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形質導入性をもつテンペレート。ファージ（temperatephage）とそのファージを産生する菌

株，すなわち溶原菌株の存在はすでにBoRDET（1925）により指摘されているが，溶原性の真の姿

を明らかにしたのはＬｏｗＦＦら（1950）である．これをきっかけに形質導入（transduction)，溶

原変換（lysogenicconversion）などの現象が見出され，微生物遺伝学や分子生物学において，フ

ァージが関与する研究は目覚しい発展をもたらした．しかしそれらは主にＥｙｈｅｒｊｃｈｊａｃｏ"‐ファージ

系に関するもので，他にｓα”o"e"α属菌やＢａα""ｓ属菌に対するファージなど陸棲ファージ系に

ついてのものが多い．

ところで海洋細菌とそのファージ系についてはKRIss＆RuKINA（1947)，SPENcER（1955,

1960,1963)，ＣＨＡＩＮＡ（1965)，WIEBE＆LIsToN（1968)，Ｊｏ皿ＳＯＮ（1968)，HIDAKA（1971)，

日高（1971a，1973b）の研究がある．しかしそれらは主としてヴィルレント。ファージ（virulent

＊本研究の概要は昭和47年１０月日本水産学会秋季大会（高知）で講演発表した‘

＊＊鹿児島大学水産学部微生物学研究室（LaboratoryofMicrobiology，FacultyofFisheries，Kago‐

shimaUniversity）

**＊現在：大塚製薬株式会社徳島工場第一研究室（Presentaddress：TheFirstLaboratoryofToku‐
shimaFactory，OtsukaPharmaceuticalCo.，Ltd.）
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phage）についてのものであった．ＳＭｒｒＨ＆KRuEGER（1954）はサンフランシスコ湾海底泥より

溶原性”6"ｏ属菌株を分離し，同時に同じ試料から分離したファージがテンペレート・ファージ

であったことを報告している．KRIssら（1967）は１９５４年から１９５９年までの５カ年間に海洋か

ら収集した細菌2,774株のうち，752株の培養物に溶菌現象を認めた．この現象をファージの溶原

性と関係づけて論じている．しかしこれらの研究は海洋中のテンベレート・ファージの研究として

はその一端にふれたに過ぎない．

著者らは現在までに海水や海底泥から多数のファージ系を分離し（HIDAKA，1971；日高・藤村，

1971a；日高1973ｂ)，海洋ファージ系の特性を明らかにする（HIDAKA，1972；日高･藤村，１９７１

b；日高，1973a）とともに形質導入の可能性をもつテンペレート・ファージ系をも検索してきた．

今回，鹿児島湾の海底堆積泥から溶原菌を分離することができ，その菌株からテンペレート・ファ

ージを誘発しえた．そこでこのテンペレート・ファージ系を海洋細菌における形質導入の研究に資

する目的で，そのファージ系の基礎的なウィルス学的性状や溶原サイクルの各過程における挙動を
究明したのでその知見を報告する．

実験材料および方法

１．分離源供試ファージ系の分離源は，1970年７月１日米国ワシントン州立大学の研究船‘‘ト

ンプソン号”（1,300トン）が鹿児島に寄港した際，同船のコア。サンプラーを用いて鹿児島湾中央

最深部（31.26'Ｎ-130.39'E，深度230ｍ）から採取した海底堆積泥である．供試泥は採取後直ちに
研究室に持ち帰り実験に供した．

２．使用培地供試細菌の増殖や"供試ファージの増強には海水培地（SeaWaterBroth,ＳＷＢ）

を使用した．その培地はHERBsT，ｓ人工海水１Jにポリペプトン５９，酵母エキス１９を溶解して最

終ｐＨ７．６～7.8に調節したものである．また寒天斜面や寒天平板として使用する海水寒天培地

(SeaWaterAgar,ＳＷＡ）は，上記ＳＷＢに寒天を1.5％濃度に加えたものである．別にＳＷＢ

に０．５％濃度に寒天を加えたものを軟寒天培地（softSeaWaterAgar，ｓＳＷＡ）として二重寒

天平板法の接種層に使用した．なおHERBsI,'ｓ人工海水の組成はＮａＣ１３０，ＫＣ10.7,ＭgC12.

6Ｈ２０１０．８，ＭｇＳＯ１．７Ｈ２０５．４，ＣａC12.2Ｈ２０１．０９/ｊで，ｐＨ７．６～7.8に調節したものである．

３．供試菌の分離と性状検査供試海底泥をＳＷＢで適宜10-ｎ希釈した液０．１ｍlをＳＷＡ平

板上に塗抹し，２５°Ｃで６日間培養した．かくて生育してきた集落を計数して試料中の細菌数を算出

した．次いで単離集落のすべてを釣菌してＳＷＡ斜面培地に移植，保存した．分離菌の性状検査は

標準法（HAHRIGANandMcCANcE，1966）で行ない，鑑別はBERGEY，sManual，７版（BREED

eZaﾉ‘，1957）と，ＳＨＥｗＡＮら（HENDRIEandS豆EwAN,1966；ＢＡＩＮａｎｄＳ瓦EwAN,1968）によっ

て要約された鑑別法によった．

４．供試テンペレート。ファージ系の検出・分離供試海底泥からの分離菌をＳＷＢで培養し，

その新鮮培養物をＳＷＡ平板に塗抹して培養するうち，その菌苔に溶菌斑を生ずる培養物があるの

を見出した．このことはその培養物中に非溶原性のファージ感受性細胞（non-lysogenic，phage

sensitivecells）と溶原細胞（lysogeniccells）とが混在することを意味するものである．よって

その両者を単細胞分離法によって分離した．分離された菌株が感受性菌であるかどうかは，その菌

のＳＷＡ平板培養物にファージ液をスポットして培養し，スポット部分の溶菌によってその感受

性を確めた．また溶原菌であるかどうかは，その菌をファージ液および感受性菌とそれぞれ交叉画
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線培養（crossstreakculture）し，ファージ液によって溶菌されずかつ感受性菌を溶菌する，す

なわちそのファージに対して免疫されておりかつファージを産生する能力を備えていることを指標

として溶原性を確認した．テンペレート。ファージは溶原菌の培養物中に自然誘発したものを無菌

化して供試した．すなわち溶原菌のＳＷＢ培養物を遠沈し，その上澄液をさらにMilliporefilter

（ＨＡ，０．４５ので浦過除菌したものをファージ液とした．

５フアージ滴定法各試料のファージ数はADAMS（1959）の記載に準じ，二重寒天平板法

(doubleagarlayermethod）による溶菌斑形成単位（plaqUeformingunits，ｐ,f､u､）として

滴定した．すなわち予め海水培地で適宜10-n希釈を行なったファージ液に感受性菌新鮮培養物

(108cells/ｍｌ）を等量混じ，２５°Ｃ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０．２，１を予め溶融し４５°Ｃに"保温したｓＳＷＡ３ｍｌ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）上に流込み重層する．重層寒天の固化するをまって２５°Ｃにて１

晩培養した．この方法で二重寒天平板に形成された溶菌斑を計数しｐ､ｆ,ｕ､/ｍｌを算出した．

６．生菌数算定供試菌の生菌数は適宜希釈した試料菌液０．１ｍlをＳＷＡ平板に塗抹して２５°Ｃ

で１～２日間培養し，生育した集落を数えて算出した．

７．供試フアージの一段増殖実験標示菌（indicatorstrain）をＳＷＢで１晩培養したもの

0.5ｍｌを４．５ｍlのＳＷＢに移殖しさらに２～３時間培養する．その新鮮培養物（108cells/ｍｌ）

０．５ｍｌとファージ液（106ｐ､f､u,/ｍｌ）０．５ｍｌとをＳＷＢ４ｍｌ中に加え混和し－この時の感染

度合（multiplicityofinfection,MOI）は０．０１となる－吸着管（adsorptiontube）とし

て２５°Ｃで２０分間培養する．その間にファージ粒子は宿主細胞に吸着される．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（growthtube）とし

てひき続いて培養する．増殖管からは所定時間毎に試料の一部をとり出しファージ数を滴定し，放

出ファージ数を知る．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（infectivecenters）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かつためにMilliporefilter（ＨＡ,0.45‘α）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(adsorption

rate）とした．

８．溶原菌の誘発率測定試験菌液を適宜二重寒天板法で培養し，その間に現れる誘発現象をと

らえて誘発率を算出した．まず，溶原菌試料中にはすでに前培養の段階で誘発された遊離ファージ

(freephages）が含まれているのでその数を知る必要がある．そのため試料液をMilliporefilter

(ＨＡ,0.45"）で浦過し，その漁液について遊離ファージ数を滴定する．次に誘発細胞数を知るた

め，溶原菌試料液を適宜希釈し，５項で述べたと同様にして，感受性菌の新鮮培養液と混じて二重

寒天平板法で培養し，その培養中に現われた溶菌斑を計数して全感染中心体数（totalinfective

centers)を知る．しかしこの全感染中心体数は誘発細胞数に前述の遊離ファージ数が含まったもの

である．従ってこの全感染中心体数から上述の遊離ファージ数を差引いた値が誘発細胞数（induc‐

tioncells）となる．また試料中の溶原菌生菌数を寒天平板塗抹培養法で測定する場合,溶原細胞の

あるものはその平板培養の途中で誘発溶菌して集落を形成しえず，生菌数に数えられない部分が生

ずる，その部分は前述の誘発細胞数と同数である．従って寒天平板塗抹培養物に集落を形成した生
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残菌数（survivalcells）に誘発細胞数を加えたものが試料液中の生菌数（viablecells）となる．

かくて算出された試料中の生菌数に対する誘発細胞数の百分率で誘発率（inductionrate）を表わ

した．

９．電子顕微鏡観察供試菌はＳＷＡ平板上に塗抹培養した新鮮培養物を適量の１％酢酸アン

モニウム水溶液に懸濁し，それをコロジオン膜をはり炭素蒸着したシートメッシュ上に塗布，乾燥

した．次いでこれにクロムシャドウイング処理を施したものを電子顕微鏡標本として菌形の観察に

供した．一方，ファージ粒子構造を観察するための標本は，１％酢酸アンモニウム水溶液に懸濁し

た濃厚ファージ液（10,~'０ｐｆ.u,/ｍｌ）を２％リンタングステン酸水溶液（ｐＨ７．２に調整）と等量

混和したものを前記と同様のシートメッシュに塗布。乾燥し，電顕用標本としてファージ粒子構造

の観察に供した．電子顕微鏡は，日立製ＨＵ－１１Ｄ型を使用し，細菌細胞形態は５，０００倍で，ファ

ージ粒子構造は５０，０００倍でそれぞれ観察した．

実験結果および考察

１．溶原菌の単離と性状供試海底泥（含水分量73.6％）は約101cells/ｇの生菌数を含承，そ

れから分離された培養物はそれらの性状から22菌株に整理された．それらにO7T-1～２２の符号を

付して実験に供したが，そのうちO7T-12が平板培養中に溶菌斑を現わすものであった．その培養

物から単細胞分離法によって溶原細胞と非溶原性のファージ感受性細胞とに分かち，前者をO7T-

12L，後者をO7T-12Sと符号した．

Ｏ７Ｔ－１２ＬとO7T-12Sは溶原性有無の差の象で細菌学的レベルの性状は同じであった．その性状

の;概要はＴａｂｌｅｌに示される．これらの菌はグラム陰性菌で，その外形はＦｉｇ．１の電子顕微鏡

写真に見られるようなやや湾曲した長棒状で単極毛をもつ．その大きさは０．“×1.6〃であった．

その他生化学的性状をＳＨＥｗＡＮらの分類法に照らしてみるとGenusEse”omo”‘sに属する菌株

であると考えられる．五種所定培地（HIDAKA＆SAKAI，1968）による無機塩要求性は海洋型を示

すが，発育至適温度はやや高く30°Ｃであり，37.Ｃにおいても発育し得る菌であった．

２．誘発テンペレート．ファージの性状溶原菌O7T-12LのＳＷＢ培養物中に自然誘発して

いるフプージを無菌化してファージ液として'供試したが，この自然誘発ファージ液においてほぼ106

p､f,u､/ｍｌの滴定値を示した．このテンペレート。ファージをO7T-12Pと符号して実験に,供した．

Tableｌ‘Briefcharacterizationofthebacteria，Ｏ７Ｔ－１２ＬａｎｄＯ７Ｔ－１２Ｓ.

Ｃｅｌｌｆｏｒｍ Ｒｏｄ Nitratereduction

Ｇｒａｍ,ｓｓｔａｉｎ Ｈ２Ｓｆｒｏｍｃｙｓｔｅｉｎｅ

Flagellation Ｍｏｎｏ． Ｖ･Ｐ，ｔｅｓｔ

Ｋｏｖａｃｓｏｘｉｄａｓｅ 十 Ｍ，Ｒ，ｔｅｓｔ

Ｈｕｇｈ＆Leifsontest ＮＣ ＬＴ１ｍｆｎｅｓｃｅｎｃｅ

SensitvitytoO/129 Pｉｇｍｅｎｔｓ

ＡｒｇｉｎｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｌａＳｅ Ｇｒｏｗｔｈｉｎ７’５％ＮａＣ１

Gelatinhydrolysis Ｇｒｏｗｔｈａｔ３７ｏＣ

Starchhydrolysis Ｍ-，Ｈ－，Ｔ－ｔｙｐｅＴｙｐｉｎｇ

[ｎｄｏｌｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

Key：＋，positive；－，negative；Mono.，Monotrichous；ＮＣ，ｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｎｏ
ｃｈａｎｇｅｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；M-type，Ｍａｒｉｎｅｔｙｐｅ

~「

~「

＋

十

Ｍ－ｔｙｐｅ
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唖…も理

川尚・Ｉ'1浜：海底泥テンペレート・ファージ系の性状

Ｆｉｇ．３Ｅｌｅｃｔｒｏｎｍｌｃｒｏｇｍｐｈｏ〔O7T-12P

particlesnegativelvｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ

ｐｈｏｓｐｈｏｔｕｎｇｓｔｉｃａｃｉｄ．×200,000

Ｆｉｇ．２Ｐｌａｑｕｅｍｏｒｐｈｏｌｇｙｏｆｔｈｅｔｅｍｐｅｍｔｅ
ｐｈａｇｅＯ７Ｔ－１２Ｐ．×１

（１）形態溶原菌O7T-12Lから誘発されたテンペレート。ファージO7T-12PはO7T-12S

を標示菌として二重寒天平板法で25.Ｃ'１晩培養した場合，Fig.２に示されるような溶菌斑を形

成した．標示菌の菌苔が淡く半透明なので，溶菌斑の輪郭はやや不鮮明であるが，その溶菌斑形態

は径約２～３ｍｍの円形で，内部に同心円状に数重の混濁輪がみられる．この混濁輪の数は一定し

ておらず，感染時の条件や，菌とファージの力関係によって左右されることが観察された．一方こ

のテンペレート。ファージの粒子構造はＦｉｇ．３のごとくである．すなわち径約６０ｍβの外観六角

形の多面体の頭部に，ごく微小な尾部をつけた構造である．このファージの遺伝物質はAcridine

orange染色法（BLADLEY,1966）によって２本鎖ＤＮＡであることが知られ，このファージは

TIKHoNENKo（1970）のファージ群別法のⅢ型に属するものであることが明らかになった．
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（２）安定性供試テンペレート・ファージO7T-12Pは増強しにくく，増強液の力価はせいぜ

い106～107p・ｆＵ./ｍｌ程度であり，しかも非常に不安定なファージであることがうかがえた．

そこで，このファージ液を１０．，３０．，４５°Ｃの各温度条件においた場合の失活度合を検討し，そ

の結果をＦｉｇ．４に示した．まず，ファージ液調製当日の力価が６×106ｐ,f､u､/ｍｌであるものを

10°Ｃ冷蔵庫内で保存した場合，その力価は２日後に12に；５日後に1/10に，２週間後にほぼ１／

100にまで低下した．通常のファージ実験においては少なくとも105ｐ・ｆｕ./ｍ１以上の力価が必要

であるので，このファージ液は1ｏ日に１度位の頻度で増強する必要がある．あるいはこのファージ

は溶原菌の状態で保存し，必要に応じ溶原菌からの誘発ファージを集めて実験に供するのが便利で

ある．また３０°Ｃにおいてもファージカ価の減衰がみられた．30.Ｃ静置条件では４時間後に１/２

に，８時間後に１/３に，３０°Ｃ振鐙条件では４時間後に1/3に，８時間後に１/１０に減少した．この

ように通常の培養条件においてすら産生ファージが失活する程に耐熱性低く，静置条件におけるよ

りも振鐙条件においてその傾向は顕著である．供試菌O7T-12Lの至適発育温度は３０°Ｃであるが

培養中誘発ファージの減衰をさけるため，本研究ではすべて２５°Ｃで培養した．次にこのファージ

液を４５°Ｃで加温した場合の失活曲線によれば，その力価は５分後に１/１０に減じ，以後ゆるやかな

曲線を描いて減じ３０分後には１/100に減少した．ところで，ファージ滴定の時，二重寒天平板法

では45℃に保温されたｓＳＷＡ中にファージ液を混入し，それを基層寒天平板上に流込む操作があ

るが,その際ファージ試料が45℃にさらされる時間はせいぜい10秒以内である．従って,このファ

リｃ

０ ５ lＯＡｔｌＯｏＣ１５ｄａｙ

０ ４ aｔ３０ｏＣ８ｈｒ

０ １０２０ａｔ４５ｏＣ３０ｍｉｎ、
Ｔｉｍｅ

Ｆｉｇ．４Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｔｅｍｐｅｒａｔｅｐｈａｇｅ，O7T-12P．
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一ジの耐熱性が低いとは言うものの，二重寒天平板法における加温条件ではほとんど影響をうけな

いとみてよい．海洋ファージの耐熱性を知るための一応の目安とされている５０°Ｃ，３０分間の加熱

によって，このファージは完全に失活した．

一方，ファージ実験において，供試ファージがクロロホルム耐性であることはファージ取扱い手

技においていろいろな便利さをもたらす．そこでO7T-12Pのクロロホルム耐性をもあわせて検討

した．ＳＷＢに懸濁したファージ液に1/10量のクロロホルムを添加し，１分間程強く振鐙した後，

室温で１時間放置する．これを低速で遠沈し，上清液について生残ファージ数を滴定した．その結

果，このファージの力価は完全に消失しており，O7T-12Pのクロロホルム耐性は認められなかっ

た．

（３）増殖ファージの一段増殖実験(one-stepgrowthexperiment)は，ファージの宿主菌体

内増殖過程を知るための重要な実験である．すなわちファージ粒子が宿主細胞に感染する際の吸着

率（adsorptionrate）や感染したファージが宿主細胞内で増殖し放出されるまでの潜伏期（1atent

period)，また，ファージが放出されている期間である上昇期（riseperiod）や感染細胞１個当り

子孫ファージの平均放出量（averageburstsize）などが同時に測定出来る．供試ファージの一段

増殖曲線（one-stepgrowthcurve）はＦｉｇ．５に示した．この曲線より供試テンペレート。ファ

ージO7T-12Pの潜伏時は６０分，上昇期が３５分，平均放出量は約２５であることが知られた．ま

た吸着管にあって吸着時間20分後における全ファージ数と未吸着の遊離ファージ数より吸着率を計

算すると８５～９０％となる．このファージの特徴は潜伏期が長く，放出量が非常に小さいことであ

る．このことは，このファージが増強しにくいことと関連づけてうなずける．

３．供試宿主一ファージ系における溶原サイクルテンペレート・ファージと宿主菌との間に

は，溶原菌からのテンペレート・ファージの誘発や，その誘発テンペレート。ファージが非溶原性

の感受性菌へ溶原化していくサイクルがあり，それを把握することはテンペレート。ファージを扱
う上で重要なことである．

（１）供試溶原菌の誘発溶原菌はその対数増殖期には一定の割合（10-2～10-5Cell-1genera‐
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tion-1)でﾌ゚ ロファージ（prophage)を誘発。増殖してテンペレート。ファージを遊離する．また溶

原菌のあるものは適量の紫外線（ultravioletlight，ＵＶ）やマイトマイシンＣ（mitomycinC，

ＭＣ）などを'作用させることにより，ほとんどすべての細胞で誘発溶菌がひきおこされることが知

られている．そこで供試溶原菌O7T-12Lの各条件下における誘発現象を調べた．

１）自然誘発ＳＷＢで１晩培養したO7T-12L菌体を遠沈法で洗浄し，前培養液中に含まれる

自然誘発ファージをできるだけ除去する．その洗浄細胞をＳＷＢに105cells/ｍl程度接種し，２５°Ｃ

で振漫培養する．その培養物の培養令の異なる段階一培養０，２，４，８時間一のものについてそ

れぞれの遊離ファージ数，全感染中心体数，生残菌数を測定し，生菌数，誘発細胞数および誘発率

を算出した．その結果をＦｉｇ．６に示した．Ｆｉｇ．６に翠られる各試料の生菌数より，この培養物は

培養後２時間までの遅滞期を経て，対数増殖期に入り，培養８時間で対数期の末期にあるようで

ある．一方誘発細胞数は培養初期培養令が進むにしたがってだんだん高まり，培養令４時間のもの

で最高値を示し，培養令８時間のものはそれより低くなっている．このことは溶原菌の培養物にあ

って，旺盛な発育を示す対数期の細胞が最も自然誘発しやすいことをしめした．ところで誘発率は

培養令が進むに伴い低くなっていく．それは培養令の進行に伴う生菌数の伸びに比し，誘発細胞数

の伸びが少ないため，率の低下をもたらしたものである．

２）紫外線照射による謡発O7T-12L菌の洗浄細胞をＳＷＢに再懸濁し，生菌数が105cells／

ｍｌになるように調節する．この試料菌液４．５ｍｌを内径５．７ｃｍのシャーレーに採り，これを１５

ＷＵＶランプから６３ｃｍ直下におき，試料菌液をゆるやかに振りながら所定秒数間ＵＶを照射し
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１２Lcells・
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ｓｅｃ‘

ＵＶｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｔＩｍｅ

Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｌtravioletlightonthe

inductionofｔｈｅｌｙｓｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉｕｍ，
O7T-12Lcells・

Ｗｈｉｔｅｃｏｌｕｍｎｓｓｈｏｗｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆ

ｖｉａｂｌｅｃｅｌｌｓａｎｄｂｌａｃｋｃｏｌｕｍｎｓｓｈｏｗ

ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｓｏｆｉｎｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓ・
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①
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た．この条件において試料菌液の液深は１．８ｍｍである．所定時間ＵＶ照射した試料.液について

それぞれ遊離ファージ数，全感染中心体数，生残菌数を測定し，生菌数，誘発細胞数および誘発率

を算出した．その結果をＦｉｇ．７に示した．予‘備実験において，ＵＶ照射･１８０秒間位の範囲までは

このファージ，O7T-12Pの力価に何らの影響をもおよぼさないことが明らかにされている．これ

に対し，供試溶原菌O7T-12Lの細胞はＵＶ照射によって急激に死滅してゆく．Ｆｉｇ．７にみられ

るごとく１０秒間照射によってすら生菌数は72％に減じ，３０秒間照射で１８％に，120秒間照射では

１％に，つまり９９％は死滅していることになる．他方，誘発細胞数はＵＶを照射しなかった対照試

料においては８．５×102cells/ｍｌであったが，ＵＶを照射することにより徐々 に増加し，３０秒間照

射の試料において最高の２．８×103cells/ｍｌであった．それより長い時間ＵＶ照射した試料ではか

えって誘発細胞数は減少した．これはＵＶにより試料中の生菌数つまり誘発すべき細胞の母数が大

きく減少しているからである．これらの値に基づき誘発率を求めると，ＵＶを照射しなかった対照

試料のそれは０．８％であり，ＵＶ１０秒間照射試料では２．４％，３０秒間照射･試料では１４％となっ

た．ＵＶ120秒間照射試料では前述のごとく溶原菌細胞の９９％が死滅した状態であるが，そこに生

き残った細胞の７０％は誘発することが明らかである．このことはＵＶによって死滅しなかった生

残細胞においても，それらの大部分はファージ誘

発を起こすにふさわしい非致死的な作用を被って

いることが考えられる．

３）マイトマイシンＣ処理による誘発ＭＣを

０，０．０２，０．０５，０．１，０．５，１．０ｐｐｍ含むＳＷＢ

に，供試溶原菌O7T-12Lの洗浄細胞を接種

(105cells/ｍｌ）し２５°Ｃで４時間振鐙培養した．

その後各培養物の遊離ファージ数，全感染中心体

数，生残菌数を測定して，生菌数，誘発細胞数お

よび誘発率を算出した．その結果をＦｉｇ．８に示

した．この実験に供した程度のＭＣ濃度は供試

ファージ粒子に対して失活作用がないことを予め

確かめてある．ところでＦｉｇ．８に示されるよう

に供試溶原菌の発育は試験ＭＣ,濃度の増加につ

れ，徐々に抑制され，ＭＣ濃度が０．５ｐｐｍ以上

ではむしろ明らかな殺菌作用が認められる．誘発

細胞数は，ＭＣ濃度０～0.1ppmの範囲内では大

差ない．ただＭＣＯ､０５ｐｐｍ処理物での誘発細

胞数はＭＣ処理しない対照物のそれの２～３倍

程度に高い値を示している．ＭＣ濃度０．５ｐｐｍ

以上では誘発細胞は対照のそれよりむしろ低下し

ている．一方誘発率は試験範囲内においてより高

いＭＣ濃度で処理したものほど高い値を示して

いるが，これは誘発率を計算する母数（生菌数）

の減少に依存するものである．ともあれ，ＭＣも
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要 約

鹿児島湾の海底泥より溶原菌を分離し，その菌からテンペレート・ファージを誘発しえた．分離

溶原菌はRye”Ｏ脚o"ａｓに属する海洋細菌である．この溶原菌より誘発されたテンペレート°ファ

供試溶原細胞に対し発育抑制因子として作用し，かつ誘発可能な刺激を与えているものと考えられ

る．

供試溶原菌の誘発因子としてＵＶ照射とＭＣ処理を試験したが，その至適条件での作用によっ

てそれぞれの対照に比し２～３倍程度の誘発細胞数の増加がもたらされた．また試料菌液の生菌数

に対する誘発細胞数の率は，ＵＶ照射およびＭＣ処理によって共に著しく高まった．これには計

算の母数（生菌数）の減少が関連しているが，同時にＵＶ照射，ＭＣ処理によって生き残った細

胞の大部分は誘発してくるという現象が確認された．

（２）供試テンペレート。ファージの感受性細胞に対する溶原化反応感受性菌にテンペレート。

ファージが感染した場合，その感染菌体内でファージが増殖して溶菌をおこす（溶菌反応lytic

response）か，あるいは感染菌体内に注入されてたファージ核酸が菌染色体にくふこまれてそのま

ま宿主菌は生存し続ける（溶原化反応1ysogenicresponse）か，いずれかの方向に進む．これら

のいずれの反応に進むかは,宿主一ファージ間の特異的な現象であり，その割合は感染時の条件を一

定にすることによって決ってくる．そこで供試テンペレート。ファージの性状の一つとして感受性

細胞に対する溶原化率を求めた．すなわち，感受性細胞O7T-12Sの１晩培養物を105～10‘cells/ｍｌ

に希釈し，それにファージO7T-12PをＭＯＩ１０程度になるように混和し２５°Ｃ，３時間ゆるや

かに振りながら培養する．その後混和液０．１ｍlをＳＷＡ平板に塗抹培養して現われる集落の全部

を釣菌分離した．それら分離菌の溶原化を確認し，溶原化が認められた菌数の最初に加えた感受性

菌数に対する百分率によって溶原化率を表わした．その結果をＴａｂｌｅ２に示した．供試テンペレ

ート°ファージの宿主細胞への溶原化率はこの実験条件において１０～16％であった．よってＭＯＩ

10程度で感染させた場合，供試テンペレート°ファージ感染菌の１０～16％が溶原化反応に，残り

の84～90％が溶菌反応に進むことが知られた．

Table２．LysogenizationofO7T-12Ptosensitivecells，O7T-12S．

６
０
０

１
１
１

前項の結果とあわせて，この宿主一テンペレート°ファージ系の溶原サイクルの様相がほぼ明ら

かになった．すなわち，溶原菌の自然誘発率は０．８％であり，それはＵＶ照射またはＭＣ処理に

よって高めることができた．一方このテンペレート･ファージが感受性細胞を溶原化する率は，ほ

ぼ１０～１６％であるので，この系における溶菌反応は８４～９０％である．かかる供試テンペレート。

ファージ系の溶原サイクルの解明によって，適当なマーカーを選び，それに相応する供与菌と受容

菌を整理すれば，このテンペレート･ファージ系を使って供試海洋性RsezJ”ｍｏ"ａｓ属菌株相互の

形質導入実験が可能であることを認めた．

皿｜:淵域…Ⅱ｡'…霧…:淵v…us髄郷:鷲Experiments

８
０
１
１
１

5×105

1×106

4×105

4×１０６

１×107

5×106

8×104

1×105

4×104

Ｉ
Ⅱ
Ⅲ
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－ジの感受性細胞に対する溶菌斑形態は径２～３ｍｍの正円形で，その内部に数重の混濁輪が認め

られる．またそのファージ粒子構造は，径６０ｍ〃の外観六角形をした多面体の頭部と微小な尾部か

らなっている．このファージの生理学的性状の特色は非常に不安定であることで，そのファージ液

を１０°Ｃで保存する場合約１０日間で使用にたえなくなり，また加熱およびクロロホルム処理によっ

ても容易に完全失活する．次にこのテンペレート°ファージを感受性菌に対しＭＯＩ0.01で混和し

た場合，２０分間で８５～９０％の吸着率を示した．このファージの感染菌体内での増強のあり方は，

その一段増殖曲線より潜伏期60分，上昇期35分そして平均放出量は25であることが知られた．

供試溶原菌は液体培養中で通常０．８％の率で自然誘発を起こしテンペレート。ファージを放出す

るが，ＵＶ照射あるいはＭＣ処理することにより誘発率を高めることが出来る．一方この誘発テ

ンペレート･ファージを感受性細胞に対してＭＯＩ１０で感染させると，その１０～１６％の割合で溶

原化細胞が現れ，残りの８４～９０％が溶菌反応に向う．

以上，分離溶原菌の誘発，誘発されたテンペレート。ファージの性状，およびそのファージの

感受性菌への溶原化など，供試海洋性テンペレート。ファージ系の溶原サイクルの各過程におけ

る性状を把握しえた．これらの結果より，このテンベレート･ファージ系を使って供試海洋性

Ese"doJ7zazas属菌株相互の形質導入実験が可能であることを認めた．
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