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枯草菌バイオフィルムにおけるファージ不稔感染機構のイメージング解析 
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（背景・目的） 

バクテリアはファージ感染に対して抵抗性をもつ。外来遺伝子

の排除機構の例として、ファージゲノムを切断しファージ増殖の

開始を防ぐ制限修飾系や CRISPPR/Cas システムが知られてい

る。また、ファージ増殖の開始を阻害する機構の他にも、ファー

ジ感染の過程で、ファージ粒子の合成を抑制しファージの増殖・

拡散を防ぐ不稔感染機構がある。 

 不稔感染は、ファージの増殖・拡散を伴わない感染様式であり、

様々な要因によって引き起こされる。その例としてプラスミドの

安定化に関与するToxin-antitoxinシステム（TAシステム）の

直接あるいは間接的な関与が考えられている。TA システムは、

細胞増殖を阻害する toxinとその inhibitorである antitoxinの

遺伝子を 1 つのセットとして、細胞の生育やストレス応答を制

御する 1)。Toxin/antitoxinがタンパク質/RNAの組み合わせであ

る III型TAシステムの一つであるP. atrosepticum のToxIN

系は、RNase 活性をもつタンパク質 ToxN（toxin）と、36nt

の sRNAであるToxI（antitoxin）から構成される。ファージ非

感染時ではToxINが複合体を形成し、同時にToxIはToxNに

よって分解される。しかしファージに感染すると、ToxIN 遺伝

子の転写が抑制あるいはToxINの相互作用が阻害されることに

より、ToxIN複合体からToxNが放出されRNase活性により直

接または間接的に不稔感染が引き起こされると考えられる 2)。 

枯草菌 Marburg 株は、SP10 ファージ耐性をもつ。そして

TA システムとは異なる方法で不稔感染を引き起こすと考えら

れている。この株において不稔感染を引き起こす鍵となるのが、

SPβプロファージ領域にあるnonA遺伝子である。nonAの発現

にはSP10ファージのσ因子が必要である。そのため、SP10フ

ァージの感染時のみnonAが発現されSP10ファージに対して抵

抗性を示すようになる。また、対数増殖期中期まで振盪培養後

SP10 ファージを感染させた nonA－および nonA+の枯草菌株を

比較すると、感染後 1時間でnonAー細胞は溶菌し濁度が下がる

のに対し nonA+株の濁度は一定の値を維持することが分かって

いる 3)。 

バクテリアの多くは実環境中では集団として生活し、バイオフ

ィルムと呼ばれる細胞外マトリクスに包まれた集合体を形成す

る。環境中の枯草菌の多くもバイオフィルムを形成する。枯草菌

を振盪培養したときのような浮遊菌と SP10 ファージの相互関

係は先行研究によって明らかになっているが、実環境に近い枯草

菌のバイオフィルム状態と SP10 ファージの相互関係について

は明らかになっていない。またnonAをもつ枯草菌のバイオフィ

ルムにSP10ファージを感染させたときに、SP10感染がどのよ

うにバイオフィルム中で進行していくのかについても明らかに

なっていない。そこで仮説として、SP10ファージ感染が引き起

こされてもバイオフィルム表面の細胞で不稔感染が引き起こさ

れ、SP10ファージの感染が内部の細胞まで進行しないと考えた。

nonAをもつ枯草菌株バイオフィルムにおけるSP10ファージ感

染がどのように進行していくかを解析するため、本研究では枯草

菌バイオフィルムにおける SP10 感染の不稔感染を可視化する

ことを目的とした。 

（方法） 

バイオフィルムにおけるファージ感染を可視化するための前

準備としてSP10ファージ染色の条件検討を行った。ファージの

染色に用いた蛍光試薬は、核酸を緑に染めるSYTO9とタンパク

質を緑に染めるFITC（Fluoresceinisothiocyanate isomer-I）で

ある。ファージの精製はPEG法またはフィルターを用いて行い、

ファージ染色の条件検討に合わせて精製方法についても同様に

条件検討を行った。 

 高栄養培地でSP10耐性を持たない枯草菌RM125株とSP10

耐性をもつ枯草菌3610株を静置培養すると気液海面にペリクル

バイオフィルムを形成する。このペリクルバイオフィルムを用い

てSP10感染がバイオフィルムに与える影響を観察した。 

 詳しい方法と結果は、発表会の場で報告する。 
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