ることで EOP を算出した。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値

±SD を示した。統計処理は Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (*p < 0.05, **p 

< 0.01)。 

 

3.4. 熱処理が phiSA012の溶菌活性に与える影響 

ヒトの生体温度に近い 37℃条件下では 5時間まではファージ力価の変化は認められ

ないものの、24時間では未処理のファージ力価と比較して 67.1±13%の力価とな

り、168時間では 16.3±4.8%の力価にまで減少していた (図 5A)。また、56℃及び

60℃では 37℃条件下よりもファージ力価の減少度は大きく、56℃条件下では 72時

間以降で (図 5B)、60℃条件下では 5時間以降でファージプラークは検出されなく
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なった (図 5C)。 

 

 

図 5. 熱処理によるファージ力価変化 
ファージを(A) 37℃、(B) 56℃、(C) 60℃の熱処理を行った際の phiSA012 の溶菌活性の変

化を EOP で評価した。EOP は 0 hr の時の PFU を 100%とし、各測定時間の PFU を 0 hr

の時の PFU で割ることで算出した。全くプラークの形成が認められなかった場合には Not 

detected (ND) と表記した。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値±SD を示

した。統計処理は Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (*p < 0.05, **p < 0.01)。 

 

3.5. pHが phiSA012の溶菌活性に与える影響 

ファージ phiSA012の pH環境の違いにおける溶菌能の安定性を評価した。する

と、pH 1及び pH 11の SM bufferで 1時間処理したファージはプラークを全く形

成せず、溶菌活性は認められなかった。一方、pH 3 ~ pH11まではプラークが確認

され、pH 7の SM bufferで処理された際のファージ力価と比較して有意な力価の減

少は認められなかった (図 6)。 
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図 6. pH処理によるファージ力価変化 

ファージを pH 1~pH 11 の溶液で処理を行った際の phiSA012 の溶菌活性の変化を EOP で

評価した。EOP は pH 7 の時の PFU を 100%とし、各 pH処理時の PFU を pH 7処理時の

PFU で割ることで算出した。全くプラークの形成が認められなかった場合には ND と表記

した。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値±SD を示した。 

 

3.6. 血清が phiSA012の溶菌活性に与える影響 

ファージが血清中の物質で阻害されるか評価するため、非働化されていない、ある

いは非働化済みの FBSとファージを混和させた際のファージ力価の変化を評価し

た。すると、非働化処理の有無に関わらず、ファージ力価の減少は認められなかっ

た (図 7A, 7B)。また、非働化済み FBSで処理した際には僅かにファージ力価の上

昇が認められた (図 7B)。 

 
図 7. 血清処理によるファージ力価変化 



 18 

(A) 未非働化処理、あるいは(B) 非働化処理済みの FBS とファージを室温にて反応させた

際の phiSA012 の溶菌活性の変化を EOP で評価した。FBS処理していない時の PFU を

100%とし、各 FBS濃度で反応させた時の PFU を FBS処理していない時の PFU で割るこ

とで算出した。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、EOP の平均値±SD を示した。統計処

理は Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (**p < 0.01)。 

 

3.7. 健常犬に対するファージ投与による安全性試験 

獣医療におけるファージ療法実用化を目指すべく、健常実験犬に対して 4つの投与

経路でファージを投与し、その安全性を評価した。膀胱内投与、外耳・皮膚塗布、

静脈内投与を各 3頭ずつ、計 9頭に対してファージを投与したが、ファージ投与に

よる明らかな体調の悪化や副作用と思われる症状は確認されず、投与期間中に一般

身体検査にて異常を認めた個体はなかった。また、血液検査上では基準値を大きく

逸脱するような明らかな病的所見は認められなかった。外耳・皮膚塗布群において

はファージ投与部位の外耳及び皮膚の炎症など異常所見は肉眼上認められなかった 

(図 8A-8D)。膀胱内投与群ではファージ投与期間中に血尿など膀胱炎などを明らか

に疑う所見は認められなかった。また、ファージ投与直前に採尿した尿に含まれる

ファージをプラークアッセイにて検出し、ファージ投与 12時間後の膀胱内残存ファ

ージ力価を測定した (図 8E)。ファージ投与期間中は排尿の制限などをしていなかっ

たものの、ファージ投与 12時間ごとの尿からは安定してファージが検出され、その

力価は平均して 1.16×104 PFU/mLであった。静脈内投与群では繰り返すファージ

の投与によるアナフィラキシーショックは認められなかった。 
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図 8. ファージ投与部位の肉眼像と尿中ファージ力価の測定 

(A) ファージ投与 1日目の耳介と (B) 皮膚の肉眼像、及び (C) ファージ投与 5日目の耳介

と (D) 皮膚の肉眼像。(E) ファージを膀胱内投与した犬 3 頭から 12時間おきに尿を採取

し、尿中のファージ力価をプラークアッセイによって測定した。 

 

4. 考察 

 

本研究において、牛乳房炎由来 S. aureus SA003を宿主とし分離されたファージ

phiSA012は、同じく牛乳房炎由来の S. aureus株全てに対し高い溶菌活性を示し、
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ヒト由来MRSAの半数以上の株に対しても溶菌活性を示した。また、一般的にファ

ージの宿主域は種レベル、あるいは株レベルであるとされているが、phiSA012は

S. aureus以外の複数のブドウ球菌に対しても溶菌活性を示すことがわかった。ファ
ージの宿主細菌への感染性は細菌上のファージレセプターの違いやレセプターをマ

スクするタンパク質や構造体の存在により、ファージが宿主に吸着できないことが

影響する[80, 112, 117]。phiSA012は宿主菌に吸着・感染する際にグラム陽性菌の

主な細胞壁成分であるWTAのバックボーン、リビトールリン酸 (Ribitol-

phosphate, Rbop) の重合体をレセプターとすることが Azamらの研究によって証明

されている[4]。ほとんどの S. aureusは RbopによってWTAが構成されていること

から[181]、S. aureus間での感染性・溶菌活性の差はレセプターであるWTAの構造

の違いというよりも、膜タンパク質や細胞壁を覆う莢膜の違いが影響しているかも

しれない[112]。実際に膜タンパク質である protein Aを過剰発現させた際に、ファ

ージの吸着性が一部阻害されたという報告がある[118]。また、Ⅰ型、及びⅡ型の莢

膜型を示す S. aureusに対しては、同様にファージの宿主への吸着が阻害されるこ
とが知られている[177]。一方、S. epidermidisなどいくつかの coagulase-negative 

staphylococci (CoNS) や S. pseudintermediusはグリセロールリン酸 (Glycerol-

phosphate, Grop) の重合体によってWTAが構成されていることから、S. aureus
以外のブドウ球菌に対する感染性は限定的であるのかもしれない[43]。しかしなが

ら、本研究では S. epidermidisに対して phiSA012は一定の溶菌活性を示し、また

他の研究においても S. pseudintermediusに対して溶菌活性が認められたことが報
告されている[5]。従って、phiSA012の宿主細菌への吸着にはまだ未解明のメカニ

ズムが隠されているのかもしれない。 

 4℃におけるファージ液の管理は最も一般的なファージの保存方法であり、

今回の実験においても少なくとも 2ヶ月間の有意なファージ力価の減少は認められ

なかった。ファージの処方がなされ始めているベルギーにおいても治療に使われる

ファージは液体の状態で保管され、最大 2年間使用可能としている[109]。しかしな

がら 4種類の S. aureus溶菌性ファージの保存方法の違いによるファージ力価の変
化を調べた研究では、2年間の 4℃保存でファージ力価が 1 log~3 log程度減少した

と報告されている[55]。また、-80℃や液体窒素、さらには凍結乾燥処理でファージ

を保存することでより長期間ファージ力価の減少を抑えることができるという報告
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もあることから、ファージバンクとしてマスターストックを作成する場合はこれら

保存方法を採用するのが最良かもしれない[55]。一方、凍結保存の際は繰り返す凍

結融解によるファージ力価の減少も考慮しなければならず、今回の実験からも 2回

目以降の凍結融解から有意なファージ力価の減少が認められた。凍結保存する際に

はグリセロールやスキムミルク、スクロース、トレハロースなど凍結保護剤をファ

ージ液と混合することで、凍結融解を繰り返した場合でもより力価が安定する可能

性がある[55]。また、phiSA012は動物の体温とほぼ同等の 37℃環境下において 24

時間目以降からファージ力価の減少が認められるものの、168時間 (1週間) でもそ

の減少幅は 1 log以内であり、投与するファージ力価にもよるが生体の体温によって

ファージが完全に失活される可能性は少ないと考えられる。一方で非働化を行う際

の 56℃、また低温殺菌を行う 60℃の熱処理では 24時間以内にプラークが検出出来

なくなるまでファージ力価が減少することがわかった。phiSA012は pH 3~pH 9の

範囲においては比較的安定的なファージ力価を示した。しかし、ファージの種類に

よって pH安定性には違いが見られ、E. coli溶菌性ファージとして有名な T4ファー

ジは pH 6.0~pH 7.4が最も安定的であり、pH 9.2では 50%のファージが減少し、

pH 4.0ではファージは検出されなくなったとの研究がなされている[79]。特に経口

投与によるファージ療法を計画する際は、pH 1程度の胃酸に曝露されるため、投与

力価や投与タイミング、またはドラッグデリバリーシステム (Drug delivery 

system, DDS) を用いて効率よくターゲットとなる病原体に届けることなどを考慮

しなければならない。ファージを積極的に体内から排除するシステムの 1つとして

補体が知られ、既にファージは補体による中和作用やオプソニン化されることが報

告されている[35, 68, 166]。しかし、今回 FBS処理を行った実験では非働化処理の

有無に関わらず phiSA012の力価減少は認められなかったことから、本研究の実験

条件下では FBS中に含まれる補体や血清タンパク質などその他成分によって

phiSA012の溶菌活性が阻害されないことが示された。 

 ファージは古くから東欧諸国においてヒトに対する感染症治療法の 1つとし

て使用されており、安全性については広く認知されているものの[158]、獣医療、特

に犬に対して様々な投与経路を介したファージ投与による安全性を詳細に研究した

報告は筆者の知る限り存在しない。そこで、実際に小動物獣医療における臨床使用

を念頭に置き、特に菌血症・敗血症を想定した静脈内投与、膀胱炎を想定した膀胱
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内カテーテル投与、皮膚感染症と外耳炎を想定した皮膚噴霧、及び外耳内点耳投与

の計 4投与経路を介してファージを投与し、安全性を評価した。いずれの投与経路

においても顕著な副作用は身体検査上、及び血液検査上認められず、短期的なファ

ージ投与の安全性が確認された。また、膀胱内投与後 12時間の尿中ファージ力価と

しておよそ 1.0×104 PFU/mL程度認められたことから、細菌性膀胱炎罹患時でファ

ージの宿主菌が存在する場合は、ファージの感染・溶菌・増殖のサイクルが繰り返

されるため、より感染性ファージが膀胱内で高濃度を維持することが期待される。 

 

5. 小括 

 

ファージの製剤化や獣医領域での臨床症例への使用を目指し、S. aureus溶菌性ファ
ージ phiSA012の特性、及び安全性について評価した。牛乳房炎由来 S. aureus 

SA003株を宿主として分離された phiSA012は家畜由来 S. aureus株全てに、また
ヒト由来MRSA株の約 60%程度に溶菌活性を示し、S. aureus以外の 8菌種のブド

ウ球菌に対しても溶菌活性を示した。phiSA012のファージ溶液を 4℃にて保存した

際には 2ヶ月間は有意なファージ力価の減少は認められず、-80℃で凍結した際には

2回凍結融解するとファージ力価の減少が認められることが明らかとなった。37℃

条件下において phiSA012のファージ力価は時間経過とともに緩やかに減少したも

のの、1週間後においてもファージ力価は 1 log以上減少することはなかった。ま

た、pH 3~pH 9の範囲において phiSA012のファージ力価は安定しており、今回の

実験条件下では血清 (FBS) によるファージ力価の減少は認められなかった。さらに

健常犬に対して 1.0×109 PFU/mLの phiSA012を静脈内、膀胱内、皮膚、外耳内に

投与したが明らかな副作用は見られず、イヌに対するファージ投与の安全性が示さ

れた。 
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第Ⅱ章 黄色ブドウ球菌溶菌性ファージ phiSA012由来溶菌酵素の機能解析 

 

1. 序文 

 

エンドライシンはファージ由来溶菌酵素であり、ファージ感染サイクルの最終段階

で発現される[58, 119, 143]。ファージは同時にホリンというタンパク質も発現さ

せ、ホリンは細菌細胞膜に小孔を作ることでエンドライシンを細菌内からペプチド

グリカン層へ届ける役割を持つ[100]。その後エンドライシンはペプチドグリカンを

酵素的に切断することで細菌細胞壁は脆弱となり、浸透圧性に破裂し（溶菌）、娘フ

ァージが菌体外へ放出される。このように、通常エンドライシンは細菌内部から作

用する酵素であるが、外膜を持たないグラム陽性菌に対しては細菌の外側から添加

することで露出するペプチドグリカンに直接アクセスでき、溶菌することが可能で

ある[46]。しかしながら、Clostridioides difficileや Listeria monocytogenesに対す
る溶菌酵素はグラム陽性菌最大の細胞壁成分であるWTAの構造によってその活性

が阻害されるという報告もなされている[44, 180]。また、エンドライシンを作用さ

せたことによるエンドライシン耐性菌の出現はほとんど認められていない[52, 76, 

183]。さらに、抗菌薬は細胞増殖をほとんど行わない亜集団であるパーシスターや

バイオフィルムに対しては効果が得られにくいとされる一方、エンドラシンはこれ

らに対しても有効であるとされることなどから、新規抗菌性物質として期待されて

いる[39, 147]。 

 グラム陽性菌に対して溶菌性を示すファージのエンドライシンは大きく分け

て 2種類のドメインから構成されている。1つは触媒ドメインと呼ばれ酵素的にペ

プチドグリカンを切断する機能を、もう 1つは細胞壁結合ドメインと呼ばれターゲ

ットとするペプチドグリカンを認識・結合する機能を有する[100, 148]。ブドウ球菌

溶菌性ファージとして知られる phage Kや phage GH15、phage Twortがコードす

るエンドライシンは触媒ドメインとして cysteine, histidine dependent 

amidohydrolase/peptidase (CHAP)ドメインと amidase (AMID)ドメインの 2種類

を持ち、細胞壁結合ドメインとして Bacterial src homology 3 (SH3b) を持つことが

報告されている[58, 101, 121]。また、phage K由来エンドライシン (Lys-phiK)は特

に解析が進められているエンドライシンの 1つであり、ウシやヒトから分離された
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ブドウ球菌に対して広く溶菌活性を示すことが報告され、タンパク質結晶構造解析

も行われている[121, 141]。 

 そこで本研究では当研究室で保有する黄色ブドウ球菌溶菌性ファージ

phiSA012由来エンドライシン Lys-phiSA012を大腸菌内において発現させ、S. 
aureusを含むブドウ球菌に対する溶菌活性について評価した。特に、近年小動物獣

医療分野において、ヒトのMRSA同様、イヌ膿皮症からは高確率で薬剤耐性 S. 
pseudintermediusなどのブドウ球菌が分離されることから、イヌ皮膚病変部から分
離された多剤耐性ブドウ球菌に対するエンドライシン Lys-phiSA012の溶菌活性を

比較し、膿皮症に対する新規抗菌戦略としての可能性について検討した。さらに、

溶菌活性に必須とされるドメインの特定、及び 2価イオンが溶菌活性に与える影響

について解析を行った。 

 

2. 材料と方法 

 

1) 培地 
Luria-Bertani (LB) brothは、1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA) を混合して作成した。 

LB agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、1.5 % agar (富士フィルム和光純薬工業 (株)、大

阪、日本)を混合して作成した。 

LB top agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % アガロース ME（岩井化学薬品 (株)、東京、

日本）を混合して作成した。 

2×LB brothは、2% NaCl、2% BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、1% BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA) を混合して作成した。 

Tod-Hewitt broth (THB) brothはトッド・ヒューイットブイヨン (関東化学株式会
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社、東京、日本) を 36.4g/Lを溶解して作成した。 

2×THB brothはトッド・ヒューイットブイヨン(関東化学株式会社、東京、日本)  

72.8g/Lを溶解して作成した。 

SOC培地は、2% BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and Company, New 

Jersey, USA)、0.5% BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and Company, New 

Jersey, USA)、10mM NaCl、2.5mM KClを混合して作成した。 

2×YT brothは、0.5% NaCl、1% BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、1.6% BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)を混合して作成した。 

2×YT＋Amp agarは 0.5% NaCl、1% BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、1.6% BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)を混合し、さらにアンピシリンナトリウム塩 (Sigma-

Aldrich, Missouri, USA)を加えた (終濃度 100mg/L)。 

 

2) 使用菌株 

使用した菌株は表 2に示す[72, 73, 160]。また、ブドウ球菌は LB broth、連鎖球菌

は THB brothを用いて 180 rpmにて 37℃振とう培養した。エンドライシンのプラ

スミド構築、及び発現には E. coli DH5αと BL21 (DE3) (タカラ、滋賀、日本)を用

いた。 
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表 2. 使用したブドウ球菌株及び連鎖球菌株 

 
MPIPC, oxacillin; AMPC/CVA, amoxycillin/clavulanic acid; CEX, cephalexin; CPDX, cefpodoxime; CFV, cefovecin; ERFX, 

enrofloxacin; OBFX, orbifloxacin; MBFX, marbofloxacin; GM, gentamicin; 

ST, sulfamethoxazole/trimethoprim; CLDM, clindamycin; LCM, lincomycin; EM, erythromycin; DOXY, doxycycline; 

MINO, minocycline; CP, chloramphenicol. 

 

3) バクテリオファージとファージ DNAの回収 

バクテリオファージは、東京の下水処理施設の汚水を用いて分離した S. aureus溶
菌性ファージ phiSA012を使用した[160]。また、ファージ DNAの回収は既報に基

づいて行った[160]。即ち、phiSA012を PEG 沈殿させたのち、SNET buffer (400 

µg/mL Proteinase K (タカラ、滋賀、日本), 20 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl, 1% 

SDS, 5 mM EDTA)にて懸濁し、55℃で一晩反応させた。翌日、フェノール及びク

ロロホルムを用いてファージ DNAを抽出し、その後エタノール沈殿を行なって精

製した。 

 

4) エンドライシンの発現と精製 

Bacterial strains Name

Staphylococcus aureus SA003 Original host of phiSA012

Staphylococcus haemoliticus StaH001

Staphylococcus pseudintermedius StaP001

SP3018 This study Antimicrobial-resistance: ERFX, OBFX, ST, CLDM, DOXY, CP

SP3401 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, CPDX, LCM, EM, DOXY, FOM

SP3567 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, CEX, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, ST, CLDM, LCM, DOXY

SP4531 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, ERFX, OBFX, GM, ST, CLDM, DOXY, CP

SP5158 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, AMPC/CVA, CEX, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, CLDM, LCM, EM, DOXY, CP

SP5405 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, AMPC/CVA, CEX, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, ST, CLDM, LCM, EM, DOXY, MINO, CP

SP5432 This study Antimicrobial-resistance: CPDX, ERFX, OBFX, ST, CLDM, DOXY, CP

SP5515 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, CEX, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, CLDM, LCM, EM, DOXY, MINO, CP

SP7369 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, AMPC/CVA, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, ST, CLDM, LCM, EM

SP7454 This study Antimicrobial-resistance: ERFX, GM, ST, CLDM, DOXY, CP

SP7542 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, LCM, EM, DOXY, CP

SP7971 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, AMPC/CVA, CEX, CPDX, CFV, ERFX, MBFX, GM, CLDM, LCM, EM, DOXY, CP

Staphylococcus schleiferi SS3014 This study Antimicrobial-resistance: MPIPC, CPDX, ERFX, ST, CLDM, DOXY, CP

Streptococcus agalactiae StrA001

SCCmec MLST spa type Antimicrobial-resistance

MRSA MRSA 2007-13 Ⅱ NT t002 MPIPC, GM, KM, EM, LCM, OTC, ERFX

MRSA 2007-28 Ⅱ NT t1265 MPIPC, KM, EM, LCM

MRSA 2007-57 Ⅳ NT t008 MPIPC, GM, KM, EM, LCM

MRSA 2007-93 Ⅱ NT t062 MPIPC, KM, EM, LCM,  OTC, CP, ERFX

MRSA VC39 Vet-1 Ⅳ ST380 t021 MPIPC, SM, KM, GM, EM

MRSA VC50 Vet-1 Ⅳ ST30 t1852 MPIPC, KM, GM, EM, CPFX

References and Remarks

References

Ishihara et al. [73]

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Synnott et al. [159]

Ishihara et al. [72]

This study

This study

This study
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抽出した phiSA012 DNAをクローニングに用いた。エンドライシン遺伝子は

Lys012-1Fwと Lys012-495Rvプライマーを用いて PCR 反応で増幅させた (表 3, 

4)。増幅させた PCR断片は FastGeneTM Gel/PCR Extraction Kit (日本ジェネティ

クス、東京、日本)を用いて精製した。In-Fusion HD cloning kit (Clontech, Palo 

Alto, CA, USA) を用いてプラスミドベクターpGEX-6P-2 (GE, Buckinghamshire, 

UK) の glutathione S-transferase (GST)-tag 配列下流に精製 PCR 産物をライゲー

ションし、エンドライシン遺伝子をコードするプラスミド pGEX-Lys012WTを構築

した。構築したプラスミドはヒートショック法 (42℃、30 秒間) にて E. coli DH5α

へ形質転換した。形質転換体は SOC brothにて 37℃、1時間振とう培養後、2×YT

＋Amp agarで 37℃、一晩培養を行い、単一コロニーをピックし、その後プラスミ

ドを精製した。精製したプラスミドはさらに E. coli BL21 (DE3) へ形質転換した。

クローニングした遺伝子の発現は既報を元に、一部変更して実施した[11, 12]。即

ち、プラスミドを形質転換した E. coli BL21 (DE3) をアンピシリン終濃度

100 µg/mLを添加した LB brothを用いて 180 rpmにて 30℃振とう培養し、波長

600 nmにおける吸光値が 0.3~0.6になった際に終濃度 0.1 mMになるよう

isopropyl-β-thiogalactopyranoside (IPTG) (ナカライテスク、京都、日本) を添加

し、エンドライシン遺伝子の発現を誘導した。その後、25℃、100 rpmにて一晩培

養した。菌液を遠心分離 (7,780×g、4℃、5分間) して上清を捨て、菌体を PBSで

懸濁し、終濃度が 1M MgCl2、10% NP-40 (富士フィルム和光純薬工業 (株)、大

阪、日本) となるようそれぞれ添加した。Bioruptor UCD-200 (コスモバイオ、東

京、日本)を用いて超音波破砕し、遠心分離 (16,000 × g、4℃、30分間)して上清を

回収した。Glutathione Sepharose 4B（GE, Buckinghamshire, UK）が充填してあ

る Econo-Pac® Disposable Chromatography Columns (Bio-Rad Laboratories, Inc., 

Hercules, CA, USA) に回収した上清を加え、1時間吸着させた。廃液した後 PBS

で洗浄し、PreScission Protease (GE, Buckinghamshire, UK) 40µL (80U)と

PreScission cleavage buffer (50mM Tris-HCl、150mM NaCl、1mM Dithiothreitol 

(DTT)) 960µLの混合液をカラムに加えて 4℃、4時間反応させて GST-tagを切断

し、エンドライシンのみを精製した。精製されたエンドライシンは sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)と引き続く Coomassie 

brilliant blue (CBB) 染色によって発現量を定量した。SDS-PAGEは濃縮ゲル 
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(4.5%アクリルアミド) を 10 mA、分離ゲル (10%アクリルアミド) を 20 mAでそれ

ぞれ 1時間ずつ電気泳動した。精製されたエンドライシンは使用するまでは-30℃に

て保存した。 

 

表 3. プライマー配列 

 
 

表 4. 構築プラスミド 

 

 

5) ドメイン欠失変異体エンドライシンの作成 

プラスミド pGEX-Lys012WTをドメイン欠失変異体プラスミドの構築に使用した。

ドメイン欠失変異体を構成する遺伝子断片は表 3に記載したプライマーを用いて増

幅した。プラスミド pGEX-Lys012∆mt2は、アミノ酸配列で 1-221と 390-495に対

応する 2つの増幅された遺伝子断片を Lys012-1Fwと Lys012-495Rvのプライマー

を用いてオーバラップ PCRを行い、構築した。増幅されたエンドライシン遺伝子断

片は pGEX-6P-2へライゲーションし、上述の方法にてクローニング及びタンパク質

発現を行った。 

 

6) スポットテストによるファージの溶菌活性評価 

37℃で一晩培養した各菌液 100 µLを 3mLの LB top agarに加え、LB agar上に播

Plasmids Protein produced (amino acids) Forward primes Reverse primers Recipient vectors
pGEX-Lys012WT 1-495 Lys012-1Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt1 161-495 Lys012-161Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt2 1-221, 390-495 1-221; Lys012-1Fw 1-221; Lys012-Δmt2Rv pGEX-6P-2

390-495; Lys012-Δmt2Fw 390-495; Lys012-495Rv
OR; Lys012-1Fw OR; Lys012-495Rv

pGEX-Lys012Δmt2' 1-221 Lys012-1Fw Lys012-221Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt3 1-408 Lys012-1Fw Lys012-408Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt4 386-495 Lys012-386Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt5 161-408 Lys012-161Fw Lys012-408Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt6 1-187 Lys012-1Fw Lys012-187Rv pGEX-6P-2
Primers Sequences
Lys012-1Fw
Lys012-161Fw
Lys012-386Fw
Lys012-187Rv
Lys012-221Rv
Lys012-408Rv
Lys012-495Rv
Lys012-Δmt2Fw
Lys012-Δmt2Rv

5’-CGCTCGAGTCGACCCCTATGAAGAACGACCTGC-3’
5’-CGCTAGTCGACCCCTAAGTTCCGTACTGGTTC-3’

5’-CACAACGATGCAGGTCGTTCTTCAAGTACACCGGCAACTAGACCAGTTAC-3’
5’-CGCTCGAGTCGACCCCTACTTGAATACTCCCCAGG-3’

5’-GTAACTGGTCTAGTTGCCGGTGTACTTGAAGAACGACCTGCATCGTTGTG-3’

5’-TCCCCAGGAATTCCCATGGCTAAGACTCAAGCAGA-3’
5’-TCCCCAGGAATTCCCATGATACCTGTAAAAGCAGGAA-3’
5’-TCCCCAGGAATTCCCATGACAAGTAGCGCA-3’
5’-CGCTCCAGTCGACCCCTATTTCTTTTTAGGTGCAG-3’

Plasmids Protein produced (amino acids) Forward primes Reverse primers Recipient vectors
pGEX-Lys012WT 1-495 Lys012-1Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt1 161-495 Lys012-161Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt2 1-221, 390-495 1-221; Lys012-1Fw 1-221; Lys012-Δmt2Rv pGEX-6P-2

390-495; Lys012-Δmt2Fw 390-495; Lys012-495Rv
OR; Lys012-1Fw OR; Lys012-495Rv

pGEX-Lys012Δmt2' 1-221 Lys012-1Fw Lys012-221Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt3 1-408 Lys012-1Fw Lys012-408Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt4 386-495 Lys012-386Fw Lys012-495Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt5 161-408 Lys012-161Fw Lys012-408Rv pGEX-6P-2
pGEX-Lys012Δmt6 1-187 Lys012-1Fw Lys012-187Rv pGEX-6P-2
Primers Sequences
Lys012-1Fw
Lys012-161Fw
Lys012-386Fw
Lys012-187Rv
Lys012-221Rv
Lys012-408Rv
Lys012-495Rv
Lys012-Δmt2Fw
Lys012-Δmt2Rv

5’-CGCTCGAGTCGACCCCTATGAAGAACGACCTGC-3’
5’-CGCTAGTCGACCCCTAAGTTCCGTACTGGTTC-3’

5’-CACAACGATGCAGGTCGTTCTTCAAGTACACCGGCAACTAGACCAGTTAC-3’
5’-CGCTCGAGTCGACCCCTACTTGAATACTCCCCAGG-3’

5’-GTAACTGGTCTAGTTGCCGGTGTACTTGAAGAACGACCTGCATCGTTGTG-3’

5’-TCCCCAGGAATTCCCATGGCTAAGACTCAAGCAGA-3’
5’-TCCCCAGGAATTCCCATGATACCTGTAAAAGCAGGAA-3’
5’-TCCCCAGGAATTCCCATGACAAGTAGCGCA-3’
5’-CGCTCCAGTCGACCCCTATTTCTTTTTAGGTGCAG-3’
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種した。LB top agarが固まった後、1.0×109 PFU/mLの phiSA012を 4µL滴下

し、37℃で一晩培養した。翌日、ファージの溶菌活性により形成される溶菌斑を観

察し、clear plaque (C)、turbid plaque (T)、faint plaque (F)、No plaque (N) で判

定した。 

 

7) 経時的濁度測定法によるファージの溶菌活性評価 

ファージ phiSA012の溶菌活性は濁度測定法を用いて評価した。溶菌活性評価に用

いた菌株は LB brothを用いて約 1.0×108 CFU/ml (OD600=1.0の菌液を 10倍希釈)

になるまで 37℃で振とう培養した。各菌液に phiSA012が終濃度約 1.0×108 

PFU/ml (MOI = 1.0) となるように混合し、波長 595 nmにおける吸光値をプレート

リーダー (Sunrise Rainbow Thermos RC, TECAN Austria GmbH, Salzburg, 

Austria) を用いて 37℃で振とうさせながら経時的に 24時間測定した。 

 

8) 経時的濁度測定法によるエンドライシンの溶菌活性評価 

エンドライシン Lys-phiSA012及びドメイン欠失変異体の溶菌活性は濁度測定法を

用いて評価した。溶菌活性評価に用いたブドウ球菌及びストレプトコッカス属菌は

それぞれ LB broth、THB brothにて OD600 = 1.0となるまで 37℃で振とう培養させ

た。各菌液を遠心分離 (2,300×g、4℃、5分間)して上清を捨て、半量の 2×LB 

broth、2×THB brothにて菌体を再懸濁した。菌液と等量のエンドライシンを加え 

(終濃度は各図に記載)、波長 595 nmもしくは 600 nmにおける吸光値をプレートリ

ーダーにて 37℃で振とうさせながら経時的に 2時間測定した。イヌ由来ブドウ球菌

臨床分離株に対しては、測定のエンドポイントにおける菌数を希釈平板法にて測定

した。 

 

9) 2価イオン存在下におけるエンドライシンの溶菌活性評価 

培養液中に含まれる 2価イオン、特に Ca2+のキレートが溶菌活性に及ぼす影響を調

査するため、SA003を使用し評価した。OD600 = 1.0となった菌液を遠心分離 

(2,300×g、4℃、5分間)して上清を捨て、10 mM ethylene glycol tetraacetic acid 

(EGTA) 添加 2×LB brothにて菌体を再懸濁した。菌液にエンドライシンを加え 

(終濃度 64 µg/mL)、経時的な濁度変化を上記方法にて測定した。さらに、Ca2+及び
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Zn2+の存在がエンドライシンの溶菌活性に及ぼす影響を調査するため、OD600 = 1.0

となった菌液を遠心分離 (2,300×g、4℃、5分間)して上清を捨て、CaCl2 (終濃度 0 

µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, 1 mM, 2.5 mM, 5 mM) または ZnCl2 (終濃度 0 µM, 1 

µM, 10 µM, 100 µM, 500 µM, 1 mM, 2.5 mM) が添加された Tris-Buffered Saline 

(TBS) (50 mM Tris-HCl, 138 mM NaCl, 2.7 mM KCl) にて菌体を再懸濁した。菌

液にエンドライシンを加え、経時的な濁度変化を上記方法にて測定した。 

 

10) ツニカマイシン処理 

WTA合成酵素 (TarO) 阻害薬であるツニカマイシン (富士フィルム和光純薬工業 

(株)、大阪、日本) は DMSOで溶解し、使用した。LB broth 2mLに 37℃で一晩前

培養した SP3401の菌液 20 µLを加え、さらにツニカマイシンを 10 µL (終濃度 0, 

2, 5 µg/mL) 加え OD600≒1.0となるまで 37℃で振とう培養した。溶菌活性は上述

と同様、経時的濁度測定法により評価した。エンドライシンは終濃度 37.5 µg/mLで

使用した。 

 

11) MIC及びMBC測定 

最小発育阻止濃度 (minimum inhibitory concentration, MIC) と最小殺菌濃度 

(minimum bactericidal concentration, MBC)は既報に基づき、一部改変して実施し

た[4, 60]。MICの測定は 96ウェルプレートに 100 µLの LB broth、10 µLの

MRSA2007-57を加え、さらにオキサシリン (終濃度 0~64 µg/mL) 及びエンドライ

シン Lys-phiSA012 (終濃度 0~2.0 µg/mL) をそれぞれ 2倍ずつ段階希釈して添加

し、37℃で一晩培養した。また、溶媒を 50%グリセロールに置換した Lys-

phiSA012のMIC及びMBCを測定した (MIC測定時、グリセロールの終濃度は

25%) 。MBCはMIC測定後の 96ウェルプレート内溶液 10 µLを、抗菌薬の含まな

い新たな LB broth100 µLへ移し、37℃一晩培養した。溶媒のグリセロールによる

影響を評価するため、グリセロールのみのMIC及びMBCを測定した。MIC及び

MBCは一晩培養後の菌塊の状況を目視にて確認し、評価した。 

 

12) バイオインフォマティクス解析 

ファージ phiSA012 (NC_023573.1) 及びエンドライシン Lys-
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phiSA012 (YP_009006722) の塩基配列及びアミノ酸配列情報は National Center 

for Biotechnology Information (NCBI) に登録されているデータを利用した。エン

ドライシンのタンパク質ドメイン構造は、アミノ酸配列情報から InterProを用いて

推定した。CHAP及び AMIDドメインの立体構造モデリング解析は、結晶構造解析

が行われているタンパク質との相同性を利用し SWISS-MODEL severを用いて実施

した。解析に利用した相同タンパク質を表 5に示す。 

 

表 5. タンパク質立体構造モデリング情報 

 
 

13) 統計解析 

各試験はそれぞれ独立する 3回の実験を実施し、有意差の有無を評価した。2群間

比較は F検定による等分散性を評価したのち、その結果によってスチューデントの

t検定、あるいはウェルチの t検定を実施した。また、多重比較は One-way ANOVA 

(一元配置分散分析) を行った後、Dunnett検定、あるいは Tukey-Kramer検定を実

施した。 

3. 結果 

 
3.1. エンドライシン Lys-phiSA012のドメイン検索と相同性比較 

phiSA012のゲノム情報を NCBIより入手し、InterProを用いてエンドライシンの

アミノ酸配列からドメイン検索を行った。エンドライシン Lys-phiSA012 遺伝子は

ORF51に存在し 495のアミノ酸から構成されていた (図 9A)。また、エンドライシ

ンのペプチドグリカン層への輸送を担うホリン遺伝子は ORF52にコードされてい

た。また、ドメイン検索の結果、エンドライシンは 3つのドメインから構成され、

触媒ドメインとして 29~160番目のアミノ酸からなる CHAPドメインと 188~385

番目のアミノ酸からなる AMIDドメインの 2つを持ち、細胞壁結合ドメインとして

409~481番目のアミノ酸からなる SH3bを保有することがわかった (図 9B)。既報

より、CHAPドメインはペプチドグリカン架橋を構成する 5番目のグリシンと D-ア
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ラニンの結合を、AMIDドメインは N-アセチルムラミン酸 (N-Acetylmuramic 

acid, MurNAc) と L-アラニンの結合を切断することが知られている[11] (図 9C)。次

に、他のブドウ球菌溶菌性ファージのエンドライシンである Lys-phiK、Lys-

phiGH15、Lys-phiTwortと本研究で精製した Lys-phiSA012のアミノ酸配列を比較

した (図 9D)。すると、Lys-phiK (99.80%) 及び Lys-phiGH15 (98.99%)と非常に類

似性が高かった一方、Lys-phiTwort (44.54%) とは類似性が低いことがわかった。

また、Lys-phiKと Lys-phiSA012はアミノ酸配列だけでなく、塩基配列も類似性が

高く、Lys-phiKに非常に近縁なエンドライシン (LysK-like endolysins) であった。 

 
図 9. エンドライシン Lys-phiSA012のドメイン構造の推定 
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 (A) phiSA012 のゲノムマップ。水色は CDS を示し、赤矢印はエンドライシン遺伝子、青

矢印はホリン遺伝子を示す。(B) Lys-phiSA012 のドメイン構造の模式図。495 のアミノ酸

から構成され、青枠で囲まれた CHAP と AMID は触媒ドメイン、黄枠で囲まれた SH3b は

細胞壁結合ドメインを示す。(C) S. aureus のペプチドグリカン構造と既報に基づいた

CHAP と Amidase の切断サイト (D) Lys-phiSA012、Lys-phiK、Lys-phiGH15、Lys-

phiTwort のアミノ酸配列のマルチプルアライメント結果。アミノ酸残基が同一であるもの

はドットで示し、4 つ全てのエンドライシンで共通しているものは黒色、3 つのエンドライ

シンで共通しているものを灰色でハイライトしている。 

 

3.2. Lys-phiSA012の溶菌活性と溶菌スペクトル 

エンドライシン Lys-phiSA012の溶菌活性について調査するため、精製した Lys-

phiSA012WTを発現・精製し、濁度測定法を用いて SA003に対する溶菌活性を評

価した。図 10Aにて示すように、Lys-phiSA012は SA003に対して非常に急速な濁

度の減少、つまり強力な溶菌活性を示した。次に、S. aureus以外のブドウ球菌、及
びブドウ球菌属以外の細菌に対する Lys-phiSA012の溶菌活性を評価した。する

と、Lys-phiSA012は S. aureusに対する溶菌活性同様、同属のブドウ球菌である S. 
pseudintermedius (StaP001)、及び Staphylococcus haemolyticus (StaH001) に対

しても急速な溶菌活性を示した (図 10B, 10C)。一方、連鎖球菌属である

Streptococcus agalactiae (StrA001) に対しては Lys-phiSA012添加後も濁度の変化

は見られず、明らかな溶菌は認められなかった (図 10D)。さらに、薬剤耐性菌とし

て医療現場で問題となっているMRSAに対する Lys-phiSA012の溶菌活性について

評価した。被検菌として、メチシリンのみならず 4つ以上の抗菌薬に対して多剤耐

性を示したMRSAを使用した。すると、Lys-phiSA012はこれらMRSAに対しても

同様に、溶菌活性を示した (図 10E)。また、ブドウ球菌属 9株に対する Lys-

phiSA012の溶菌活性を比活性 (∆OD600/min/mg) で比較したところ、phiSA012を

分離した際の菌株である SA003に対する溶菌活性が最も急速であったことがわかっ

た (図 10E)。 
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図 10. Lys-phiSA012の溶菌スペクトル 

濁度測定法を用いて、 (A) SA003 (エンドライシン濃度 109 µg/mL) 、(B) StaP001 (エンド

ライシン濃度 132 µg/mL)、(C) StaH001 (エンドライシン濃度 132 µg/mL)、(D) StrA001 

(エンドライシン濃度 106 µg/mL)、及び (E) MRSA 株に対する溶菌活性を評価した。(E)は

濁度の最大減少率を∆OD600/min/mg で表し、各株間で比較しエラーバーは平均値±標準偏

差 (SD)を表す。 

 
3.3. イヌ由来ブドウ球菌に対するファージとエンドライシンの溶菌活性比較 

イヌ皮膚炎病変部から分離された多剤耐性ブドウ球菌に対し、ファージ phiSA012

及びエンドライシン Lys-phiSA012両者の溶菌活性を評価し比較した。すると、

phiSA012は Staphylococcus schleiferi (SS3014) に対して溶菌活性を示したもの

の、SP3401を除く S. pseudintermediusに対してはファージを添加しても濁度の

減少はほとんど見られず、明らかな溶菌活性は認められなかった (図 11A)。一方、
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エンドライシン Lys-phiSA012は SP3401を除く S. pseudintermedius 、及び S. 
schleiferiの両者に対して広く溶菌活性を示し、2時間以内に OD値が 0.1以下にま

で減少した (図 11B)。さらに Lys-phiSA012添加 2時間後の菌数を測定したとこ

ろ、添加前と比較して約 1/100〜1/100000程度まで減少していることがわかった 

(図 11C)。従って、phiSA012由来エンドライシンである Lys-phiSA012は

phiSA012がほとんど溶菌活性を示さない S. pseudintermedius対しても溶菌活性
を広く有することが判明した。 

 

 
図 11. イヌ由来ブドウ球菌に対する phiSA012と Lys-phiSA012の溶菌活性評価 

(A) 及び (B) は濁度測定法で、(C)は細菌数 (CFU)を測定し、溶菌活性を評価した。(A) 

mock処理、あるいはファージ処理後 24時間の OD595値を表す。エラーバーは平均±標準

誤差 (SE) を表し、スチューデントの t検定にて有意差検定を行なった (*p < 0.01)。(B) 溶

媒処理、あるいはエンドライシン (終濃度 50 µg/mL) 処理後 2時間の OD595値を表す。エ

ラーバーは平均±標準誤差 (SE) を表し、スチューデントの t検定、あるいはウェルチの t
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検定にて有意差検定を行なった (*p < 0.01)。(C) 未処理 (0時間)、溶媒処理あるいはエン

ドライシン処理後 2時間時点の細菌数を CFU にて表す。エラーバーは平均±標準誤差 

(SE) を表し、Dunnett検定にて有意差検定を行なった (*p < 0.05、**p < 0.01)。 

 

3.4. エンドライシン抵抗性と壁タイコ酸の関係 

図 10、図 11より Lys-phiSA012は S. aureusのみならず、さまざまなブドウ球菌に

急速な溶菌活性を示すことがわかった。しかし、S. pseudintermediusの SP3401

株に対しては唯一溶菌活性が認められなかった (図 11B, 11C)。そこで SP3401のエ

ンドライシン抵抗性が壁タイコ酸と関係しているか検証した。WTA合成酵素阻害薬

であるツニカマイシンを添加していなかった SP3401は Lys-phiSA012の添加後に

濁度の減少はなく、明らかな溶菌活性は認められなかった (図 12A)。一方、ツニカ

マイシン処理をした SP3401はツニカマイシンの用量依存的に濁度の減少が認めら

れ、明らかな溶菌活性が認められた (図 12B, 12C)。 

 

図 12. ツニカマイシン処理した SP3401に対する Lys-phiSA012の溶菌活性 
SP3401 をツニカマイシン 0 µg/mL (A)、2 µg/mL (B)、5 µg/mL (C)で処理後、エンドラシ

ン (終濃度 37.5 µg/mL) を添加し濁度測定法を用いて溶菌活性を評価した。エラーバーは

平均±標準誤差 (SE) を表す。 

 

3.5. Lys-phiSA012の溶菌活性に必須なドメインの特定 

次に、Lys-phiSA012のドメイン欠失させた遺伝子をコードするプラスミドを構築

し、ドメイン欠失変異体として発現・精製させることで、Lys-phiSA012の溶菌活性

に必須なドメインの特定を試みた (図 13A, 13B)。すると、AMIDドメインを不完全

に欠失させた変異体 (Lys-phiSA012∆mt2) が Lys-phiSA012WTと同様な溶菌活性

を示した一方、他の変異体は溶菌活性を示さなかった (図 13C)。つまり、Lys-

phiSA012の溶菌活性には CHAPドメインによる酵素活性と細胞壁結合ドメインで
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ある SH3bが必須である可能性が示された。 

 
図 13. ドメイン欠失変異体の構築と溶菌活性評価 

(A) 構築したドメイン欠失変異体の模式図。WT ではアミノ酸配列 29-160 に CHAP、188-

385 に AMID、409-481 に SH3b が位置している。(B) 精製したエンドライシンの SDS-

PAGE像 (CBB 染色)。それぞれのレーンは左の (A) と連動している。1番上のレーンはマ

ーカである。(C) それぞれのドメイン欠失変異体を SA003 の菌液に加え、濁度測定法を用

いて溶菌活性を評価した。∆mt2 を除き、163.8 pmol のエンドライシンを菌液に加えた。

∆mt2 は 45.98pmol を加えた。 

 

3.6. Lys-phiSA012の溶菌活性に影響を与える Ca2+と Zn2+濃度 

Lys-phiSA012の触媒ドメインにイオンの結合サイトが存在するか調査した。

SWISS-MODELを用いて構築した立体構造モデルによると、CHAPドメインには
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Ca2+の結合サイトが存在し、Asp45、Asp47、Tyr49、His51、Asp56の側鎖と相互

作用することが推定された (図 14A)。また、AMIDドメインには Zn2+の結合サイト

が存在し、His214、His324、Cys332の側鎖と相互作用することが推定された (図

14B)。次にこれら 2価イオンの存在が Lys-phiSA012の溶菌活性に影響を与えるか

調べた。金属イオン、特に Ca2+に対して特異性を示すキレート剤である EGTAを菌

液中に添加した際の Lys-phiSA012の溶菌活性を濁度測定法によって調べた (図

14C)。すると、EGTAが添加された菌液中では Lys-phiSA012の溶菌活性が認めら

れなかった。次に、Ca2+または Zn2+を添加した TBSバッファーにて懸濁した菌液

中での Lys-phiSA012の溶菌活性を調べた (図 14D)。Ca2+及び Zn2+が添加されてい

ない TBSバッファーで懸濁された菌液中では Lys-phiSA012を添加しても菌液の濁

度に変化はほとんどなく、溶菌活性は認められなかった。一方、TBSバッファーに

Ca2+を添加した菌液中では Ca2+の用量依存的に菌液の濁度の減少が見られ、Lys-

phiSA012の溶菌活性が増強されたことがわかった。また、バッファー中の Ca2+濃

度を 1 mM以上にしてもそれ以上溶菌活性の増強効果は認められなかったことか

ら、Lys-phiSA012の溶菌活性を最も引き出すには少なくとも 1 mMの Ca2+が存在

すればよいことがわかった。また、Ca2+を添加した際の溶菌活性変化と同様に、

TBSバッファーに Zn2+を添加した菌液中では 100 µMの濃度まで用量依存的な溶菌

活性の増強が見られた。しかし、Zn2+濃度をさらに高くしていくと溶菌活性は減弱

し、2.5 mMの添加では TBSバッファーのみの菌液中と同様、溶菌活性はほとんど

認められなかった。 
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図 14. Ca2+と Zn2+の結合サイト及び Lys-phiSA012の溶菌活性への影響 
CHAP ドメイン (A) 及び AMID ドメイン (B) の立体構造モデルは相同タンパク質を用い

て SWISS-MODEL sever にて構築した。Ca2+、及び Zn2+の詳細な結合サイトは黄色枠に

て表示した。Ca2+結合サイトは Asp45、Asp47、Tyr49、His51、Asp56 にて構成され、

Zn2+は His214、His324、Cys332 で構成されることが予測された。(C) EGTA処理 (10 

µM)した処理した菌液に Lys-phiSA012 を添加し、濁度測定法を用いて溶菌活性を評価し

た。(D) 濁度測定法を用いて Ca2+、及び Zn2+濃度が Lys-phiSA012 の溶菌活性に与える

影響について評価した。Lys-phiSA012添加直後 (0 min) の OD600を 100%とし、60分後の
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濁度の減少率を求めた。エラーバーは平均値±SD を表し、Tukey-Kramer検定にて TBS 

only群 (*p < 0.05、**p < 0.01) あるいは 100 µM Ca2+ (†p < 0.05) 群と比較した有意差検定

を行なった。 

 

3.7. Lys-phiSA012添加によるMRSAのオキサシリンMIC値減少 

オキサシリン耐性を示すMRSA2007-57株を被検菌とし、エンドライシンを少量添

加 (終濃度 0~2.0 µg/mL) したオキサシリンに対するMIC値を測定し、併用効果に

ついて評価した (図 15)。MRSA2007-57株に対するオキサシリン単独のMIC値は

32 µg/mLであったが、エンドライシン 1.0 µg/mLもしくは 2.0 µg/mLと併用する

ことでオキサシリンのMIC値は 2.0 µg/mLまで減少し、より感受性が高まることが

わかった。 

 

 
図 15. Lys-phiSA012とオキサシリン併用時のMIC測定 

Lys-phiSA012を添加あるいは非添加時のMRSA2007-57株に対するオキサシリンのMIC値

を測定した。赤いバーより右側は細菌の増殖像が認められる。 

 

3.8. グリセロールをエンドライシンの溶媒とした際のエンドライシンのMBC値 

次に SA003に対する Lys-phiSA012のMIC値及びMBC値の測定を試みた。しか

し、エンドライシン単独で抗菌薬同様にMIC値を測定すると、図 15のように  一

晩培養後には全てのウェルで菌の増殖が認められた。エンドライシンは急速な溶菌
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活性を有するものの (図 10A-10C)、その後酵素としては失活し、一晩培養すると溶

菌しきれなかった細菌が再増殖していることが考えられる。そこで、静菌作用は示

すが殺菌作用がない終濃度 25%のグリセロールを利用し (図 16A) 、50%グリセロ

ールを溶媒としたエンドライシンを作成し、等量の菌液と混合 (グリセロールの終

濃度は 25%) した際のMIC値及びMBC値を測定した。MIC値はグリセロールの

静菌作用により菌塊が形成されず評価はできないが、MBC測定試験では 0.815 

µg/mL以上のエンドライシンで菌塊が認められなかったことから SA003に対する

Lys-phiSA012のMBC値は 0.815 µg/mLであることがわかった (図 16B)。 

 

 
図 16. グリセロールを Lys-phiSA012の溶媒とした時のMIC、及びMBC測定 

(A) 溶媒としたグリセロールのみの MIC、及び MBC測定。(B) 50%グリセロールを Lys-

phiSA012 を溶媒とした時の MIC、及び MBC測定 (グリセロールの終濃度は 25%)。 

 

4. 考察 

 

本研究で使用した Lys-phiSA012は触媒ドメインとして CHAPと AMIDを、細胞壁

結合ドメインとして SH3bを保有していることが in silico解析によって推定され
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た。これらドメインは解析が進められている Lys-phiK、Lys-phiGH15、Lys-

phiTwortが保有するドメインと同一であり、特に Lys-phiK及び Lys-phiGH15と

Lys-phiSA012のアミノ酸配列は約 99%と高い相同性を示した[58, 101, 121]。一

方、Lys-phiTwortと Lys-phiSA012のアミノ酸配列の相同性は 45%程度と他 2つの

エンドライシンと比較して低いことがわかった。即ち、ファージの多様性と同様

に、エンドライシンにも多様性が存在し、溶菌活性や溶菌スペクトルが異なる可能

性が推察される。ゆえに、抗菌戦略としてエンドラシンの使い分け、もしくは異な

るエンドライシンを併用した使い方によって、より効率的な溶菌作用を得られる可

能性がある。 

 Lys-phiSA012はファージ phiSA012の本来の宿主である S. aureus以外
に、同属であるブドウ球菌の S. haemolyticusや S. pseudintermediusに対しても
急速な溶菌活性を示した。また、多剤耐性を示す S. aureusや S. pseudintermedius
に対しても同様に溶菌活性が認められた。さらにはファージ phiSA012ではほとん

ど溶菌されないイヌ由来ブドウ球菌臨床分離株に対しても Lys-phiSA012は溶菌活

性を示した。一方、連鎖球菌属である S. agalactiaeに対しては溶菌活性を示さなか
った。つまり Lys-phiSA012はブドウ球菌属にのみ広く溶菌活性を示すエンドライ

シンであると考えられる。エンドライシンの溶菌スペクトルは細胞壁結合ドメイン

によって制御されており、Lys-phiSA012をはじめ、多くの黄色ブドウ球菌溶菌性フ

ァージ由来エンドライシン、さらには Staphylococcus simulans由来のバクテリオ
シンとして知られる Lysostaphinは細胞壁結合ドメインとして SH3bを保有してい

る[58, 101, 121, 167]。SH3bドメインはペプチドグリカン構造のうち、ブドウ球菌

特有のグリシン 5つからなるペンタグリシン架橋に結合することが報告されている

[54, 111]。従って、SH3bドメインを有するこれら溶菌酵素はブドウ球菌属に対して

広く溶菌活性を有する一方、ペプチドグリカンにペンタグリシン構造を持たない他

の細菌に対しては溶菌活性を示さないと考えられ、今回の実験結果と一致するもの

となった。しかし、ヒトの表皮に常在するブドウ球菌である S. epidermidisは S. 
aureusの増殖を抑えることが知られており[115]、これら善玉なブドウ球菌に対して

も Lys-phiSA012は溶菌活性を示す可能性がある。そのため、ヒトや動物に臨床応

用する場合は疾患や細菌叢なども考慮し、より溶菌スペクトルの狭いファージとエ

ンドライシンの使い分けをすることが必要である。 
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 本研究では S. pseudintermediusとされる SP3401株に対して Lys-

phiSA012が唯一溶菌活性を示さなかった。しかしながら、グラム陽性菌の細胞壁構

成成分である壁タイコ酸の合成酵素を阻害するツニカマイシン処理を行うことで、

Lys-phiSA012は SP3401株に対して溶菌活性を示すようになった。この結果は、ブ

ドウ球菌が壁タイコ酸によってエンドライシンの溶菌活性に対する抵抗性を獲得す

る可能性を示唆している。L. monocytogenesに対するエンドライシン Ply118、

Ply511、及び PlyP40の細胞壁結合ドメインのペプチドグリカンへの結合が壁タイ

コ酸の存在によって制限されることがすでに報告されている[44]。また、C. difficile
は培地やバッファーの違いによって壁タイコ酸の立体構造が変化し、C. difficileに
対するオートライシン CD11のペプチドグリカンへのアクセスが制限されると 2016

年に報告されている[180]。従って、本研究で確認されたエンドライシン Lys-

phiSA012に抵抗性を示す SP3401株は、壁タイコ酸によってエンドライシンのペ

プチドグリカン層へのアクセスを阻害し、溶菌活性に抵抗性を示していた可能性が

高い。また、溶菌活性を調べる際に全ての菌株は LB brothにて培養し、その菌液中

で Lys-phiSA012を作用させたことから、C. difficileのような培地成分の違いによ
るタイコ酸立体構造の変化が起きているとは考えにくい。ゆえに、SP3401株は菌

株特異的なタイコ酸の量、あるいは立体構造に違いによってエンドライシン抵抗性

を示していると考えている。この実験結果より、エンドライシンの溶菌活性を最大

限獲得するには、ツニカマイシンといったタイコ酸合成酵素阻害薬と併用し、エン

ドライシンをペプチドグリカン層へよりアクセスしやすい状況を作ることが重要と

なる。また、SP3401株はエンドライシンには抵抗性を示すが、壁タイコ酸をレセ

プターとするファージ phiSA012によって効率的に溶菌されていたことから、ファ

ージと併用することで各々では溶菌を起こしづらい株に対して両者で補い、ブドウ

球菌属に対してさらに広域に作用することが期待される。 

 Lys-phiSA012のドメイン欠失変異体を用いた実験では CHAP-SH3bの 2つ

のドメインからなる Lys-phiSA012∆mt2が Lys-phiSA012WT同様の溶菌活性を示

した一方、CHAPドメインのみの Lys-phiSA012∆mt2’では溶菌活性が見られなかっ

た。つまり、SH3bドメインはペンタグリシン構造を認識して溶菌スペクトルを規

定するだけでなく、溶菌活性に必須なドメインであることがわかった。エンドライ

シンである Lys-phiK、LytA、及びバクテリオシンであるリゾスタフィンにおいても
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最大の溶菌活性を得るには SH3bが必須であることが報告されており[8, 11, 40]、今

回の実験結果と一致するものとなった。また、CHAPドメインを欠き、AMID-

SH3bドメインからなる Lys-phiSA012∆mt1は溶菌活性をほとんど示さなかった。

つまり Lys-phiSA012WTの溶菌活性には CHAPドメインによる酵素的切断が非常

に重要であり、一方 AMIDドメインは実質的にほとんど機能していないことが考え

られる。CHAPドメインはペプチドグリカン架橋を構成するグリシンと D-アラニン

の結合を、AMIDドメインはMurNAcと L-アラニンの結合を切断することが知ら

れている[11] (図 9C)。Lys-phiKのドメイン欠失体 AMID-SH3bを用いた試験にお

いても、Lys-phiSA012同様、溶菌活性がほとんど認められないことが報告されてい

る[11]。Lys-phiSA012の AMID-SH3bが溶菌活性をほとんど示さなかった理由とし

て、ドメイン欠失体の作成によって本来の立体構造が失われた可能性が考えられ

る。また、エンドライシンは本来ファージ感染後、菌体内から作用する (lysis from 

within) 酵素であるが、本研究では菌体外から作用 (lysis from without) させて溶

菌活性を評価している。そのためエンドライシン本来の作用ができていない可能性

が考えられる。一方で、エンドライシン LysSA12と LysSA97は Lys-phiSA012と

同様、AMID-SH3bに溶菌活性はほとんど認められないものの、SH3bドメインの

みの場合と比較し、AMID-SH3bは菌体との結合性が高かったとの報告がなされて

いる[67]。つまり、AMIDは触媒ドメインとされるものの、補助的ながらも細胞壁

に対する結合性を高める役割を持つ可能性が示されている。あるいはペプチドグリ

カンのMurNAcと L-アラニンとの結合が AMIDによって切断されたとしても、細

胞壁構造の堅牢性にはさほど影響が及ばず、溶菌が起こらない可能性も考えられ

る。 

 本研究では Lys-phiSA012の CHAPドメインに Ca2+、そして AMIDドメイ

ンに Zn2+の結合サイトがあることを推定し、さらに Ca2+は 1 mM以上、Zn2+は 100 

µMの時に Lys-phiSA012の溶菌活性が最大となることを示した。エンドライシンの

Ca2+依存的な溶菌活性は Lys-phiK及び Lys-phiGH15においても観察されており、

本研究結果と一致する[57]。Lys-phiKの結晶構造解析によると、CHAPドメインに

Ca2+が結合することによってエンドライシンの立体構造が安定化し、基質であるペ

プチドグリカンの認識に寄与していると論じている[141]。一方、Zn2+は溶菌活性が

ほとんどないと考えられていた AMIDドメインに結合サイトがあるにも関わらず、
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100 µMまでは濃度依存的に溶菌活性が上昇し、さらに Zn2+濃度を上昇させること

で逆に溶菌活性が見られなくなるといった現象が見られた。Zn2+による溶菌活性の

阻害は Lys-phiKや Lys-phiGH15においても観察されている[57, 141]。Lys-phiK

の結晶構造解析によると、AMIDドメインではなく CHAPドメインにも Zn2+が緩

く結合することが示されている[141]。CHAPドメインの Zn2+結合サイトは CHAP

ドメインの酵素活性中心である Cys54に非常に近接しており、基質の活性中心への

アクセスを調節していると考えられている。従って Zn2+が高濃度に存在すると活性

中心 Cys54の基質との反応を阻害し、溶菌活性が減弱したと考えている。また、あ

る一定濃度の Zn2+においては、Ca2+の代わりに Zn2+が Ca2+結合サイトに緩く結合

することでエンドライシンの構造が安定し、溶菌活性が増強したと考えている。つ

まり、Zn2+が Lys-phiSA012の溶菌活性に及ぼす影響は、AMIDドメインに対して

ではなく CHAPドメインに対する作用であると考えており、CHAP-SH3bドメイン

からなる Lys-phiSA012∆mt2を用いた際にも溶菌活性の上昇と減弱が Zn2+濃度によ

って認められた (data not shown)。また、最低 1 mMの Ca2+の存在で Lys-

phiSA012は最大の溶菌活性を得ることができるが、これは細胞外液の Ca2+濃度 1.2 

mMに非常に近く[21]、一方細胞内液の Zn2+濃度は 100 µMに近いことが知られて

いる[82]。すなわち、エンドライシンは存在する場所によって Ca2+及び Zn2+のいず

れにおいても溶菌活性が最大になるよう最適化されている可能性が高い。Lys-

phiK、及び LysK-like endolysinにおいて溶菌活性を最大に得るために最適な

Ca2+、及び Zn2+濃度を決定したのは 2018年時点で本研究が初めてである。 

 エンドライシンの殺菌効果は、上述の通りペプチドグリカンを直接酵素的に

切断し、脆弱になった細胞壁が浸透圧性に溶菌することによるものである。一方、

既存の抗菌薬は細胞壁合成酵素の阻害やタンパク質合成阻害など、エンドライシン

の作用機序とは異なる。そこで、エンドライシンと抗菌薬の併用効果について調べ

るため、エンドライシンとβラクタム抗菌薬であるオキサシリンとを併用した際の

MICを測定した。すると、エンドライシンを 1〜2 µg/mL添加することで、オキサ

シリンのMICは 1/16にまで減少することがわかった。つまり、エンドライシンを

抗菌薬と併用することによって抗菌薬の使用量を減らすことができることがわかっ

た。また、溶媒をグリセロールに置換したエンドライシンを用いてMBCを測定し

たところ、0.815 µg/mL以上で殺菌効果が見られ、ゆえに 1 µg/mL以上のエンドラ
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イシン添加で大幅にオキサシリンの必要量を減少することができたと考えられる。

一方で、溶媒がグリセロールではなく一般的なバッファーだった場合には添加後に

急速な溶菌活性は認められるものの、その後酵素が失活し、一晩培養すると溶菌し

きれなかった細菌の再増殖が認められた。従ってエンドライシンを臨床的に応用す

る際には、急性感染症などに対して急速に菌数を減らすことを目的に使用すると最

も効果を得られやすいと考えている。また、エンドライシンの溶媒としてグリセロ

ールなど静菌作用のある物質や、静菌作用のある抗菌薬との併用、さらにはバクテ

リオファージとの併用をすることでエンドライシンの溶菌活性をさらに効率的にす

ることができると考えている。 

 

5. 小括 

 

本研究では黄色ブドウ球菌溶菌性ファージ phiSA012 由来エンドライシン Lys-

phiSA012を発現・精製し、溶菌活性及び機能を解析した。Lys-phiSA012は in silico
解析から触媒ドメインとして CHAP、及び AMID ドメインを、さらには細胞壁結合

ドメインとして SH3bを保有していることが推定され、S. aureusに急速な溶菌活性

を示すことがわかった。また、S. aureus以外にも同属の S. haemolyticusやイヌ臨
床分離株である S. pseudintermediusや S. schleiferiに対しても同様に溶菌活性を示
した。一方で、連鎖球菌である S. agalactiae に対しては溶菌活性を示さず、Lys-

phiSA012はブドウ球菌属特異的に溶菌活性を示す可能性が示された。また、一部の

ブドウ球菌株は壁タイコ酸の量もしくは構造の違いによってエンドライシンのペプ

チドグリカン層へのアクセスを阻害し、溶菌活性に抵抗性を示すことがわかった。

Lys-phiSA012 の溶菌活性には CHAP ドメインと SH3b ドメインの両者の存在が重

要であり、AMIDドメインはほとんど溶菌活性を示さないことがドメイン欠失変異体

を用いた実験でわかった。特に CHAPドメインには Ca2+及び Zn2+の結合サイトが存

在し、1 mM以上の Ca2+また 100 µMの Zn2+の存在下で Lys-phiSA012は最大の溶

菌活性を示すことが明らかとなった。さらに、βラクタム系抗菌薬のオキサシリンと

1 µg/mLのエンドライシンを併用することでオキサシリンのMIC値を単独使用の場

合に比べて 1/16 にまで減少させたことから、エンドライシンと抗菌薬を併用するこ

とで抗菌薬使用量を減少させることが可能であることがわかった。 
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第Ⅲ章 バクテリオファージを用いた新規アトピー性皮膚炎制御戦略の構築 

 

1. 序文 

 

ヒトアトピー性皮膚炎 (Atopic dermatitis, AD) は、繰り返し起こる湿疹を特徴とす

る皮膚の慢性炎症性疾患である[175]。ADの臨床症状としては、皮膚の乾燥、腫

脹、痒みなどであり、免疫学的特徴としては、白血球によって誘導される血中 IgE

濃度の高値などが挙げられる[16, 17, 90, 178]。ADでは先天的な皮膚バリア障害が

報告されており、特にフィラグリン遺伝子 (FLG) の変異は ADの最も強い要因と

考えられている[71]。一方で、FLG変異保有者の 50％以上は ADの臨床症状を示さ

ず、直接的な原因であるかどうかは未だ解明されていない[176]。また、近年の細菌

叢解析の発展により、AD罹患者の皮膚表層では細菌叢の多様性が減少していること

が明らかになっている[51, 86]。これら報告は、ADが遺伝的要因だけで発症するの

ではなく、皮膚細菌叢の異常などの環境刺激と関連していることを強く示唆してい

る。 

S. aureusは、様々な炎症性疾患、敗血症、皮膚や軟部組織感染症などを引

き起こす病原体であり、ヒトや動物の医療分野において最も頻繁に分離される病原

体の一つである[36]。特に、ヒトの AD患者では、S. aureusが圧倒的に多く検出さ

れることが知られている[60, 67, 127, 164, 168]。Totteらの研究によると、皮膚に病

変のある AD患者の約 70％から S. aureusが検出され、S. aureusの密度は ADの

重症度と相関していた一方、健康な皮膚から S. aureusが分離されることはほとん
どなかったと報告されている[168]。 また、ヒトの ADでは S. aureusが優位に増殖

してくるのに対し、犬の ADでは S. pseudintermediusや S.schleiferiが多く検出さ
れることが報告されており[149]、ADの病変部において優位に増殖するブドウ球菌

の種類には動物種特異性があることがわかっている。しかし、ADにおいてブドウ球

菌が優位に増殖してくる理由は完全には解明されていない。  

   ADの病態解明や治療法の開発のために、複数の ADモデルマウスが前臨床試

験などに用いられている。Kimらは以前、ADモデルマウスを、i) 近交系マウス、

ii) 遺伝子改変マウス、iii) 外因性薬剤誘発マウスの 3つのグループに分類した

[84]。モデルマウスはそれぞれ特長が異なり、またヒト ADを完全に模倣するマウ
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スは存在しないため、各々モデルとしての限界がある。その中で、ma/ma、

Flgft/ft、NC/Tndなどの近交系モデルマウスは、ヒト ADに類似した症状の経過を示

す。特に、NC/Tndマウスは、通常の環境下では症状を自然発症する点においてヒ

ト ADに類似するが、Specific Pathogen Free (SPF) 環境下では発症しない[87, 

105]。また、NC/Tndマウスは、AD様症状の発症と関連するブドウ球菌の自然増生

が報告されている[63]。 

ヒト医療現場では，抗炎症作用のある副腎皮質ステロイド薬や免疫抑制作用

のあるカルシニューリン阻害薬が従来の治療法として用いられている[26]。漂白剤

を用いた入浴 (ブリーチバス法) は、米国をはじめ海外において AD患者に広く行わ

れているが、明らかな有効性は認められていない[69]。一方、細菌叢の乱れ 

(dysbiosis) に伴う S. aureusの自然な増生が見られる遺伝子改変モデルマウス

Adam17ΔSox9を用いた実験において、病変部の黄色ブドウ球菌を標的とした抗菌薬

の全身投与を行なったところ、マウスの AD様症状が劇的に改善したとの報告がな

されている[86]。しかしながら長期的な局所及び全身的な抗菌薬投与は様々な細菌

叢に悪影響を与えるとともに、薬剤耐性菌の出現を促す可能性がある。 

そこで我々は、ブドウ球菌を標的としたファージ療法が ADの症状を改善す

るかどうかを検討した。本研究では AD様症状を自然発症する NC/Tndマウスの病

変部に対して、S. aureus溶菌性ファージ phiSA012、または phiSA012由来溶菌酵

素 Lys-phiSA012を局所塗布し、その症状改善効果について評価した。 

 

2. 材料と方法 

 
1) マウス 

NC/Tndマウスを用いて実験を行った。Vehicle、ファージ、エンドライシン処理群

においては通常の飼育環境下で、また AD様症状を発症しないコントロール群とし

て SPF (Specific Pathogen Free) 条件で飼育した。動物を用いたすべての実験は，

東京農工大学で実施し、東京農工大学の動物実験委員会が証明したガイドラインに

規定された基準，および日本学術会議の実験動物使用ガイドラインに規定された基

準に準拠した (承認番号 29-6）。 
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2) 皮膚からの細菌の分離と同定 

NC/Tndマウス (8-10週齢) の背部皮膚病変部から採取した皮膚スワブサンプルを

500 µLの PBSで懸濁し、各懸濁液を 5％羊血寒天培地に播種して 37℃で一晩培養

した。いくつかのコロニーを採取し、LB brothに加え、一晩 37℃で振とう培養し

た。培養した細菌はすべて 25％グリセロールストックとして-80℃で保存した。一

晩培養した菌液からフェノールとクロロホルムを用いてゲノム DNAを抽出し、

QIAamp DNA minikitカラム (Qiagen, Hilden, Germany) で精製した。16S 

rRNA、dnaJ (ヒートショックプロテイン 40、Hsp40）、rpoB (RNAポリメラーゼ

βサブユニット) 遺伝子の PCR 反応とサンガーシーケンスにより、分離株の各遺伝

子配列を決定した[88, 96, 107, 151, 170]。PCR及びシーケンス用プライマーと

PCR条件を表 6に示す。サンガーシーケンスは北海道システムサイエンス株式会社

で行い、得られた配列は BLASTで検索し、GenBankデータベースに登録されてい

る参照配列とアラインメントして種同定を行った。 

 

表 6. 細菌種同定に用いたプライマーと PCR条件 

 
 

3) バクテリオファージ 

牛乳房炎由来 S. aureus SA003を宿主とし、下水処理場内の水から分離されたビル

レントファージ phiSA012 (NC_023573.1) を使用した[160]。phiSA012はプレート

Target gene Amplification primers PCR program Sequencing primers

16S rRNA
(1466 bp)

16S_27-F (5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')
16S_1492-R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')

1. 94℃ for 2 min
Steps 2-4 40×
2. 94℃ for 30 sec
3. 55℃ for 30 sec
4. 72℃ for 2 min
5. 72℃ for 5 min

16S_27-F, 16S_1492-R

dnaJ
(920 bp)

dnaJ-F (5'-GCCAAAAGAGACTATTATGA-3')
dnaJ-R (5'-ATTGYTTACCYGTTTGTGTACC-3')

1. 94℃ for 3 min
Steps 2-4 5×
2. 94℃ for 30 sec
3. 45℃ for 30 sec
4. 72℃ for 60 sec
Steps 5-7 30×
5. 94℃ for 30 sec
6. 50℃ for 30 sec
7. 72℃ for 60 sec
8. 72℃ for 3 min

dnaJ-F, dnaJ-R

rpoB
(740 bp)

rpoB1418-F (5'-CAATTCATGGACCAAGC-3')
rpoB3554-R (5'-CCGTCCCAAGTCATGAAAC-3')

1. 94℃ for 5min
Steps 2-4 30×
2. 94℃ for 30 sec
3. 52℃ for 30 sec
4. 72℃ for 60 sec
5. 72℃ for 5 min

rpoB1418-F
rpoB1975-R (5'-GCIACITGITCCATACCTGT-3')

Lane, 1991 [95]
Turner et al., 1999 [169]

Shah et al., 2007 [150]

Mellmann et al., 2006 [106]

Reference
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ライセート法で増殖させた[160]。110 µLの phiSA012液と 110 µL の SA003菌液

を混合して室温で 10分間静置し、その後混合液 200 µLを 3mLの 0.5% LB top 

agarに加え、LB agar上に全量播種し、37℃で一晩培養した。翌日、プレート上に

SM buffer (100mM NaCl、8mM MgSO4、50mM Tris-HCl (pH7.5)、0.01%ゼラチ

ン）を 3mL加えた後、上層を削り取ってファージを抽出し、遠心分離 (10,000×

g、5分間、4℃) して上清を回収した。さらに回収したファージ液を CsCl 密度勾配

超遠心法で精製した[160]。精製した phiSA012は力価を測定し、使用するまで 4℃

で保存した。 

 
4) エンドライシンの調製 

エンドライシン Lys-phiSA012は、我々が以前報告した方法と同様に発現、精製し

た[47]。Lys-phiSA012をコードするプラスミドを持つ E. coli BL21 (DE3) 株を、

100 µg/mLのアンピシリンを含む LB brothで培養し、対数期 (OD600が 0.4-0.6に

相当) に IPTGを最終濃度 0.1mMになるように添加してタンパク質の発現を誘導

し、25℃で一晩振とう培養した。遠心分離 (2,300×g、5分間、4℃) により細胞を

回収し、超音波処理によって菌体を破砕した。その後遠心分離 (10,000×g、30

分、4℃) を行い、グルタチオンセファロース 4Bを充填したクロマトグラフィーカ

ラムを用いて、可溶性 GSTタグ付きエンドライシン Lys-phiSA012をカラムでトラ

ップした。PreScission Protease mix (80 µL (160 units) PreScission Protease + 

920 µL cleavage buffer (5mM CaCl2, 50 mM Tri-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM 

dithiothreitol)) をカラムに加えて 1時間静置にて反応させ、GSTタグが切断された

Lys-phiSA012を精製し、使用するまで-30℃で保存した。 

 
5) スポットテスト 

各菌液 100 µLを 3mLの LB top agarに加え、LB agar上に播種した。LB top 

agarが固まった後、1.0×109 PFU / mLの phiSA012を 4 µL滴下した。37℃で一

晩培養した後、ファージによる溶菌によって形成されるプラークを観察した。 

 

6) プラークアッセイと EOPの測定 

各菌液 110 µLと phiSA012 (1.0×103 PFU / mL ~1.0×1011 PFU / mL) 110 µLを混
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合して室温にて 10分間静置した。混合液 200 µLを 3mLの LB top agarに加え、

その後 LB agar上に播種し 37℃で一晩培養した。翌日、ファージによる溶菌によっ

て形成されるプラーク数をカウントし、EOPを測定して各分離菌株に対する

phiSA012の溶菌活性の強さを比較した。EOPは各分離菌株に対する phiSA012の

PFU/mLを SA003に対する phiSA012の PFU/mLで割ることで算出した。各菌株

独立した 3回の試行を実施し、EOPの平均値を算出した。 

 

7) 経時的濁度測定法によるエンドライシンの溶菌活性評価 

分離菌株に対するエンドライシン Lys-phiSA012の溶菌活性は濁度測定法を用いて

評価した。溶菌活性評価に用いた分離菌株は LB brothにて OD600 = 1.0となるまで

37℃で振とう培養させた。各菌液を遠心分離 (2,300×g、4℃、5分間)して上清を捨

て、半量の 2×LB brothにて菌体を再懸濁した。菌液に等量のエンドライシン加

え、波長 595 nmにおける吸光値をプレートリーダー (Sunrise Rainbow Thermos 

RC, TECAN Austria GmbH, Salzburg, Austria) にて経時的に測定した。 

 

8) NC/Tndマウス皮膚病変部に対するファージ及びエンドライシンの塗布実験 

中程度の皮膚炎症状を呈する NC/Tndマウス (8-10週齢) を使用して実験を行っ

た。マウスの後背部 2 cm × 2 cmの領域を剃毛した。剃毛した部位に対してファ

ージ群は phiSA012 (1.0×109 PFU/mL) を 200 µL、エンドライシン群は Lys-

phiSA012 (50 µg/mL) を 200 µL、Vehicle群は SM bufferもしくは cleavage buffer 

200 µLを滴下した後、ピペットチップの腹の部分で塗布して馴染ませた。塗布処置

は 1日 2回、12日間の観察のうち土曜日及び日曜日を除く (6日目、7日目) 10日

間実施した。12日目の午後にイソフルランにて麻酔処置後、心採血を行い、その後

頚椎脱臼法にて安楽殺した。血液は凝固させた後、3,000 rpm、4℃、15分間遠心分

離して血清を回収した。また、後背部皮膚を切除し 4 %パラホルムアルデヒドに浸

漬して組織を固定した。また、AD様症状を発症しないコントロール群は SPF環境

下で飼育し、後背部への塗布処理は行わなかった。 

 
9) 皮膚炎臨床スコア 

皮膚炎臨床スコア (Clinical skin severity score) は 3日目、7日目、10日目、12日
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目に評価した。皮膚炎臨床スコアは痒み、発赤・出血、浮腫、擦過傷・びらん、痂

皮形成・乾燥の 5 項目について評価した。症状なし (スコア 0)、軽度 (スコア 1)、

中程度 (スコア 2)、重度 (スコア 3) の 4段階で各項目を評価し、全項目のスコアを

足すことによって皮膚炎臨床スコアを算出した[105]。 

 

10) 病理組織学的検査 

4 %パラホルムアルデヒドにて固定した皮膚病変部組織はその後脱水処理を行い、パ

ラフィンに包埋し、ミクロトームを用いて 4 µmの厚みに薄切した。その後、組織

切片はヘマトキシリン・エオジン (Hematoxylin-eosin, HE) 染色、または抗

Staphylococcus抗体を用いた免疫蛍光染色を行った。免疫蛍光染色の際は 0.1 %ト

リプシンにて抗原賦活処理を行い、その後 EzBlock Chemi (アトー株式会社、東

京、日本) を用いてブロッキングを行った。一次抗体はマウス抗 Staphylococcus抗
体 (ab37644, Abcam)、二次抗体はヤギ抗マウス抗体 (ab150113, Abcam) を使用

し、それぞれ 500倍、1000倍の希釈濃度で使用した。蛍光顕微鏡で観察し、それぞ

れランダムに 5ヶ所の抗 Staphylococcus抗体のシグナル強度を Image Jを用いて

測定し、平均値を求めて各群との比較を行った。 

 

11) IgE濃度測定 

マウス血清中 IgE濃度は IgE mouse ELISA kit (invitrogen, USA) を用いて測定し

た。測定はマイクロプレートリーダー (BioRad, USA) にて 450 nmの波長で検出し

た。 

 
3. 結果 

 
3.1. NC/Tndマウス皮膚病変部からの菌分離と菌種同定 

ファージ療法開始前に NC/Tndマウスの皮膚病変部スワブを採取し、病変部に存在す

る菌種の同定を試みた。通常環境下で飼育し中等度の皮膚炎症状を呈した NC/Tndマ

ウス、または SPF環境下で飼育し皮膚炎症状を呈していない NC/Tndマウスの背部

からスワブを採取し、計 18コロニーを採取して 16S rRNAシーケンス解析を実施し

たところ、全てブドウ球菌属であることがわかった。加えて、dnaJ及び rpoBシーケ
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ンス解析を実施し、ブドウ球菌の種同定を行った (表 7, 表 8)。すると、いずれの環

境下で飼育したマウスにおいても Staphylococcus nepalensisが最も多く分離された。
通常環境下で飼育され皮膚炎症状を呈しているマウスでは、S. nepalensis に次いで

Staphylococcus agnetisが多く分離され、13株中 1株においてStaphylococcus lentus
が分離された。一方、SPF環境下で飼育され皮膚炎症状を呈していないマウスでは S. 
agnetisは分離されず、S. lentusが S. nepalensisに次いで多く分離された。 

 

表 7. マウス分離菌株の種同定 

 
 

表 8. 飼育環境の違いによる分離菌種の割合 

 
3.2. マウス皮膚分離菌株に対するファージ及びエンドライシンの溶菌活性評価 

マウス皮膚から分離されたブドウ球菌株に対してファージ phiSA012及びエンドラ

イシン Lys-phiSA012の溶菌活性を評価した。phiSA012はスポットテストでは全て

の菌株に対して溶菌斑を形成したが、Turbidと呼ばれる薄い溶菌斑を形成するもの

strain derivation of isolates species gene for identification

Isolate 1 Non-SPF mice Staphylococcus agnetis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 2 Non-SPF mice Staphylococcus agnetis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 3 Non-SPF mice Staphylococcus agnetis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 4 Non-SPF mice Staphylococcus agnetis 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 5 Non-SPF mice Staphylococcus agnetis 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 6 Non-SPF mice Staphylococcus lentus 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 7 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 8 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 9 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 10 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 11 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 12 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 13 Non-SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 14 SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 15 SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ
Isolate 16 SPF mice Staphylococcus lentus 16S rRNA, dnaJ, rpoB
Isolate 17 SPF mice Staphylococcus lentus 16S rRNA, dnaJ
Isolate 18 SPF mice Staphylococcus nepalensis 16S rRNA, dnaJ

Non-SPF mice SPF mice

S. nepalensis 7/13 (53.8%) 3/5 (60%)
S. agnetis 5/13 (38.5%) 0/5 (0%)
S. lentus 1/13 (7.7%) 2/5 (40%)
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も見られた。また、プラークアッセイを実施し他ところ、分離菌 18株中 13株は

phiSA012の SA003に対する溶菌活性の 40~200%程度の溶菌活性を示し、非常によ

く溶菌することがわかった。一方、残りの 5株中 3株 (Isolate 8 (S. nepalensis), 

Isolate 12 (S. nepalensis), Isolate 16 (S. lentus)) に対してはプラークを全く形成せ

ず、溶菌活性を示さないことがわかった。 

 
図 17. 分離菌株に対する phiSA012の溶菌活性評価 

マウス皮膚病変部分離菌株に対する phiSA012 の溶菌活性をスポットテスト (写真) 、及び

プラークアッセイによって評価した。EOP は各菌株に対する PFU をコントロールホストで

ある SA003 に対する PFU で割ることで算出した。プラークアッセイは各菌株で独立した 3

回の試行を実施し、EOP の平均値±SE を示した。 

 

 また、エンドライシン Lys-phiSA012の分離菌株に対する溶菌活性は経時的

濁度測定法を用いて評価した (図 18)。すると、18株中 17株に対して急速な溶菌活

性を示すことがわかった。また、SPF環境下マウスから分離した Isolate 18 (S. 
nepalensis) に対してはエンドライシンの添加で全く濁度が変化せず、明らかな溶菌

活性は認められなかった (図 18R)。 



 55 



 56 

 

図 18. 分離菌株に対する Lys-phiSA012に対する溶菌活性評価 
マウス皮膚病変部分離菌株に対する Lys-phiSA012 の溶菌活性を経時的濁度測定法によって
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評価した。縦軸は波長 595 nm における吸光値 (OD595)、横軸は時間 (分) を示す。各菌株

に対して 1 回の試行を実施した。 

 

3.3. NC/Tndマウス皮膚病変部に対するファージ及びエンドライシン滴下による

治療効果 

ファージ phiSA012及びエンドライシン Lys-phiSA012は NC/Tndマウスから分離

されたほとんどのブドウ球菌に対して溶菌活性を示すことがわかったため、実際に

NC/Tndマウス皮膚病変にファージまたはエンドライシンを滴下し、ブドウ球菌を

溶菌させることによるアトピー性皮膚炎様症状の改善効果について評価した。ファ

ージ、エンドライシン、及びそれらバッファー (vehicle群) はマウス背部病変部に

1日 2回、12日間投与した (図 19A)。すると、ファージ投与群において出血や紅

斑、浮腫など症状が軽減し、顕著に肉眼的な皮膚炎症状の改善が認められた (図

19B)。一方、エンドライシン投与群においては肉眼的な皮膚炎症状の改善は認めら

れず、vehicle群と比較しても明らかな差は認められなかった。また、経時的に皮膚

炎症状の臨床スコアを評価すると、ファージ投与群では 7日目程度からスコアが減

少し始め、10日目以降において同時期の vehicle群、及びファージ投与群の 1日目

のスコアと比較して有意な低値を示した (図 19C)。すなわち、ファージ投与によっ

て症状が徐々に改善されていったことがわかった。一方、肉眼的な症状改善が認め

られなかったエンドライシン投与群では、その他掻痒性なども改善傾向は認められ

ず、投与開始時の臨床スコアから明らかな変化は認められなかった。また、12日目

にマウスを安楽殺し、皮膚病変部組織切片を作成して HE染色を行い観察したとこ

ろ、vehicle群、及びエンドライシン投与群では真皮層の肥厚が認められ、表層部に

は主に好中球などの炎症細胞の集簇が認められた (図 19D)。一方、SPF群、及びフ

ァージ投与群では真皮層の肥厚や炎症細胞の集簇はほとんど認められなかった。す

なわち、ヒトアトピー性皮膚炎モデルマウスである NC/Tndマウスに対し、黄色ブ

ドウ球菌溶菌性ファージである phiSA012を病変部に滴下することで、顕著に皮膚

炎症状が改善されることがわかった。一方、in vitroではマウス皮膚病変部より分離
したブドウ球菌に対してエンドライシン Lys-phiSA012は溶菌活性を示したもの

の、実際にマウス皮膚病変部に滴下しても明らかな皮膚炎症状の改善は認められな

かった。 
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図 19. ファージ及びエンドライシン滴下による皮膚炎症状改善の改善効果 
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(A) 実験スケジュールを示した。ファージ投与前に病変部からスワブを採取し、菌分離・菌

種同定を行った (0d)。12日間の観察期間中、6日目、7日目、及び 12日目を除き、1日 2

回 (朝・夕) phiSA012、または Lys-phiSA012 を背部皮膚病変に滴下した。6日目、及び 7

日目は滴下処置を行わず、12日目は朝の処置のみ行った。また、皮膚臨床スコアは滴下処

置前、3日目、7日目、10日目、12日目に評価した。(B) 病変部の肉眼所見。上段は背部

病変部、下段は顔面病変部の写真。(C) 処置開始前、3日目、7日目、10日目、12日目の

Vehicle群、Phage群、及び Endolysin群の皮膚臨床スコア。各群マウス 4 頭の臨床スコア

の平均値±SE を示した。(D) Vehicle群、Phage群、Endolysin群、SPF群の背部皮膚組織

切片の HE 染色像。上段が弱拡大 (×4.2)、下段が四角で囲んだ範囲の強拡大 (×17) であ

る。矢頭は炎症細胞 (主に好中球) が集簇している範囲を示す。 

 

3.4. ファージ及びエンドライシン投与によるマウス皮膚病変部でのブドウ球菌溶

菌性評価 

phiSA012、及び Lys-phiSA012を NC/Tndマウス皮膚病変部に滴下した際に、実際

に病変部でブドウ球菌を溶菌させることができているか確認するため、皮膚病変部組

織切片を免疫蛍光染色し、病変部に存在するブドウ球菌の検出を試みた (図 20A)。肉

眼的、組織学的に皮膚炎症状が認められる vehicle群では皮膚表層にブドウ球菌のシ

グナルが強く検出された一方、症状の改善が認められたファージ投与群では、ブドウ

球菌はほとんど検出されなかった。また、エンドライシン投与群では肉眼的、組織学

的には皮膚炎症状を呈していたものの、免疫蛍光染色ではファージ投与群や SPF 群

と同様にほとんどブドウ球菌は検出されなかった。さらに、ブドウ球菌のシグナル強

度を Image Jを用いて算出して vehicle群と比較したところ、ファージ投与群、エン

ドライシン投与群、SPF群それぞれシグナル強度が有意に低値を示すことがわかった 

(図 20B)。 
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図 20. 皮膚病変部に存在するブドウ球菌の検出 

(A) Vehicle群、Phage群、Endolysin群、SPF群の背部皮膚組織切片の免疫蛍光染色像。

抗 Staphylococcus抗体 (緑色)、及び核染色 (青色) にて染色した。(B) 免疫蛍光染色像の

うち、ランダムに 5ヶ所の抗 Staphylococcus抗体 (緑色) のシグナル強度を Image J を用

いて測定し、SPF群におけるシグナル強度に対する Fold-change (平均値±SE) で示した。

統計処理は Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (**p < 0.01)。 

 

3.5. 血清中 IgE濃度の測定 

NC/Tndマウス病変部に対してファージ、及びエンドライシンの滴下を 12日間した

後のマウス血清総 IgE濃度を測定した (図 21)。すると、vehicle群と比較し、ファ

ージ投与群では有意に IgE濃度の低値を示した。一方、肉眼的、組織学的に症状の

改善が認められなかったエンドライシン投与群では vehicle群と比較して有意な変化

は認められなかった。 
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図 21. マウス血清 IgE濃度 
Vehicle群 (n=6)、Phage群 (n=3)、Endolysin群 (n=3)、SPF群 (n=4) の血清中 IgE濃

度を ELISA にて測定した。それぞれの IgE濃度は平均値±SE で示し、統計処理は

Dunnett検定を行い p < 0.05 で有意差とした (**p < 0.01)。 

 

4. 考察 

 

皮膚感染症に対するファージ療法の応用を見据えた研究は近年盛んになされてい

る。P. aeruginosa感染を伴う火傷や外耳炎に対してはファージ療法の臨床試験が実

施された[179]。また、S. aureusの皮膚や軟部組織感染症マウスモデルを用いた実
験においてはファージ療法によって一定の効果を示されたと報告されている[25, 

129]。近年、ADの症状増悪に細菌叢の乱れと S. aureusの増殖が関与していると報
告され、病変部の S. aureusの排除を目的とした新規治療法の開発が望まれている

[32, 86, 115]。ファージは宿主域が限られることから、抗菌薬等と比較した際に細菌

叢を乱すことなく標的の細菌のみを排除することが可能であり、まさに AD治療に

最適であると考えた。実際に、アトピー性皮膚炎を併発する魚鱗癬症候群の 1つ、

ネザートン症候群による重度の S. aureusの皮膚感染を伴う症例に対して、エリア

バ研究所でのファージ療法 (S. aureus溶菌性ファージの局所塗布、及び経口投与) 
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によって症状が改善したとのケースレポートが報告されている[184]。また、他の研

究では薬剤誘発性アトピー性皮膚炎モデルマウスに対して S. aureus溶菌性ファー
ジ SaGU1と皮膚常在菌の S. epidermidisを病変部に塗布することで症状の改善が

見られている[152]。そこで、今回の研究では、AD様症状を自然発症し、また発症

に際してブドウ球菌の自然増生が認められる NC/Tndマウスに対し、S. aureus溶
菌性ファージ phiSA012、及びエンドライシン Lys-phiSA012を病変部に滴下し、症

状の改善効果について評価した。 

 AD様症状を非発症 (SPF環境下飼育)、または発症後 (通常環境下飼育) の

NC/Tndマウスの皮膚病変部から分離された細菌は全てブドウ球菌属であった。ヒ

ト ADでは病変部にブドウ球菌の中でも S. aureusが特に優位に増生してくるのに

対し、非発症、及び発症後の NC/Tndマウスから S. aureusは分離されなかった。
また、ヒトの健常皮膚に多く常在し、S. aureusの増殖を抑制することが知られてい
る S. epidermidisも NC/Tndマウスからは分離されなかった[74, 115]。その一方

で、非発症 NC/Tndマウスからは CoNSの S. nepalensisと S. lentusが分離され、
発症後 NC/Tndではその 2菌種に加え S. agnetisが分離された。SPF環境下飼育の

C57BL/6の常在菌を調べた研究報告よると、S. aureusは分離されたものの、
Staphylococcus saprophyticusや S. lentus、S. nepalensisなどの CoNSがより優

位に検出されたことが示されている[165]。ゆえにヒトとイヌの皮膚に常在するブド

ウ球菌が異なるように (イヌでは S. pseudintermediusが常在)、マウスの皮膚に存

在するブドウ球菌もヒトと異なることが示唆される。また、AD様症状発症後の

NC/Tndマウスのみから分離された S. agnetisは潜在性牛乳房炎から初めて分離さ

れた細菌であり、近年では特にブロイラーにおいて骨髄炎を伴う細菌性軟骨壊死に

よる破行、敗血症、さらには弁膜心内膜炎を起こす病原体として知られている[161, 

163]。また、S. agnetisは豚滲出性皮膚炎 (スス病) の原因菌として知られる 

Staphylococcus hyicusや Staphylococcus chromogenesに非常に近縁であり、表皮

剥離毒素 (Exfoliative toxins, ETs) などの病原性因子を保有することが報告されて

いる[1, 163]。マウスの皮膚から S. agnetisが分離された報告ないものの、以上の報
告より、AD様症状発症後の NC/Tndマウスから分離された S. agnetisはマウスに
おいて皮膚炎症状の増悪に強く関与していることが示唆される。 

 NC/Tndマウスから分離された S. agnetis、S. nepalensis、S. lentusの計



 63 

18株に対してファージ phiSA012の溶菌活性を評価したところ、13株の分離菌に対

し SA003と同程度の溶菌活性を示した。特に、AD様症状発症後の NC/Tndマウス

のみから分離され、皮膚炎症状との関連が示唆される S. agnetis の 5株全てに対し

て、phiSA012は溶菌活性を示した。また、第 1章において S. lentusの JCM基準

株 (JCM 2426) に対して phiSA012は溶菌活性を示さなかったものの、今回の

NC/Tndマウスから分離された S. lentus 3株中 2株に対して溶菌活性が認められ

た。また、同様に分離菌株に対するエンドライシン Lys-phiSA012の溶菌活性を評

価したところ、Isolate 18 (S. nepalensis) を除く全ての菌株に対して急速な溶菌活

性を示したことから、第 2章における実験と一致し、ファージの効かないブドウ球

菌であってもペンタグリシン架橋構造を一貫して持つため、Lys-phiSA012は広く溶

菌活性を示すことがわかった。また、ブドウ球菌であるにもかかわらず Lys-

phiSA012の溶菌活性に耐性を見せた Isolate 18は第 2章で言及したように、WTA

の量、もしくは構造の違いによってエンドライシンのペプチドグリカンへアクセス

が阻害されているのかもしれない。 

phiSA012及び Lys-phiSA012のいずれにおいても NC/Tndマウス皮膚に存

在するブドウ球菌を排除することができ、皮膚炎症状の改善効果が期待された。実

際に、phiSA012の NC/Tndマウス皮膚病変部への滴下は AD様皮膚炎症状を劇的

に改善することが今回の実験で示された一方、予想に反して Lys-phiSA012の滴下

は皮膚炎症状を改善させることはなかった。皮膚病理組織切片の HE染色像におい

ても、phiSA012を滴下したマウスでは真皮の肥厚や好中球の集簇が見られなかった

一方、Lys-phiSA012を滴下したマウスではこれら炎症所見が認められた。さらにマ

ウス血清中 IgE濃度も皮膚炎症状に相関し、ファージ投与群では低値を示したのに

対してエンドライシン投与群では Vehicle群と同程度であることがわかった。しか

しながら、皮膚病変部におけるブドウ球菌の存在を免疫蛍光染色によって評価した

ところ、ファージ投与群、及びエンドライシン投与群のいずれにおいてもほとんど

ブドウ球菌は検出されなかった。従って、phiSA012、及び Lys-phiSA012は

NC/Tndマウスの皮膚病変部に存在するブドウ球菌を排除することができ、ファー

ジ投与群では症状の改善が見られた一方、エンドライシン投与群では症状の改善が

認められなかったことがわかる。エンドライシン投与群においてブドウ球菌排除に

伴う AD様症状の改善が認められなかった明確な原因は不明であるが、エンドライ
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シンの急速かつ短時間の溶菌活性が影響しているかもしれない。エンドライシンは

投与直後からその酵素活性により急速な溶菌作用を示すが、ブドウ球菌が溶菌する

際に菌体内に含まれる毒素などの病原性因子が多数放出された可能性が考えられ

る。また、酵素であるエンドライシンは熱によって変性しやすくその効果も一時的

なものである。実際に Lys-phiSA012は急速な溶菌活性を示すものの、溶菌されず

生き残ったごく僅かな細菌が酵素失活後に再増殖することを確認している (data not 

shown)。そのため、サンプリングした際の病理組織切片にブドウ球菌は認められな

かったものの、エンドライシン滴下期間中は病変部においてブドウ球菌が溶菌と増

殖を繰り返していた可能性が考えられる。上述したように、S. agnetisは表皮剥離
毒素などの病原性因子を有することから[1]、Lys-phiSA012による繰り返す溶菌と

その都度毒素成分の放出が起こり、エンドライシン投与群では皮膚炎症状が持続し

たと考えられる。一方で、ファージは宿主菌がファージ耐性化しない限り、宿主菌

への感染とファージ粒子の増殖が繰り返され、常に細菌数を低くコントロールする

ことが可能であるため、NC/Tndマウスに対する phiSA012の滴下は皮膚炎症状を

改善させることができたと考えられる。 

ファージ phiSA012による NC/Tndマウスに対する劇的な皮膚炎症状の改善

効果はヒト ADに対する治療効果を非常に期待させるものであった。しかし、ヒト

ADへの phiSA012の適用を考える上で必須な検討事項も存在する。今回用いた

NC/Tndマウスからはヒトの AD症状の増悪に強く関連する S. aureusが分離され
なかったことから、S. aureus感染を伴う皮膚炎モデルに対する溶菌活性と症状改善

効果の検証は必須である。そのため、S. aureusの自然増生と AD様症状の自然発症

が認められる遺伝子改変マウス Adam17ΔSox9[86]に対して phiSA012を病変部に塗

布した際の治療効果について現在調査中である。また、ヒト ADに対するファージ

療法を展開する上では、健常なヒトの皮膚において S. aureusの増殖を抑制してい
ると言われる善良なブドウ球菌をファージによって溶菌させないことが重要である

と考えられる。CoNSである S. epidermidisや Staphylooccus caprae、
S.taphylococcus hominisは細胞密度を感知して菌種間でクロストークするシステ

ム、クオラムセンシングや抗菌ペプチドの産生を介して同属の S. aureusの増殖を
抑制していることが報告されている[115, 125]。そのため、phiSA012がこれら善良

な働きを有するブドウ球菌を溶菌することなく、S. aureusにのみ溶菌活性を有する
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かは今後検証が必要である。一方、今回の実験系においてエンドライシン Lys-

phiSA012は NC/Tndマウスの皮膚炎症状を改善させることはできなかった。しか

しながら、Lys-phiSA012に相同なエンドライシン Lys-phiGH15は、抗炎症作用や

S. aureusのα-溶血毒素産生阻害作用を持つアピゲニンと呼ばれる植物フラボノイ

ドと混合して軟膏にすることで、MRSA皮膚感染症モデルマウスの菌数を減少さ

せ、炎症性サイトカインのレベルを下げたとの報告がなされている[30]。従って、

Lys-phiSA012においても抗菌薬やその他抗炎症化合物などとの併用、最適化された

投与基剤、タンパク質のドメイン組み換えなどによる酵素活性の安定化・持続時間

の延長、またはエンドライシンに最適な疾患に対する適用を考慮することで、十分

に応用可能であると考えている。 
 

5. 小括 

 

ヒト ADは先天的な皮膚バリア障害を伴う慢性炎症性疾患であり、病変部では皮膚細

菌叢の乱れ (dysbiosis) と S. aureusの優位な増殖が症状の増悪に相関することが報

告されている。そこで、本研究ではアトピー性皮膚炎自然発症マウスモデル NC/Tnd

マウスを使用し、ブドウ球菌を特異的に排除する目的でファージ phiSA012、及びエ

ンドライシンLys-phiSA012を病変部に滴下することによる治療効果について評価し

た。NC/Tndマウスの皮膚から S. aureusは検出されず、S. nepalensisや S. lentus
といった CoNS 多く分離され、皮膚炎を発症したマウスからのみ S. agnetis が検出
された。これらマウスから分離されたブドウ球菌に対し、phiSA012 及び Lys-

phiSA012は in vitroにおいて広い溶菌活性を示すことがわかった。また AD様症状

発症後の NC/Tndマウスに phiSA012を滴下したところ、肉眼的な皮膚炎症状が顕著

に改善し、組織学的にも好中球などの炎症性細胞の浸潤やブドウ球菌はほとんど検出

されず、血清中 IgE濃度は低値を示した。一方、Lys-phiSA012を滴下した群では病

変部組織にブドウ球菌は検出されなかったものの、肉眼的・組織学的に皮膚炎症状の

改善は認められず、IgE濃度も高値を示した。以上のことより、NC/Tndマウスにお

いては S. agnetisが皮膚炎症状の増悪に関与している可能性が高く、phiSA012は皮

膚病変部において常に細菌数を低くコントロールしたことによって劇的な症状の改

善効果が見られと考えられる。これら結果は S. aureusを標的としたヒト ADへのフ



 66 

ァージ療法の治療効果を提示するだけでなく、ファージの局所投与は皮膚細菌感染症

に対して非常に有効な治療戦略である可能性を示唆する結果となった。 
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第Ⅳ章 イヌ緑膿菌性外耳炎に対するファージカクテル療法の実施と 

治療過程に出現したファージ耐性菌の解析について 

 

1. 序文 

 

イヌの外耳炎は最も発生が多い疾患の 1 つであり、その罹患率は約 20%にも上ると

されている[2, 33]。アトピー性皮膚炎や食物アレルギーといったアレルギー疾患、ミ

ミダニなどの寄生虫感染、異物、免疫介在性疾患、内分泌疾患などがイヌ外耳炎の主

な原因とされている[9]。また、外耳炎が起こった結果として二次的に細菌や真菌の感

染が多く見られる[20]。真菌であるマラセチアは外耳炎の罹患部から実に≦57.1%見

つかったとの報告がある [22]。また、イヌの皮膚常在菌として知られる S. 
pseudintermedius は外耳炎で最も分離される細菌である[103]。慢性外耳炎では P. 
aeruginosaが最もよく分離され、その割合は約 12%とされる[85]。ブドウ球菌の薬剤

耐性化と同様に、P. aeruginosa は獣医領域において薬剤耐性化及び多剤耐性化が深
刻な細菌の 1種であり、抗菌薬の選択が困難となるケースが多い[98, 106]。また、P. 
aeruginosa はバイオフィルムを形成することが知られており、イヌの外耳炎から分
離された 20株の P. aeruginosaのうち、実に 19株が in vitroでバイオフィルムを形
成したという報告がなされている[29]。抗菌薬はバイオフィルム中に存在する細菌に

対して効率的に作用することができないことから、バイオフィルムを形成する細菌に

対しては抗菌薬の MIC 値が増加することが知られている [132]。従って、P. 
aeruginosa の感染を伴う外耳炎の治療は非常に困難であり、一時的に症状の改善が

見られても再発し、慢性化するケースが多い。また、外耳炎が慢性化することで中耳

や内耳への炎症の波及[10, 110]、また耳道内の病理組織学的変化が不可逆的な場合な

どには耳道切開術や耳道切除術といった外科手術が必要となる場合がある[10]。 
 ヒト医療におけるファージ療法は、古くは東欧諸国で実施されており、近年

では“パターソン症例”と呼ばれる米国初のファージ療法成功例を皮切りに、欧米諸

国においてもケースレポートや臨床試験の実施と報告が盛んになされるようになっ

てきている[65]。一方、小動物獣医療においては世界的にもファージ療法の研究、及

び臨床試験などの報告はほとんどない状況である。筆者が知る限り、小動物獣医療に

おけるファージ療法実施の報告は全て P. aeruginosaの感染を伴うイヌ外耳炎に対す
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る適用であり、いずれにおいてもある一定の改善効果が見られたと報告されている

[64, 104]。また、イヌの外耳炎に対して改善のみられたファージカクテルを用いて、

ヒトの P. aeruginosaの感染を伴う慢性耳炎に対する臨床試験を実施したところ、安

全性及び臨床症状の改善効果が認められたとの報告がなされている[179]。このよう

に P. aeruginosa感染を伴う外耳炎に対しては、ファージ療法がある一定の症状改善

が見込まれるとする報告がなされるようになってきた。 

 今回、RGU-AMC に P. aeruginosa 感染を伴う難治性慢性外耳炎に罹患した

イヌが来院した。RGU-AMCにおいても当初は耳道洗浄、ステロイドを用いた抗炎症

治療、局所的・全身的な抗菌薬投与などを実施し、一時的な改善効果は見られたもの

の、その後再発が認められた。そこで、臨床試験として本症例に対しファージ療法の

実施を決定した。本試験では主に耳道洗浄とファージカクテル液の投与による治療を

行うとともに、ファージ感受性をモニタリングして常に最適なファージの組み合わせ

となるよう設計して行った。また、治療過程においてファージ耐性菌と見られる P. 
aeruginosaの出現が認められたため、治療前に分離された P. aeruginosaの全ゲノム

配列を決定したのち、ファージ耐性菌のゲノム解析を実施してファージ耐性に寄与し

た遺伝子の特定を試み、さらにファージ耐性化に伴う細菌の表現型変化について解析

を行った。 

 

2. 材料と方法 

 

1) 培地 

Luria-Bertani (LB) broth は、1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA) を混合して作成した。 

LB agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and Company, 

New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and Company, 

New Jersey, USA)、1.5 % agar (富士フィルム和光純薬工業 (株)、大阪、日本)を混合

して作成した。 

LB top agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % yeast extract (Becton, Dickinson and Company, 
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New Jersey, USA)、0.5 % アガロース ME（岩井化学薬品 (株)、東京、日本）を混

合して作成した。 

 

2) ファージ療法被検動物 (犬) の基本情報 

被検動物はイヌ (雑種、去勢雄、2008年 3月 10日生) であり、ファージ療法実施時

は 13歳であった。2019年 7月に RGU-AMCを受診しており、その際は眼科診療科

にてぶどう膜炎、老齢性白内障の診断治療を受けていた。外耳炎としての RGU-AMC

の受診は 2020年 12月が初めてであった。2020年 9月末頃より外耳炎症状が認めら

れ、かかりつけ動物病院にてセフェム系抗菌薬・フルオロキノロン系抗菌薬の内服、

クロラムフェニコールの点耳薬等にて治療するも再発が認められ、RGU-AMC を受

診した。RGU-AMC では当初、Tris-EDTA による耳道洗浄、ステロイドの局所・全

身投与、フルオロキノロン系抗菌薬の局所・全身投与、アレルギー療法食の処方など

で一時的に症状の改善は見られたものの、すぐに外耳炎の再発を認めた。稟告では元

気・食欲に問題はなく、右耳以外に全身的な痒みなどは認められないとの報告だった。 

 

3) 使用したファージ、及び新規ファージの分離 

臨床試験において使用したファージを表 9に示す。ファージΦNK-1、ΦLP、ΦLC、

ΦS30-1、ΦS30-2、ΦS30-3は下水処理場等の汚水を用いて今回新たに分離した。宿

主菌として、被検動物がファージ療法を開始する以前に、外耳炎病変部スワブを採取

して単一コロニーを分離した緑膿菌、PASz を使用した。宿主菌 PASz と汚水サンプ

ルを混合させ、二重平板法 (Double layer agar plating method, DLA) を用いてプラ

ークを検出した[160]。単一プラークを採取して単一ファージを分離した後、DLA法、

もしくは宿主菌と液体共培養することでファージを増幅させた。増幅させたファージ

はその後超遠心分離 (詳細は下記) して精製し、電子顕微鏡を用いて形態観察を行っ

た。400メッシュのグリットにコロジオン膜を圧着させ、膜表面にカーボン蒸着を行

った後にイオンスパッター (JEOL, JFC-1100) にてグロー放電を行い親水化した。

ファージ懸濁液 (10~20 µL) を親水化処理後のグリッド上に載せて 2-3分間静置して

膜表面に試料を吸着させた。ろ紙を用いて過剰の溶液を吸い取り、PBS等の溶媒で洗

浄して余分な水分を再度ろ紙で吸い取った。その後、2%酢酸ウラン２~３滴を滴下し、

10 秒ほど静置した後にろ紙で吸い取り乾燥させて電子顕微鏡用観察試料とした。観
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察は透過型電子顕微鏡 (HT7700, Hitachi) を用いて加速電圧 80 kVにて行った．ま

た、ΦR18 は当研究室にて以前分離し[49]、ΦPA02 は東京工業大学丹治研究室から

供与していただいた[123]。 

 

表 9. ファージ療法に使用したファージカクテル 

 

 

4) ファージの精製 

ファージ液は CsCl 密度勾配超遠心 (Rmax 111,000×g, Rav 81,900×g、4℃、1時間) 

によって精製した[160]。超遠心産物はポア径 100 kDaの限外ろ過アミコンフィルタ

ー (Merck, Germany) を用いて溶媒を CsClから SM bufferへと置換させた。さら

にエンドトキシンアフィニティーカラム EndoTrap HD (LIONEX, Germany) を用

いてファージ液中に含まれるエンドトキシンを除去した。その後、ファージ液中に含

まれるエンドトキシン量は EndoLISA (Hyglos, Germany) を用いて定量し、生体に

使用しても問題ないレベルであることを確認した。ファージ液は 0.2 µmフィルター

を用いて滅菌処理を行い、使用するまで 4℃にて保存した。使用時は無菌的に表の通

りにファージカクテルを作製し、無菌的に生理食塩水を用いて 10倍、または 100倍

に希釈して使用した。 

 

5) 臨床試験の実施内容 

ファージ療法の臨床試験実施については RGU-AMC 運営委員会にて協議の上、承認

された (RGU-AMC 2020-01)。また、被検動物のオーナーに治療方針等を説明し、イ

ンフォームドコンセントを得られた後にファージ療法を実施した。臨床試験は全て

RGU-AMCにて行われた。ファージ投与期間中、被検動物は隔離入院室にて隔離処置

Cocktail Contain Titer (PFU/mL) Host bacteria Dilution Duration Reference Accession number
MIX1 ΦNK-1 2.5×109 PASz This study

ΦLP 2.5×109 PASz This study
ΦLC 2.5×109 PASz This study
ΦR18 2.5×109 Pa18 Furusawa et al. [49] LC102729 

MIX2 ΦNK-1 3.3×109 PASz This study
ΦS30-1 4.3×1011 PASz This study
ΦS30-2+ΦS30-3 1.6×1010 PASz This study

MIX2+PA02 ΦNK-1 3.3×109 PASz This study
ΦS30-1 4.3×1011 PASz This study
ΦS30-2+ΦS30-3 1.6×1010 PASz This study
ΦPA02 1.5×109 PAO1 Ong et al. [122] AP019418

10-fold dilution
by saline Day 13 (PM) - Day 21

100-fold dilution
by saline Day 1 - Day 7

10-fold dilution
by saline Day 8 (PM) - Day 13 (AM)
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し、緑膿菌及び投与ファージが外部に拡散することを防ぎながら処置を行った。臨床

試験実施スケジュールは図 22 に示す。術前検査として、入院初日 (ファージ投与開

始 1日前) に身体検査、血液検査、麻酔下画像検査を行った。ファージ投与を含む耳

洗浄処置は、最初に常温の生理食塩水 10 mL で外耳道内を洗浄し、その後希釈ファ

ージカクテル液 1 mLを外耳道内に投与して 2~3分浸漬させた。投与 1日目〜16日

目までは基本朝夕の 2 回、生理食塩水による耳洗浄とその後のファージ投与を行っ

た。17~21日目は生理食塩水による耳洗浄は 1日 2回実施し、ファージ投与は朝のみ

の 1 日 1 回実施した。また、投与 8 日目には低用量デキサメタゾン抑制試験 (Low 

dose dexamethasone suppression test, LDDST) を実施したため、朝の耳洗浄、及び

ファージ投与は実施しなかった。また、投与 13 日目には術前検査にて右耳水平耳道

内に発見された腫瘤性病変を麻酔下にて硬性内視鏡を用いて切除し、病変部組織は病

理検査に提出した。入院治療中、1日 2回耳洗浄処置前に一般身体検査を実施し、ま

た適宜血液検査を実施してファージ投与による副作用の有無について評価した。また、

入院治療中は抗菌薬、及び抗炎症薬など外耳炎の症状改善に影響があると思われる薬

剤の投与は一切行わなかった。ファージ投与 21 日目に被検動物は退院し、点耳薬と

してオフロキサシン、ケトコナゾールおよびトリムシノロンアセトニドの合剤である

犬外耳炎治療薬 (ウェルメイト L3 ; Meiji Seika ファルマ、東京、日本) を 1日 1回

で処方し、退院後 13日目 (ファージ投与初回投与から 34日目) に再診した。 

 

 

図 22. ファージ療法臨床試験の実施スケジュール 

被検動物はファージ療法開始前日に入院し (Day 0)、翌日からファージカクテル MIX1 によ

るファージ療法を開始した (Day1)。Day 8 にファージカクテルを MIX2へ変更し、治療を継

続した。Day 13 には耳道内の腫瘤性病変を摘出し、その後ファージカクテルを MIX2+PA02

へ変更し治療を行なった。Day 21 に被検動物はファージ療法を終了し、退院した。退院時に
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は抗菌薬の点耳薬 (ウェルメイト L3) を処方し、Day 34 に再診した。 

 

6) 画像検査 

画像検査として RGU-AMCにてレントゲン検査、麻酔下 X線コンピュータ断層撮影

（Computed Tomography, CT）検査、麻酔下耳道内内視鏡検査を実施した。 

 

7) 血液検査及び血清生化学検査 

血液検査および血清生化学検査は全て富士フィルム VETシステムズ (RGU-AMCブ

ランチラボ) にて実施した。 

 

8) 分離細菌の菌種同定 

ファージ投与前日、及びファージ投与期間中は 1日 1回、耳道洗浄前に綿棒を用いて

外耳道内のスワブを採取し、1 mLの PBSに懸濁した。菌懸濁液は LB agarに画線

塗抹、または PBSで適宜希釈して 10 µLを LB agarに滴下してコンラージ棒で播種

した。37℃、一晩培養し、単一コロニーをいくつか採取し、MALDI-TOF MSを用い

た Biotyper にて菌種同定した。菌種同定は酪農学園大学獣医細菌学ユニット村田講

師に依頼した。 

 

9) 分離菌株に対するファージ感受性モニタリング 

分離細菌の菌種同定を行う際に画線塗抹した LB agarから単一コロニーをピックし、

LB brothを用いて 37℃、180 rpmにて一晩振とう培養した。翌日、菌液を LB broth

で 100倍希釈し、菌液 90 µLとファージ療法に使用したファージカクテル 10 µLを

混合し、波長 590 nmにおける吸光値をプレートリーダー (TECAN Austria GmbH, 

Salzburg, Austria) を用いて経時的に測定した。 

 

10) 細菌叢解析 

ファージ療法開始前日、初回ファージ投与後 4日目、17日目、21日目、34日目にお

いて、メタフロキーパー (株式会社テクノスルガ・ラボ、静岡、日本) を用いて耳道

内のスワブを採取した。DNA 抽出、ライブラリー作製、シーケンシング解析は株式

会社生物技研に依頼した。Shake Master Neo (株式会社バイオメディカルサイエン
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ス、東京、日本) にて細胞を破砕し、DNAを抽出した。16S rRNA V3/V4領域をター

ゲットとした 2-step tailed PCR法 (使用プライマーは表 10に示す) を用いてライブ

ラリーを作製し、Miseqシステム (Illumina, SanDiego, USA) を用いて 2×300 bp

の条件でシーケンシングを実施した。FASTX-Toolkit (ver 0.0.14) を用いて得られた

リード配列の読み始めが使用したプライマーと完全一致するリード配列のみ抽出し

た。FLASH (ver 1.2.11) を用いてペアエンドリードを結合した。Qiime2 (ver 2021.4) 

[18]を用いて代表配列と OTU 表を出力した。Qiime2 の feature-classifier プラグイ

ンを用いて取得した代表配列と Greengene (ver 13_8) の 97% OTUを比較し系統推

定した。 

表 10. ライブラリー作製に用いたプライマー配列 

 
 

11) ファージ治療前の分離菌株全ゲノム配列の決定 

被検動物から分離した緑膿菌 PASzを LB brothにて 37℃、180 rpmで一晩振とう培

養した。GenEluteTM Bacterial Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, USA) を用いて

ゲノム DNA を抽出・精製した。DNA シーケンス解析は株式会社生物技研に委託し

た。MGIEasy FS DNA Library Prep Set (MGI, China)とMGISP960 (MGI, China)

を用いてライブラリーを作製した後、次世代シーケンサーDNBSEQ-G400 (MGI, 

China) を用いて 2×200 bp の条件でシーケンシングし、ショートリード配列を取得

した。また、Ligation Sequence Kit (Oxford Nanopore Technologies, UK) を用いて

ライブラリー調整し、GridIONと R9.4.1フローセルを用いてシーケンシングし、ロ

ングリード配列を取得した。ショートリード配列は Cutadapt (ver 2.7) を用いてアダ

プター配列を除去し、Seqkit (ver 0.11.0) を用いて約 350万リードペアの配列をサン

プリングした。さらに、Sickle (ver 1.33) を用いて、クオリティ値 20未満の塩基を

取り除き、127塩基未満になったリードとそのペアリードを破棄した。一方、ロング

リード配列は Porechop (ver 0.2.3) を用いてアダプター配列を除去し、Filtlong (ver 

0.2.0) を用いて 1000 塩基以下のリードを削除した。その後、Unicycler (ver 0.4.7) 

Primers Sequences

1st-341f_MIX ACACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-NNNNN-CCTACGGGNGGCWGCAG

1st-805r_MIX GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCT-NNNNN-GACTACHVGGGTATCTAATCC

2ndF AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-ACACTCTTTCCCTACACGACGC
2ndR CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG
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のデフォルト条件でショートリード配列とロングリード配列をハイブリッドアセン

ブリした。Bandage (ver 0.8.1) を用いてアセンブルされたコンティググラフの結果

を確認し、CheckM (ver 1.1.2) を用いてアセンブルされたゲノムデータの完全性を確

認した。 

 

12) ファージ耐性菌における変異遺伝子の検出 

ファージ療法開始後 7 日目に採取したスワブを LB agar に画線塗抹し、37℃、一晩

培養した後に検出されたコロニーをファージ耐性菌とした (PASz_d7mt)。ファージ

耐性はスポットテスト、及び濁度測定法を用いて評価した。単一コロニーをピックし、

LB brothにて 37℃、一晩振とう培養した。GenEluteTM Bacterial Genomic DNA kit 

(Sigma-Aldrich, USA) を用いてゲノム DNAを抽出・精製した。DNAシーケンス解

析は株式会社生物技研に委託した。MGIEasy FS DNA Library Prep Set (MGI, 

China) とMGISP960 (MGI, China) を用いてライブラリーを作製した後、次世代シ

ーケンサーDNBSEQ-G400 (MGI, China) を用いて 2×200 bpの条件でシーケンシン

グし、ショートリード配列を取得した。得られたリードは Trimmomatic (ver 0.3.9) 

を用いてアダプター配列、及び低品質リードを除去したのち、BWA (ver 0.1.17) を用

いて PASzのゲノム配列にマッピングした。snippy (ver 4.6.0) を用いて一塩基多型 

(Single nucleotide variant, SNV) や挿入/欠失 (Insertion/ deletion, Indel) を検出し

た。大規模な Indel は snippy で検出できないため、CLC Genomics Workbench 

(Qiagen, Germany)、及び Integrative Genome Viewer (IGV) [138]を用いてマッピ

ング状況を目視で確認して検出した。 

 

13) ファージ耐性菌の運動性評価 

Swimming assay、及びTwitching assayは既報を参考に一部変更して実施した[83]。

Swimming assayは LB brothにて 37℃、一晩培養した被検菌を新しい LB brothへ

Sub-cultureし、OD600≒1.0となるまで 37℃で振とう培養した。Swimming assayに

用いる培地は試験直前に LB 0.25％ agar をシャーレに 10 mL入れ、室温にて 1時

間半静置し固形化させた。菌液 2 µLを LB agarの中心に滴下し、37℃で 16時間培

養した。Twitching assayは被検菌を前日に LB agarに画線塗抹し、翌日単一コロニ

ーを P10 ピペットチップでピックし、 LB 1％ agar の中心に突き刺した。37℃で
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24時間培養した後、培地を丁寧に除去し、1％ クリスタルバイオレットで 30分染色

した後、染色された範囲の直径を測定した。 

 

3. 結果 

 

3.1. 臨床試験に用いたファージ、及びファージ精製 

今回、PASz溶菌性ファージとしてΦNK-1、ΦLP、ΦLC、ΦR18、ΦS30-1、ΦS30-

2、ΦS30-3を新規ファージとして分離し、また、当研究室保有のΦR18、東京工業大

学丹治研究室より提供されたΦPA02 を使用した (図 23)。新規分離したファージの

うち、形態学的にΦNK-1、ΦLC、ΦS30-1、ΦS30-2、ΦS30-3はシース構造と収縮

性のある尾部を持つことから Myoviridae であり、ΦLP は非常に短い尾部であるこ

とから Podoviridaeに分類されることがわかった。宿主菌 PASzに対する各ファージ

の溶菌活性はスポットテスト、もしくは濁度測定法を用いて検証した (data no 

shown)。 

 

 

図 23. 臨床試験に用いたファージの電子顕微鏡像 
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透過型電子顕微鏡 (HT7700, Hitachi) を用いてファージの形態を観察した。(A) ΦNK-1、

(B) ΦLP、(C) ΦLC、(D) ΦR18、(E) ΦS30-1、(F) ΦS30-2、(G) ΦS30-3、(H) ΦPA02。 

 

3.2. 被検動物の病態について 

ファージ療法実施前の被検動物の一般身体検査では明らかな異常は認められなかっ

た。また、外耳炎に罹患している右耳の耳介は湿潤で、粘稠性のある耳垢、さらには

外耳道から膿汁の排出が見られ (図 24A)、スワブをグラム染色するとグラム陰性桿

菌の出現と多数の変性好中球の出現が認められた。さらに、右耳に触れるとかなり嫌

がる仕草をすることから痛みもあると考えられた。麻酔下において CT検査を実施す

ると、右耳の垂直耳道~水平耳道にかけて耳道壁の肥厚と造影増強効果が認められ、

耳道の狭窄が見られた。また、右耳水平耳道に直径 10 mm程度の腫瘤性病変が認め

られ (図 24B)、内視鏡を用いて耳道内部を観察した際にも腫瘤性病変は認められた 

(図 24C)。顕著な臨床症状は認められないものの、血清生化学検査上は Glutamic 

Pyruvic Transaminase (GPT) (Alanine transaminase, ALTとも呼ばれる)、Alkaline 

Phosphatase (ALP)、γ-glutamyl transpeptidase (γ-GTP)、リパーゼ、中性脂肪が

高く、肝機能障害、または脂質代謝異常等が疑われるような状況であった (表 11)。

CT 検査において、肝臓全域の腫大が認められ、造影前から CT 値の低い辺縁不明瞭

な領域が散在していた。また、胆嚢内には胆泥貯留が認められた。さらに、両側の副

腎は短径で 8mm以上に腫大していたが、形状や造影パターンの変化は認められなか

った。以上の血液検査、および CT 画像検査の結果等から、肝数値の上昇は胆泥症、

あるいは副腎皮質機能亢進症の可能性を考えた。そこで外耳炎の主因となる内分泌疾

患である副腎皮質機能亢進症、および甲状腺機能低下症の鑑別を行うべく、さらに血

液検査及び血清生化学検査を行った。Thyroxine (T4)、free T4 (fT4)、Thyroid 

stimulating hormone (TSH) の値が基準値以内であることから甲状腺機能低下症は

否定的であった。Adrenocorticotropic hormone (ACTH) 刺激試験を実施したところ、

合成 ACTH 投与前の血中コルチゾルは 4.2 µg/dL であり、投与 1 時間後の血中コル

チゾルは 22.9 µg/dLであった。また、LDDSTをファージ投与 8日目に実施したとこ

ろ、投与後 4時間の血中コルチゾル値が 1.4 µg/dL、投与後 8時間で 1.0 µg/dLであ

った。以上の血液検査結果から、副腎皮質機能亢進症の確定診断にまで至らなかった

ため、ファージ治療中は副腎皮質機能亢進症に対する治療は行わなかった (表 11)。
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また、再診時に尿中コルゾル・クレアチニン比 (UCC) を測定したところ、30.65 と

高値を示し、ALP アイソザイム分析を実施したところコルチコステロイド誘発性

ALP (C-ALP) の割合が 54.7% (基準値: 0~42.3%) と高値を示した (data no shown)。 

 

 
図 24. ファージ療法実施前の罹患耳の状況 

(A) ファージ治療前日 (Day 0) の外耳炎罹患耳の肉眼所見。外耳道には膿汁が貯留していた。

(B)頭蓋領域の麻酔下 CT 画像所見。右耳の垂直耳道~水平耳道は狭窄し、水平耳道には腫瘤

性病変が認められた (矢印)。(C) 右耳の内視鏡画像検査。水平耳道領域に腫瘤性病変が認め

られた。 

 

 



 78 

表 11. 血液検査及び血清生化学検査結果 

 
 

3.3. ファージカクテルMIX1の耳道内投与と臨床所見・ファージ感受性の推移 

ファージ投与開始前日の被検動物外耳炎罹患耳の膿汁スワブを採取し (図 25A)、LB 

agar に播種すると、大型、中型、小型のさまざまなサイズのコロニーが形成された 

(図25B)。サイズの異なるコロニーを採取し、Biotyperによって菌種同定したところ、

いずれも P. aeruginosaであることがわかった (表 12)。また、これらサイズの異なる

Day 0 Day 8 Day 20 Day 34 Unit Reference ranges
CBC WBC 7700 16600 11700 6800 /µl 600~17000

RBC 664 617 605 636 ×10000/µl 550~850
Hb 15.4 14 14.2 14.8 g/dl 12~18
Ht 44.7 41.4 40.3 43.2 % 37~55
MCV 67.3 67.1 66.6 67.9 fl 60~77
MCH 23.2 22.7 23.5 23.3 pg 19.5~26.0
MCHC 34.5 33.8 35.2 34.3 % 32~36
PLT 55.4 81.7 86.4 68.8 ×10000/µl 20~40

Biochemical test TP 6.7 6.7 6.3 6.4 g/dl 5.0~7.2
ALB 2.8 2.7 2.5 2.7 g/dl 2.6~4.0
A/G 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7~1.9
T-BIL 0.1 0.1 0.1 0.1 mg/dl ~0.5
GOT (AST) 41 42 47 50 IU/l 17~44
GPT (ALT) 154 151 174 186 IU/l 17~78
ALP 814 911 937 883 U/l ~89
γ-GTP 34 34 39 39 IU/l ~14.0
LIPA 410 539 446 473 IU/l 10~160
BUN 19.6 18.6 28.1 20.4 mg/dl 9.2~29.2
CRE 0.43 0.43 0.88 0.47 mg/dl 0.4~1.4
T-CHOL 200 183 181 200 mg/dl 115~337
TG 421 200 338 301 mg/dl 23~149
Na 147 147 146 146 mEq/l 141~152
Cl 110 106 108 108 mEq/l 102~117
K 4 4.6 4.8 4.4 mEq/l 3.8~5.0
Ca 9.5 9.6 9.5 9.5 mg/dl 9.3~12.1
P 2.9 4.8 4.3 3.4 mg/dl 1.9~5.0
GLU 110 117 126 103 mg/dl 75~128

Others CRP 1.1 0.3 0.3 mg/dl 0~1
fT4 1 ng/dl 0.5~3.0
v-T4 1.01 µg/dl 1.0~2.9
TSH 0.24 ng/ml 0.08~0.32
v-CORpre 4.2 4.3 µg/dl 1.0~6.0
v-CORpost (1 hr) 22.9 µg/dl
v-CORpost (4 hr) 1.4 µg/dl
v-CORpost (8 hr) 1 µg/dl
ACTH 15 pg/ml 5~36
URE-COR 38 µg/dl
URE-CRE 38.2 mg/dl 190~350
UCC 30.65 ~1.35
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コロニーを形成した分離菌株に対して濁度測定法を用いてファージカクテル MIX1

の溶菌活性を評価した。すると、いずれの菌株に対してもMIX1は菌液の濁度を減少

させ、溶菌活性を示すことがわかった (図 25C-25E)。そこで、生理食塩水による耳洗

浄と、ファージカクテルMIX1の耳道内投与によるファージ療法を 1日 2回、7日間

実施した。すると、徐々に排膿は減少し、粘稠性のある耳垢も減少して症状の改善効

果が認められた (図 25F)。しかしながら、依然耳道内スワブからはコロニーが検出さ

れ、大型や小型コロニーは見られない一方、中型のコロニーが多数検出された (図

25G)。ファージ投与 5 日目の耳垢スワブから分離された中型コロニーに対するファ

ージカクテルMIX1の溶菌活性を調べたところ、ファージ投与前日よりも濁度減少ま

でに要する時間が長く、また濁度減少の程度も小さいことからMIX1に対するファー

ジ耐性菌の出現が考えられた (図 25H)。そこで新たなファージカクテル MIX2 を調

整し、溶菌活性を評価したところ、MIX1よりも濁度の増加を抑え、高い溶菌活性が

認められた (図 25H)。従って、8日目からはファージカクテルMIX2を使用すること

とした。 
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図 25. ファージカクテルMIX1投与による臨床所見・ファージ感受性の推移 
(A) ファージ療法開始前日 (Day 0) の外耳炎罹患耳の肉眼所見。(B) Day 0 の耳垢スワブを

LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。(C) Day 0 のスワブから分

離された大型コロニー (Large colony variant - Day 0) に対するファージカクテル MIX1 の

溶菌活性評価。(D) Day 0 のスワブから分離された中型コロニー (Medium colony variant - 

Day 0) に対するファージカクテル MIX1 の溶菌活性評価。(E) Day 0 のスワブから分離され

た小型コロニー (Small colony variant - Day 0) に対するファージカクテル MIX1 の溶菌活

性評価。(F) Day 5 の外耳炎罹患耳の肉眼所見。(G) Day 5 の耳垢スワブを LB agar に播種

し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。(H) Day 5 のスワブから分離された中型コ

ロニー (Medium colony variant - Day 5) に対するファージカクテル MIX1 及び MIX2 の溶

菌活性評価。ファージの溶菌活性の評価は濁度測定法を用いて行なった。 

 

表 12. スワブから分離された菌種同定結果 

 

Day Bacteria species

Day 0 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day 4 Pseudomonas aeruginosa

Streptococcus dysagalactiae

Day 5 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day 6 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day 7 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day 9 Pseudomonas aeruginosa

Neisseria zoodegmatis

Day 10 Pseudomonas aeruginosa

Day 11 Pseudomonas aeruginosa

Neisseria zoodegmatis

Day 12 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Neisseria zoodegmatis

Day 13 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa

Day 14 Pseudomonas aeruginosa
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3.4. ファージカクテルMIX2の耳道内投与と臨床所見・ファージ感受性の推移 

8日目からファージカクテルをMIX2に変更し、ファージ療法を継続した。臨床所見

上、明らかな悪化や良化は認められなかった。しかし、9日目のスワブから分離され

た細菌に対するMIX2の溶菌活性は既に低下しており、MIX1の溶菌活性と同程度と

なっていた (図 26A, 26B)。そこで、新たにファージΦPA02の分離菌株に対する溶菌

活性を評価すると、MIX1およびMIX2と比較してΦPA02単独で濁度の増加を抑え、

強い溶菌活性を示した (図 26B)。そこで、MIX2にΦPA02を追加した新たなファー

ジカクテルで 13 日目からファージ治療を行うこととした。MIX2+ΦPA02 ファージ

カクテルは 13日目のスワブから分離された細菌に対してもMIX2と比較して濁度の

増加を抑えることがわかった (図 26C, 26D)。また、耳道内に存在する腫瘤性病変が

治療抵抗性の原因となっている可能性を考慮し、同じく 13 日目に内視鏡を用いて腫

瘤性病変を摘出した (図 26E, 26F)。また、後日の病理検査によって腫瘤性病変は耳

垢腺腫であることが判明した。 

 
図 26. ファージカクテルMIX2とΦPA02の溶菌活性と腫瘤性病変の摘出 
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(A) Day 9 の耳垢スワブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。

(B) Day 9 のスワブから分離された中型コロニー (Medium colony variant – Day 9) に対す

るファージカクテル MIX1、MIX2、及びΦPA02単独の溶菌活性評価。(C) Day 13 の耳垢ス

ワブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。(D) Day 13 のスワブ

から分離された中型コロニー (Medium colony variant – Day 13) に対するファージカクテ

ル MIX2、及び MIX2+PA02 の溶菌活性評価。Day 13 における腫瘤摘出前の右耳内視鏡画

像。(F) Day 13 における腫瘤摘出後の右耳内視鏡画像。ファージの溶菌活性の評価は濁度測

定法を用いて行なった。 

 

3.5. 腫瘤性病変摘出後のファージカクテルMIX2+ΦPA02投与による治療 

ファージ投与 13 日目に水平耳道内の腫瘤性病変を摘出し、ファージカクテル MIX2

にΦPA02 を追加してファージ治療を継続すると、粘稠性のある耳垢や排膿はさらに

減少し、耳道内スワブから分離される菌数も減少傾向となった。また、スワブから分

離された細菌に対するファージカクテル MIX2+ΦPA02 の溶菌活性は、退院時の 21

日目まで一定の溶菌活性を保っていたことがわかった (図 27A-27D)。退院とともに

ファージ療法は終了し、自宅にて 1 日 1 回の抗菌薬点耳、及び耳道内洗浄を指示し

た。初回ファージ投与から 34 日目に再診したところ、耳介は乾燥しており、排膿は

全く認められなかった (図 27E)。また、耳道内にも耳垢はほとんど存在せず、耳道内

スワブから細菌は検出されなかった (図 27F)。 
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図 27. ファージカクテルMIX2+ΦPA02の溶菌活性と再診時の状況 
(A) Day 17 の耳垢スワブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。

(B) Day 17 のスワブから分離された中型コロニー (Medium colony variant – Day 17) に対

するファージカクテル MIX2、及び MIX2+ΦPA02 の溶菌活性評価。(C) Day 21 の耳垢スワ

ブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。(D) Day 21 のスワブか

ら分離された中型コロニー (Medium colony variant – Day 21) に対するファージカクテル

MIX2+ΦPA02 の溶菌活性評価。Day 34 の外耳炎罹患耳の肉眼所見。(F) Day 34 の耳垢スワ

ブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した。コロニーは検出されなかった。ファージの溶菌
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活性の評価は濁度測定法を用いて行なった。 

 

3.6. 耳道内スワブ細菌叢解析 

ファージ療法の実施に伴う耳道内の細菌叢、特に P. aeruginosaの分布の推移を調べ

るために、耳道内のスワブを採取し、16S rRNA アンプリコンシーケンス解析 (V3-

V4領域) を実施した (図 28)。すると、P. aeruginosaが属する Pseudomonadaceae 

(シュードモナス科) はファージ療法開始前日に全体の 20.2%を占めていたものの、フ

ァージ投与 4日目では 15.5%と減少傾向であり、引き続き 17日目では 11.6%、さら

に退院時の 21 日目では全体の 0.4%となるまで減少していたことがわかった。また、

初回ファージ投与から 34 日目の再診時では Pseudomonadaceae が占める割合は

0.7%であり、さらにファージ投与前日と比較して、細菌叢の多様性が見られるように

なってきたことがわかった。 

 
図 28. ファージ療法の実施に伴う耳道内細菌叢の推移 

Day 0、Day 4、Day 17、Day21、Day34 の耳道内のスワブを採取し、16S rRNAアンプリコ

ンシーケンス解析 (V3-V4領域) を実施した。2本の黒いバーで挟まれた青色の棒グラフの範

囲は Pseudomonadaceae の割合を表し、その推移を示した。 
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3.7. ファージ耐性菌の変異解析 

ファージ投与 7 日目の耳道内スワブから分離された菌株に対し (図 29A)、ファージ

カクテル MIX1 は溶菌活性をほとんど示さなかったことから (図 29B)、この菌を

MIX1に対するファージ耐性菌 PASz_d7mtとし、次世代シーケンサーを用いた変異

解析を実施した。次世代シーケンサーによって得られた PASz_d7mtのショートリー

ドデータを PASz の全ゲノム配列にマッピングしたところ、マッピング率は 99.93%

であり、カバレッジの中央値は 414であった。また、USG-1 (Aspartate-semialdehyde 

dehydrogenase) と FimV (type IV pilus assembly protein) をコードする遺伝子に

またがる領域、1232 bpのカバレッジが全くなく、この領域の塩基配列は欠損してい

ることがわかった (図 29C)。さらに、SNV、Indelとして 7つの遺伝子に変異が生じ

ていることがわかった (表 13)。 

 
図 29. PASz_d7mtのファージ抵抗性および変異解析 

(A) Day 7 の耳垢スワブを LB agar に播種し、37℃一晩培養した際に形成されたコロニー。
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(B) Day 7 のスワブから分離された中型コロニー (Medium colony variant – Day 7) に対す

るファージカクテルMIX1の溶菌活性評価。(C) PASz_d7mtのショートリードデータをPASz

全ゲノム配列にマッピングした際のマッピング状況。上段はカバレッジを表し、下段は CDS

領域を示す。USG-1 と FimV をコードする領域 1232 bp のカバレッジがなく、欠損していた

ことがわかった。 

 

表 13. PASz_d7mtの SNV, Indel 

 

del, deletion; snp, single nucleotide polymorphism. 

 

3.8. ファージ耐性化に伴う運動性の変化 

ファージ耐性菌 PASz_d7mtに認められた変異遺伝子のうち、fliG と fimVに着目し
た。FliGは Cリングと呼ばれる鞭毛の基部を形成するタンパク質であり[173]、FimV

はⅣ型線毛の組み立てに重要な役割を持つタンパク質である[150]。鞭毛、およびⅣ型

線毛は P. aeruginosaの運動性に強く関与しており、さらに運動性はバイオフィルム

形成や細胞への接着にも密接に関与することが報告されている[23, 37, 146]。そこで、

PASz と鞭毛及びⅣ型線毛の機能異常が予測される PASz_d7mt の運動性を評価し、

比較した。鞭毛を介した運動性を評価する Swimming assayでは、PASzはスポット

した培地中心点からシャーレの外縁に迫る程に菌の増生が見られる一方 (図 30A)、

PASz_d7mtは PASzよりも狭い範囲でしか増菌が見られなかった (図 30B)。また、

Ⅳ型線毛を介した運動性を評価する Twitching assayにおいても PASzは同心円状に

シャーレの底を移動した様子が見られるのに対し(図 30C)、PASz_d7mt ではほとん

ど移動している様子が認められなかった (図 30D, 30E)。つまり、ファージ耐性菌

POS TYPE REF ALT EFFECT COVERAGE (%) NT_POS AA_POS GENE PRODUCT

1936559 snp A G missense_variant Asn87Asp 370 (100%) 259/2772 87/923 gyrA
DNA gyrase
subunit A

2798765 snp A G missense_variant Leu67Pro 402 (100%) 200/564 67/187 pvdS
pyoverdine signaling
pathway sigma factor

3588743 snp A G missense_variant Val211Ala 408 (99.8%) 632/1281 211/426 clpX_2
ATP-dependent Clp
protease ATP-binding
subunit

4332862 del GAC G frameshift_variant Val166fs 415 (100%) 497/1017 166/338 fliG
Flagellar motor
switch protein

4767264 del
CGCGCCGGG
TTCGCCGA

C frameshift_variant Arg263fs 258 (100%) 788/969 263/322 cmoB
tRNA U34
carboxymethyltransferase

5339255 snp A G missense_variant Asp329Gly 374 (100%) 986/2847 329/948 parA
chromosome
partitioning protein

5849334 snp A C missense_variant Met31Leu 376 (100%) 91/405 31/134 hypothetical protein
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PASz_d7mtにおいて鞭毛、及びⅣ型線毛を介した運動性の低下が認められた。 

 

 
図 30. ファージ耐性菌の運動性評価 

(A) PASz、及び (B) PASz_d7mt の Swimming assay。固形化させた 0.25%Agar の LB agar

の中心に OD=1.0 の菌液を滴下し、37℃で 16 時間培養して観察した。(C) PASz、及び (D) 

PASz_d7mt の Twitching assay。1%Agar の LB agar の中心に新鮮な単一コロニーをピック

したチップを突き刺し、37℃で 24時間培養したのち直径を測定した。スケールバーは 5 mm

を表す。(E) Twitching assay にて PASz が染色された直径を 100%とした時の PASz_d7mt

が染色された直径の割合を表した。各独立した 3 回の試行を実施し、平均値±SE で示した。

統計処理は F検定にて等分散性を確認したのち、スチューデントの t検定を実施し、p < 0.05

で有意差とした (**p < 0.01)。 
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4. 考察 

 

伴侶動物医療におけるファージ療法の実施はわずか 2例の報告のみである[64, 104]。

いずれもイギリスの研究チームでイヌの P. aeruginosa感染を伴う細菌性外耳炎を対

象としていた。2006 年に初めて報告されたケースレポートでは 5 歳のセントバーナ

ードにファージ療法を実施し、臨床データや使用したファージの詳細なデータの記載

がほとんどないものの、点耳投与した 27 時間後に劇的な症状の改善が見られ、また

副作用等も見られなかったと報告がなされている[104]。また、2010 年には 10 頭の

イヌに対し、各 1.0×105 PFU/mLのファージを 6種混合したカクテルを点耳薬とし

て単回投与して 48時間後に評価したところ、耳道内の緑膿菌数は治療開始前の 67%

と減少したことがわかった[64]。しかしながらファージは単回投与のみでその後の治

療は行われず、また残念ながらカクテルに用いたファージの詳細なデータの記載はな

かった。いずれの報告も限定的な情報ではあるものの、P. aeruginosa 感染を伴うイ

ヌ細菌性外耳炎に対するファージの局所投与の有効性を示唆する研究である。そこで、

本研究では RGU-AMC に来院し、既存治療に抵抗性を示した P. aeruginosa 感染を
伴う難治性慢性外耳炎に罹患したイヌに対し、ファージ療法を実施するとともにその

詳細な治療経過とファージ耐性菌について解析を行なった。 

 イヌの外耳炎の病態に関与する要因は PSPP 分類によってカテゴリー化され、

主因 (Primary causes)、副因 (Secondary causes)、増悪因 (Perpetuating factors)、

素因 (Predisposing factors) の 4 つに分けて考えられる[110]。主因は単独で外耳炎

を発生させる因子であり、P. aeruginosa をはじめとする細菌感染症は含まれない一
方、アトピー性皮膚炎や食物アレルギーなどのアレルギー疾患、脂漏症といった角化

異常症、甲状腺機能低下症や副腎皮質機能亢進などの内分泌失調などが含まれる。一

方、細菌感染症やマラセチアの感染は副因に含まれ、外耳炎が起こった結果として２

次的に付随する因子とされている。つまり、P. aeruginosa 感染は外耳炎を引き起こ

す直接的な原因ではなく、外耳炎の結果として感染・増殖したということである。そ

のため、包括的な外耳炎の治療には主因を見つけ出し、治療の介入によりコントロー

ルすることが重要である。また、増悪因は外耳炎が起こった後に発生する耳の構造上

の変化であり、耳道の浮腫や狭窄といった耳道の変化、分泌腺の変化、中耳の変化な

どが含まれ、外耳炎をより重症化させうる因子とされる。素因は外耳炎が起こる前か
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ら存在し外耳炎の発生リスクを高める因子として、ポリープや腫瘍による耳道の閉塞

性病変や垂れ耳などの耳の形態的問題、湿性環境などが含まれる。従って、本症例の

外耳炎を PSPP分類に従って要因を分類すると、主因としては年齢や血液検査、画像

検査所見を踏まえると食物アレルギーと副腎皮質機能亢進症が考えられ、副因は P. 
aeruginosa、増悪因は耳道の狭窄といった耳道の変化が挙げられ、素因としては耳垢

腺腫による閉塞性病変が存在していた。今回、主因として肝数値の上昇や両側の副腎

腫大などの所見から副腎皮質機能亢進症を疑ったが、副腎皮質機能亢進症を疑う明ら

かな臨床兆候 (持続的な多飲多尿や腹囲膨腹、非掻痒性両側性脱毛など) に乏しく、

また ACTH 刺激試験や LDDST などにおいても確定診断に至る数値ではなく、治療

の介入は行わなかった。しかしながら、日によっては多飲多尿を示し、また UCCや

C-ALP が高値示したことから完全に副腎皮質機能亢進症を否定することは難しく、

今後主因特定のために再度精査するべきである。また、食物アレルギー用の療法食を

処方していたが、除去食試験や完全な食事制限は入院期間中に行うことはできず、食

物アレルギーの関与を完全には否定できなかった。一方、外耳炎の素因となる腫瘤性

病変 (耳垢腺腫) を摘出した直後より外耳炎の症状は劇的に改善し、排膿や顕著な細

菌数の減少が認められた。耳道内に腫瘍といった閉塞性病変が存在することで外耳炎

になるリスクが常に高く、また細菌が増殖しやすい環境が作られ、さらには抗菌薬や

ファージを耳道内に局所投与した際にも感染巣へのアクセスが阻害され、効率的な殺

菌・溶菌作用を得ることができなかったと考えられる。本研究では外耳炎の主因の特

定と治療の介入には至らなかったものの、耳道内の腫瘤性病変の摘出といった素因に

対する治療介入と P. aeruginosa感染に対するファージ療法を組み合わせることによ
り慢性難治性外耳炎が奏功した世界で初めての報告である。また、外耳炎のコントロ

ールには細菌を排除することだけに注力するのではなく、外耳炎発症の背景に存在す

る要因に目を向けた包括的な治療の介入が重要であるという知見が得られた。 

 今回のファージ臨床試験実施に際し、治療に使用したファージは被検動物か

ら事前に分離した P. aeruginosa PASz に対して溶菌活性を有するファージを選択、

または新規分離して常に最適なファージカクテルとなるよう設計した、いわゆる個別

型ファージ療法 (Personalized phage therapy) を実施した。このようなファージ療

法はアメリカにおける最初のファージ療法成功例である“パターソン症例”や、ベル

ギーではMagistral phage therapyと呼ばれ、実際に開始されている[65, 130]。決め
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られたファージを事前にカクテル化して使用する固定型ファージ療法 (Fixed phage 

therapy) と異なり、患者、及び原因菌に対してオーダーメイド型の治療を提供する

ことが可能である。使用するファージがその都度異なることから製剤として承認させ

るのは難しいものの、アメリカ FDA は未承認の薬剤であってもエンドトキシンレベ

ル、及び無菌性が実験室レベルで確保されている場合に限り、緊急的な使用を可能と

している (emergency Investigational New Drug, eIND)[65]。本臨床試験で用いたフ

ァージのほとんどはゲノム情報が未知な新規ファージであったものの、eINDの考え

に基づき、有効性、エンドトキシンレベル、及び無菌性を実験室レベルで確保して治

療を行なった。特に、エンドトキシンはグラム陰性菌に対して溶菌性を有するファー

ジを増幅させる際に必ず宿主を溶菌する過程を介するため、未精製のファージ試料に

は多くのエンドトキシンが混入していることが考えられる[66]。実際、今回の臨床試

験に際し増幅させた未精製ファージ試料中にはエンドトキシンが含まれており、また

CsCl 密度勾配を用いた超遠心法、及びポア径 100 kDaフィルターを用いた限外濾過

を実施してもエンドトキシンレベルが減少することはなかった (data not shown)。

一方、エンドトキシン除去カラム (EndoTrap HD) を使用するとエンドトキシンレベ

ルが減少したため、臨床試験に使用したファージは全てこの除去カラムによる精製処

理を実施した。本結果は様々な手法によるファージ試料中のエンドトキシン除去率を

比較検討した Hietalaらの研究結果と一致していた[66]。局所投与に用いる薬剤のエ

ンドトキシンレベルの規格は存在しないため、本研究では静脈内投与の規格、5.0 

Endotoxin Units (EU)/kg/hr に準ずるよう必要において生理食塩水で希釈してファ

ージ試料を作製した[66]。また、21日間のファージ療法実施期間中、及び退院 2週間

後の再診時においてファージ投与による顕著な副作用は身体検査上、及び血液検査上

認められなかった。ファージ療法によって耳道内の P. aeruginosaが溶菌されるとエ
ンドトキシンが放出されることが予想されたが、エンドトキシンによる反応も確認さ

れなかった。従って、今回の臨床試験を通し、イヌ外耳炎に対してエンドトキシンレ

ベル、無菌性を確保したファージカクテルの (局所投与) 点耳投与の安全性が示され

た。 

 パターソン症例では Acinetobacter baumannii感染に対するファージ療法が
成功したが、ファージ療法開始後 8日目にてファージ耐性菌の出現が認められている

[65]。しかし、ファージ耐性菌出現確認後 72 時間以内に新規ファージの分離が開始
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され、新たなファージカクテルを設計して治療を継続したことにより奏功するに至っ

た。今回の臨床試験においても投与開始 5 日目にはコロニー性状の異なる P. 
aeruginosaが分離され、本菌に対するファージカクテルMIX1の溶菌活性は低下し、

ファージ耐性菌の出現が認められた。その後迅速にファージカクテルを新調し対応す

るも再びファージ耐性菌が出現し、合計 2回ファージカクテルを変更することとなっ

た。このように細菌は抗菌薬に対して耐性を獲得するのと同様、ファージに対しても

耐性を獲得することが知られている[120]。特に細菌表面に存在する莢膜や LPS、線

毛、WTA、膜タンパク質などはファージのレセプターとして使用されるため、遺伝子

変異などによりこれら構造体が変化、あるいは完全に欠損することでファージは宿主

に感染できなくなり、細菌はファージ耐性を獲得することが知られている[6, 112, 

120]。従って、常に病原菌に対する溶菌作用を持つファージを投与するためには、頻

繁に病巣から菌を分離し、ファージ耐性菌出現の有無をモニタリングする必要がある。

ファージ耐性菌が出現した際には、迅速に溶菌作用を示すファージを選択し直す、あ

るいは新規分離する必要がある。また、あらかじめ異なるレセプターを認識するファ

ージをカクテル化することによりファージ耐性菌の出現を防ぐ、または耐性菌が出現

するまでの時間を稼ぐことが可能であるとされている[65]。従って、ファージを分離

した際にゲノム情報の決定、及びレセプターを特定し、異なるレセプターを認識する

ファージを多数集めたファージバンクを作成することで、ファージ耐性菌の出現しに

くいカクテル、また耐性菌に対する新たなカクテルの設計が迅速に行うことができる。

一方、細菌のファージ耐性獲得は細菌に適応コスト (fitness cost) を強いるとされ、

特にファージのレセプターとして使われる細胞壁構造は病原性因子としても使われ

ることから、これらの変異は細菌の病原性を低下させうることが示唆されている[59]。

実際にパターソン症例において出現が確認されたファージ耐性 A. baumannii株 TP3

では莢膜が欠損し、ファージと抗菌薬を併用した際の殺菌効果の増強が確認されてい

る[65]。今回の臨床試験においても 7日目に出現したファージ耐性菌 PASz_d7mtの

変異解析を実施したところ、複数の遺伝子に変異が認められた。一般的に P. 
aeruginosa溶菌性ファージは宿主菌の LPSやⅣ型線毛をレセプターとして使用して

おり[15]、ファージ耐性菌においてこれらの構成に関わる遺伝子に変異が認められる

ことが多いとされている[172]。今回の PASz_d7mtの変異解析においてⅣ型線毛の組

み立てに関与する FimVをコードする遺伝子の一部に欠損が認められたことから、フ
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ァージカクテル MIX1 にⅣ型線毛をレセプターとして認識するファージが混在して

いたことがわかった。また、Ⅳ型線毛及び鞭毛の機能が P. aeruginosaの運動性に強

く関与しており、さらにこれら運動性は細胞への接着、バイオフィルム形成等にも密

接に関与することが報告されている[23, 37, 146]。PASz_d7mtは FimVの他に、Cリ

ングと呼ばれる鞭毛の基部を形成するタンパク質である FliG 遺伝子の変異が認めら

れたため[173]、運動性の変化について評価した。するとファージ耐性菌 PASz_d7mt

はⅣ型線毛、及び鞭毛を介した運動性が顕著に低下していた。従って、PASz はファ

ージカクテルMIX1に対してファージ耐性を獲得した一方、Ⅳ型線毛と鞭毛を介した

運動性が低下し、それに伴って細胞への接着性やバイオフィルム形成能が低下してい

ることが考えられる (図 31)。ゆえに、今回の臨床試験におけるファージ療法による

耳道内の細菌数の減少と外耳炎症状の改善は、単にファージカクテルによる溶菌作用

だけではなく、細菌のファージ耐性化に伴い外耳道内から排除されやすい表現型へ変

化してしまったことが寄与している可能性がある。今後、ファージ耐性化と耐性獲得

に伴う表現型変化による病性性の低下といったトレードオフの関係とその法則を見

出すことができれば、細菌のファージ耐性化を逆手に取った次世代型の細菌感染症治

療を展開することが可能となるかもしれない。 

 

 
図 31. PASzのファージ耐性化と病原性低下のトレードオフ関係の模式図 
ファージ投与開始前に被検動物から分離された PASz が存在する外耳道内に、Ⅳ型線毛をレ

セプターとすると思われるファージを含むカクテル MIX1 を点耳投与するとⅣ型線毛の組み

立てに関与する fimV の変異を有し MIX1 に耐性を示す PASz_d7mt が分離された。また、

PASz_d7mt は鞭毛を構成する fliG にも変異を有し、Ⅳ型線毛及び鞭毛を介した運動性の低

下が認められた。運動性の低下は鞭毛やⅣ型線毛の機能不全、あるいは欠損を示唆している。
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これら運動は組織定着性やバイオフィルム形成にも関与するため、これら能力も低下してい

ることが示唆される。 

 

5. 小括 

 

イヌの外耳炎は最も発生が多い疾患の 1つであり、特に薬剤耐性及びバイオフィルム

形成能を持つ P. aeruginosaの感染を伴う外耳炎の治療は非常に困難であることが知

られている。今回、RGU-AMCに来院し、既存治療に抵抗性を示した P. aeruginosa
感染を伴う難治性慢性外耳炎に罹患したイヌに対し、ファージカクテル療法を実施す

るとともに治療過程において出現が認められたファージ耐性菌について解析を行な

った。被検動物は持続的に外耳炎を罹患する右耳から膿汁が排出されており、耳道の

狭窄がみられ、水平耳道には直径 10 mm程度の腫瘤性病変が確認された。ファージ

投与開始前に被検動物の耳垢スワブから単離した P. aeruginosa PASz に溶菌性を示

すファージを選択、及び新規に分離しファージカクテル設計して点耳投与によるファ

ージ療法を行なった。ファージ療法を開始すると一部症状の改善が認められたものの

完全には奏功せず、またファージ耐性菌の出現が認められた。ファージ耐性菌に対し

て溶菌活性を示すファージを新たに分離し、また耳道内の腫瘤性病変を摘出して治療

を継続した。すると、さらに外耳炎症状は改善し、再診時には耳垢スワブから P. 
aeruginosaは検出されなかった。耳道内の皮膚細菌叢解析を実施して P. aeruginosa
を含む Pseudomonadaceae の分布の推移を調査したところ、ファージ療法開始前は

全体の約 20%程度を占めていたが、治療開始とともに減少し、退院時及び再診時では

全体の 1%以下となっていた。また、治療 7日目に分離されたファージカクテルMIX1

に対するファージ耐性菌 PASz_d7mtの変異解析を実施したところ、Ⅳ型線毛の組み

立てに関わる fimVや鞭毛を構成する fliGなどに変異が認められた。ファージ耐性菌
PASz_d7mt における運動性を評価したところ、Ⅳ型線毛及び鞭毛を介した運動性が

低下していることがわかった。本研究における実際の細菌感染症症例に対するファー

ジ療法の実施はヒトを含め日本では初の実施である。本研究を通じ、耳道内の腫瘤性

病変の摘出とファージカクテル療法を組み合わせることによって、慢性難治性のイヌ

外耳炎症例を奏功させるに至った。また、ファージ療法実施に伴うファージ耐性菌の

出現可能性について言及し、ファージ耐性化によるトレードオフを利用した次世代型
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の細菌感染症治療法の展開を示唆する結果を示した。 
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第Ⅴ章 メチシリン耐性黄色ブドウ球菌のファージ耐性化に伴う 

薬剤感受性上昇と病原性低下のトレードオフ 

 

1. 序文 

 

WHO は、2017 年 2 月に薬剤耐性菌の中でも新たな抗菌薬開発の緊急性が高い薬剤

耐性菌 12 種類がリストアップされた「priority list」を公表し、その中で MRSA は

カテゴリー「High」に分類され、報告数は最も多い[3]。MRSAが分離される主な疾

患として肺炎、菌血症、皮膚・軟部組織感染症、手術創感染症，尿路感染症などがあ

る[36]。また、人の医療現場のみならず、家畜動物や伴侶動物などの獣医領域でも検

出され[72, 73]、MRSAに対する新たな治療戦略の開発が全世界の医療、そして獣医

療で求められている。 

S. aureusは、ペンタグリシン側鎖を持つペプチドグリカン前駆物質がペニシ

リン結合タンパク質 (Penicillin binding proteins, PBPs) の働きによって架橋を形

成することで、堅牢性のある細胞壁を合成する[142]。β-ラクタム系抗菌薬はこの細

胞壁合成酵素である PBPsに結合・ペプチドグリカン合成を阻害することで殺菌作用

を示す[155]。しかしながら、MRSA は Mobile genetic element として知られる

Staphylococcal cassette chromosome mec (SCCmec) を外来性に獲得することでβ-

ラクタム系抗菌薬に耐性を示すようになる[128]。SCCmec 内の mecA がコードする
PBP2a (PBP2’とも呼ばれる) は本来持っている内在性の PBPsとは異なり、β-ラク

タム系抗菌薬と低親和性であり、β-ラクタム系抗菌薬存在下で内在性 PBPs の機能

が阻害されている状況においても PBP2a によってペプチドグリカンを架橋形成する

ことができる[128]。 

MRSAなど薬剤耐性菌に対する治療戦略の 1つとして、バクテリオファージ

を用いたファージ療法の応用が近年期待される一方、細菌はファージに対しても耐性

化することが報告され、治療に用いる際の懸念材料となっている[120]。実際のヒト医

療におけるファージセラピー応用例であるパターソン症例においてもファージ耐性

菌の出現が確認されており[65]、また第 4章で述べたように、RGU-AMCにて実施さ

れた P. aeruginosa感染を伴う外耳炎に対するファージ療法臨床試験実施の際もファ

ージ耐性菌の出現が確認された。細菌のファージ耐性化機構は大きく 5つのステップ
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からなり、1) 宿主レセプターへの吸着阻害、2) 宿主菌内へのファージ DNA の注入

阻害、3) ファージ DNA合成阻害、4) ファージ粒子形成阻害、5) エンドライシンの

溶菌作用に対する阻害が知られている[112]。S. aureusの多くはファージレセプター
の変異による吸着阻害や制限修飾系によるファージDNAの切断によってファージ耐

性を獲得することが知られており、一方でファージ DNAの注入阻害やエンドライシ

ンの溶菌作用に対する阻害によるファージ耐性は報告がない[112]。phiSA012を含む

S. aureus 溶菌性ファージの多くは壁タイコ酸 (wall teichoic acid, WTA) をレセプ

ターとしており、WTA 合成酵素の変異によってファージの吸着が阻害され、ファー

ジ耐性を獲得することが報告されている[4, 7]。 

細菌はファージによる溶菌を逃れるために様々な戦略を駆使してファージ耐

性を獲得する一方、fitness cost として細菌にとって不利益な表現型となってしまう

ことが近年報告されつつある[59]。P. aeruginosa溶菌性ファージ OMKO1は細胞膜

に存在する薬剤排出ポンプをレセプターとするファージであり、OMKO1に耐性を獲

得した多剤耐性 P. aeruginosaは薬剤排出ポンプで排出されるはずだった抗菌薬に対
して感受性を示すようになるといった報告がされている[27, 28]。また、第 4 章で述

べたように、RGU-AMCにて P. aeruginosa感染を伴う外耳炎に対してファージ療法

を実施した際に出現したファージ耐性菌について解析したところ、運動性、バイオフ

ィルム形成、組織定着性に関わる鞭毛とⅣ型線毛をコードする遺伝子に変異が認めら

れ、運動性の低下という表現型の変化を確認した。一方、S. aureusのファージ耐性
に伴う表現型の変化についての報告は少なく、筆者が知る限り、ファージMSaに耐性

を獲得した S. aureus A172株において、増殖率の減少、いくつかの病原性遺伝子発

現量の減少、莢膜産生量の変化が見られたという報告と[24]、ファージ PYOSaに耐性

を獲得した S. aureus Newman株において、小型のコロニーを形成し、ペプチドグリ

カン合成に関わる femA変異とともにオキサシリン感受性の上昇が認められた報告の
2 例のみである[14]。このように、どちらの報告においてもファージに対する耐性を

獲得する一方で、細菌にとって不利益な表現型となってしまうという進化的トレード

オフの関係性が成り立つことを示唆している。このファージ耐性化に伴うトレードオ

フ関係を明らかにすることで、溶菌作用による細菌数の減少を図る従来のファージ療

法とは異なり、細菌がファージ耐性化することを前提に、抗菌薬感受性の向上や病原

性の低下を狙った新たなファージ療法の展開が可能となる。 
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そこで、本研究では多剤耐性および病原性タンパク質を産生するMRSAに着

目し、S. aureus溶菌性ファージ phiSA012に対するファージ耐性化メカニズムの解

明とファージ耐性獲得に伴う表現型の変化について解析した。ファージ耐性を獲得し

た臨床分離株MRSA2007-13のゲノム解析を実施し、ファージ耐性化に寄与する責任

遺伝子の特定を行った。変異遺伝子として細胞壁合成酵素および転写調節因子をコー

ドする遺伝子が検出されたため、細胞壁ペプチドグリカン構造の解析、及び RNA-seq

による網羅的な発現変動遺伝子の検出を行った。さらに、ファージ耐性菌の表現型の

変化を捉えるため、抗菌薬感受性、及び病原性の変化について解析を行なった。 

 

2. 材料と方法 

 

1) 培地 

Luria-Bertani (LB) broth は、1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, 

Dickinson and Company, New Jersey, USA) を混合して作成した。 

LB agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and Company, 

New Jersey, USA)、0.5 % BactTM yeast extract (Becton, Dickinson and Company, 

New Jersey, USA)、1.5 % agar (富士フィルム和光純薬工業 (株)、大阪、日本)を混合

して作成した。 

LB top agar は 1.0 % NaCl、1.0 % BactoTM Tryptone (Becton, Dickinson and 

Company, New Jersey, USA)、0.5 % yeast extract (Becton, Dickinson and Company, 

New Jersey, USA)、0.5 % アガロース ME（岩井化学薬品 (株)、東京、日本）を混

合して作成した。 

 

2) 使用菌株 

今回用いた細菌は表 14に示す。全ての細菌は LB brothを用いて 37℃、180 rpmに

て振とう培養して使用した。 
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表 14. 使用菌株 

 
 

3) バクテリオファージ 

牛乳房炎由来 S. aureus SA003を宿主とし、下水処理場内の水から分離されたビルレ

ントファージ phiSA012 (NC_023573.1) を使用した[160]。 

 

4) スポットテストと EOP測定 

各菌液 100 µLを 3mLの LB top agarに加え、LB agar上に播種した。LB top agar

が固まった後、1.0×108 PFU/mLから 1.0×101 PFU/mLまで 10倍希釈ずつされた

phiSA012を 4µL滴下し、37℃で一晩培養した。翌日、ファージによる溶菌によって

形成されるプラーク数をカウントし、Efficacy of Plating (EOP) を測定してプラーク

形成能を菌株間で比較した。EOP は各菌株の PFU をコントロールホストである

SA003の PFUで割ることで算出した。各菌株独立した 3回の試行を実施し、EOPの

平均値を算出した。 

 

5) MRSA2007-13のファージ耐性菌株の分離 

LB brothを用いて 37℃、180 rpmにて一晩振とう培養した臨床分離株MRSA2007-

Bacterial strains Description Reference Accession number

MRSA2007-13 Clinical isolates from human Ishihara et al. [73] AP024511, AP024512
MRSA2007-13 SAm1-101 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-102 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-103 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13SAm1-104 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-105 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-202 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-203 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-204 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-205 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-206 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-207 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-208 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-209 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-210 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-211 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-212 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-213 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-214 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-215 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study

MRSA2007-13 SAm1-216 phiSA012-resistant variant of MRSA2007-13 This study
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13の菌液 40 µLを LB broth 4mLに加え、37℃、2時間振とう培養した後、phiSA012 

(1.0×109 PFU/mL) 40 µLを加え、さらに 37℃で 6日間振とう培養した。その後、

1mL の PBS にて 4 度洗浄を繰り返し、LB agar に画線塗抹した。37℃で一晩培養

後、培地上に形成された単一コロニーを採取し、それぞれを 3mLの LB broth に加

え、37℃で一晩振とう培養しクローニングした。これをファージ耐性菌候補株として

終濃度 25%グリセリンの状態で-80℃にて保存した。クローニングされた耐性菌候補

株のファージ耐性はスポットテストにて検証した。スポットテストにて Wild type 

(WT) である MRSA2007-13 と比較し、EOP の減少が認められなかった菌株はファ

ージ耐性を獲得していないとして、以降の試験から排除した。また、スポットテスト

において Turbid な溶菌斑は確認されるものの、プラーク形成が認められなかった株

は SAm1-100番台、全く溶菌斑が形成されなかったものは SAm1-200番台の菌株名

をつけて管理した (表 12)。さらに、ファージ耐性は経時的濁度測定法を用いても検

証を行なった。 

 

6) 経時的濁度測定法によるファージ溶菌活性評価 

濁度測定法を用いてファージ phiSA012の被検菌株に対する溶菌活性を評価した。溶

菌活性評価に用いた菌株は LB broth を用いて約 1.0×108 CFU/ml になるまで 37℃

で振とう培養した。各菌液に phiSA012が終濃度約 1.0×107 PFU/ml (MOI ≒ 0.1) 

となるように混合し、波長 590 nm における吸光値をプレートリーダー (Sunrise 

Rainbow Thermos RC, TECAN Austria GmbH, Salzburg, Austria) を用いて経時的

に測定した。3回の独立した実験を行い、エラーバーは 1時間毎に平均値±標準誤差 

(mean±SE) を示した。 

 

7) MRSA2007-13の全ゲノム解析 

MRSA2007-13株を LB brothにて 37℃、一晩振とう培養した。GenEluteTM Bacterial 

Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, USA) を用いてゲノム DNAを抽出・精製した。

DNA シーケンス解析は株式会社生物技研に委託した。MGIEasy FS DNA Library 

Prep Set (MGI, China) とMGISP960 (MGI, China) を用いてライブラリーを作製

した後、次世代シーケンサーDNBSEQ-G400 (MGI, China) を用いて 2×200 bpの条

件でシーケンシングし、ショートリード配列を取得した。また、Ligation Sequence 
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Kit (Oxford Nanopore Technologies, UK) を用いてライブラリー調整し、GridION

と R9.4.1 フローセルを用いてシーケンシングし、ロングリード配列を取得した。シ

ョートリード配列は Cutadapt (ver 2.7) を用いてアダプター配列を除去し、Seqkit 

(ver 0.11.0) を用いて約 350万リードペアの配列をサンプリングした。さらに、Sickle 

(ver 1.33) を用いて、クオリティ値 20 未満の塩基を取り除き、127 塩基未満になっ

たリードとそのペアリードを破棄した。一方、ロングリード配列は Porechop (ver 

0.2.3) を用いてアダプター配列を除去し、Filtlong (ver 0.2.0) を用いて 1000塩基以

下のリードを削除した。その後、Unicycler (ver 0.4.7) のデフォルト条件でショート

リードとロングリードをハイブリッドアセンブリした。Bandage (ver 0.8.1) を用い

てアセンブルされたコンティググラフの結果を確認し、CheckM (ver 1.1.2) を用いて

アセンブルされたゲノムデータの完全性を確認した。アノテーションは DDBJ Fast 

Annotation and Submission Tool (DFAST) を用いて付与した。MRSA2007-13の完

全長ゲノム及びプラスミドは DDBJ に登録し、アクセッション番号はそれぞれ

AP024511、AP024512である。 

 

8) ファージ耐性MRSA2007-13株の変異解析 

ファージ耐性菌株であるMRSA2007-13 SAm1-108株、MRSA2007-13 SAm1-201株

それぞれを LB broth にて 37℃、一晩振とう培養した。GenEluteTM Bacterial 

Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, USA) を用いてゲノム DNAを抽出・精製した。

DNA シーケンス解析は株式会社生物技研に委託した。MGIEasy FS DNA Library 

Prep Set (MGI, China) とMGISP960 (MGI, China) を用いてライブラリーを作製

した後、次世代シーケンサーDNBSEQ-G400 (MGI, China) を用いて 2×200 bpの条

件でシーケンシングし、ショートリード配列を取得した。得られたリードは

Trimmomatic (ver 0.3.9) を用いてアダプター配列、及び低品質リードを除去したの

ち、BWA (ver 0.1.17) を用いてファージ療法開始前に分離された菌株のゲノム配列

にマッピングした。snippy (ver 4.6.0) を用いて一塩基多型  (Single nucleotide 

variant, SNV) や挿入/欠失 (Insertion/ deletion, Indel) を検出した。大規模な Indel

は snippyで検出できないため、CLC Genomics Workbench、及び IGVを用いてマ

ッピング状況を目視で確認して検出した。 
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9) サンガーシーケンシング 

ファージ耐性菌株をそれぞれ LB agar に画線塗抹し、37℃で一晩培養した。翌日、

LB agar上に形成された単一コロニーを PCRに供した。コロニーPCRは 1サンプル

あたり KOD FX Neo (東洋紡 (株)、大阪、日本) 0.4 µL、2 mM dNTPs (東洋紡 (株)) 

4 µL、2×PCR Buffer for KOD FX Neo (東洋紡 (株)) 10 µL、各プライマー (5 pmol) 

1µL、滅菌水 3.6 µL を混和したものに、滅菌ピペットチップで単一コロニーを釣菌

したものを加えた。使用したプライマーは表14に示す。PCR反応はC1000™ Thermal 

Cycler (Bio-Rad, California, CA, USA) を使用して 94℃2分の反応後、98℃ 30 秒・

58℃ 30 秒・72℃ 1 分 30 秒を 35 サイクル実施し、最後に 72℃ 5 分にて反応させ

た。得られた PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit (日本ジェネティクス株

式会社、東京、日本) を用いて精製した。サンガーシーケンシングは北海道システム・

サイエンス株式会社に受託した。プライマーはコロニーPCR を実施した際と同一の

プライマーを使用した。シーケンシングした波形データは GeneStudio で解析し、

CLC Genomics Workbenchにてアライメントして変異の有無を確認した。 

 

表 15. コロニーPCR及びサンガーシーケンシングに用いたプライマー配列 

 

 

10) 吸着試験 

MRSA2007-13、及びファージ耐性菌株を一晩前培養し、OD600 ≓ 1.0 になるように

LB brothで希釈した菌液 900 µLに phiSA012 (1.0×106 PFU/mL) 100 µLを混合し

て氷上で 20 分間静置した。その後、10,000×g、1 分、4℃で遠心し、上清を回収し

て SM buffer を用いて 100 倍に希釈した。上清中には菌に吸着できなかった

phiSA012が含まれているため、この上清をファージ液としてプラークアッセイを実

施した。MRSA2007-13 110 µLと 100倍希釈した遠心上清 110 µLを混合して室温に

Primers Sequences Reference

femA Fw: 5'-CAAAGCCATCATTCTCACGGG-3' This study
Rv: 5'-CAGAGGGGAAATAGAAAAACTGC-3' This study

mgrA Fw: 5'-AACGTGGTTTTACCACTACCC-3' This study
Rv: 5'-ACAAGCTTACGCGTGCTAATTG-3' This study
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て 10分間静置した。混合液 200 µLを 3mLの LB top agarに加え、その後 LB agar

上に播種し 37℃で一晩培養した。翌日、ファージによる溶菌によって形成されるプ

ラーク数をカウントし、以下の計算式に基づき吸着率を算出した。3回の独立した実

験を行い、エラーバーは平均値±標準誤差 (mean±SE) を示した。統計処理は多重

比較検定である Dunnett検定を用いて有意差を評価した。p<0.05の場合を有意差あ

りとした。 

 

元ファージ液力価−上清中ファージ力価
元ファージ液力価

× 100 

 

11) 透過型電子顕微鏡による細胞壁構造の観察 

一晩前培養した被検菌液を half Karnovsky 固定液 (2.5%グルタールアルデヒドと

2%パラホルムアルデヒドを含む 0.1 M リン酸ナトリウム (pH7.4)) にて固定した。

その後、1%オスミウム水溶液にて同様に固定を行った。遠心分離後の細菌ペレットに

2%低融点アガロース溶液を加えて懸濁し、ゲル化させた。固定化細菌が混入したゲル

を 1×1×1 mm 四方ブロックに切り出し、ブロックごとエタノールに浸漬して脱水

した。その後、電子顕微鏡用置換剤 QY-1 溶液に合計 2 回、それぞれ 30 分間ずつ浸

漬した。その後、QY-1:Quetol mix (Methyl nadic anhydride: Quetol 812: Dodecenyl 

succinic anhydride:DMP-30 = 5:10:5:0.1) に浸漬し、室温で 1時間振とうしたのち、

Quetol mixで再度 1時間振とうした。最後にシリコンカプセルに予め Quetol mixを

入れ、試料を添加した後に 60℃で 48時間保持して Quetol樹脂を固形化させた。固

形化した樹脂の試料部分から 100 nmの超薄切片を作製し、200メッシュのグリット

にすくい取り、乾燥させた。4%酢酸ウランで 20分間、クエン酸亜鉛で 10 秒間染色

を行い、透過型電子顕微鏡 (HT7700, Hitachi) を用いて加速電圧 80 kVで観察を行

った。 

 

12) ペプチドグリカン抽出 

既報に基づき、一部変更して実施した[91]。MRSA2007-13、及びファージ耐性株

MRSA2007-13 SAm1-201を一晩前培養した菌液 2mlを 16,440×g、2分、4℃で遠

心した。遠心後上清を捨て、ペレットを 0.25% ドデシル硫酸ナトリウム (sodium 
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dodecyl sulfate, SDS) 添加 0.1 M Tris-HCl (pH 6.8) １mLで懸濁し、100℃で 20分

加熱した。加熱後、16,440×g、2分、4℃で遠心して上清を捨て、1.5 mLの蒸留水で

3 回洗浄し、SDS を完全に取り除いた。1 mL の蒸留水で再懸濁し、30 分 (30 秒破

砕・30 秒氷冷×30セット) 超音波破砕した後、0.1 M Tris-HCl (pH 6.8) を 500μl

加え、1時間 37℃で振とう培養した。トリプシン (50 µg/mL) を 500μl加え、さら

に 1時間 37℃で振とう培養した。その後、100℃で 3分加熱し、16,440×g、2分、

4℃で遠心し、ペレットを蒸留水 1 mLで洗浄した。洗浄後、１M HCl 500 µLでペレ

ットを再懸濁し、4時間 37℃で振とう培養した。培養後、16,440×g、2分、4℃で遠

心し、ペレットを 4回蒸留水で洗浄した。200 µLの 12.5mM KH２PO４ (pH 5.5) で

ペレットを再懸濁し、さらに 20 µLのリゾチーム (2×107 units/mL)を加え、37℃で

一晩振盪培養した。翌日、100℃で 3分間加熱し、15,880×g、5分、4℃で遠心し、

上清を新しいチューブに移し、50 µLの reduction solution (10mg/mL NaBH4、0.5M 

ホウ酸、pH 9.0) を加え、室温で 20分振とう培養した。培養後、10 µLの 85％リン

酸を加え、pHが 2～3になっていることを確認し、液体クロマトグラフィー質量分析

計 (Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, LC-MS) を用いたペプチドグリカ

ンの構造解析を実施した。 

 

13) LC-MSを用いたペプチドグリカン構造解析 

LC-MS によるペプチドグリカン構造解析は北海道大学薬学研究院創薬科学研究教育

センター有機合成医薬学部門にて実施した。Prominence-I LC-2030C Plus (島津, 京

都, 日本)、LCMS-8040 (島津, 京都, 日本) を用いて、精製したペプチドグリカンサ

ンプルを分析した。移動相 A には 0.1% 蟻酸、移動相 B にはアセトニトリルを使用

した。移動相 A : 移動相 Bの組成を 95 : 5から開始し、30分で 70 : 30となるように

グラジエント溶離を実施した。70: 30の条件を 10分間維持し、その後 10 : 90を 5分

間、5 : 95の条件を 10分間維持した。ペプチドグリカン精製サンプルの原液 10 µL 

使用し、Shim-pack Scepter C18-120 （粒子径 3 µm, 3.0×100 mm）カラム（島津, 

京都, 日本）を用いて分離し、UV検出器の検出波長 210nmで検出した。MSはエレ

クトロスプレーイオン化法 (Electro-Spray Ionization, ESI)で試料をイオン化し、検

出範囲をm/z 150 – 2000とし、検出した。 
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14) Lysostaphin溶菌活性試験 

一晩前培養した被検菌液を OD600 ≓ 1.0になるように LB brothで希釈した。希釈し

た菌液を 10,000×g、5分、4℃で遠心して上清を捨て、1/2 量の 2×LB brothを加え

て懸濁した。96ウェルプレートの各ウェルにつき、菌液 100 µLと Lysostaphin 100 

µL (終濃度 50 µg/mL) を加えた。波長 590 nmにおける吸光値をプレートリーダー 

(Sunrise Rainbow Thermos RC, TECAN Austria GmbH, Salzburg, Austria) を用

いて経時的に測定した。3回の独立した実験を行い、エラーバーは 5分毎に平均値±

標準誤差 (mean±SE) を示した。 

 

15) エンドライシン溶菌活性試験 

一晩前培養した被検菌液を OD600 ≓ 1.0になるように LB brothで希釈した。希釈し

た菌液を 10,000×g、5分、4℃で遠心して上清を捨て、1/2 量の 2×LB brothを加え

て懸濁した。96 ウェルプレートの各ウェルにつき、菌液 100 µL とエンドライシン

Lys-phiSA012 100 µL (終濃度 50 µg/mL) を加えた。波長 590 nmにおける吸光値を

プレートリーダー  (Sunrise Rainbow Thermos RC, TECAN Austria GmbH, 

Salzburg, Austria) を用いて経時的に測定した。3回の独立した実験を行い、エラー

バーは 5分毎に平均値±標準誤差 (mean±SE) を示した。 

 

16) Pull-down assay 

既報に基づき、一部変更して実施した[180]。MRSA2007-13、及びファージ耐性菌

MRSA2007-13 SAm1-201 を一晩前培養した菌液を OD600 ≓ 1.0 になるように LB 

brothで希釈し、5 mLの菌液を 8,000×g、5分、4℃で遠心して上清を取り除いた。

菌体は 1 mLの LB brothで懸濁し、使用した。CHAPドメインの酵素活性中心をア

ミノ酸置換し、酵素活性を欠いたエンドライシン Lys-phiSA012 (C54A) 100 µL (終

濃度 25 µg/mL) と菌液 100 µLを混和し、30 秒静置した。その後、16,440×g、1分、

4℃で遠心して上清を非結合エンドライシンとして回収した。沈殿した菌体は 200  

µLの PBSでリンスし、10 秒間 vortexした。これを再度 16,440×g、1分、4℃で遠

心して上清を取り除き、200 µLの PBSで再懸濁してこれを結合エンドライシンとし

た。回収した非結合エンドライシン、または結合エンドライシンは 5×サンプル緩衝

液と 4：1で混合し、30 µLずつアプライして SDS-PAGEを実施した。ゲルは CBB 
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染色を行って約 54 kDaの大きさにある Lys-phiSA012 (C54A) のバンドで菌体に非

結合、あるいは結合したエンドライシン量を比較した。 

 

17) 薬剤感受性試験 

微量液体希釈法により抗菌薬のMICを測定した。アモキシシリン (AMPC)、セファ

ゾリン  (CEZ)、オキサシリン  (MPIPC)、ファロペネム  (FRPM)、メロペネム 

(MEPM)、イミペネム (IPM)、リンコマイシン (LCM)、オキシテトラサイクリン 

(OTC)、ドキシサイクリン (DOXY)、カナマイシン (KM)、エンロフロキサシン 

(ERFX) の MIC 測定は日本動物特殊診断株式会社にて実施した。薬剤は滅菌蒸留水

にて培地中最終薬剤濃度が 0.125 µg/mL ~ 128 µg/mLとなるよう調整し、96ウェル

プレートに 100 µLずつ分注した。MPIPCのMIC測定ではミューラーヒントン液体

培地 (pH 7.2~7.4、Ca２+ 50 mg/L、Mg2+ 2mg/l、2％ NaCl)、その他の薬剤には NaCl

を含まないミューラーヒントン液体培地を使用した。被検菌株を LB agar に画線塗

抹して 37℃一晩培養し、単一コロニーを釣菌してマクファーランド濁度で 0.5 とな

るよう滅菌生理食塩水に懸濁した。この菌液をさらに滅菌生理食塩水で 10倍希釈し、

薬剤の入ったプレートに 5 µLずつ接種し、37℃で一晩培養した。翌日、菌体の沈渣

を認める場合、増殖（+）と判定し、沈渣の認められない薬剤濃度最小値をMIC値と

した。また、ベンジルペニシリン (PCG)、スルバクタム/アンピシリン (SBT/ABPC)、

セフジトレン (CDTR)、セフカペン (CFPN) はドライプレート DPD2 (栄研化学株式

会社、栃木、日本) を用いて MIC を測定した。一晩前培養した被検菌液を OD600 ≓ 

0.26 になるように滅菌生理食塩水で希釈し、菌液 25 µL をミューラーヒントン液体

培地 12 mL (栄研化学株式会社、栃木、日本) に加えた。この菌液 100 µLをドライプ

レートのウェルに分注し、37℃で 20時間培養し、ドライプレートの判定基準に基づ

きMICを測定した。 

 

18) オキサシリンによる増殖抑制試験 

一晩前培養した菌液を OD600 ≓ 0.26になるように滅菌生理食塩水で希釈し、菌液 25 

µL をミューラーヒントン液体培地 12 mL (栄研化学株式会社、栃木、日本) に加え

た。96ウェルプレートの各ウェルにつき、菌液 198mlと各濃度のオキサシリンナト

リウム (富士フィルム和光純薬、大阪、日本) を 2 µL (終濃度 0.125 µg/mL ~ 128 
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µg/mL) 加えた。波長 590 nmにおける吸光値をプレートリーダー (Sunrise Rainbow 

Thermos RC, TECAN Austria GmbH, Salzburg, Austria) を用いて経時的に測定し

た。3回の独立した実験を行い、エラーバーは 1時間毎に平均値±標準誤差 (mean±

SE) を示した。 

 

19) RNA 抽出 

MRSA2007-13、及びファージ耐性菌 MRSA2007-13 SAm1-201 を LB broth にて

37℃、180 rpmで一晩前培養した菌液を新しい LB brothに加え、OD600 ≓ 1.0にな

るまで 37℃、180 rpmで振とう培養した。菌液 1 mLを遠心分離して上清を捨て、

ペレットを TRIzol Reagent (Thermo Fisher Scientific, USA) 1mLで懸濁し、さら

にφ0.1 mm Zirconia beads 500 µLを加えて破砕機 (Mixer Mill MM300, Retsch, 

Germany) にて 5分間、30 Hzで菌体を破壊した。破砕後、遠心分離して上清を回収

し、クロロホルム、及びエタノールを用いて RNA分画を抽出し、サンプル中に含ま

れる DNAは TURBO DNA-free kit (Thermo Fisher Scientific, USA) で消化した。 

 

20) Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

ReverTra Ace (東洋紡、東京、日本) 及び Random Primer (N)6 (タカラバイオ、滋賀、

日本) を用いて逆転写し、抽出したRNAより complementary DNA (cDNA) を得た。

遺伝子発現領は cDNAと THUNDERBIRD SYBR qPCR mix (東洋紡、東京、日本) 

を用いて CFX96 Real-Time PCR Detection System (Bio Rad, USA) で解析した。解

析に使用したプライマーは表 16 に示す。各遺伝子の発現量は gyrB の発現量で補正

した[81]。 
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表 16. qRT-PCRに使用したプライマー配列 

 
 

21) RNA-seq解析 

抽出したライブラリー調整、及び RNAシーケンシングは株式会社 Rhelixaに依頼し

た。Ribo-Zero Plus rRNA Depletion Kit (Illumina, USA)、及び NEB Next Ultra 

Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (New England Biolabs, USA) を用

いてライブラリーを作製し、Illumina NovaSeq 6000 (Illumina, USA) を用いて 150 

bp×2の条件でシーケンシングを行った。得られたリードは Trimmomatic (ver 0.3.9) 

を用いてアダプター配列、及び低品質リードを除去したのち、HISAT2 (ver 2.1.0) を

用いて MRSA2007-13 ゲノム配列にマッピングした。featureCounts (ver 2.0.1) を

用いて遺伝子ごとにリードカウントし、TCC-GUI を用いて TMM 正規化をし[157]、

発現変動遺伝子の検出を行った。 

 

22) マウス腹膜炎モデルを用いた病原性評価 

MRSA2007-13、及びファージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201を一晩前培養した菌

液を新しい LB brothに加え、OD600 ≓ 1.0になるまで 37℃で振とう培養した。菌液

を遠心分離 (8,000×g、4℃、5 分) して、1.0×1010 CFU/mL となるように PBS で

Primers Sequences Reference

gyrB Fw: 5'-TTAGTGTGGGAAATTGTCGATAAT-3' Joost et al. [81]

(274 bp) Rv: 5'-AGTCTTGTGACAATGCGTTTACA-3' Joost et al. [81]

cidA Fw: 5'-AGCCGGCAGTATTGTTGGTC-3' This study

(88 bp) Rv: 5'-GTTTGCACCGTCTTCTACCC-3' This study

lrgA Fw: 5'-ACGCATCAAAACCAGCACAC-3' This study

(104 bp) Rv: 5'-TGCAGGCATAGGAATTGGCA-3' This study

lytN Fw: 5'-TGAACCTGGGGACTTAGTGG-3' This study

(150 bp) Rv: 5'-TCTGCTTTACGCCATCCACC-3' This study

lytS Fw:5'-GTATATGGGTGGGGCGGATG-3' This study

(98 bp) Rv: 5'-GCTTGCGTCTTTGAGCTTGT3' This study
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ペレットを懸濁した。8 週齢メス BALB/c マウス (三協ラボサービス、東京、日本) 

に菌液 100 µLを腹腔内投与し (1.0×109 CFU/head)、投与後 48時間まで 12時間お

きに生存確認を行った。本動物実験は本学動物実験委員会の承認を受け、実施した 

(承認番号: VH21A13)。各群 n=8頭で試験を実施し、ログランク検定にて p<0.05の

時に有意差ありとした。 

 

23) マウス皮膚膿瘍モデルによる病原性評価 

MRSA2007-13、及びファージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201を一晩前培養した菌

液を新しい LB brothに加え、OD600 ≓ 1.0になるまで 37℃で振とう培養した。菌液

を遠心分離 (8,000×g、4℃、5分) して、2.0×109 CFU/mLとなるように PBSでペ

レットを懸濁した。8週齢メス BALB/c マウス (三協ラボサービス、東京、日本) に

3種混合麻酔 (0.75 mg/kg メデトミジン、4 mg/kg ミダゾラム、5 mg/kg ブトルフ

ァノール) を腹腔内投与し、麻酔下にて両脇腹から大腿部分をバリカンにて剃毛し、

70%アルコールで皮膚表面を消毒した。その後菌液 50 µLを皮下投与したのち、0.75 

mg/kg アチパメゾールで覚醒させた。投与後は 1 日 1 回膿瘍サイズを測定 (長径 

(mm)×短径 (mm) =mm2) し、投与後 7日目に麻酔処置をしてマウスを安楽殺した。

病変部の菌数を測定するため、病変部を採取して細切し、PBS 200 µLとφ5 mm ジ

ルコニアボールを入れ、組織を破砕してライセートを作製し、平板希釈法を用いて菌

数を測定した。本動物実験は本学動物実験委員会の承認を受け、実施した (承認番号: 

VH21A13)。 

 

3. 結果 

 

3.1. ファージ耐性MRSA株の分離 

分離した菌株のファージ耐性を検証するため、phiSA012を使ったスポットテストを

実施し、分離菌株に対するファージの溶菌活性を評価した (図 32A-32D)。すると、

プラークを形成せずファージの溶菌活性が全く認められない菌株と (図 32C)、完全

なファージ耐性ではないものの、Turbidと呼ばれる淡い溶菌斑が形成され、ファージ

の溶菌活性が減弱した菌株の 2 パターンが分離された (図 32D)。また、濁度測定法

を用いてこれら分離菌株に対する phiSA012 の経時的な溶菌活性を評価した (図
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32E-32G)。ファージ耐性のないWild-typeのMRSA2007-13株に対しては 3時間付

近から濁度の減少が認められ、phiSA012の溶菌活性が認められたが (図 32E)、スポ

ットテストにて全くプラークを形成しなかった MRSA2007-13 SAm1-201 株では全

く濁度の減少は認められず、phiSA012の溶菌活性に対して完全に耐性を獲得してい

たことがわかった (図 32F)。一方、スポットテストにて Turbidと呼ばれる淡い溶菌

斑の形成が認められた MRSA2007-13 SAm1-106 株に対しては 7-8 時間目付近から

緩やかな濁度の減少が認められた (図 32G)。すなわち、phiSA012はMRSA2007-13 

SAm1-106 株に対して溶菌活性を有するものの、その活性は Wild-type の

MRSA2007-13株より減弱し、部分的にファージ耐性を獲得していることがわかった。

次に、ファージ耐性の原因が宿主菌表面に存在するレセプターへの吸着阻害によるも

のかどうかを検証するため、ファージ吸着試験を行った (図 32H)。すると、phiSA012

の吸着率はMRSA2007-13 SAm1-201、MRSA2007-13 SAm1-106の両株ともWild-

type の MRSA2007-13 株と比較し、有意に減少していることがわかった。つまり、

ファージの宿主菌表面への吸着率の低下がファージ耐性、及び部分耐性に寄与してい

ることがわかった。さらに、ファージの宿主菌への吸着率低下の原因を探るため、透

過型電子顕微鏡を用いて Wild-type の MRSA2007-13 株とファージ耐性株の

MRSA2007-13 SAm1-201 株の細胞壁構造を観察した。すると、MRSA2007-13 

SAm1-201 株においてペプチドグリカン層の上部に Wild-type には認められない不

整な構造体が認められた (図 32I, 32J)。ゆえに、ファージ耐性株ではこのような細菌

細胞壁構造の変化によりファージの宿主細菌レセプターへの吸着が阻害され、溶菌活

性の減弱、あるいは全く活性が認められなくなったと考えられる。 
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図 32. MRSA2007-13のファージ耐性獲得とファージ吸着性の変化 

(A)~(D) スポットテストによるファージ耐性評価。(A) スポットした場所と phiSA012 の希

釈系列の模式図。NC は phiSA012 の溶媒である SM buffer を滴下した。(B)スポットテスト

による MRSA2007-13 株、(C) MRSA2007-13 SAm1-201 株、(D) MRSA2007-13 SAm1-106

株に対する phiSA012 の溶菌活性評価。(E) MRSA2007-13 株、(F) MRSA2007-13 SAm1-201

株、(G) MRSA2007-13 SAm1-106 株に対する phiSA012 の溶菌活性を濁度測定法により評

価した。“Control”は菌液に SM buffer を、“phiSA012”は菌液に MOI≒0.1 となるよう
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phiSA012 を加えた。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、波長 590 nm における吸光値を

平均値±SE で示した。(H) phiSA012 の各菌株に対する吸着性を測定した。各菌株独立した

3 回の試行を実施し、吸着率を平均値±SE で示した。統計処理は Dunnett検定を行い、p < 

0.05 で有意差とした (**p < 0.01)。(I) 透過型電子顕微鏡を用いた MRSA2007-13 株、及び

(J) MRSA2007-13 SAm1-201 株の細胞壁構造観察。左側の黒四角で囲まれた範囲の拡大像を

右側に示した。 

 

3.2. MRSAのファージ耐性に寄与する遺伝子変異の特定 

MRSA2007-13 SAm1-201株、及び MRSA2007-13 SAm1-106株の phiSA012に対

する耐性獲得に関与する遺伝子を特定するため、両分離菌株のゲノムDNAを抽出し、

次世代シーケンサー (Next Generation Sequencer, NGS) を用いてショートリード

データを取得し、Wild-typeであるMRSA2007-13株の全ゲノム配列にマッピングし

て変異遺伝子を特定した (表 17)。すると、phiSA012に対して完全な耐性を獲得して

いたMRSA2007-13 SAm1-201株では femAのミスセンス変異 (G316V) とmgrAの
1 塩基挿入によるフレームシフト変異が認められた。また、phiSA012 に対して部分

耐性を示し、溶菌活性の減弱が認められたMRSA2007-13 SAm1-106株においては 3

遺伝子にまたがる 2544 bp の領域が欠失しており、その領域には、MRSA2007-13 

SAm1-201株において遺伝子変異が認められた mgrAを含んでいることがわかった。
FemA は Staphylococcus 属菌特有のペプチドグリカン構造であるペンタグリシン架

橋を合成する酵素の 1 つである[13, 145, 156]。また、MgrA は Rat (Regulator of 

autolysis) とも呼ばれ、Autolysisや薬剤耐性、さらには病原性遺伝子など 350程度

の遺伝子発現を直接、あるいは間接的に調節する転写制御因子として知られている

[70, 102]。以降はこれら 2 遺伝子に着目して解析を進めた。MRSA2007-13 SAm1-

201株、及びMRSA2007-13 SAm1-106株以外のファージ耐性分離株における femA、
mgrAの変異の有無について調べるため、サンガーシーケンシングによって各ファー

ジ耐性株の femA、及びmgrAの塩基配列を決定した (表 18)。すると、全てのファー

ジ耐性株において mgrA の変異が認められ、PCR 反応で遺伝子増幅が認められずに

欠失が疑われる株、Indel によるフレームシフト変異、ミスセンス変異、さらにはト

ランスポゾン配列の挿入など、多岐に渡る変異パターンが認められた。一方、femA変
異はMRSA2007-13 SAm1-201株を含めた 22株中、16株 (72.7%) に認められ、ミ
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スセンス変異や Indel によるフレームシフト変異が認められた。また、femA 変異を
持つ菌株はスポットテストにおいて MRSA2007-13 SAm1-201 と同様、ファージの

溶菌作用によるプラークを全く形成せず、完全にファージ耐性を獲得していた (図

33A-33C)。一方、femA変異を持たない菌株はMRSA2007-13 SAm1-106株と同様に

Turbidと呼ばれる淡い溶菌斑を形成することがわかった (図 33D, 33E)。さらに、濁

度測定法を用いてファージ耐性を検証したところ、femA 変異を持つ菌株は全く濁度

の減少が認められなかったのに対し (図 33F, 33G)、femA 変異を持たない菌株では
5-7時間付近から緩やかに濁度の減少が見られた (図 33H, 33I)。従って、全てのファ

ージ耐性株で認められたmgrA変異は、ファージの宿主菌への吸着を阻害することに
よって部分的なファージ耐性を付与するのに対し、femA 変異はファージの溶菌活性
に対して完全な耐性を獲得する上で必要な因子である可能性が示唆された。 

 

表 17. NGSを用いた変異遺伝子の検出 

 
 

表 18. サンガーシーケンシングによる femA、mgrA変異の検出 

 
del, deletion; ins, insertion; snp, single nucleotide polymorphism. 

STRAIN POS TYPE COVERAGE (%) STRAND NT_POS AA_POS EFFECT GENE PRODUCT

737264 snv (C→A) 439 (100%) - 947/1263 316/420 Gly316Val femA glycine glycyltransferase FemA

1381976 insertion (G→GT) 457 (99.1%) + 331/444 111/147 Asn111fs mgrA MarR family transcriptional regulator

1379526 0 - 1-867/909 1-289/302 deletion aldo/keto reductase family oxidoreductase

- 0 - 1-927/927 1-308/308 deletion GTP-binding protein

1382069 0 + 1-422/444 1-141/147 deletion mgrA MarR family transcriptional regulator

MRSA2007-13
SAm1-201

MRSA2007-13
SAm1-106

deletion

NT_POS Type NT_POS Type

SAm1-101 deletion

SAm1-102 deletion

SAm1-103 deletion

SAm1-104 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-105 deletion

SAm1-202 1222/1263 ins (G→GCA) 125/444 transposon ins (IS256)

SAm1-203 947/1263 snv (G→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-204 1222/1263 ins (G→GCA) 125/444 transposon ins (IS256)

SAm1-205 1123/1263 del (GAAGATGCTG→G) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-206 1206/1263 del (TAAACCTGTTTACGCAG→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-207 1222/1263 ins (G→GC) 373/444 del (GATGAAG→G)

SAm1-208 986/1263 snv (C→A) 241/444 ins (T→TAGACT)

SAm1-209 1206/1263 del (TAAACCTGTTTACGCAG→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-210 1206/1263 del (TAAACCTGTTTACGCAG→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-211 1222/1263 ins (G→GCA) 125/444 transposon ins (IS256)

SAm1-212 1206/1263 del (TAAACCTGTTTACGCAG→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-213 947/1263 snv (G→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-214 1221 del (AG→A) 143/444 snv (G→A)

SAm1-215 1206/1263 del (TAAACCTGTTTACGCAG→T) 289/444 transposon ins (IS256)

SAm1-216 1222/1263 ins (G→GCA) 125/444 transposon ins (IS256)

mgrA

Non-mutantation

strain

MRSA2007-13

femA
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図 33. femA変異の有無によるファージ溶菌活性の差異 

(A)~(E) スポットテストによるファージ耐性評価。(A) スポットした場所と phiSA012 の希

釈系列の模式図。NC は phiSA012 の溶媒である SM buffer を滴下した。(B) femA変異を持

つ MRSA2007-13 SAm1-209 株、及び(C) MRSA2007-13 SAm1-213 株、また femA変異を

持たない (D) MRSA2007-13 SAm1-101 株、及び(E) MRSA2007-13 SAm1-102 株に対する

phiSA012 の溶菌活性をスポットテストにより評価した。(F) MRSA2007-13 SAm1-209 株、

(G) MRSA2007-13 SAm1-213 株、(H) MRSA2007-13 SAm1-101 株、及び (I) MRSA2007-

13 SAm1-102 株に対する phiSA012 の溶菌活性を濁度測定法により評価した。“Control”は

菌液に SM buffer を、“phiSA012”は菌液に MOI≒0.1 となるよう phiSA012 を加えた。各

菌株独立した 3 回の試行を実施し、波長 590 nm における吸光値を平均値±SE で示した。 

 

3.3. femA変異によるペプチドグリカン構造の変化とエンドライシン活性の低下 

FemA はペプチドグリカン構造であるペンタグリシン架橋の合成酵素であることか

ら、femA 変異によるファージ耐性菌株におけるペプチドグリカン構造の変化の有無
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を検証するため、LC-MSを用いて構造解析を実施した。Wild-typeであるMRSA2007-

13株と femA変異を有するファージ耐性株MRSA2007-13 SAm1-201株のペプチド

グリカン精製物を比較したところ、HPLCにてファージ耐性株にのみ見られるピーク 

(Retention time: 4.85 min)、Wild-typeと比較してファージ耐性株において非常に高

いピーク  (Retention time: 6.5 min)、また Wild-type にのみ見られるピーク 

(Retention time: 6.817 min) がそれぞれ観察された (図 34A)。引き続きそれぞれの

ピークをMSにて解析した結果、Wild-typeに認められた Retention time: 6.817 min

のピークにはグリシン架橋を形成するグリシンの数が 2~5 個のペプチドグリカン断

片が検出され、femA 変異を持つファージ耐性株ではほとんど検出されなかった (図

34B、表 19)。一方、Retention timeが 4.85 min、及び 6.5 minのピーク中にはいず

れもグリシン 1 つで架橋を形成していると思われるペプチドグリカン断片が検出さ

れた (表 19)。従って、本来 S. aureus はペンタグリシンでペプチドグリカンの架橋

構造が形成されるのに対し、femA 変異を持つファージ耐性株の架橋構造はモノグリ

シンとなっていることが LC-MS解析によって判明した (図 34C)。 

 次に、ペプチドグリカン構造の変化がペプチドグリカン切断酵素の溶菌活性

に影響するかを調べるため、ファージ耐性菌に対する Lysostaphinの溶菌活性を評価

した。Lysostaphinはペンタグリシンを形成する 2番目と 3番目、及び 3番目と 4番

目のグリシン間を切断する触媒ドメインと、ペンタグリシンを認識して結合する

SH3b ドメイン (細胞壁結合ドメイン) からなるペプチドグリカン切断酵素として知

られている[55, 107, 168] (図 34B)。Lysostaphinは wild-typeの MRSA2007-13と

femA変異を持たないMRSA2007-13 SAm1-106株に対しては急速な濁度の減少を引

き起こす一方、femA変異を持つMRSA2007-13 SAm1-201株に対しては濁度の減少

は見られず、溶菌活性は認められなかった (図 34D-34F)。また、同様にファージ由来

溶菌酵素であるエンドライシンLys-phiSA012のファージ耐性菌に対する溶菌活性を

評価した。第 2章でも述べたように、Lys-phiSA012は主な酵素活性としてペンタグ

リシンを形成する 5 番目のグリシンと D-アラニン間を切断する CHAP ドメインと、

Lysostaphin同様ペンタグリシンを認識して結合するSH3bドメインからなるペプチ

ドグリカン切断酵素である。Wild-typeのMRSA2007-13株と femA変異を持たない
MRSA2007-13 SAm1-106株は Lys-phiSA012によって溶菌される様子が見られた一

方、femA変異を持つMRSA2007-13 SAm1-201株に対して Lys-phiSA012は全く溶
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菌活性が認められなかった (図 34G-34I)。さらに、MRSA のエンドライシン感受性

の変化の原因を探るため、Lys-phiSA012の femA変異を持つファージ耐性菌への結
合性を pull-down assayによって評価した。ペプチドグリカンへの結合性を有しなが

ら酵素活性を欠いたエンドライシンを手に入れるため、CHAPドメインの酵素活性中

心をアミノ酸置換し、溶菌活性を欠損させた Lys-phiSA012 (C54A) を作製した。 

Lys-phiSA012 (C54A) と菌株を混和して一定時間おき、遠心分離後にペレットから

検出されたエンドライシンはMRSAと結合していたもの (Bound, B)、一方上清中か

ら検出されたエンドライシンは結合していなかったもの (Unbound, U) として評価

した。すると、wild-typeであるMRSA2007-13株では結合していたエンドライシン

が検出された一方、femA変異を持つMRSA2007-13 SAm1-201株では結合していた

エンドライシンはほとんど検出されなかった (図 34J)。従って、femA変異はペプチ
ドグリカンの架橋構造をペンタグリシンからモノグリシンへと変化させ、ファージ由

来溶菌酵素であるエンドライシンの SH3b がモノグリシンには結合できずペプチド

グリカンを切断することができないため、ファージ phiSA012の溶菌活性に完全な耐

性を獲得したことがわかった。 
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図 34. femA変異に伴う細胞壁構造の変化と溶菌酵素感受性の変化 
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(A) LC-MS 解析のうち、HPLC にて検出されたペプチドグリカン断片のピークプロファイル。

黒線は MRSA2007-13 株、ピンク線は MRSA2007-13 SAm1-201 株から精製したペプチドグ

リカンを解析した結果。矢印で示したピークは MS で解析し、結果を表 19 に示した。(B) 

Staphylococcus属菌のペプチドグリカン構造。 (C) LC-MS 解析より予測された MRSA2007-

13 SAm1-201 株のペプチドグリカン構造。モノグリシンによる架橋構造となっている。(D) 

MRSA2007-13 株、(E) MRSA2007-13 SAm1-201 株、(F) MRSA2007-13 SAm1-106 株に対

する Lysostaphin (終濃度  50 µg/mL) の溶菌活性を濁度測定法にて評価した。 (G) 

MRSA2007-13 株、(H) MRSA2007-13 SAm1-201 株、(I) MRSA2007-13 SAm1-106 株に対

する Lysostaphin (終濃度 50 µg/mL) の溶菌活性を濁度測定法にて評価した。各菌株独立し

た 3 回の試行を実施し、波長 590 nm における吸光値を平均値±SE で示した。(J) Pull-down 

assay による MRSA2007-13 株、及び MRSA2007-13 SAm1-201 株に対する Lys-phiSA012 

(C54A) のエンドライシン結合性評価。B は結合分画 (沈殿) を示し、U は非結合分画 (上清) 

を示す。 

 

表 19. LC-MS解析にて検出されたペプチドグリカン断片 

 
 

3.4. ファージ耐性とβ-ラクタム系抗菌薬感受性の関係性 

既報において、femA 変異によるペンタグリシン構造の変化によって抗菌薬感受性が
上昇するという報告があることから[14, 92, 155, 156]、ファージ耐性菌株の抗菌薬

MIC値を測定し、wild-typeであるMRSA2007-13と比較した (表 20)。すると、femA
変異を持つファージ耐性菌株は wild-type と比較して一様にβ-ラクタム系抗菌薬の

MIC 値が大幅に減少し、感受性が上昇していることがわかった。Wild-type の

MRSA2007-13 株では最高濃度の 128 µg/mL のセファゾリン、オキサシリン、ファ

Observed Calculated (H+) Proposed sum fomula Predicted structure MRSA2007-13 MRSA2007-13 SAm1-201

4.850 1023.4 z=1 1023.4841
512.4 z=2
503.3 z=2 -H2O

6.500 1023.5 z=1 1023.4841
512.5 z=2
503.3 z=2 -H2O
591.0 z=2 1181.5401(2H) C46H79N13O23 GlucNAc-MurNAc-AQK(G5)A ND

6.817 1080.4 z=1 1080.5055
540.9 z=2

1137.6 z=1 1137.5270
569.2 z=2
626.4 z=2 1252.5772 (2H) C49H84N14O24 GlucNAc-MurNAc-AQK(G5)AA DOWN
597.9 z=2 1195.5557 (2H) C47H81N13O23 GlucNAc-MurNAc-AQK(G4)AA DOWN

Retention time (min)
m/z

C41H71N10O20 GlucNAc-MurNAc-AQK(G1)AA

C41H71N10O20 GlucNAc-MurNAc-AQK(G1)AA

ND

UP

DOWN

ND

C43H74N11O21 GlucNAc-MurNAc-AQK(G2)AA

C45H77N12O22 GlucNAc-MurNAc-AQK(G3)AA
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ロペネム存在下においても菌の増殖が見られたものの、 femA 変異を有する

MRSA2007-13 SAm1-201株では 1/1000 量の 0.125 µg/mLにおいても菌の増殖が抑

制されていた。一方で、femA変異を持たないファージ耐性菌のβ-ラクタム系抗菌薬

の薬剤感受性は変化しなかった。また、femA 変異の有無に関わらず、ファージ耐性
菌においてテトラサイクリン系抗菌薬とフルオロキノロン系抗菌薬のMIC値がwild-

typeのMRSA2007-13株と比較し、1/4~1/2と僅かに減少し、感受性が上昇している

株も認められた。一方で、femA 変異の有無に関わらずリンコマイシン、及びカナマ
イシンの薬剤感受性の変化は認められなかった。さらに、濁度測定法を用いてオキサ

シリンによる細菌の増殖抑制効果を調べた。すると、MRSA2007-13株とMRSA2007-

13 SAm1-106株は 128 µg/mLのオキサシリン存在下においても 18時間付近から菌

の増殖が見られた一方、femA変異を有するMRSA2007-13 SAm1-201株では 0.125 

µg/mL のオキサシリンで菌の増殖は抑えられ、MIC 値と一致する結果となった (図

35)。 

表 20. ファージ耐性菌に対する抗菌薬MIC値 

 
 

Antibiotics
(µg/mL) SAm1-201 SAm1-209 SAm1-213 SAｍ1-101 SAｍ1-102 SAm1-106

AMPC 64 8 16 2 64 64 64
CEZ >128 0.125 1 0.25 >128 >128 >128

MPIPC >128 0.125 4 0.125 >128 >128 >128
PCG >16 2 2 4 >16 >16 >16
S/A 8/16 0.5/1 0.5/1 0.5/1 8/16 8/16 8/16

CDTR >2 <0.5 <0.5 <0.5 >2 >2 >2
CFPN >2 <0.5 <0.5 <0.5 >2 >2 >2
FRPM >128 <0.125 0.25 0.125 >128 >128 >128
MEPM 32 <0.125 4 0.125 32 32 32

IPM 64 <0.125 1 0.125 64 >128 >128
LCM >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128
OTC 128 64 128 128 128 64 64

DOXY 8 4 8 4 8 8 8
KM >128 >128 >128 >128 >128 >128 >128

ERFX 128 64 64 32 64 64 64

MRSA2007-13

WT
Harboring femA  mutation Non-femA  mutation
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図 35. オキサシリンによる細菌増殖抑制評価 

(A) MRSA2007-13 株、(B) MRSA2007-13 SAm1-201 株、及び (C) MRSA2007-13 SAm1-

106 株に対するオキサシリンの増殖抑制効果を濁度測定法により評価した。各菌株独立した

3 回の試行を実施し、波長 590 nm における吸光値を平均値±SE で示した。 

 

3.5. ファージ耐性菌におけるmgrA変異と Autolysisの活性化 

細菌は細胞壁合成、細胞の二分裂、ペプチドグリカンのターンオーバーやリサイクル

をするために、Autolysin と呼ばれる様々な溶菌酵素を自ら産生・作用させている

[108]。Autolysin は細胞壁を破壊し、溶菌を引き起こす活性を持つことから 

(Autolysis)、その遺伝子発現や酵素活性は転写制御因子や膜タンパク質によって制御

されている[70, 108, 133]。細菌は細胞壁の合成と Autolysisによる細胞壁破壊のバラ

ンスを保つことで細胞壁の完全性を維持しているが、β-ラクタム系抗菌薬は細胞壁

合成阻害作用を利用してこのバランスを崩し、Autolysis によって細菌を死滅させる

効果を示す[169]。MgrAは Regulator of autolysisとも呼ばれる転写制御因子であり、

Autolysis を負に制御している。MgrA は LytM や LytN と呼ばれる Autolysin や

Autolysin を細胞内からペプチドグリカン層へと輸送するホリン CidA の遺伝子発現

を抑制し、さらには二成分制御系 (Two component system, TCS) と呼ばれる LytSR

の遺伝子発現を亢進させることで CidAと拮抗するアンチホリン LrgAの遺伝子発現

を正に制御している[78] (図 36A)。ゆえに、全てのファージ耐性菌に見られたmgrA
の変異によって Autolysisが活性化し、その結果としてβ-ラクタム系抗菌薬の感受性

が上昇したのかを検証した。界面活性剤である Triton-Xを用いて Autolysis assayを

実施したところ、femA 変異の有無に関わらず、ファージ耐性菌は wild-type の

MRSA2007-13株と比較して Autolysisの活性化が認められた (図 36B)。また、ファ

ージ耐性菌 MRSA2007-13 SAm1-201 株の Autolysis に関連する遺伝子の発現量を
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qRT-PCR にて比較定量した。すると、wild-type の MRSA2007-13 株と比較して、

Autolysin lytN は約 14 倍、ホリン cidA は約 4 倍遺伝子発現量が上昇していた (図

36C, 36D)。一方、Autolysisを負に制御する lytS、及び lrgAの遺伝子発現量はいず

れも wild-typeと比較して減少していた (図 36E, 36F)。従って、mgrAの変異は部分
的にファージ耐性を獲得させる一方、細菌の Autolysisを活性化させることがわかっ

た。しかしながら、femA 変異を持たないファージ耐性菌では Autolysis が活性化し

ているもののβ-ラクタム系抗菌薬の感受性が変わらないことから、β-ラクタム系抗

菌薬感受性の上昇には femAの変異が重要であることがわかった。 
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図 36. ファージ耐性菌における Autolysis活性評価 
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(A) Autolysis を負に制御する MgrA の模式図。MgrA は autolysin である lytN 及びホリン

cidA の遺伝子発現を抑制し、また TCS として知られる lytSR の遺伝子発現を亢進すること

で間接的にアンチホリン lrgA の遺伝子発現を亢進させている。(B) TritonX-100 を用いた各

菌株の Autolysis評価。各菌株独立した 3 回の試行を実施し、0 min時点の波長 590 nm に

おける吸光値を 100%とし他時の吸光値の変動を平均値±SE で示した。(C) 対数増殖期にお

ける lytN、(D) cidA、(E) lytS、及び (F) lrgA の遺伝子発現量を qRT-PCR にて評価した。遺

伝子発現量は gyrB の発現量で補正し、MRSA2007-13 の遺伝子発現量を 1 としたときの

Fold-change で比較した。各遺伝子独立した 3 回の試行を実施し、平均値±SE で示した。統

計処理は F検定による等分散性を評価したのち、ステューデントの t検定、あるいはウェル

チの t検定を実施し、p < 0.05 で有意差とした (*p < 0.05, **p < 0.01)。 

 

3.6. ファージ耐性菌におけるmgrA変異が及ぼす遺伝子発現変動 

MgrAは Autolysisに関わる遺伝子のみならず、数多くの遺伝子発現を制御する因子

として知られている[34, 78, 102]。そこで、mgrA変異を持つファージ耐性菌の表現
型変化を推定するため、MRSA2007-13 SAm1-201株の RNA-seq解析を実施し、網

羅的に遺伝子発現量の変化を調査した。すると、wild-typeのMRSA2007-13株と比

較し、細胞表面に発現するタンパク質である sasG、ebh、sraPや、sarVなどの転写

制御因子、1型莢膜合成酵素、さらには尿素代謝に関わるタンパク質など、多岐にわ

たる遺伝子の発現量が上昇していた (表 21)。一方で、Ⅶ型分泌タンパク質や lukGH
と呼ばれる白血球溶血毒素、エンテロトキシンなど病原性に関わる遺伝子や薬剤排出

ポンプ、さらには 8 型莢膜合成酵素の遺伝子発現量が減少していたことがわかった 

(表 22)。 
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表 21. MRSA2007-13 SAm1-201株において発現量が上昇していた遺伝子の一部 

 

 

表 22. MRSA2007-13 SAm1-201株において発現量が減少していた遺伝子の一部 

 

gene name Fold change Function

Cell surface protein sasG 127.7 Surface protein G
ebh 52.5 Hyperosmolarity resistance protein
sraP 6.1 Serine-rich repeat glycoprotein adhesin

Transcriptional regulators sarT 9.9 HTH-type transcriptional regulator
sarU 45.7 HTH-type transcriptional regulator
sarV 6.3 HTH-type transcriptional regulator

Capsular polysaccharide cap1A 10.2 Type 1 capsular polysaccharide synthesis protein
cap1B 12.8 Type 1 capsular polysaccharide synthesis protein
cap1C 12.0 Type 1 capsular polysaccharide synthesis protein

Urea metabolism 8.0 Urea transporter
ureA 121.7 Urease subunit gamma
ureB 78.7 Urease subunit beta
ureC 48.4 Urease subunit alpha
ureE 26.9 Urease accessory protein
ureF 26.4 Urease accessory protein
ureG 16.3 Urease accessory protein
ureD 12.7 Urease accessory protein

Genes up >2-fold in phage-resistant MRSA

gene name Fold change Function

Virulence factors esaA 3.7 Type VII secretion protein 
esaB 2.7 Type VII secretion protein 
esaC 3.9 Type VII secretion protein 
essA 4.1 Type VII secretion protein 
essB 4.6 Type VII secretion protein 
essC 4.0 Type VII secretion protein 
esxA 2.8 Type VII secretion protein 
esxB 3.4 Type VII secretion protein 
rnaⅢ 5.6 RNAIII / δ-hemolysin)
lukH 3.8 Bi-component leukocidin LukGH subunit
lukG 2.7 Bi-component leukocidin LukGH subunit
nuc 12.1 Thermonuclease family protein
ssl11 7.1 Superantigen-like protein 11
sak 3.7 Staphylokinase
seo 2.2 Staphylococcal enterotoxin type O
scin 2.6 Complement inhibitor 

Efflux pump norB 20.1 Multidrug efflux MFS transporter
tet38 6.3 Tetracycline efflux MFS transporter

Capsular polysaccharide cap8A 3.2 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein
cap8B 2.7 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein
cap8C 2.1 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein
cap8D 2.1 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein
cap8F 2.3 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein
cap8G 2.2 Type 8 capsular polysaccharide synthesis protein

Genes down >2-fold in phage-resistant MRSA
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3.7. MRSA感染症モデルマウスを用いたファージ耐性菌の病原性評価 

mgrA変異を有するファージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201株の RNA-seq解析の

結果より、様々な病原性遺伝子の発現量低下が認められたため、マウスモデルを用い

てファージ耐性菌の病原性を評価した。Wild-typeであるMRSA2007-13株を腹腔内

投与したマウスは 24 時間以内に全頭死亡したが、ファージ耐性菌 MRSA2007-13 

SAm1-201株を投与したマウスの 48時間生存率は 50%であり、生存率に大幅な違い

が見られた (図 37A)。また、8週齢の BALB/cマウスの皮下に菌液を投与 (1.0×108 

CFU/site) して膿瘍モデルマウスを作出したところ、Wild-typeのMRSA2007-13株

を投与したマウス 3頭のうち、1頭は投与 2日後に敗血症様症状のため死亡し、もう

1頭は観察期間中を通し左右の病変部が交連し、それぞれの膿瘍サイズの測定ができ

なかった。投与後 7 日間観察したが、ファージ耐性菌 MRSA2007-13 SAm1-201 株

を投与したマウスではwild-typeのMRSA2007-13株を投与したマウスの病変部と比

較し、形成された膿瘍サイズは顕著に小さかった (図 37B-37D)。また、7日目に病変

部組織を摘出し、組織中の菌数を測定したところ、ファージ耐性菌を投与したマウス

病変部からは wild-typeのMRSAを投与した病変部より検出された菌数の約 1/50程

度の菌数が検出された (図 37E)。以上のことより、マウス腹膜炎モデル、及びマウス

皮膚膿瘍モデルマウスの両方において、ファージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201株

は wild-typeのMRSA2007-13株と比較し、マウスへの病原性が低下していることが

わかった。 
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図 37. マウスモデルを用いたファージ耐性菌の病原性評価 
(A) メス 8週齢の BALB/cマウスに MRSA2007-13 株、または MRSA2007-13 SAm1-201 株

を腹腔内投与 (1.0×109 CFU/head) した時の生存率。各群 n=8 頭実施し、統計処理はログ

ランク検定にてp<0.05で有意差ありとした。(B) メス8週齢のBALB/cマウスにMRSA2007-

13 株、または(C) MRSA2007-13 SAm1-201 株を両脇腹~大腿部付近に皮下投与 (1.0×108 

CFU/site) し、7日後の病変部の肉眼所見、及び (D) 7日間にわたる膿瘍サイズの推移 (平均

値±SE)。(E) MRSA接種 7日後にマウスを安楽殺し、病変部組織を摘出し、組織中の菌数を

LB agar を用いて評価した (各 n=1)。 
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4. 考察 

 

MRSA2007-13株が phiSA012に耐性を獲得すると、完全にファージの溶菌作用から

逃れる耐性株 (MRSA2007-13 SAm1-201など) と、溶菌はされるもののファージの

溶菌活性は減弱し、部分的なファージ耐性を示す耐性株 (MRSA2007-13 SAm1-106

株など) の 2種類に大別されることがわかった。多くのファージ耐性は細菌表面のフ

ァージレセプター分子の変異に伴う宿主菌への吸着阻害によるものと考えられてお

り[6, 112, 172]、今回いずれのファージ耐性株においても phiSA012の吸着率の低下

が認められていたことから (図 32H)、phiSA012がレセプターとするWTA合成する

酵素の変異を疑って NGSを用いた変異解析を実施した。しかし結果は予想に反し、

WTA 合成酵素に変異は認められなかった。一方で、完全に phiSA012 の溶菌作用に

耐性を示す株では Staphylococcus 属菌特有のペンタグリシン架橋を合成する酵素

femA の変異が認められ、また、ファージ耐性菌として分離された株の全てにおいて
転写制御因子であるmgrAの変異が認められた (表 16, 17)。2021年に報告された他

の研究において、S. aureus 溶菌性ファージ PYOSa に耐性を獲得した S. aureus 
Newman 株で見られた小型コロニーバリアントの全てで femA の変異が認められ、
また一部の株では mgrA の変異も認められていたことを報告している[14]。しかし、

femA 及び mgrA 変異とファージ耐性獲得の関係性については言及していなかった。
そこで本研究では 2 つの遺伝子の変異に伴うファージ耐性化メカニズムを詳細に解

析し、さらには表現型の変化についても調査した。 

 Staphylococcus 属菌特有のペンタグリシン構造は FemX、FemA、FemB の

3つの酵素によって連続的にグリシンが結合されることで形成されるが、FemAの遺

伝子を欠損させると架橋を構成するグリシンが 1 つになることが知られている[77, 

156]。femAに変異が認められたファージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201株のペプ

チドグリカンを精製して LC-MS解析をすると、予想通り架橋構造がグリシン 1つと

なっていることが判明した (図 33A, 表 19)。ファージはエンドライシンを作用させ

てペプチドグリカンを切断することで溶菌作用を示すが、phiSA012由来エンドライ

シンは細胞壁結合ドメイン SH3b を介してペプチドグリカンのペンタグリシンに結

合することで溶菌活性を発揮することを第 2章で証明した (図 13C)。そこで femA変
異を有する MRSA2007-13 SAm1-201 株に対する Lys-phiSA012 の溶菌活性、及び
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結合性を評価したところ、溶菌活性は認められず、酵素が菌に結合できていないこと

がわかった (図 33)。従って、femA 変異によりモノグリシンへと変化した架橋構造

に、エンドライシン Lys-phiSA012は結合することができず、ペプチドグリカンを切

断することができないため、ファージ phiSA012の溶菌活性に完全な耐性を獲得する

ことがわかった。エンドライシン活性に対する阻害による S. aureusのファージ耐性
化はこれまで報告がないことから、今回の研究が世界で初めての報告となる。また、

femA 変異を有する株においてβ-ラクタム系抗菌薬の感受性が飛躍的に上昇したが、

その理由もグリシン架橋構造の違いに起因する可能性が高い。本来 Staphylococcus
属菌はペプチドグリカン断片同士がペンタグリシンの 5 番目のグリシンと L-アラニ

ンが PBP2によって結合し、重合していくことによって堅牢性のある細胞壁を構成す

る[142]。β-ラクタム系抗菌薬はこの PBP に結合して作用を阻害することによって

ペプチドグリカンは重合できず、細菌は Autolysisが優位となり死滅するが、MRSA

は PBP2a を産生することができるためβ-ラクタム系抗菌薬存在下においてもペプ

チドグリカンを重合することができ死滅しない[128]。しかしながら、PBP2aは架橋

を構成するグリシンの数によりその酵素活性が異なり、グリシンの数が 5つまたは 3

つの場合はペプチドグリカンを重合することができるが、グリシンの数が 1つの場合

は PBP2aの活性が見られず、グリシンと L-アラニンは結合されない[155]。一方、内

在性のPBP2はグリシンの数に関わらず架橋を形成することができる[155]。従って、

femA 変異により架橋を構成するグリシンが 1 つとなったファージ耐性 MRSA 株で

は、通常 PBP2によってモノグリシン架橋でペプチドグリカンを重合することができ

るが、β-ラクタム系抗菌薬存在下では PBP2は阻害され、また PBP2aではモノグリ

シンによる架橋を形成することができないためペプチドグリカンは重合できず、β-

ラクタム系抗菌薬の感受性が劇的に上昇したと考えられる。 

 また、phiSA012 は mgrA に変異を持つ分離株に対する吸着率が低下したも
のの、mgrA変異のみでは完全なファージ耐性は見られず、弱い溶菌活性を示した (図

31G, 32H, 32I)。電子顕微鏡を用いてファージ耐性菌を観察したところ、femA と
mgrA の両方に変異を持つ MRSA2007-13 SAm1-201 株において顕著な細胞壁表面

構造の違いが認められ (図 32J)、またmgrA変異のみ持つファージ耐性菌においても
同様な細胞壁表面構造の変化が認められている (data not shown)。細胞壁表面構造

の変化は mgrA 変異に伴う下流遺伝子の発現の変化によるものだと考え、RNA-seq
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による網羅的な遺伝子発現解析を実施した。すると細胞壁表面構造に関わる因子とし

て、8型莢膜合成酵素の遺伝子発現が低下し、一方で 1型莢膜合成酵素の遺伝子発現

が上昇していることがわかった。また、細胞表面に発現する大型のタンパク質である

SasG、Ebh、SraPの遺伝子発現量が上昇していることがわかった。既報によるとほ

とんどの S. aureusの莢膜型はファージの吸着を阻害しない 5型あるいは 8型である

が[116]、1型及び 2型莢膜は粘液様の巨大な莢膜によって菌体を被包し、ファージの

吸着が阻害されることが示されている[124, 177]。また、膜タンパク質であるプロテ

イン A を過剰発現させた S. aureus に対してファージの吸着率が低下したといった
報告もなされている[118]。また、高発現していた膜タンパク質である SasG は S. 
aureusのバイオフィルム形成に関わることが知られているが[34]、バイオフィルムが

ファージの吸着を阻害するといった報告はなされていない[112]。また、Ebhや SraP

の高発現は S. aureus のフィブリノーゲンを介した細菌同士の凝集 (クランピング) 

を阻害する因子として知られる[34]。従って、mgrA 変異によるファージの吸着率低
下は莢膜型の変化、あるいは大型の膜タンパク質の高発現によって、ファージがレセ

プターである WTA への吸着を阻害されたことによるものだと考えられる。しかし、

ファージレセプターであるWTAは変異していないため、少数のファージ粒子は宿主

菌に吸着・感染でき、femA 変異を持たないファージ耐性菌ではエンドライシンによ
る溶菌も可能であることから、緩やかな溶菌活性が遅れて見られたと考えられる (図

32G, 33H, 33I)。また、Mgr Aは非常に多くの病原性遺伝子の発現を正に制御してい

るため、mgrA を欠損させた S. aureus や MRSA ではマウスを用いた腹膜炎及び膿

瘍モデル、ウサギを用いた敗血症及び心内膜炎モデルにおいていずれも顕著な病原性

の低下が報告されている[34, 94, 134]。また MgrA を阻害する化合物によって S. 
aureusの病原性低下を狙った新規治療戦略の研究も行われている[159]。実際、ファ

ージ耐性菌MRSA2007-13 SAm1-201株の RNA-seq解析では複数の病原性関連遺伝

子の発現量が低下しており、この耐性菌をマウスに接種した実験では、腹膜炎モデル

及び膿瘍モデルのいずれにおいてもwild-typeと比較して明らかにファージ耐性株の

病原性の低下が認められた。 

 今回、ファージ phiSA012 を使ってファージ耐性菌を作出したところ、上記

のようにmgrAと femAの 2つの遺伝子変異に集約された。一方、Azamらの研究に

よると、耐性菌作出の方法が異なるものの、phiSA012を分離した際の宿主菌である
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SA003 株が phiSA012 に耐性を獲得した際にはこれら遺伝子の変異は認められず、

一方でWTA合成酵素などに変異が認められた[4]。今回見出されたmgrA及び femA
の変異による phiSA012 耐性化メカニズムの一般性を評価するため、臨床分離株

MRSA2007-93株においてもファージ耐性菌を作出し、検証した。するとMRSA2007-

13 と同様、MRSA2007-93 のファージ耐性菌株において mgrA のみ、または mgrA
及び femA の両方の変異を持つ株が分離され、femA 変異を持つ菌株では Lys-

phiSA012 の溶菌活性の低下とβ-ラクタム系抗菌薬感受性の上昇が認められた 

(data not shown)。今後、femA及びmgrA変異による phiSA012耐性化の一般性を

さらに拡大して調査し、ファージと耐性化メカニズムの関係、また耐性化に伴う抗菌

薬感受性や病原性変化の法則性をより詳細に理解することで、細菌の変異と表現型変

化の方向性をコントロールすることのできる次世代型ファージ療法の展開が可能と

なると考えている。 

 

5. 小括 

 

多剤耐性および病原性タンパク質を産生する MRSA に着目し、臨床分離株

MRSA2007-13株が S. aureus溶菌性ファージ phiSA012に対して耐性化する際のメ

カニズムの解明とファージ耐性獲得に伴う表現型の変化について解析した。取得した

ファージ耐性株全てにおいて転写制御因子であるmgrAに変異が認められ、また 70%

以上にペプチドグリカンのペンタグリシン架橋を合成する femA に変異が認められ
た。mgrAのみに変異を有するファージ耐性株はファージの宿主菌への吸着を阻害す
るものの、弱い溶菌活性を示した。一方、mgrAと femA両方に変異を有するファー
ジ耐性株は phiSA012の溶菌活性に完全なファージ耐性を獲得していた。femA変異
を有するファージ耐性菌は、ペプチドグリカンがモノグリシンによって架橋されるこ

とで、エンドライシン Lys-phiSA012がペプチドグリカンに結合せず溶菌できないた

め、phiSA012の溶菌活性に完全な耐性を示していたことがわかった。また、femA変
異を有するファージ耐性菌ではβ-ラクタム系抗菌薬の感受性が飛躍的に上昇してい

た。一方、mgrA変異は下流の遺伝子発現を変動させ、莢膜型の変化あるいは大型膜

タンパク質の発現によってファージのレセプターへの吸着が阻害された可能性が考

えられた。また、mgrA変異に伴い複数の病原性遺伝子の発現が抑制され、マウス腹
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膜炎モデル及び膿瘍モデルにおいてファージ耐性菌は低い病原性を示すことが明ら

かとなった。本研究は S. aureusにおける femAとmgrAの変異を介したファージ耐
性メカニズムを解明した初めての報告であり、ファージ耐性化に伴って抗菌薬感受性

の上昇と病原性の低下が同時に起こる可能性を見出した。これら知見は、ファージを

単なる抗菌性ウイルスとして使用するのではなく、ファージ耐性化を利用した次世代

型の細菌感染症治療法の展開を期待させるものである。 
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総括 

 

本研究では抗菌薬に代わるファージ療法の運用に向けて、基礎的性状解析から実際の

臨床応用にまで至る包括的な研究を展開した。すなわち、ファージの宿主域やファー

ジ力価の安定性を評価し、犬を用いたファージ投与安全性試験を実施した (第 1章）。

また、ファージ由来溶菌酵素エンドライシンについてもその応用を見据えた基礎的機

能解析を実施した (第 2 章）。ファージ、及びエンドライシンの応用例として代表的

疾患な皮膚疾患であるヒトアトピー性皮膚炎に着目し、モデルマウスを用いてファー

ジ療法の効果を評価した (第 3 章)。また、RGU-AMC にて、緑膿菌感染による難治

性外耳炎を罹患したイヌに対してファージ療法を実施し、治療中に確認されたファー

ジ耐性菌についての解析を実施した (第 4章)。さらに、ファージ耐性化に伴う表現型

の変化に着目し、メチシリン耐性黄色ブドウ球菌がファージ耐性を獲得した際に薬剤

感受性や病原性が変化するトレードオフの関係を見出した (第 5章)。 

 第Ⅰ章では S. aureus 溶菌性ファージ phiSA012 の宿主域や安定性などの基

礎的性状について解析した。ファージ phiSA012は S. aureusのみならず、その他同
属のブドウ球菌についても一定の溶菌活性を示すことを明らかにした。また、ファー

ジの保存方法や外的因子によるファージ力価への影響を評価した。phiSA012 は 4℃

における保存で 2ヶ月間非常に安定的であり、繰り返す凍結融解によりファージ力価

は低下した。また、pH 3~pH 9の間にてファージ力価は安定していた。さらに、健常

イヌに対し、静脈内、膀胱内、皮膚噴霧、外耳内の 4つの経路で phiSA012を投与し

たところ、ファージ投与による顕著な副作用は認められず、イヌに対するファージ投

与の安全性が確認された。 

 第Ⅱ章では phiSA012 由来溶菌酵素であるエンドライシン Lys-phiSA012 を

発現・精製し、溶菌活性及び機能解析を実施した。Lys-phiSA012は in silico解析か
ら触媒ドメインとして CHAP、及び AMID ドメインを、さらには細胞壁結合ドメイ

ンとして SH3bを保有していることが推定され、S. aureusやその他同属のブドウ球
菌対して急速な溶菌活性を示すことが明らかとなった。また、ドメイン欠失変異体を

用いた実験により、Lys-phiSA012 の溶菌活性には CHAP ドメインと SH3b ドメイ

ンの両者の存在が重要であることがわかった。特に CHAP ドメインには Ca2+及び

Zn2+の結合サイトが存在し、それら 2価イオン濃度が Lys-phiSA012の溶菌活性に影
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響を及ぼすことが示された。さらに、β-ラクタム系抗菌薬のオキサシリンにエンドラ

イシン加えることでオキサシリンの MIC 値を 1/16 にまで減少させることがわかっ

た。 

 第Ⅲ章では、AD 自然発症マウスモデル NC/Tnd マウスを使用し、ブドウ球

菌を特異的に排除する目的でファージphiSA012、及びエンドライシンLys-phiSA012

を病変部に滴下することによる治療効果について評価した。NC/Tndマウス皮膚病変

部から分離されたブドウ球菌に対し、phiSA012及び Lys-phiSA012は in vitroにお
いて広い溶菌活性を示すことがわかった。また AD様症状発症後の NC/Tndマウスに

phiSA012を滴下したところ、肉眼的な皮膚炎症状が顕著に改善し、組織学的にも顕

著な炎症所見やブドウ球菌はほとんど検出されず、血清中 IgE 濃度は低値を示した。

一方、Lys-phiSA012を滴下した群では症状の改善は認められなかった。phiSA012は

皮膚病変部において常に細菌数を低くコントロールしたことによって劇的な症状の

改善効果が見られと考えられる。 

第Ⅳ章では、既存治療に抵抗性を示した P. aeruginosa感染を伴う難治性慢性

外耳炎に罹患したイヌに対し、ファージカクテル療法を実施した。ファージ療法開始

前に被検動物の耳垢スワブから単離した P. aeruginosa PASz に溶菌性を示すファー

ジを選択、及び新規に分離しファージカクテル設計して点耳投与によるファージ療法

を行なった。ファージ療法を開始すると一部症状の改善が認められたものの完全には

奏功せず、またファージ耐性菌の出現が認められた。ファージ耐性菌に対して溶菌活

性を示すファージを新たに分離し、水平耳道内に認められた腫瘤性病変を摘出して治

療を継続した。すると、外耳炎症状はさらに改善し、再診時には耳垢スワブから P. 
aeruginosaは検出されなかった。耳道内の皮膚細菌叢解析を実施して P. aeruginosa
を含む Pseudomonadaceae の分布の推移を調査したところ、ファージ療法開始前は

全体の約 20%程度を占めていたが、治療開始とともに減少し、退院時及び再診時では

全体の 1%以下となっていた。また、治療 7日目に分離されたファージカクテルMIX1

に対するファージ耐性菌 PASz_d7mtの変異解析を実施したところ、Ⅳ型線毛の組み

立てに関わる fimVや、鞭毛を構成する fliGなどに変異が認められた。ファージ耐性
菌 PASz_d7mtにおける運動性を評価したところ、Ⅳ型線毛及び鞭毛を介した運動性

が低下していることがわかり、ファージ耐性の獲得に伴う病原性の低下が示唆された。 

第Ⅴ章では、ファージ耐性化に伴う細菌の表現型変化に着目し、MRSA が
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phiSA012に耐性を獲得するメカニズムとファージ耐性株の表現型変化について解析

した。臨床分離株MRSA2007-13のファージ耐性株全てにおいて転写制御因子である

mgrAに変異が認められ、また 70%以上の株ではmgrA変異に加えペプチドグリカン
のペンタグリシン架橋を合成する femAに変異が認められた。mgrAのみに変異を有
するファージ耐性株はファージの宿主菌への吸着が阻害されるものの、弱い溶菌活性

を示した。一方、mgrAと femA両方に変異を有するファージ耐性株は phiSA012の

溶菌活性に完全なファージ耐性を獲得していた。femA 変異を有するファージ耐性菌
は、ペプチドグリカンがモノグリシンによって架橋されることで、エンドライシン

Lys-phiSA012 がペプチドグリカンに結合せず溶菌できないため、phiSA012 の溶菌

活性に完全な耐性を示していたことがわかった。また、femA 変異を有するファージ
耐性菌ではβ-ラクタム系抗菌薬の感受性が飛躍的に上昇していた。一方、mgrA変異
は下流の遺伝子発現を変動させ、莢膜型の変化あるいは大型膜タンパク質の発現によ

ってファージのレセプターへの吸着が阻害された可能性が示唆された。また、mgrA
変異に伴い複数の病原性遺伝子の発現が抑制され、マウス腹膜炎モデル及び膿瘍モデ

ルにおいてファージ耐性菌の病原性が顕著に低下することが明らかとなった。本研究

は S. aureusにおける femAとmgrAの変異を介したファージ耐性メカニズムを解明
した初めての報告であり、ファージ耐性化に伴って抗菌薬感受性の上昇と病原性の低

下が同時に起こる可能性を見出した。 

 以上の結果より、獣医療におけるファージ療法の安全性が確認されるととも

に、細菌感染症、特に皮膚感染症に対する有効性が示された。また、in vitro及びフ
ァージ療法を実施した被検動物から分離されたファージ耐性菌は、病原性の低下、あ

るいは薬剤感受性の上昇が確認され、これらはファージ耐性化に伴うトレードオフの

関係にあることを明らかとした。従って、本研究はファージを単なる抗菌性ウイルス

として使用するのではなく、ファージ耐性化を利用した次世代型の細菌感染症治療法

の展開を期待させる重要な知見となった 
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Antibiotic-resistant bacteria have widely and rapidly spread due to overuse and misuse of antibiotics. At 

present, the use of bacteriophages (phages) as therapy for infectious diseases is receiving significant 

attention as protagonists of a post-antibiotic era. Phages are viruses that specifically infect bacteria and 

kill them by endolysin, which is peptidoglycan hydrolase derived from phages. In this study, we 

investigated characteristics of S. aureus phage phiSA012 and its endolysin Lys-phiSA012, and evaluated 

those therapeutic potential for atopic dermatitis in mouse model. Also, we treated canine chronic otitis 

externa using P. aeruginosa phages cocktail and found phage-resistant bacteria during treatment. 

Therefore, we analyzed mechanism of phage resistance and determined trade-off relationship between 

acquisition of phage resistance and antibiotic sensitivity and/or virulence reduction in P. aeruginosa and 

methicillin-resistant S. aureus (MRSA). 

 In Section I, we investigated host range, stability and safety of phiSA012. PhiSA012 could 

infect not only S. aureus including MRSA isolated from human but also others some staphylococci. 

PhiSA012 retained high infectivity when stored at 4℃ for 2 months, once frozen and thawed, mixed 

with pH 3 to pH 9 solution. Lytic activity of phiSA012 was gradually decreased by heat treatment. Fetal 

bovine serum (FBS) did not inhibit lytic activity of phiSA012. No side effect for dogs was confirmed 

when PhiSA012 was administrated intravenously, intravesically and dropped into ear canal and sprayed 

on skin. 

 In Section Ⅱ , we purified an endolysin Lys-phiSA012 derived from phiSA012. We 

demonstrate that Lys-phiSA012 exhibits high lytic activity towards staphylococcal strains. Analysis of 

deletion mutants showed that only mutants possessing CHAP and SH3b domains could lyse S. aureus, 

indicating that lytic activity of the CHAP domain depended on the SH3b domain. The presence of at 

least 1 mM Ca2+ and 100 µM Zn2+ enhanced the lytic activity of Lys-phiSA012 in a turbidity reduction 

assay. Furthermore, a minimum inhibitory concentration (MIC) assay showed that the addition of Lys-
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phiSA012 decreased the MIC of oxacillin.  

 Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease. According to recent skin biome 

analysis, dysbiosis and S. aureus skin colonization is observed in AD patients. In Section Ⅲ, we 

examined whether phage therapy of targeting staphylococci can improve dermatitis symptoms in AD 

model mice, NC/Tnd mice. PhiSA012 showed high lytic activity against almost all isolated 

staphylococci from mice skin. Also, phiSA012 could lyse staphylococci on skin surface, and 

dramatically improved dermatitis symptoms and decreased serum IgE levels. 

 In section Ⅳ, we performed phage cocktail therapy in dogs with chronic refractory otitis 

externa associated with P. aeruginosa infection. The phage cocktail was designed by selecting and newly 

isolating phages that showed lytic activity against P. aeruginosa PASz isolated from ear swabs before 

the start of phage therapy. The phage cocktail was administrated into the ear canal. After the phage 

therapy was started, some symptoms improved, but not completely, and phage-resistant bacteria were 

detected. We isolated and administrated new phages with bacteriolytic activity against phage-resistant 

bacteria and removed the tumor in the horizontal ear canal. The symptoms of otitis externa improved 

further, and P. aeruginosa was not detected finally. Mutation gene detection revealed phage-resistant 

bacterium PASz_d7mt harbors mutations in fimV, which is type IV pilus assembly protein, and fliG, 

which is a component of flagella. Motility assays revealed that PASz_d7mt reduced motility via type IV 

pilus and flagella, suggesting reduced virulence associated with the acquisition of phage resistance. 

In Section Ⅴ, we focused on the phenotypic changes of bacteria associated with phage 

resistance, and analyzed the mechanism by which MRSA acquired resistance to phiSA012 and the 

phenotypic changes of phage-resistant strains. All of the phage-resistant strains of MRSA 2007-13 

harbor mutations mgrA, the transcriptional regulator, and more than 70% of the strains harbor mutations 

in femA, which synthesizes pentaglycine cross-bridge of peptidoglycan. The phage-resistant strains with 

only mgrA mutations showed weak lytic activity, although they inhibited the adsorption of phage to the 

host bacteria. On the other hand, phage-resistant strains with both mgrA and femA mutations showed 

complete phage resistance to the lytic activity of phiSA012. The phage resistant bacteria with femA 

mutation showed complete resistance to the endolysin because the peptidoglycan was cross-linked by 

monoglycine and endolysin Lys-phiSA012 could not bind to the peptidoglycan. In addition, 

susceptibility to β-lactam antibiotics was dramatically increased in phage-resistant bacteria with femA 

mutation. On the other hand, mgrA mutation altered downstream gene expression, suggesting that 
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capsular polysaccharide type changes or high expression of large cell surface proteins may have 

inhibited phage adsorption to receptors. In addition, the mgrA mutation suppressed the expression of 

several virulence genes and markedly reduced the virulence of phage-resistant bacteria in mouse 

peritonitis and abscess models. This is the first report to elucidate the mechanism of phage resistance 

via femA and mgrA mutations in S. aureus, and we found that phage resistance may be accompanied by 

an increase in antimicrobial susceptibility and a decrease in virulence at the same time. 

 These results confirm the safety of phage therapy in veterinary medicine and demonstrate its 

efficacy against bacterial infections, especially skin infections. In addition, phage-resistant bacteria 

isolated from in vitro experiment and the clinical trial showed decreased virulence and/or increased 

antibiotic susceptibility, indicating that these are trade-offs associated with phage resistance. Therefore, 

this study is an important finding for the development of a next-generation strategy for bacterial 

infections taking advantage of phage resistance, rather than using phage simply as an antibacterial virus. 

 


