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Abstract

Ｉntheexperimentsofbacteriophage，firstly，ｉｔｉｓｎｅｃｅｓｓａｒｙｔｏｒｅｍｏｖｅｃｏｍｐｌｅｔｅｌythe

largenumbersofbacteriapresｅｎｔｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｒｔｈｅｐｈａｇｅ－１ｙｓａteswithoutaffecting
undulyanyphagewhichmayhavebeenpresent・Sterilizationofthembyfiltrationthrough
membranefilters（averageporediameter，０．４５のｉｓｍoStcommonlyusedforthispurpose・
Theauthorsobservedthefollowingundesirableeffectsoffiiltratioｎｔｈｒｏｕｇｈｍｅｍｂｒａｎｅ

ｆｉｌｔｅｒｓｏｎｓｏｍｅｍarinebacteriophages、

１）Thephageparticlesstuktothemembraneandconsiderableorevencomplｅｔｅｌｏｓｓ
ｏｆｐｈａｇｅｍａｙｏｃｃｕｒ，particularlyiftitersarelow、

２）Themarinephagesareinactivatedbｙａｖｅｒｙｓｍａｌｌａｍｏｕｎｔｏｆｓｕｒｆａｃｅａｃｔｉveagents
containedinamembranefilter･Thesurfactantsactdifferentlyondifferentphages･

Theseundesirableeffecfsareavoidedbyprewashingmembranefilterswithseawaterbroth．

バクテリオファージ（Bacteriophage）試料の調製やファージ・ライゼイト（Phage-lysate）の

作成にあたって，それらに混在する細菌細胞は，ファージ活性に影響をおよぼさない方法で，完全

に除かれねばならないそれにはふつう漁過除菌法が用いられるが，時には簡単に加熱処理やクロ

ロホルム処理がなされることもある')2)．ファージのなかには加熱処理やクロロホルム処理によって

失活するものがあるので，事前にその点の検討が必要である．一般に海洋ファージには，かかる処

理によって失活するような不安定なものが多い4)．従って，海水や海底泥などのファージ試料の無

菌化には漁過除菌法が無難である．しかし，それにおいても漁過材によってはファージ粒子が吸着

されることがある2)7)．さぎに海洋ファージの分離に際し，著者らはMilliporefilter（ＨＡ）によ

る演過で試料の無菌化を行なった3)5)．その際，細菌漁過膜の膜面にすらフアージ粒子が吸着される

現象や，また漁過膜の製品の違いによって，漁過されたファージ液中のファージ粒子の安定度に差

異が現れることを観察した．それらの原因や，その防止法などについて検討したので，その知見を

報告する．

実験材料および方法

供試海洋フアージ前報3)4)5)6)で分離し，性状を検査した海洋フアージのうち，最も不安定なフ

ァージ，O6N-58Pを実験に供した．時に応じ，対照として他の分離ファージをも供試比較した．

06Ｎ-58ファージ系は，九州南方海域から分離された海洋ファージ系である．この系の宿主菌は，

誰鹿児島大学水産学部微生物学研究室（LaboratoryofMicrobiology，FacultyofFisheries，Kago‐
shimaUniversity）
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海洋性Pseudomonadであって，ファージ粒子の形態は，外観六角形の頭部に短かい円錐状の尾部

をもつ形である．このファージは，加熱処理やクロロホルム処理に対して極端な不安定性を示す．

その他の諸性状については前報鋤‘’5'‘)に詳述してある．なお‘供試海洋ファージは，海水培地で増強

し，遠心沈澱後その上清を浦過除菌したものを適宜海水培地で希釈して実験に供した．

ファージ実験法供試海洋ファージの増強やライゼイトの作成，およびファージ定量法は，前報

3)4)5)6)で記述した方法に従った．

供試細菌漉過膜細菌浦過膜は，Milliporen1ter（種類ＨＡＷＰＯ４７００；平均孔径，0.45‘L4；

直径，４７ｍｍ；以下ＨＡと略記する）とToyomembranefilter（種類，ＴＭ－２；平均孔径，

0.45〃；直径，４７ｍｍ；以下ＴＭ－２と略記する）を使用した．

実験結果および考察

１．供試海洋ファージの細菌浦過膜への吸着とその予防

・海水試料を浦過除菌する際，試料中のファージ粒子が施過膜面に吸着されることに気づいた．よ

って供試海洋ファージ，O6N-58Pの希薄ファージ液（100pfu/ｍｌ）をＨＡで沌過し，沌液を浦

出した順に５ｍlずつに分画して，各分画液についてファージ数を測定した．その結果はFig.１に

示すごとくである．ＨＡを通過したファージ液の最初の５ｍｌでは，原液のファージ粒子100ｐｆＵ

/ｍｌのうち３０pfu/ｍｌが漁過膜を通過し，残りの７０pfu/ｍｌは膜面に吸着される結果であった．
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Fractionnumberfiltered

Fig，１．ＥｉｆｅｃｔｏｆＶｏｌｕｍｅｆｉｌｔｅｒｅｄｏｎｔｈｅｐｅｒcentage
recoVeryintheE1trateoｆＯ６Ｎ－５８Ｐｓｕｓｐｅｎｄｅｄ
ｌｎｓｅａｗａｔｅｒｂｒｏｔｈａｎｄ丘1teredthroughMil-
１iporef1ter（ＨＡ)．Fractionsof5mlwerecol‐
lected．
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しかし，膜を通過する液量が増すに従って単位量当り吸着されるファージ数は次第に減少し，５０，１

以上を通過した後の漁液では原液とほぼ同じファージカ価を示した．高濃度ファージ液（108pfu／

ｍｌ）について同様の実験をした結果では，原液および各漁液分画物の間でファージ数に実験誤差範

囲以上の有意の差は見出し得なかった．これらのことから，細菌演過膜のファージ粒子吸着量には

限度があって，ファージ濃度が高い試料では吸着による損失は無視出来るが，海水試料のようにフ

ァージ数の少ないものでは，その損失率が大きいことが知られた．また，ファージ粒子は漁過初期

に多く吸着され，ファージ液が５０，１以上も通過した後の膜面はファージ粒子を吸着しなくなり，

その後の漁液においてファージ粒子の損失は見
Ｔａｂｌｅｌ・Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｎｐｈａｇｅｔｉｔｅｒｓｉｎｔｈｅ

られなかった．この細菌漁過膜によるファージ filtratesofO6N-58Psuspension（１０ｍl）

粒子吸着は，膜材の静電気帯電に伴って起こる filteredthroughaintactMillipore

filter（ＨＡ）andaprewashedMillipore
電気的引力によるものであると考えられ，その filter（ＨＡ）ｗｉｔｈ５０ｍｌｏｆｓｅａｗａｔｅｒ

ｂｒｏｔｈ･
荷電が中矛ﾛされるに従いその力を失っていくも

のと思われる．よって，この吸着を防止するに Phagetiter（pfu/ｍｌ）

Iま，予め膜面をファージ粒子懸濁媒である海水 ControllFiltEatethmugh
培地５０，１以上を通して洗い，膜面の荷電を（nofiltration）lIntactHAlPrewashedHA

喜鱒髪麓泌熊鷲罵ｉ‘‘’伽｜剛
ように，ファージ粒子の膜面への吸着による損

失はほぼ完全に防ぎうることがわかった．

２．細菌漁過膜通過による供試海洋ファージ安定性の変化

不安定な海洋ファージ，O6N-58P，のライゼイトを，細菌浦過膜を通して無菌化し低温で保存す

る場合，そのライゼイトは次第に失活していく6)．その失活の割合が，無菌化に使用した細菌漁過膜

の製品の差異によって相違することを知った．その現象を，培養直後の供試ファージ・ライゼイト

（100ｍl）を折半し，一方をＨＡで，他方をＴＭ－２で浦過して無菌化し，５～8℃で保存して経

時的にそれらのファージ数を測定する方法で追試した．またＨＡで漁過された分については，貯

蔵３日後その一部を更にＴＭ－２で濃過し，あわせて経時的にファージ数を測定した．それらの結

果はFig.２に示した．Fig.２から明らかなように，供試ファージ・ライゼイトをＨＡまたは

ＴＭ－２で濃過した場合，瀧過直後両演液のファージ数に差がないことから，両細菌漁過膜のファー

ジ粒子吸着量には差がないものと考えられる．一方，貯蔵経過による両ファージ液の失活程度には

明らかな差が承られ，ＨＡで浦過したものに比し，ＴＭ－２で漁過したものの方がはるかに失活が速

い．ＨＡで濃過し３日後更にＴＭ－２で穂過したものも，ＴＭ－２を通過後その漉液の失活は急速に

進んだ．これらのことから，ＴＭ－２で濃過したファージ液のファージ失活が速いことは，ＴＭ－２

に含まれる何らかの物質がファージの失活を惹起するためであろうと考えた．

上述の現象を確認する意味で，更に次の実験を行なった．海水培地５ｍｌをＨＡとＴＭ－２でそ

れぞれ漁過し，それら演液に1/10量のO6N-58P液を加えて８℃に放置し，経時的にファージ数

を測定した．その結果はＴａｂｌｅ２の如くであり，供試ファージはＴＭ－２を通過しないまでも，

ＴＭ－２を通した海水培地を加えることによって速かに失活した．また，海水培地をＴＭ－２で穂

過し，その漁液を通過順に１０ｍｌずつに分画し，それらに1/10量のo6N-58Pライゼイトを加え

て８℃に放置した場合，Ｔａｂｌｅ３に示されるように，各画分でファージカ価の減少が見られた．



Table２．EffectofsuspendingO6N-58Pinseawaterbroth（5ｍl）
passedthroughaMilliporeflter（ＨＡ）ａｎｄＴｏｙｏｍｅ‐
mbranefilter（ＴＭ－２）onthestabilityofthephage．
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２３４５daysO １ ６

ｓto垣ｇｅｐｅｒｉｏｄａｔ８ｏＣ

Ｆｉｇ、２．InactivationcurvesofO6N-58Psuspensionfilteredthrough
Milliporeflter（ＨＡ）orToyomembraneiilter（ＴＭ－２)．

Ａ：filteredthroughaMiniporefilter（ＨＡ）
Ｂ：filteredthroughaToyomembraneflter（ＴＭ－２）
Ｃ：refilteredAthroughaToyomembranｅｆｌｔｅｒ（ＴＭ－２）ａｆｔｅｒ

ｓｔｏｒａｇｅｆｏｒ３ｄａｙｓ

Ｄ：filteredthroughanewtypeToyomembranefilter（ＴＭ－２)＊
ＡｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｔｉｍｅｗｈｅｎＡｗａｓｒefiltered．

＊SeeSection3，itisexplainedindetailthere．

109

109

109

ｌ
（
一
Ｅ
、
．
五
・
ｍ
ｏ
ご
）
の
、
、
二
Ｑ
ち
一
ｍ
シ
ー
ン
』
．
、

９

９

ｇ
①

釦
Ｐ
【
二

､●

O6N-58Psuspendedin
seawaterbrothpassed

through

TM-2

HA

Control（nopassing）

100

Ｓｔｏｒａｇｅｐｅｒｉｏｄｉｎｈｏｕｒｓａｔ８ｏＣ
Ｏ８２４４８
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しかし，ＴＭ－２通過があとの方の分画漁液ほどファージ失活現象は弱くなり，海水培地が５０ｍｌ

も通過したあとの漁液においては，ファージヘの影響はほとんど見られなくなる．これらのこと

は，ＴＭ－２膜面にある物質が漁液中に溶出して，それがファージの失活を惹起するという前述の予

想を裏づける結果であった．しかも，その物質の溶出は当然のことながら演過初期の漁液に多く，

海水培地を５０ｍｌも通せば溶出しつくすことがわかった．なおＴＭ－２で穂過したファージ・ライ

ゼイトの失活が，ＨＡ漁過のそれよりも速かであるという現象を呈するファージは多くはなく，著

者らが分離した海洋ファージ数十株のうちでも数株にすぎないそのなかで本報供試ファージO6

N-58Pは，その現象が顕著なものである．ＨＡはＴＭ－２との製造法の差によりその原因物質を
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Table３．EffectofsuspendingO6N-58Pinsuccessivefractionsof
seawaterbrotｈｐａssedthroughaToyomembranefilter
（ＴＭ－２）onthestabilityofthephage・FractionsoflOml
werecollected．

含まないか，含んでもＴＭ－２のそれより更に希薄なものであろう．

３．ファージ不安定化物質の検索

ＴＭ－２の製造は，精製されたニトロセルロースと揮発性有機溶剤を主原料として使用し，漁過特

性を増す目的でごく微量の界面活性剤が使われると聞く．使用される界面活性剤は，リン酸系非イ

オン活性剤の一種（Ａ）とスルホン酸系陰イオン活性剤の一種（B）とである．前節においてファー

ジを失活させた物質は，この薬剤であろうと考えられる．よって製造元よりそれに該当する物質の

分与をうけ，それがO6N-58pやその他の分離海洋ファージにおよぼす影響を検討した．これら２

つの薬剤および対照としてラウリル硫酸ナトリウム（SLS)，ラウリル・ベンゼンスルホン酸ナト

リウム（SLBS）およびしょ糖ラウレイト（SuL）について，これらの希釈系列を作り，それらに

終濃度108pfu/ｍｌになるようにファージ液を加えて８℃で１晩放置後各液のファージ数を測定し

た．その結果から知られた各薬剤の最少不活性濃度はＴａｂｌｅ４の如くである．不安定な海洋ファ

ージO6N-58pに対してＡではおよそ０．０１ｍｇ/ｍ１，Ｂでは0.001ｍｇ/ｍｌ，ＳＬＳでは０．１ｍｇ

/ｍ１，ＳLBSでは０．１ｍｇ/ｍｌ，ＳｕＬでは100ｍｇ/ｍｌでそれぞれ失活する．ＴＭ－２の製造時に

使われていたＡ，Ｂは他のSLS，ＳＬＢＳにまさるきびしいファージ阻害作用を有する．分離海洋

ファージのうちやや不安定なO6N-34Pや安定なO6N-52Pなどについて比較すれば，それらは

各自の不安定度に相応して，これら薬剤に対する感受性を示した．その後，ＴＭ－２の製造に際し

Ａ，Ｂの使用に代えてＳｕＬを使用するように改善されたが，この物質は，Ａ，Ｂに比して1000倍

Phagetiter（pfu/ｍｌ）
Successivefractions

Ｔａｂｌｅ４．Minimalinactiveconcentrationofseveralsurfaceactive

agentstosomemarinebacteriophages．
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の濃度でも供試ファージを失活させない．また，ＳｕＬを使用した新しいタイプのＴＭ－２によって

演過処理されたファージ液中でのファージ粒子は安定であった（Fig.２．Ｄ参照)．故に，古い製

造のＴＭ－２によって漁過されたO6N-58Pの失活の原因物質は，そのＴＭ－２製造時に使用され

た界面活性剤，Ａ，Ｂの影響である事が明らかである．

ファージ液を無菌化する場合，細菌漁過膜による漁過処理が無難な方法である．しかし，不安定

なものの多い海洋ファージの場合，細菌漁過膜処理においてすら失活するファージがあることが明

らかにされた．その原因として，細菌漁過膜に含まれる微量の界面活性剤による失活があげられ

た．このような極度に不安定なファージは，分離海洋ファージの中でも必ずしも多くはないが，海

洋ファージの分離，検索に際して，かかる器材の使用にも細心の注意を要する．また，このことか

ら海洋ファージは，かかる界面活性剤に対する感受性が個々によりそれぞれ大きく異なることがわ

かった．加熱やクロロホルム処理によって失活しやすい供試ファージ，o6N-58Pは，この種の界面

活性剤に対しても高い感受性を示した．細菌漁過膜通過によるファージ失活を防止するための手

段としては，予めその膜面をファージ懸濁媒である海水培地で洗浄する方法があげられる．かかる

簡単な方法がほぼ満足な予防策となりうることを知った．天然の試料から未知のファージを分離す

る際，かかる器材の選択や取扱いにも十分な配慮が必要である．

要 約

ファージ液を細菌漁過膜を通して無菌化するとき，ファージ粒子が漁過膜に吸着して損失する．

それは演過初期に多く吸着され，低濃度ファージ液において損失率は高い．また，不安定な海洋フ

ァージは，ある種の演過膜に含まれる微量の界面活性剤の影響をうけて失活することを見出した．

その界面活性剤は個々の海洋ファージに対して，それぞれ大きく異なる作用力を示す．これら細菌

漁過膜通過による海洋ファージの損失を予防するには，使用する漁過膜を予めファージ懸濁媒であ

る海水培地で洗浄するという簡単な方策をとることによって，ほぼ満足な結果が得られた．
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