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Abstract

BacteriophagesinfectingmarineluminousbacteriumVYbrjoliarveIyjhavebeenisolated

fromseawateｒａｎｄｆｉｓｈｉｎＫａｇｏｓｈｉｍａＢａｙ，duringl980tol985・Theeighty-fiveofiso-

latedbacteriophagesweredividedintothreegroupswiththierlyticpatterntohostbac-

teria・TherepresentativethreeV:harveyj-phageswereobservedaboutthehostrange，

plaquemorphology，particlestructure，stability，one-stepgrowthcharacteristics，and

serologicalproperty・Theyarephageswithalongandnoncontractiletail，andalsostable

phageswithdouble-strandedDNAasgeneticmaterial・Ｔｈｅｔｅｓｔｐｈagesvariedinhost

range，plaquemorphology，one-stepgrowthcharacteristics，andserologicalproperty、

ThesephagesmayprovidearapidandsensitivemeansofdifferentiatingMharveyj

strainsbyphagetypingmethod．

海洋性発光細菌の中で附加ofYscherjに感染するバクテリオファージ（単にファージと

もいう）の性状については前報')で報告したが，ひき続き同じ海洋性発光細菌に属するⅥb‐

mharveyiに感染するファージを検索・分離し，それらの性状を研究した。海洋性発光細

菌はphotobacteriumとVybriOの２属にわたる６種が知られている2)。それらの海洋におけ

る生態は多彩であるが、菌種別に見れば個々 に特徴がある3)。Wbarveyiは中温性で，基質

利用性が多様な沿岸性の菌種である。従って，この菌は温帯海域で夏季に多く検出され，そ

の分布は表層水温の変化と深い関係がある4)。鹿児島湾のような温帯海域にあっては夏期に

沿岸域に多く見られる3)。YetinsonandShilo5)とShiloandYetinson6)は，地中海とElat湾

における発光細菌の季節的，地理的分布を検討し’菌種によって異なった分布様相を見出し

ている。その際に地中海において，wharveyiは年間を通して生息しているが，実は夏,冬

交互して異なる亜種が現れていた。よって，WbarVeyiは，ざらに詳しく亜種レベルの分布
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を検討すべきだと指摘している。この菌種に感染するファージについてはYetinsonand

Shilo5)の地中海における発光細菌の分布に関する報文の中で，この菌種の亜種を区別する

のにファージ感受性を指標とすることを示唆しているが，具体的なファージの性状について

は言及きれていない。著者は海洋発光細菌種のファージ型別を試みているが，それを念頭に

おきながら，本報では鹿児島湾内海水及びその海域に生息する魚類の体表，消化管内容物か

らMlIarveyjを分離し，それらに感染するファージを検索，単離した。それらwharvayj-

ファージ系の代表３株の性状について報告する。

実験材料及び方法

供試微生物本報で供試するWbarvayi-ファージ系は，1981年から1985年の５年間にお

いて，鹿児島湾内の沖合と沿岸域の海水，および湾内に生息する魚類から検索，分離したも

のである。海水は常法によりＪ－ｚ採水器を用いて無菌的に採取して供試した。また供試魚

は釣獲されたクロサギ(GeITesQyena)，ゴンズイ(PﾉotosusangujIIarjs)のいずれも体長20～

25cmのもので，それらの体表，消化管内容物を実験対象とした。

使用培地供試菌の培養，保存やファージの分離，増強，保存に使用した培地は海水培地

(SeaWaterBroth,ＳＷＢ)，海水寒天培地(SeaWaterAgar,ＳＷＡ)，軟海水寒天培地(soft

SeaWaterAgar,ｓＳＷＡ)である。ＳＷＢの組成は75％濃度の人工海水(Herbst，ｓ）１ノにポリ

ペプトン（大五）５９，酵母エキス（大五）１９を溶解し，最終ｐＨが7.6～7.8になるよう

に調整したものである。ＳＷＡ，ｓＳＷＡはＳＷＢに粉末寒天をそれぞれ1.5％，0.5％濃度に

加えて溶解し作成した。

ファージ定量法試料ファージ液中のファージの定量は，Adams7)の記載に準じ，二重寒

天平板法による溶菌斑形成単位(plaqueformingunits,pfu)として滴定した。すなわち，予

めＳＷＢで適宜10n希釈を行なったファージ液に宿主菌新鮮培養物(108cells/m、を等量混ぜ，

25℃に５～10分間放置して宿主細胞にファージ粒子を吸着させる。その吸着液0.2ｍﾉを予

め溶解し45℃に保温したｓＳＷＡ３ｍﾉに注加し手早く混和した後，そのすべてをＳＷＡ平板

（基層平板）上に流し込み重層する。重層寒天が固化するのをまって25℃で１晩培養した。

この方法で二重寒天平板上に形成きれた溶菌斑を計数しpfu/ｍＩを算出した。

ファージの一段増殖実験法標示菌をＳＷＢで１晩培養したもの0.5ｍＩを4.5ｍＩのＳＷＢ

に移植しさらに２～３時間培養した｡その新鮮培養物(108cells/m、０．５ｍＩとファージ液(106

pfu/m、０．５ｍlとをＳＷＢ４ｍ仲に加え混和し吸着管として25℃で20分間培養した。その間

にファージ粒子は宿主細胞に吸着きれる。２０分後その吸着管をＳＷＢで１／100に希釈して

ファージの吸着を停止した後，それを増殖管として引き続いて培養した。増殖管からは所定

時間毎に試料の一部を取り出し適宜希釈してファージ数を滴定し，放出ファージ数を算出し

た。別に，ファージ粒子の宿主細胞への吸着率を算出するため，吸着20分後の吸着管におけ

る全ファージ数と未吸着ファージ数とを滴定した｡すなわち吸着管を１／100に希釈した直後，

その一部をとり感染中心体数を滴定して全ファージ数とし，また他の一部について，その中

の未吸着ファージを分けるためにミリポアー(HA,0.45解、)を通し，その漁過液について遊

離ファージ数を滴定した。こうして得られた吸着20分後の全ファージ数と遊離ファージ数と
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の差を吸着ファージ数とし，それの全ファージ数に対する百分率を吸着率とした。

ファージ濃縮法ファージを濃縮する方法にはいろいろあるが本報では分別遠沈濃縮法を

用いた。すなわち常法で増強調製されたファージ液を低温高速遠沈（０℃，37,000×＆９０
分間）し,分別したファージ粒子のペレットを少量の液に再懸濁した｡懸濁用液はそのファー

ジの用途に応じて選択した。電顕標本作成に使う場合は１％酢酸アンモニウム水溶液に，免

疫原として使う場合には１／６濃度人工海水に懸濁した。この方法でファージ濃度を100倍位

に濃縮できた。

電子顕微鏡観察ファージ濃縮懸濁液（１％酢酸アンモニウム水溶液に対し1010~'１pfu／

ｍｊ）を試料とし，リンタングステン酸による陰染色標本を作成した。すなわち，ファージ

濃縮液を２％リンタングステン酸水溶液（KOHでpH7.2に調整）と等量混和し，それをコ

ロジオン膜でおおって炭素蒸着したシートメッシュ上に滴下し，３０～60秒後残余の試料液を

漁紙で適度に吸い取り乾燥させる。これを電子顕微鏡試料とし，日本電子製電子顕微鏡，
JEM100B型に挿入し，電顕実拡大60,000倍で観察した。

抗ファージ血清の作成ファージ濃縮懸濁液（10'0~'１pfu/m、を免疫原として実験用ウ

サギに接種した。供試ウサギは生後２ケ月の雄で体重1.8～2.0k9位のものであった。これら

の下腹部皮下に，免疫原の３ｍﾉを接種した。注射は３～４日間隔で，１１～12回行なった。

免疫が相当に進んだと思われる時期に全採血を行なった。全採血は最後の免疫接種日から１０

日～22日の間に行ない，ウサギ耳翼静脈よりできるだけ多く採血した。

採血した血液は大形遠沈管に採り，斜面にして室温に放置し凝血させ，血清と血餅に分離

した。４時間ほどで血餅は収縮するが，この際スパーテルで血餅を切っておくと血清の収量

は上がる。冷蔵庫（５℃）で１晩保持した後，分離した血清をさらに3000rpm，２０分遠心分

離し，上清を抗ファージ血清として試験管に分注した。この血清を56℃，３０分間加熱して非

働化した。血清は非働化を行なうだけに止め，防腐剤は加えずに使用した。各供試ファージ

に対する抗ファージ血清について，本文中では抗ａ‘血清を［ａ]，抗Ｍ血清を［ｂ]，抗
ｃ‘血清を［ｃ］と略称する。

抗血清による中和試験抗ファージ血清にファージを加えて抗原抗体反応を行い，反応後

の生残ファージ数を測定し，抗ファージ血清のファージ中和率を算出した。

中和試験は30℃で予温した抗ファージ血清０．９ｍﾉにファージ液（107pfu/mI）を0.1ｍ伽

え混合した後，３０℃で所定時間反応させた。所定時間後，反応液の０．１ｍﾉを氷冷ＳＷＢ９．９

mﾉに加えてすばやく撹枠し，中和反応を停止させた。この液について生残ファージ数を測

定した。対照試験は中和反応系の中の抗ファージ血清に代えてＳＷＢを加え，同様に行った。
測定結果から中和率(％)を算出した。

実験結果および考察

１．供試w7arveWbフアージの由来

Wbarveyiはその生育温度域が10～37℃，基質利用性が多様で，また生育には200～300

,ＭのＮａ＋を要求するなどの‘性格を有し，海洋中では沿岸海域の海水をはじめ魚体表，魚
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類消化管内などに分布している。供試Wbarveyi-ファージ系は鹿児島湾内の海水および魚

類から分離したものであり，調査海域としては偏っていると言えようoWharveyiの生菌数

はおおよそ海水１ｍI当り７cfu，魚体表１c1if当り４cfu，魚類腸内容物１９当り５×105cfu

であった。そして海水中のそれは春から夏にかけて，沿岸域に多く見られた。

海水からの分離Wharveyiのうちファージ感受性を示した菌株は35％位であり，それら

に感染するファージは海水から１株分離きれただけであった。その後調査試料を魚類関連微

生物にひろげることによって魚類消化管内容物から多くのWharveyiを分離し，それらの

約45％がファージ感受性菌であった｡それらすべてのWharveyi-ファージ系(85系）を純化，

鑑別し，宿主菌とファージを相互に交差感染試験して類似性を検討した結果３つのファージ

群に整理されたものである。それらのファージをＷｈ－ａ＃，Ｗｂ－ｂ‘，Ｖ;ｈ－ｃ‘と符号し，

本文中ではａ＃，Ｍ，ｃ＃と略称するｏａｊはクロサギ消化管内容物から，ｂ＃は海水あ

るいはクロサギ消化管内容物から，ｃ‘はゴンズイ消化管内容物からそれぞれ当初に分離さ

れたものである。海水中にはＭが多く，時にａ＃が検出されたが，ｃウは魚類消化管内容

物から検出きれ，海水中からの検出は少なかった。このように供試Wbarveyi-ファージ３

株は異なる分布域を示した。それらの生態学的な比較は別報にゆずる。

２．宿主域

供試ファージ３株の宿主域を比較するため，それらとファージ感受性Ｖ;harveyjとの相

互間で交差感染試験を行なった。その結果をＴａｂｌｅｌに示す。Ｔａｂｌｅｌで明らかなように，

ファージ感受性Wharveyiの３菌株（Ａ，Ｂ，Ｃ株）に対して，供試ファージのａ‘はＡ，

Ｂ，Ｃの３菌株全部に感染し，ｂ＃はＢ，Ｃ株に，ｃウはＣ株のみに感染するという宿主域

に違いが見られる。これを逆にいえば，Ａ，Ｂ，Ｃ菌株はａ＃，ｂｊ，ｃ＃の３ファージに

対する感受性パターンから３型に分けられ，Wharveyj菌種をざらに菌株レベルでファー

ジ型別しうることが知られた。

Table１．CrossinfectivityoftestphagesagainstVJiarveyjstrains．

Ａ
’
十

VJi-phages
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Ｃ
ｌ
＋
＋
十

＋：Infective :Non-infective

Ｗｉ－ａウ

ーＭ

－ｃ＃

３．溶菌斑形態

供試VJ1arvayi-ファージはそれぞれの指示菌株に対して二重寒天平板培養上において

Fig.１に示すような溶菌斑形態を現わした。ａ‘の溶菌斑は直径１～1.5mmの正円，透明で

あり，ｂ＃のそれはａ＃のものよりやや小きく直径0.5～１mmで透明である。ｃ＃は直径１ｍｍ

位の不正円の混濁した溶菌斑である。ａ‘とｂ＃の溶菌斑形態はやや類似しているが，ｃ‘

のそれは前二者とは明らかに異なっている。
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４．ファージ粒子構造

供試Wharveyj-ファージの粒子構造はFig.２に示すとおりである。Fig.２に見られるよ

うに，供試ファージ粒子はいずれも頭部と尾部からなる構造を呈している。その頭部は外観

六角形の多面体であり，それに非収縮性の湾曲した尾部が付いている。尾部は全面にモザ

イック状を呈し，その末端はノブ様構造が見られる。

それらの各部の大きさは，頭部の直径が80,ｍ尾部の幅が13～ｌ５ｎｍ,その長さが200～220

,ｍである。ａ＃，ｂ＃，ｃ＃の三者はほぼ類似する粒子構造を示している。

溌繍､！

Fig.２．ElectronmlcrographsofV7brjoharveyi-phageparticlesnegativelystainedwithphosphotungstic
acid,Bar＝１００，ｍ
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６．－段増殖特性

供試VJharveyi-ファージ系について一段増殖実験を行なって，それらの一段増殖曲線を

Fig.３に示す。この図から各ファージが宿主細胞に感染・増強し放出するまでの過程を知り

うる。すなわち，各ファージの潜伏期（分)，上昇期（分)，平均放出量が算出できる。それ

らはそれぞれａゆでは60分，１５分，４６，ｂ＃では60分，３０分，３０，ｃｊでは55分，４０分，

27,であった。なお潜伏期における各宿主細胞に対する当該ファージの吸着率はａ＃では

90％，ｂ＃では87％，ｃ＃では98％であった。

一般的な海洋ファージの潜伏期は20～40分位であり，放出量は100～300位であるが，それ

各供試ファージの遺伝物質の確認をBradley8)の蛍光染色法で行なって２本鎖ＤＮＡであ
ることが知られた。

５．安定性

供試ファージをそれぞれＳＷＢに懸濁した状態で50℃,30分間の加熱処理,あるいはファー

ジ懸濁液にクロロホルムを飽和し２時間放置するなどしたのち生残ファージ数を測定して，

それらの条件下での各ファージの安定性を比較検討した。

供試Ｖ;harveyi-ファージａｊ，ｂ＃，ｃ＃はいずれも上記２処理によって失活すること

なく安定なファージであった。このことより，供試ファージ粒子は脂質など不安定要因とな

る特別な物質を含むものでないことがわかった。またファージ・ライゼイト作成時の無菌化

には加熱処理，あるいはクロロホルム処理を行ないうることが知られた。

Fig.３.One-stepgrowthcurvesofVYbrjoharveyj-phages．
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〔a〕

〔b〕

〔c〕

に比して供試ファージのそれらは潜伏期が長く，放出量は小さい。従ってFig.１に見られ

るように溶菌斑が小きいことがうなずける。

７．抗ファージ血清による中和反応

供試ファージのそれぞれを免疫原として実験用ウサギに注射し，抗ファージ血清を作成し

た。まずそれら抗ファージ血清の抗原ファージに対する中和反応条件と中和率（％）を測定

し，その結果をＴａｂｌｅ２に示す。中和反応当初のファージ数106pfu/ｍＩ,反応温度30℃の条

件において，各供試ファージは表中に記載の抗血清希釈率，反応時間(分)において中和率９０

～99％内に入る値を示した。すなわち［ａ］‐ａ＃では96％，［ｂ］-Ｍでは96％，［ｃ］‐

ｃゆでは93％であった。

Table２．Rateofneutralizationwithantiphage-serumtohomologousV・harveyj-phage．

1/1024

1/1024

1/6４

０
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Table３．Crossneutralizationrate(％)betweenVharveyj-phagesandtheir

antiphage-sera．

＃
＃
＃

ａ
ｂ
ｃ

－
一
一

ｈＹ

次に，Ｔａｂｌｅ２で確かめられた中和反応条件において，各供試ファージとそれに対応する

各抗ファージ血清との交差中和実験を行なった。この実験は供試ファージ相互の類縁性を血

清学的に検討するものである。その結果をＴａｂｌｅ３に示す。この表に見られるように，各供

試ファージとその抗ファージ血清との間の中和率は90％以上を示しているが，その条件下で

他の抗ファージ血清とファージ相互間においては数％の交差中和が見られたに過ぎない。こ

の結果，供試Wharveyi‐ａ＃，ｂ‘，ｃ＃は血清学的には類緑'性が認められない。

これらファージを使って，分離Mharveyiをファージ型別することによりその菌種を菌

株レベルで鑑別しうる。それにより発光細菌のWharveyj菌株の分布動態をつぶざに調べ，

各菌株の生態と海洋環境との関わりを解明する手段に供しうるものと考えられる。
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要約

鹿児島湾の海水や魚類から５ケ年間に分離きれた発光細菌Wbarveyjとファージ系（85系）

はそれらの性状によって３つに群別きれた。各群を代表する３株のファージ（Ｗｈ－ａ‘，

Ｗｈ－ｂ‘，Ｗｌ－ｃ‘）についてウイルス学的諸性状を検討した。その結果，供試３ファー

ジは粒子構造，安定性などにおいて類似するものの，宿主域，溶菌斑形態，一段増殖特性，

血清学的交差中和反応などにおいて三者三様に異なった性状を示し，３つに群別する妥当性

が認められた。これら３ファージを使ってWharveyjをファージ型別することによりその

菌種をさらに細かく菌株レベルで鑑別できる。
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