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研究課題名  化膿レンサ球菌のゲノム解析による薬剤耐性菌に対する治療 

研究成果の概要 

研究目的、研究計画、研究方法、研究経過、研究成果等について記述すること。必要に応じて用紙を

追加してもよい。（先行する研究を引用する場合は、「阪大生のためのアカデミックライティング入

門」に従い、盗作剽窃にならないように引用部分を明示し文末に参考文献リストをつけること。） 

【研究目的】 

 近年、抗菌薬に耐性を獲得した薬剤耐性菌が増加しており、今日の重要な問題の一つとなっている。

現在、薬剤耐性菌による感染症によって世界で年間 70 万人が死亡している。薬剤耐性菌は、抗菌薬

の過度な使用や誤った使用によって、細菌が自然発生的に薬剤への耐性を示す遺伝子変異を獲得して

生じる。また、他の耐性菌から薬剤耐性遺伝子を水平遺伝子伝播によって得ることによっても生じる。

薬剤耐性菌が引き起こす感染症の治療は困難であり、しばしば重症化し、場合により致命的な経過を

引き起こす。このような状況から、薬剤耐性菌に対処する方法として、細菌ゲノムを解析し、細菌に

感染するバクテリオファージの情報を用いて抗菌薬と異なる機序の薬剤の開発につなげることを考

えた。本研究により薬剤耐性菌の治療法の選択が広がり、現在薬剤耐性菌により苦しめられている罹

患者の方々、またその治療に携わっておられる方々の手助けになる可能性があると考えられる。 

 

【研究計画・方法】 

1. バイオインフォマティクス解析環境の構築 

Windows PC 上で Linux を作動させる WSL2 をインストールし、Linux OS である Ubuntsu、データ

サイエンス環境管理プログラム Anaconda をインストールした。さらに、以下の各解析に用いたプ

ログラムをそれぞれ導入した。 

 

2. 公的データベースからの細菌ゲノム配列のシーケンスデータ収集 

本研究計画で標的とする化膿レンサ球菌のデータを収集し、シーケンスデータ前処理パイプライン

である fastp1 を用いて低クオリティ配列を除去した。次に細菌用のゲノムアセンブラである skesa2

によって塩基配列の組み立て (de novo assembly)を行った。さらにバクテリオファージの解析プロ

グラムである pharokka3 を用いて、細菌ゲノムに存在するプロファージのアノテーションを実行し

た。 
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3. ファージ由来溶菌酵素の配列抽出 

pharokka 解析で得られたアノテーション情報をもとに、ファージの溶菌酵素の遺伝子配列を、文字

列を操作するシェルスクリプトを作成し実行することで抽出した。 

 

4. 溶菌酵素の分子系統解析 

下記プログラムを用いて各溶菌酵素について分子系統解析を行った。 

4-1. MAFFT4を用いた多重配列整列 

4-2. trimAl5 を用いた配列困難部位の削除 

4-3. MAFFT を用いた再度の多重配列整列 

4-4. KAKUSAN46による進化モデルの選択 

4-5. MrBayes7によるベイズ法に基づく分子系統樹の算出 

 

5. 各溶菌酵素のドメイン構造の推定 

各溶菌酵素のアミノ酸配列について、タンパク質統合データベース InterPro8 を用いたドメイン検索

と局在予測を行った。 

 

【研究経過・成果】 

 公的データベースより、化膿レンサ球菌 311 株のペアエンドシーケンスファイルを得た。fastp プロ

グラムにてクオリティ管理、アダプター配列の除去、リードフィルタリングを行った。前処理した fastq

ファイルを用いて、細菌ゲノムアセンブリツールである SKESA にてゲノムアセンブルを行った。そ

の結果、311 株のドラフトゲノム配列を得た。次に、ファージ配列のアノテーションプログラムであ

る Pharokka を、Anaconda を用いた local の仮想解析環境にインストールし、解析を実施した。Pharokka

による解析では、ドラフトゲノム配列中のすべての遺伝子配列に対してアノテーションが実施され

た。そこで、分子の機能として溶菌に寄与することが予測された遺伝子群の抽出を行った。 

 得られた遺伝子群は、endolysin, holin, amidase の 3 種類に大別され、それぞれ 1898 遺伝子、462 遺

伝子、115 遺伝子検出された。同一配列を一種類とみなしてさらにまとめると、endolysin は 58 種類、

amidase は 3 種類、holin は 33 種類存在することが明らかとなった。次に、MrBayes を用いた分子系統

樹の作成を行った。MrBayes は、ベイズ統計に基づく分子系統樹の算出プログラムである。得られた

結果から、Figtree を用いて系統樹の描画を行った (図 1) 。 

 InterPro にて endolysin, holin, amidase のタンパク質のモチーフ検索を行った結果(図 2)、signal peptide

を持つ endolysin が 14 個あることが分かった。これらの endolysin は菌体外に分泌されることが予測

されることから、可溶性が高く組換えタンパク質として作製しやすいと考えられる。今後、これらの

endolysin について大腸菌を用いた組換えタンパク質を作製し、化膿レンサ球菌に対する溶菌能を検証

したい。 
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【今後の展望】 
 選択した遺伝子配列を基にして、組換えタンパク質を作製する。溶菌酵素の遺伝子配列は、大腸菌

に最適化した配列を人工合成して作製する。発現ベクターに溶菌酵素の遺伝子配列を導入した後に、

大腸菌に形質転換する。発現した組換えタンパク質は、ヒスチジンタグを用いたアフィニティークロ

マトグラフィーにて精製する。得られた組換え溶菌酵素を化膿レンサ球菌に添加し、溶菌作用を示す

かを検証する。 
 

図 1. ベイズ法に基づくファージの細菌細胞壁分解酵素の分子系統樹． 
系統樹は、各ファージの遺伝子配列に基づいて MrBayes により計算された。Figtree を用いて、

ミッドポイント法にて描画した無根系統樹として出力した。 
A. endolysin の分子系統樹． 
B. amidase の分子系統樹． 
C. holin の分子系統樹． 

A B 

C 
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 図 2. InterPro によるドメイン検索 
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