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要　　旨
醤油乳酸菌Tetragenococcus halophilus WJ7

に感染するバクテリオファージphiWJ7 が結合す
るレセプターが，リビトールタイコ酸であること
を特定した。phiWJ7 はリビトールタイコ酸の欠
損株には感染しなかった。

緒　　言
醤油乳酸菌Tetragenococcus halophilusは，有

機酸を生産して醤油に酸味や味の深みを与えると
ともに，pHを降下させて酵母の生育環境を調え
るなど，醤油醸造において欠かせない役割を果た
している。T. halophilusに感染するバクテリオ
ファージ（以下ファージ）が醤油諸味から分離さ
れており，このファージの感染はT. halophilus
を溶菌させて乳酸発酵を阻害するため，醸造上大
きな問題とされてきた 1）。T. halophilusに感染す
るファージは宿主範囲が狭く，異なる菌株に感染
することは稀で，ファージ耐性変異株も比較的容
易に育種できると報告されている 2）。しかし，T. 

halophilusのファージ感受性を決定する要因は明
らかにされていなかった。近年，T. halophilus
のゲノムにCRISPR配列が見出され，ファージに
対する防御機構として機能している可能性も示唆
されたが 3），これまでファージ感受性の決定要因
が実験的に示された事例はなかった。

ファージの結合レセプターは，ファージの宿主
範囲を決定する重要な因子である。ファージは，
宿主の細胞表面に存在するレセプター分子を特異
的に認識し結合するため，特定のレセプター分子
を有しない宿主には感染できない。ファージの宿
主に対する結合は，可逆的な結合と不可逆的な結
合の 2 段階がある 4）。ファージはまず，宿主細胞
に可逆的に結合するが，この段階ではまだ宿主か
ら離れ，細胞表面の別の場所へ移動することもで
きる。宿主の細胞表面で不可逆的結合に適した部
位を見つけると，ファージは宿主細胞に不可逆的
に結合する。これにより，ファージは宿主細胞か
ら離脱できなくなり，その後ファージゲノムが宿
主細胞内へ注入される。可逆的結合と不可逆的結
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合に関与するレセプターは，必ずしも同一の分子
ではない。例えば，大腸菌に感染するλファージ
は，外膜のタンパク質OmpCが可逆的結合のレセ
プターで，マルトース輸送体LamBが不可逆的結
合のレセプターである 5）。

乳酸菌を含むグラム陽性菌においてもファージ
の結合レセプターがいくつか特定されており 6），
その一つにタイコ酸がある。タイコ酸は主として，
グリセロールリン酸またはリビトールリン酸が結
合したポリマーであり（それぞれグリセロールタ
イコ酸，リビトールタイコ酸と呼ぶ），ペプチド
グリカンに共有結合している。タイコ酸は多くの
グラム陽性菌によって生産され，主鎖の成分と修
飾残基が菌種や菌株ごとに異なる 7 , 8）。

タイコ酸合成酵素遺伝子は，黄色ブドウ球菌

Staphylococcus aureusに お い て よ く 研 究 さ れ
ており，グリセロールタイコ酸の生産に関わる
tag遺伝子群と，リビトールタイコ酸の生産に関
わるtar遺伝子群がある（以下本稿では，Xia & 
Peschel 9）の方針に従い，両タイプのタイコ酸合
成に共通して必要な遺伝子にはtagの名称を使用
する）。S. aureusにおけるタイコ酸合成経路を図
1 に示す。T. halophilusにおいては，タイコ酸の
構造と合成経路についてこれまで調べられていな
かった。

筆者らは，ファージphiWJ7 の不可逆的な結合
レセプターがリビトールタイコ酸であることを
特定した。本研究は，T. halophilusに感染する
ファージが宿主を決定する機構の一端を明らかに
したものである。
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実　験　方　法
１．菌株，培地および培養条件

本研究で主として使用した乳酸菌，ファージを
表 1 に示す。培地はMRS-10 またはLA13 培地 14）

を使用した。MRS-10 は，NaClを 10%添加した
MRSブロス（Difco）である。寒天培地の寒天濃
度は 1.5%とした。液体培地は撹拌せずに静置し，
寒天培地はアネロパック（三菱ガス化学）を使用
し嫌気的に培養した。培養温度は 30℃で，特に
記載がない場合は 5 日間培養した。

２．�ファージの取り扱いとファージ耐性変異株の
取得

Uchida & Kanbeは，一般的な軟寒天によるプ
ラークアッセイではT. halophilusのファージ検
出ができなかったため，寒天培地上にコンラージ
棒で宿主とファージを直接塗布する検出法を開発
した 1）。本研究ではこの方法を修正して用いた。
MRS-10 で定常期まで培養した宿主菌株を，ソ
ニケーター（AUS-01 ;超音波工業）で 30 秒間超
音波処理し，得られた均一な細胞懸濁液を 10%
食塩水で 6 倍希釈し，希釈した懸濁液 600 µLを
ファージ検体と混合した。寒天表面に均一に菌体
を塗布するため，コンラージ棒は使用せず，プ

レートを傾けることで宿主とファージの混合液を
LA13 寒天培地（径 85 mm）の表面に広げ，クリー
ンベンチ内で乾燥させた。この培地を 3 日間培養
し，プラークを形成させた。ファージスポットアッ
セイでは，宿主懸濁液を前もって寒天培地上に
広げ，その後 10 µLのファージ検体をスポットし
た。ファージをプラークから回収する際は，10%
食塩水に懸濁し，遠心分離で細胞を除去した後，
上清をポリエーテルスルホン膜（0.2 µm;アドバ
ンテック）でろ過した。グリセロールストックは
終濃度 16%（v/v）となるようグリセロールを添
加し，- 80℃で保存した。ファージ耐性変異株は，
親株の培養液（約 10 6 cfu）をLA13 寒天培地上に
10 7 pfu以上のファージとともに塗布し，生育し
たコロニーを分離した。

３．ゲノム解析
T. halophilusのゲノムDNA抽出には，DNeasy 

PowerSoil Pro KitおよびQIAcube（QIAGEN）を
使用した。ゲノムDNAライブラリーの調製には，
Nextera DNA Flex Library Prep Kit（Illumina）
を用いた。ゲノムシーケンスはIllumina MiSeq 
シーケンスプラットフォームを利用し，300 bp× 2
のペアエンドシーケンス解析を実施した。

株名 説明 分離源 

乳酸菌（T. halophilus） 

   WJ7 

   WJ7R1 

   WJ7R2 

   NBRC 12172 

   YA5 

   YA163 

   YG2 

バクテリオファージ 

   phiWJ7 

   phiWJ7_2 

   phiWJ7_3 

 

phiWJ7 に感受性 

phiWJ7 に非感受性 tarL::ISTeha3 

phiWJ7 に非感受性 tarL::ISTeha4 

phiWJ7 に非感受性 

phiWJ7 に非感受性 

phiWJ7 に非感受性 

phiWJ7 に非感受性 

 

WJ7 に感染し,WJ7R1,WJ7R2 には感染しない 

WJ7,WJ7R1,WJ7R2 いずれにも感染する 

WJ7,WJ7R1,WJ7R2 いずれにも感染する 

 

糠漬けより分離 15) 

本研究で作出した WJ7 の変異株 

本研究で作出した WJ7 の変異株 

NITE バイオテクノロジーセンター 

醤油諸味より分離 19) 

醤油諸味より分離 15) 

醤油諸味より分離 15) 

 

醤油諸味より分離 

醤油諸味より分離 

醤油諸味より分離 

表 1　本研究で主に使用した乳酸菌株とファージ
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公開済みのT. halophilus WJ7 のゲノム配列 3）

をリファレンス配列として，変異株WJ7R1，
WJ7R2 のリードをゲノムマッピングツール
であるBWAを用いてマッピングし，Genome 
Analysis Toolkit（GATK）とbreseqにより変異
箇所を特定した。

タイコ酸合成酵素遺伝子を含む領域の変異を確
認するためには，プライマーセットWJ7contig68
と asnS，tagOf と tagOr，mnaAf と mnaAr，
tagGHDrとtagGHDf，tagABrとtagABf，tagFr
とtagFf，asnSとtarIJLr（表 2）を使用し，KOD 
FX Neo（東洋紡）を用いてPCRでDNAを増幅
した。PCR産物は 0.9%アガロースゲルで分離
し，Wizard SV gel and PCR clean-up system

（Promega）を用いて精製，必要に応じて外注分
析によりシーケンス解析を実施した（Fasmac/
Eurofins Genomics）。

プライマー名 配列 (5'→3') 

WJ7contig68 

asnS 

tagOf 

tagOr 

mnaAf 

mnaAr 

tagGHDr 

tagGHDf 

tagABr 

tagABf 

tagFr 

tagFf 

tarIJLr 

GAGGAACTACATCATAATTAAATAACTCGC 

CGTTTATTGAATCGGATTTATCCG 

TGAATGCTTCGATGGAAGAG 

TCCCATTCGGAATCGC 

GGCAAAGACCTAGATTCTATCCG 

CAATGCTTGAAAGTCAATCGTC 

GCGTCGAACTTGCGG 

GGTTTAGACGTATGGGAACATGC 

TCTTCTGATTGGTTCTTGTCACTC 

AGGTGAATATCGCTCAAGGG 

GCCATTCATCGCCTAACTG 

CAGCGCCACTGGACAC 

TCGTAACCTTGTAGCCTATCGG 

表 2　プライマー配列

４．タイコ酸の抽出と分析
T. halophilusの細胞壁は，概ね既報 15）に従い

抽出した。細胞をMRS-10 で定常期まで増殖さ
せ，遠心分離（8,000 ×g，5 分）で回収，ペレッ
トを水で洗浄後，4% SDSに再懸濁し，30 分間煮

沸，室温で一晩静置した。懸濁液を再度 10 分間
煮沸し，遠心分離でペレットを回収して，水で 4
回洗浄し，DNase，RNase，およびトリプシンで
処理した。最終的に水で洗浄した後，遠心分離に
より細胞壁を回収，凍結乾燥した。

タイコ酸の抽出はBronらの手法 16）に従った。
細胞壁を 10% TCAで処理することで遊離したタ
イコ酸を，3 倍量のエタノールを添加して 4℃で
24 時間静置し沈殿させた。遠心分離でタイコ酸
を回収し，70%エタノールで 2 回洗浄し，凍結乾
燥した。

構 成 糖 を 分 析 す る た め，50 mgの タ イ コ 酸
を，6 M HClで 100℃，3 時 間 加 水 分 解 し，4 M 
NaOHで 中 和 し た。 内 部 標 準 と し て，20 µlの
[ 1，1，2，3，3 -D 5 ]グ リ セ ロ ー ル（D 5 -グ リ セ
ロール;Cambridge Isotope Laboratories， Inc.）
1,000 ppm溶液を 200 µlの加水分解物に加え，
Bornøら 17）の手順に従い塩化ベンゾイルで誘導
体化し，誘導体化されたリビトールおよびグリ
セロールをLC/MSで分析した。LCはACQUITY 
UPLC H-Class（Waters Corporation） を 使 用 し
た。 カ ラ ム はACQUITY UPLC BEH C18（2.1×
100 mm）で，移動相として 10 mMギ酸アンモニ
ウムを含む Milli-Q水（pH 3.5）とアセトニトリ
ルをグラジエント溶出させ，MS分析はXevo G2-
XS Q-TOF MS（Waters Corporation）で実施
した。

５．ファージ結合アッセイ
細胞壁へのファージの結合は，Baptistaらの方

法 18）に従い評価した。上述のように調製した細
胞壁を，10 µg/mlになるようLA13 に再懸濁し，
ファージと混合して 30℃で 10 分間インキュベー
トした。細胞壁を含まないLA13 を対照区として
用意した。細胞壁とファージの混合物を遠心分離

（6,000 ×g，5 分）し，上清中の遊離ファージ数を，
WJ7 を宿主菌としてプラークアッセイにより求
めた。

不可逆的結合を評価する際は，細胞壁とファー
ジの混合物を 10%食塩水で 100 倍に希釈し，5
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秒間ボルテックスすることで可逆的に結合した
ファージを遊離させ，遠心分離して同様に遊離
ファージ数を評価した。この場合，上清中の遊離
ファージは，細胞壁に結合していなかったものと，
可逆的に結合していたものが含まれる。

統計解析にはR（バージョン 3.6.0 ; www.r-project.
org）を使用し，一元配置分散分析とTukey法によ
る事後検定によってデータを評価した。

結　果　と　考　察
１．phiWJ7 耐性変異株の取得

T. halophilus WJ7 をLA13 寒天培地上にファー
ジphiWJ7 とともに播種し，生育したコロニーを
分離して，phiWJ7 耐性変異株WJ7R1 とWJ7R2
を得た。変異株に対して，phiWJ7 はプラークを
形成しなかった（図 2）。しかし，phiWJ7 とは別
のファージであるphiWJ7_2 とphiWJ7_3 は，変
異株に対してもプラークを形成した。phiWJ7_2
は，親株に対しても変異株に対しても同様のプ
ラークを形成したが，phiWJ7_3 は，親株よりも
変異株に対してプラークサイズが大きく，プラー
ク数も多かった。

２．変異株の変異個所の特定
WJ7R1 とWJ7R2 がファージ耐性を獲得した

要因を調べるため，全ゲノム配列を解析し親株
WJ7 のゲノムと比較したところ，両方の変異株
で同一のORFにインサーションシーケンス（IS）
が転移していた（図 3A）。WJ7R1 で転移してい
た の はISTeha3，WJ7R2 で はISTeha4 で あ っ
た。ISが転移していたORFのアミノ酸配列は，S. 

aureusにおいてリビトールタイコ酸の主鎖を重合
させるTarLと 68%の相同性を示し，その上流に
位置する 2 つのORFも，重合反応の基質を合成
するTarIおよびTarJと高い相同性を示した（図
1，3A）。

T. halophilusのゲノム上をISが高頻度で転移
していることは，既報の通りである 19）。本研究で
は変異を誘発する紫外線照射や薬剤処理は施して
おらず，単に継代培養するのみでISが転移してい
ることが示された。

３．T. halophilusのタイコ酸合成遺伝子の解析
tarL遺伝子へのIS転位が 2 つの変異株で独立に

発生していることから，リビトールタイコ酸合成
経路の破壊がファージ耐性獲得に寄与した可能性
が非常に高い。しかし，T. halophilusのタイコ
酸合成酵素遺伝子に関しては過去にほとんど検討
されていなかったため，まずゲノム全長の配列が
公開されているT. halophilus NBRC 12172 にお
いて，タイコ酸生合成経路のin silico解析を実施
することとした。すなわち，S. aureus COLのタ
イコ酸合成酵素のアミノ酸配列に相同性を示す
タンパク質をコードする遺伝子を，NBRC 12172
のゲノムで探索した。その結果，NBRC 12172 は
tagO，mnaA，tagADB，tarFおよびtagGHに相同
な遺伝子を有しており，これらは 4 か所に分散し
て存在した（図 3 B）。また，tagFおよびlcpAの
相同遺伝子も複数存在したため，NBRC 12172 は
グリセロールタイコ酸合成に必要な遺伝子を一通
り有していると推定された。しかし，リビトー
ルタイコ酸合成に必要なtarIJLは存在しなかっ

phiWJ7_2phiWJ7 phiWJ7_3

100 10-1 10-2 10-3    10-4 10-5希釈倍率 100 10-1 10-2 10-3    10-4 10-5 100 10-1 10-2 10-3    10-4 10-5

WJ7

WJ7R1

WJ7R2

図 2　 phiWJ7，phiWJ7_2，phiWJ7_3 によるスポットアッセイ。各ファージを段階的に希釈し，左
側に示した各宿主株に対してスポットした。
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た。NBRC 12172 で見出された遺伝子のカウン
ターパートを，WJ7 のゲノムで探索したところ，
WJ7 もグリセロールタイコ酸合成に必要な遺伝
子を有していると推定され，かつリビトールタイ
コ酸合成に必要なtarIJLも，tagABなどの近傍に
存在した（図 3 B）。tagAB周辺の配列を，他の
3 株，YA5，YA163，YG2 と比較した。NBRC 
12172 と同様に，これら 3 株はゲノム上にtarIJL
が存在せず，いずれの株もphiWJ7 に感染しな
かった（図 4）。

４．タイコ酸の分析
WJ7 はグリセロールタイコ酸およびリビトー

ルタイコ酸の合成に必要な遺伝子を有していると
推定され，WJ7R1 ではリビトールタイコ酸合成
酵素遺伝子が破壊されていたことから，WJ7 お
よびWJ7R1 からタイコ酸を抽出し，グリセロー

ルとリビトールの存在を評価することとした。ト
リクロロ酢酸で細胞壁から遊離させたタイコ酸を
塩酸加水分解し，塩化ベンゾイルで誘導体化して
LC/MSで分析した。その結果，グリセロールは
WJ7 とWJ7R1 の両方で検出されたのに対し，リ
ビトールはWJ7 でのみ検出された（図 5）。つま
り，WJ7 がグリセロールタイコ酸およびリビトー
ルタイコ酸をいずれも生産する一方，WJ7R1 は
リビトールタイコ酸を欠損していることが示唆さ
れた。

５．ファージ結合アッセイ
グラム陽性菌のタイコ酸は，ファージ結合のレ

セプターになることが報告されているため 6），タ
イコ酸欠損変異株はファージの細胞壁への結合
が損なわれている可能性が考えられた。そこで，
WJ7 と変異株の細胞壁を用いたファージ結合

NBRC 12172

WJ7R1

ISTeha4

T. halophilus WJ7

S. aureus COL
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B
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562 aa

tarJ
341 aa
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mnaA tagG H D

lcpA?
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トランスポゼース
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糖転移酵素
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Putative polysaccharide
pyruvyltransferase
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Asparaginyl-tRNA
synthetase

WJ7R2

ISTeha3
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図 3　 WJ7 のタイコ酸合成遺伝子。(A)T. halophilus WJ7 とS. aureus COLのtarIJLの比較。%は
アミノ酸配列の相同性を表す。tarL上に示されているのは，変異株でISが転移した位置。(B) 
NBRC 12172 とWJ7 のタイコ酸合成に関与する遺伝子。破線で結ばれている遺伝子は，アミノ
酸配列の相同性が 90%を超える（トランスポゼースは除く）。ORF上の黒い矢印は，プライマー
の位置を表す。
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アッセイを実施した。各菌株の細胞壁をphiWJ7
と混合し，細胞壁に結合したファージを遠心分離
で除去して，上清の遊離ファージ数から細胞壁に
結合したファージの割合を求めた。WJ7 の細胞
壁と混合したphiWJ7 の約 99%が細胞壁に結合し
ており（図 6 A），この結果はWJ7 がphiWJ7 の
結合レセプターを有していることを明確に示して
いる。ただし，phiWJ7 はWJ7R1 とWJ7R2 にも
34 - 39%程度結合した。次に，細胞壁とファージ
の混合物を 100倍に希釈してボルテックスをかけ
ることで可逆的に結合したファージを遊離させた
後，遠心分離で不可逆的に結合したファージを除
去した。これによって遊離ファージ数は増加した
が，phiWJ7 の 89%は依然としてWJ7 の細胞壁に
結合していた。一方で，WJ7R1 とWJ7R2 に結合
したphiWJ7 はほぼ完全に遊離した（図 6 B）。

結合アッセイの結果と，変異株でtarLが変異し

ていたこと，WJ7R1 がリビトールタイコ酸を欠
損していたことなどを総合すると，リビトール
タイコ酸がphiWJ7 の感染に不可欠な結合レセプ
ターであると結論された。ただしphiWJ7 はリビ
トールタイコ酸欠損変異株に対しても可逆的には
結合したため，可逆的結合のレセプターとしてリ
ビトールタイコ酸以外に別のレセプターが存在す
ると考えられる。

６．phiWJ7 耐性株の追加取得と変異箇所の特定
リビトールタイコ酸欠損株がphiWJ7 に対し

耐性を得るのであれば，tarL以外にもリビトー
ルタイコ酸合成に関与する遺伝子の欠損株が，
phiWJ7 耐性株として得られると期待される。T. 
halophilusの遺伝子破壊はISの転位が原因となる
ことが多く，その場合，当該遺伝子をPCRで増幅
すれば親株とPCR産物の長さが異なるので，容易

図 4　 5 つの菌株間のtagAB周辺配列の比較と，各株のphiWJ7 に対する感受性。破線で結ばれている
遺伝子は，アミノ酸配列の相同性が 90%を超える（トランスポゼースは除く）。右側のスポッ
トアッセイでは，4.3 × 10 7 pfuのphiWJ7 を各宿主株にスポットした。
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YA163
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タイコ酸合成との関連は
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に判別できる 19）。そこで，WJ7R1 とWJ7R2 を得
たのと同様に，追加で 25 株のphiWJ7 耐性変異
株を取得した（WJ7R3 -WJ7R27）。これらの株で，
タイコ酸合成酵素遺伝子を含む領域を増幅したと
ころ，25 株のうち 21 株は，tarLを含む領域への
IS転移が示唆された。DNAシーケンス解析の結
果，この 21 株では，tarI，tarJ，またはtarLのい
ずれかにISが転位していることが明らかになった

（図 7）。
残る 4 株のうち，2 株はphiWJ7_2 とphiWJ7_3

に対する感受性が親株より低く，他の耐性株とは
耐性獲得機構が異なると考えられた（データ示
さず）。他の 2 株についてはtarIJLのDNAシーケ
ンス解析を実施したところ，tarJの 1 アミノ酸置
換または 102 bpの欠失を起こしていた（図 7）。
つまり，追加で取得したphiWJ7 耐性株のうち，
WJ7R1 やWJ7R2 と同じファージ感受性を示した
23 株全てが，tarIJLに変異を有していたことに
なる。

以上の結果より，リビトールタイコ酸がphiWJ7
の結合レセプターであり，その有無がT. halophilus
のファージ感受性を決定する一因であることが
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図 6　 WJ7 とその変異株に対するphiWJ7 の結合アッセイ。細胞壁を加えない対照区における遊離
ファージ数を 100%として，各試験区の遊離ファージ数を比で示している。各データとエラー
バーは，三連実験の平均値±標準偏差を示した。アスタリスクは，試験区間の有意差を表す

（*:p< 0.05，**:p< 0.01）。（A）可逆的に結合したファージと不可逆的に結合したファージをい
ずれも遠心分離で除去した。（B）可逆的に結合したファージを遊離させ，不可逆的に結合した
ファージのみを遠心分離で除去した。
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図 5　 WJ7 とWJ7R1 のタイコ酸加水分解物に含
まれるリビトール（m/z 690.23），グリセ
ロール（m/z 422.16），およびD5 -グリセロー
ル（m/z 437.19）のベンゾイル誘導体のク
ロマトグラム。D5 -グリセロールはサンプ
ルの誘導体化効率を比較するために添加し
た。最下段にはグリセロールとリビトール
の誘導体のクロマトグラムを示す。
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図 7　追加で取得したphiWJ7 耐性変異株の変異箇所。

示された。タイコ酸構造の違いがファージ感受
性を決定する例は他菌種でも見られ，例えば 
S. aureusのファージはタイコ酸構造が共通する
菌株に広く感染することが知られている 20）。しか
し，T. halophilusのファージは宿主範囲が狭く，
ほとんど菌株特異的に感染すると言われているた
め 1），構造的多様性があまり高くないタイコ酸に
よってのみ宿主が決定されるとは考え難い。

その後の研究で筆者らは，ファージの宿主認識
に関与する，タイコ酸より構造的多様性に富んだ
レセプターを特定したので，続報にて述べたい。

本稿は 2022 年 10 月 20 日に開催された日本醤
油技術センター第 90 回醤油研究発表会（東京大
会）において発表した内容に一部加筆したもの

である。なお本研究は本誌に先立ちMicrobiology 
Spectrum誌に掲載されており，本文と図表の一
部を本報へ改変・転載している。本報の内容を引
用する際は，当該文献を引用する必要がある（T. 
Wakinaka et al.:Microbiol Spectr 10 : e00336 -
22，2022）。

要　　約
１． Tetragenococcus halophilus WJ7 を 親 株 と

して，WJ7 に感染するバクテリオファージ
phiWJ7 に対し非感受性になった変異株を取
得した。

２． ファージ耐性変異株のゲノム解析の結果，
リビトールタイコ酸の合成酵素遺伝子が変
異していることが明らかになった。
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３． タイコ酸を加水分解して分析したところ，
親株には含まれるリビトールが変異株には
含まれていなかった。

４． phiWJ7 は親株に不可逆的に結合したが，変
異株にはしなかったため，リビトールタイ
コ酸がphiWJ7 の不可逆的結合レセプターだ
と結論付けられた。
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