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Abstract

Marinebacteriaandbacteriophageswereisolatedfromseawatersamplescollectedfromlm

and50mdepthlayersat8stationsofKagoshimaBay，atlltimesofselectedseasonalintervals

duringl980tol984・Theisolatesfromeachsampleincludedseveralphage-sensitivestrains・

TherateofthemtototalisolatesfromeachsamplevaryfromOto８７％（av,２５％)，ateach

station，depth，ａｎｄseason、Thesensitivestrainsfoundinallgeneraofisolates，especially

復sez"ｊｏ"o"ａｓ，ＶI伽０，Ag7w7zo"ａｓ，ａｎｄＭ０ｍｐ彫/〃・Thestrainsweredividedseveralphagetypes

ineachgenus・Thehabitatofthemwassegregatedintoeachstationanddepth・Itisfoundthat

thestrainsofphage-typelevelhaveahabitatsegregationdependentontheoceanographic

conditionsintheBay．

自然環境において，多くの微生物は混在して生活し，その場の環境条件に応じて微生物社

会を形成する。その社会の様相は，微生物相互の作用や環境条件の変動に伴って，絶えず変

化しつつある。微生物社会の底辺部分にあたる細菌-バクテリオファージ（以下，ファージ）

系の構成については，細菌が生息する自然環境には，それらを宿主とする何らかのファージ

が存在し，宿主~寄生体関係を示しているであろうと考えられるがその詳細な知見は少ない。

日高ら''2)，MoEBusetaZ3)は，いくつかの外洋海域において，海洋細菌とこれを宿主とす

るファージとの関係を検討し，海洋細菌の菌株レベルでの変遷を認めている。本研究は，先

の知見をさらに進展させるため，鹿児島湾内を調査海域とし，時間的に拡張して季節的ある

いは経年的変化を追究するために，’80年５月から'84年５月までの４年間に11回の調査を

行った。鹿児島湾の海況の概要については前報4)ですでに記述した。調査の結果，分離海洋

細菌中のファージ感受性菌の割合やその菌属組成及びそれらの季節的・経年的な遷移の様相，

加えて'83年４月と11月におけるファージ感受性菌株の水平．鉛直的な棲み分けについて，

いくつかの興味深い知見を得たのでここに報告する。

＊鹿児島大学水産学部微生物学研究室（LaboratoryofMicrobiology，FacultyofFisheries，
KagoshimaUniversity，50-20Shimoarata4，Kagoshima，８９０Japan）
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実験材料及び方法

調査海域この調査は，鹿児島湾内の湾奥部，湾央部，湾口部の海域を通してほぼ中央

線に沿って設けた８つの定点において行った。Fig.１に示されるように，定点１，２は湾奥

部に，定点３は湾奥部と湾央部の境，西桜島水道に，定点４，５は湾央部に，定点６，７は

湾口部に，そして定点８は湾口を少し出た湾外に位置する。各調査定点における水深はそれ

ぞれ異なるが，表面下１，，５０ｍの各層の海水を採取して試料海水とした。水深が浅い定点

３では50ｍ層の代わりに20ｍ層から採水した。調査時期によっては，天候や作業の都合で，

調査の定点や深度に欠除するものがある。

供試海水各調査定点における所定深度の海水は，Ｊ－Ｚ式採水器を用いて無菌的に採

取し，船上で直ちに実験に供した。

使用培地海洋細菌や海洋ファージの分離・増強・保存には，海水培地，海水寒天培地，

軟海水寒天培地を使用した。海水培地とは，７５％濃度の人工海水１４にポリペプトン（大五）

５９と酵母エキス（大五）１９を溶解し，最終ｐＨ７．６～7.8となるように調整してオートク

レーブ殺菌（120℃，１５分）したものである。海水寒天培地は海水培地に1.5％濃度となるよ

うに寒天を加え加熱溶解して作成したものであり，同様に海水培地に0.5％濃度となるよう

に寒天を加えたものが軟海水寒天培地である。
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Fig.１．Locationofthesamplingstations（●’１～8）inKagoshimaBay．
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海洋細菌の計数と分離無菌的に採取した供試海水は直ちに船内において細菌細胞数の

測定と分離操作を行った。すなわち，各試料海水をそれぞれ0.1ｍlずつ10枚の海水寒天平板

に塗抹接種して培養した。培養６日後，寒天平板上に出現した全コロニーを計数して供試海

水１ｍl中の細菌細胞数（cfu／ｍｌ）を算定した。次いで，出現コロニーの分散状態が良く，

その数が平均的である数枚の平板を選出し，それら平板の全てのコロニーを海水寒天斜面培

地に分離移植した。それらの培養温度は23℃～25℃であった。

分離細菌の属同定分離菌株は常法5)に従ってグラム反応性（３％ＫＯＨ法)6)，運動性，

HuGH＆LEIFsoNのＯＦ試験，KovAcsOxidase試験，０／129感受性試験，glucoseからの

ガス生成試験，色素産生の各性状が調べられこの結果を，SHEwAN（1960)7)の図式に清水

(1978)8)，絵面（1976)9)らの修正を加味して作成した日高（1984)'0)の図式に照らし，分離菌

を属レベルで同定した。

ファージの検出と分離ファージの検出は集殖法により行った。採取直後の供試海水

250ｍｌを150ｍl海水培地入り500ｍl容振とう用肩付フラスコに加え，２３～25℃で３日間集殖

培養した。それら各供試海水からのファージ増強液は，それぞれ4,50ＯＧで30分間遠沈した

上澄液をMilliporefilter（ＨＡ，0.45ﾉａｍ）でろ過・無菌化して粗ファージ液とした。次いで，

さきに分離しておいた海洋細菌の幼若培養菌を接種した二重寒天平板を作成し，その上に前

述の各粗ファージ液を滴下して１晩培養する。培養後粗ファージ液滴下部分に溶菌像出現の

有無を観察して，各粗ファージ液中に接種菌に対して感染能力をもつファージの存否を検査

した。また分離細菌のファージ感受‘性も同様にして検査した。

ファージ検出試験で溶菌像が見られたものは，その溶菌部分の一部を白金線で取り出して

５ｍl程度の海水培地に懸濁し，その液を適宜希釈したものについて二重寒天平板法によっ

て溶菌斑形成を試みる。すなわち相応する宿主細菌の幼若培養液１ｍlに，適当に希釈した

フアージ液１ｍｌを混和して５分間ほど保持し，その0.2ｍｌを予め融解して45℃に保った軟

海水寒天培地３ｍlに加えて手早く混和した後，予め準備しておいた海水寒天平板上に流し

込み重層する。重層寒天の固化するのを待って１晩培養する。この方法で形成された単離溶

菌斑を分離・懸濁して再び前述と同様に溶菌斑を形成させる。その過程を数回繰り返すこと

によってめざすファージの純化・単離を行った。それら細菌-ファージ系は宿主細菌の種類

や溶菌斑形態などによって類別した。これらの操作における培養温度は25℃である。

分離菌のファージ感受性分離細菌に対する単離ファージの感染試験は，まず相互交叉

スポット試験によって検出し，次いで溶菌斑形成能試験で確認した。

実験結果及び考察

１．各供試海水中の細菌細胞数に対するファージ感受性細菌細胞数の割合

鹿児島湾内海域の各定点において年期・季節を異にし，１１回にわたって採取した各供試海

水中の分離細菌細胞数に対するその中のファージ感受性細胞数の割合をＴａｂｌｅｌに示した。

なおこれら調査時の試水中の従属栄養細菌細胞数（cfu／ｍｌ）は前報'１)で詳述した。Ｔａｂｌｅｌ

に見られるように，ファージ感受性細胞の割合は分離の時期，定点，深度によって０％から

87％までの範囲で大きく変動している。しかし季節や地理的条件或いは深度による系統的な
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傾向は見出し得なかった。しいて言えば湾奥，湾央に比して湾口，湾外の定点においてその

割合が低い傾向が見られる。また試水中の細菌細胞数が多いほどその中のファージ感受性細

胞数が増す傾向にあったが，前者に対する後者の割合は類似している。これらの結果を単純

平均すれば，分離細菌の約25％がファージ感受性菌であった。この平均値は外洋海水におけ

るそれとほぼ類似しているが，外洋のそれらは変動範囲がせまかった''2)。

2０

Percentagesofthephage-senstivesto

watersamplesatvariousstationsand

seasonalintervals．

viablecellcountsperml・ofsea-

depthsinKagoshimaBay，Selected

２．ファージ感受性菌の属組成

調査時期のうち'83年４月と11月の試料については，分離された全菌株の属組成と各属の

中のファージ感受性細胞の占める割合をＦｉｇ．２，３に示した。まずＦｉｇ．２について，’83年

４月調査時の分離菌の属組成は水深１ｍ層と50ｍ層とでは明らかに異なっていた。すなわち

１ｍ層では定点毎に没SezJdo'7zo7zas，VI6油，Ae7w7zolz‘ZS，Mb7zzjcF肋が見出されたのに対し，

50ｍ層では全ての定点においてBez‘‘加o7zasが優勢でそれに脇師oやＡｅｍ加o'2ａｓが少し混

在する程度であった。涙sezj‘加o"ａｓが優勢である傾向は湾奥に強く現れ，湾央，湾口と外に
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向かうに従って便sez4‘伽072‘zsに対するVii伽oの割合が増加していた。このような組成を示

す各属菌の中で，ファージ感受性細胞は，１ｍ層ではHeZ"jb77ZO'２ａｓ，VI6伽，Ae7W7ZO7ZaS，
肋、”Zαのそれぞれに10～70％の範囲で見られ，それらは定点によってかなり変動してい

た。５０ｍ層においては各定点とも優勢菌である月ezjzjb77zo7zasにファージ感受性細胞の割合

が高く，全体におけるファージ感受性細胞の割合を高めていた。ＶI伽Oが優勢である定点６
ではＶI伽oのファージ感受性細胞の割合で高かった。

次いで，Ｆｉｇ．３は'83年11月の調査結果を示したものである。この時期の特徴は'83年４月

のそれに比してMb7zz,彫肋が各定点，深度において多く見かけられることであり，またその
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Ｍｂｍ燕肋にファージ感受性細胞が高い割合で含まれていた。さらに各定点における水深

１ｍ層と50ｍ層との間に菌属組成に大差は見られなかった。このように調査時期によって

ファージ感受性細胞が含まれる菌属に違いが見られるが，全調査期間を通して見れば，分離

されたすべての菌属のいずれもがどの時期かでファージ感受性細胞を含んでいた。つまり，

調査海域の環境条件が変動する中にあって，その調査時期がある菌属の発育に適した条件で

あれば，その菌属が優勢となり，その菌属にファージ感受性細胞が多く現れると言える。

３．ファージ型菌の深度別分布

’83年４月，１１月には，細菌相をさらに細やかに調べるため，調査海域中に存在したファー

ジを用い分離ファージ感受‘性菌についてファージ型別を行った。まず'83年４月の各ファー

ジ型菌の分布をＴａｂｌｅ２に示した。ファージ型は狸se伽加o"αs-a～i，VI6rjO-j～r，此７W７２０‐

'zas-s～ｗ，Ｍｂ７ｚｚｌ彫ZZa-x～ｚの合計24型に分けられた。この調査時期の50ｍ層で優勢であっ

たファージ感受‘性涙se伽加o7zasはａからｉまでの９つの菌型に分けられ，そのうちｉは全

定点の50ｍ層に分布していた。そして，ｈ，ｇを含めたこれら３つの菌型は50ｍ層にだけ見

られ，１ｍ層にはそれらとは異なる６つの菌型（a～f）が分布していた。この６つの菌型は，

広域に分布することはなく，それぞれ１つの試料からのみ検出され，分布細胞数も少なかっ

た。このように同じＲｅ伽加０，zａｓでも表層性菌型と中層性菌型に群別され，水深によって

明瞭な棲み分けが見られた。ＶI伽０においてもｊ～ｐ型は表層性でありｑ，ｒの２型が中層

性であった。またＡｅｍ''20,2ａｓとＭｂｍ”Zαの菌型はすべて表層性であって個々 に散在して

いた。

次に，’83年11月の各菌属内の各ファージ型の分布をＴａｂｌｅ３に示した。この表に見られ

るようにRez‘‘伽o'zａｓとVI6伽においては，前表と同様に表層性と中層性の菌型に分けら

れたが，雌ｍｍｏ'２ａｓとＭｂ７ｚｚ”Zαでは表層性と中層性および両水深に広く棲む型が含まれた。

この時期のファージ感受性細胞の優勢菌属であったＭｂｍり彫肋について見れば，定点４の

１ｍ層ではファージ感受'性Ｍｂｍ”肋の５つの菌型が検出されたが，その中の菌型20,21は

定点２から定点６までの広域に分布していた。そしてこの２つの菌型は，定点４の１ｍ層に

おいて，それぞれ１１０，２３０cfu／ｍｌという高い密度であった。また，この他に広域に分布

していたものにはＡｇｍｍｏ”sの菌型13があり，定点４から定点６に分布していた。この菌

型13はファージ感受性Ａｅｍｍｏ"ａｓの主導菌であった。その他の菌型は個々の試料から散発

的に検出されたものであった。

以上のように，同じ菌属に属する細菌株であってもファージ型により分布に明らかな違い

があることがわかる。また，分布域の広い菌型を含む試料では，その菌型の属する菌属中に

多くのファージ感受性菌株が見出されている。ファージの宿主特異性は厳しく，細菌に対す

るファージの係わりは菌株レベルで選択されるので，細菌-ファージ系としてとらえること

により，現場の環境条件の変動を反映した細菌相の細かな変遷が把握できる。



Table３．Distributionofthebacterialcellsbelongingtovariousphage-typesin

KagoshimaBay，Novemberl4，1983.
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Table２．Distributionofthebacterialcellsbelongingtovariousphage-typesin
KagoshimaBay，April22，1983.
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日高・上野・河部：海水中のフアージ感受性細菌

１）

約要

海洋における細菌-ファージ系の構成と分布を明らかにするため,鹿児島湾を調査海域とし，

そこに８定点を設け，各定点の１，，５０ｍ各層から採取した海水試料について，従属栄養細

菌細胞数とその菌数中のファージ感受性細菌細胞数の割合，それらの菌属組成及びファージ

感受性菌株の分布を調べた。調査は'80年５月から'84年５月までの４か年間に11回行った。

その結果,分離海洋細菌中のファージ感受性細菌の割合は季節や定点,深度によって０～87％

の変動が見られ,平均25％であった｡ファージ感受性細菌は分離されたすべての菌属にわたっ

て多少なりとも含まれるが，中でもＲｅ伽,,２０'2‘zs，ＶI伽０，Ａe、''zo"ａｓ，Ｍｂｍ”肋の各菌属

に多かった。ファージ感受性菌株をファージ型別した各型菌は表層性と中層性およびその中

間的両水深層に分布するものとに分けられ，それらは深度や定点において明らかな棲み分け

が見出された。
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