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［要約］ 

バクテリオファージとは細菌に感染するウイルスである。産業におけるファージ感染の事例としては、納豆の製造過程

で野外のイネなどからファージが混入し、納豆菌に感染して、納豆がファージに汚染されてしまうという事例がある。こ

の事例をもとにして、ファージを採取する装置であるファージトラップを製作し、野外のイネから新規バクテリオファー

ジを探索することを目標として研究を行った。野外のイネから採取したファージは、Pseudomonas veronii, Pseudomonas 

lactis の 2 種類の細菌を感染宿主とし、P. lactis に感染するファージの保存株 P. lactis ファージ（HU1）とは感染性が異な

っていた。さらに P. veronii に感染するファージの報告例が現時点ではないため、新規バクテリオファージである可能性

が高い。また、P. veronii は環境中の有害物質を分解可能な、バイオレメディエーションへの応用が期待されている細菌

である。このような有用菌を溶菌させるファージを発見できたことは本菌を有用菌として活用する際の制御策や保護の

観点から産業において大きな意義がある。 
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１．はじめに 

バクテリオファージとは細菌に感染するウイルスの総称

であり、特定の種の細菌（宿主）のみに感染する性質であ

る宿主特異性を持つ。例えば、納豆菌に感染するファージ

としてはφNIT１が代表的である。 

ファージは感染した宿主細菌の遺伝子複製・タンパク質

合成機構を利用して細菌内で増殖し、細胞を破壊してほか

の細菌への感染を繰り返す「溶菌」を行う（図１）。 

 

図 1 ファージの溶菌 

ファージは宿主に吸着して感染し、自身の DNA を細菌内に注入

して増殖し、細胞を破壊して外界へと放出される。 

 

近年ではファージは分子生物学分野における遺伝子資

源として繁用されるほか、宿主特異性を応用した細菌感染

症の治療法であるファージセラピーや食品の製造過程に

おける細菌の制御に応用されるなど非常に有用な生物物

質として注目されている。しかし、宿主特異性や形態、遺

伝情報が未解明のファージは未だ多く、今後のさらなる産

業応用が期待される研究資源である。一方で、ある種のフ

ァージは発酵食品に用いられる細菌に感染し、食品の発酵

不良を引き起こすことがある。このように、産業に利害得

失をもたらすファージの多様性を知ることは産業におい

て大きな意義がある。 

 ここで、産業におけるファージ感染の事例として、稲刈

りを終えた人が納豆工場に入ると衣服などに付着してい

たファージが納豆菌に感染し、糸を引かない納豆ができる

という事例がある１）２）。この事例より私たちは野外のイ

ネにはファージが存在する可能性があると考え、ファージ

を採取する装置を製作して野外のイネから新規のバクテ

リオファージを探索することを目標として本研究を行っ

た。 

 

２．実験方法 

 まず、野外のイネからファージを採取するための装置で

あるファージトラップを製作した。これは、イネを浸した

約 30 L の蒸留水を納豆 200 g に通すことで、イネに付着

していたファージを納豆の粘りの成分であるγ-ポリグル

タミン酸に吸着させて採集することを目的としている（図

２）。 
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図 2 ファージトラップ 

蒸留水の流し込みはサイフォンを用いて行い、流し込んだ水は

オーバーフローで溢れさせる。また、蒸留水を納豆に流し込む

ことで蒸留水 30 L から納豆 200 g に規模が縮小され、ファージ

を採取する効率が格段に上がる。 

 

ファージトラップを用いて得た納豆を 25 度で 24 時間

培養し、そこから納豆の液を採取した。採取した納豆の液

を遠心分離機にかけ、その上清を 0.2m のフィルターに

通すと、不純物や細菌は除去されるが、ウイルス等の小さ

な粒子はフィルターを通過した濾液に含まれる。このファ

ージが存在する可能性のある濾液を「トラップ液」とした

（図３）。 

 

図 3 トラップ液の採取 

 

次にファージトラップに用いたものと同じ製品納豆か

らコロニーの形状より 3種の菌株 N1～N3 を単離し、この

N1～N3 とトラップ液を用いて溶菌活性を調べた。溶菌活

性の観察はクロスストリーク法で行った。寒天培地上で、

垂直方向に 3 種の細菌、水平方向に納豆菌に感染するファ

ージであるφNIT1(コントロール)とトラップ液を引いた

ものを 25 度で 24 時間培養した。溶菌活性の観察ができた

場合には、トラップ液内に存在する物質がファージである

かを確認した。ファージが存在するか否かはファージが細

菌を溶菌した際にできるプラークの有無によって判断で

きる（図 4）。 

 

図 4 φNIT１が納豆菌を溶菌した際にできたプラーク 

ファージは 1 つの細菌に感染した後、周りの細菌に感染を繰り

返すため、溶菌が同心円状に広がる。 

 

そこで、溶菌活性が観察されたトラップ液内にファージ

が存在することを証明するために二重平板法３）を用いて、

プラーク形成実験を行った。この方法では、0.5％低融点

アガロース入り LB 培地 5 ml に、106～1010倍に希釈した

トラップ液とファージの宿主細菌をそれぞれ 100 l ずつ

入れたものを、1.5％寒天入り LB 培地に流し込んで重層

し、25 度で 24 時間培養した。（図 5） 

 

図 5 二重平板法によるファージのプラークの観察 

 

また、プラークが形成された場合、トラップ液内に存在

するファージの個数を調べるために、タイター(pfu/ml,1 

ml あたりの溶菌活性を持つファージの個数)の測定を行

った。タイターはプレートに形成されたプラークの数×希

釈倍数÷ファージ希釈液の容量で求めることができる３）。 

次に、採取したファージの感染宿主を特定するため、N1

～N3 の 16S rRNA 遺伝子領域の塩基配列を決定した。ま

ず、菌体から DNeasy Blood & Tissue Kit(QIAGEN)により

抽出した DNA をテンプレートとして、16SrRNA ユニバ

ーサルプライマー 4 ）（ forward 27F：AGAGT TTGAT 

C(A/C)TGG CTCAG ， riverse 907R ： CCGTC AATTC 

(A/C)TTT(A/G) AGTTT）を用いて PCR を行った。PCR 反

応には PrimeSTAR HS DNA Polymerase（TAKARA BIO）を

使用し、反応条件は製品のプロトコルに従った。増幅後の

PCR 産物は 1.0%アガロースゲル電気泳動により分離し，

泳動後のゲルから切り出して QIAquick Gel Extraction 

Kit(QIAGEN)を用いて精製した。精製した PCR 産物の塩 
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基配列は，FASMAC 社の受託 DNA シーケンス解析サービ

ス(3130xl Genetic Analyzer, Applied Biosystem)を利用して

決定した。決定した 16SrRNA 遺伝子領域の塩基配列につ

いて BLAST(NCBI)の類似配列検索により宿主細菌 N1~N3

を同定した。その後、宿主と近縁である細菌、またその近

縁の細菌に感染するファージの保存株を NBRC より分譲

を受けた。また、N1～N3 とその近縁種の細菌の分子系統

樹を、ソフトウェア MEGAX を用いて近隣結合法により

作製した５）。作成した分子系統樹をもとに、N1～N3 とそ

の近縁種を用いて採取したファージの詳しい宿主域を調

べるとともに、保存株のファージと宿主特異性の比較を行

った。実験はクロスストリーク法で行った。  

 

３．結果と考察 

まず、クロスストリーク法ではトラップ液は N1 に対し

て溶菌活性を示した。また、φNIT1 は N3 に対して溶菌活

性を示した（図 6）。よって、トラップ液内には溶菌活性

の由来となる何らかの物質が含まれることが分かった。ま

た、φNIT１は納豆菌に感染するファージであるため、溶

菌活性がファージ由来であった場合、納豆菌とは異なる細

菌に感染するファージを採取できた可能性が高い。 

 

図 6 クロスストリーク 

矢印: ファージが細菌に感染し溶菌を起こした部分 

 

次に、トラップ液と細菌 N1 を用いたプラーク形成実験

では培養後にすべてのプレートでプラークが確認され、ト

ラップ液内にファージが存在することを証明できた（図

7）。 

 

図 7 トラップ液のプラーク 

10７倍希釈したトラップ液を用いたときのプラーク（白色） 

 

また、タイターは 12×1010 pfu/ml であり、トラップ液 1 

mlあたりに約1200億個のファージが存在することが分か

った。 

そして細菌の分子系統解析の結果、N1 は Pseudomonas 

veronii６）、N2 は Pseudomonas putida、N3 は Bacillus subtilis

であることがわかった。この結果より、トラップ液に存在

するファージは P. veronii を宿主とするファージであるこ

とが分かった。 

 そこで、P. veronii とその近縁である細菌 Pseudomonas 

lactis, Pseudomonas syringae, Pseudomonas putida の計 4 種

の細菌について分子系統樹を作成した。外群として納豆菌

（枯草菌）Bacillus subtilis を用いた（図 8）。 

 

図 8 P. veronii の系統樹 

 

  この４種の細菌と、採取したファージ、P. veronii に最

も近縁な P. lactis に感染する P. lactis ファージ（HU1）7）

8）を用いて、クロスストリークを行った。HU1 は弘前大学

柏木研究室のもと牛の生乳から単離され、2020 年に全ゲ

ノム解析が完了した新規ファージであり、現時点では、P. 

lactis に感染する唯一のファージである。 

実験の結果、採取したファージは P. veronii, P. lactis に

感染し、HU1 は P. lactis のみに感染することが分かった

（図 9）。 
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図 9 近縁種とのクロスストリーク 

矢印: ファージの感染による溶菌 

 

この結果より、今回採取したファージは P. lactis に感染

する唯一のファージである HU1 とも異なるファージであ

ることが分かった。また、P. veronii に感染するファージに

ついての報告例は未だに無く、今回採取したファージは P. 

veronii に感染する新規のバクテリオファージである可能

性が非常に高い。 

 

４．結論 

 今回の実験で、自作したファージトラップを用いて、野

外のイネからファージを採取することに成功した。そして、

採取したファージは P. veronii, P. lactis に感染するファー

ジであることが分かった。さらに、P. lactis に感染する唯

一のファージである HU1 とも異なるファージであり、P. 

veronii に感染するファージの報告が現時点では無いこと

から、P. veronii に感染する新規バクテリオファージであ

る可能性が非常に高い。 

 また、採取したファージが感染する P. veronii, P. lactis

はどちらも産業への利用が期待されている有用菌である。

特に P. veronii は環境汚染物質であるトルエンやマラカイ

トグリーンを分解する細菌として報告されており、細菌な

どの微生物を用いて汚染された環境を浄化するバイオレ

メディエーションへの利用が注目されている 9）10）。この

ような有用菌に感染するファージの発見は、有用菌の保護

の観点から産業上有益である。一方で、バイオレメディエ

ーションの課題として、利用微生物の環境浄化後の過剰な

増殖により、生態系に影響を及ぼすことが懸念されている。

そこで、P. veronii を将来的に産業に応用した際、今回採取

した P. veronii に感染するファージは P. veronii による環境

浄化後の過剰な増殖を抑え、その制御の役割を担うことが

期待される。 

 

 今後は、採取したファージの電子顕微鏡を用いた形態観

察を行いたい。現在、採取したファージの DNA を抽出し

（図 10）、シークエンス解析によって、一部の塩基配列の

特定が完了している。今後はさらに塩基配列の特定を進め

ていき、P. lactis ファージの DNA との比較を行うことで

今回採取したファージが新規バクテリオファージである

ことを証明していきたい。 

 

図 10 採取したファージの DNA の電気泳動 
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