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F李主主主

細菌を侵すウイルスであるパクテリオファージ(以下、ファージ

と略)は、その発見以来かなりの期間、発酵と掛け離れた領域で研

究されてきた.そして分子生物学を中心とする領域で、特にEsche-

richia c旦主主のフアージを研究素材として輝かしい成果が収められ、

今日のバイオテクノロジーの基盤が築かれたととは周知の通りであ

る.

細菌を利用する発酵工業では、莫大な数の細菌が連日のように培

養されている.とのごとは、細菌を侵すフアージに絶好の繁殖条件

を提供していることになる.実際に、ほとんど全ての細菌利用発酵

工業において、ファージ汚染による発酵生産の異常化が起とり、被

害を受けるととが判明して、ファージの研究は、発酵学の領域で重

要なものとなり多数の研究が行われた (1，2) .今日、有用細菌

のフアージに関する報文は数百編以上に達しているが、基礎的な研

究は少なく、その大多数は、ファージによる異常発酵の発生、フア

ージの分離およびファージの防除対策に関するものである(3) • 

ファージの防除対策の一般的な方法は、異常の起こった発酵を治

癒する方法がないために、次のような方法がとられる.すなわち、

数の増えたフアージを完全に不活化した後にその異常発酵培養液を

廃棄する.また、工場内に充満したフアージを加熱や化学薬品に

よって完全に不活化する.次いで、発生したファージに抵抗性の変

異菌株を分離し、その菌株を使用して発酵を再開する.

とれが一般的な方法であるが、とれは、様々な問題点を有してい

る.例えば、工場内のフアージを完全に不活化するととが難しいと
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と、発酵性能が原株と変わらないブアージ抵抗性変異菌株が得られ

るとは限らないとと、ファージ抵抗性菌株を侵すフアージの宿主域

変異が起とること、宿主域変異が起こらなくても別の種類のファー

ジには侵されるとと、などである(3 ) 

との一般的な方法は、予防的な方法であって、ファージに侵され

た発酵を治癒する方法ではない.つまり、橋養液におけるフアージ

の作用を阻止する方法はないのが実情である.

発酵学領域において、ファージに関する研究は未だに重要な課題

の一つであり、新しい観点からのファージ防御法の確立が待たれて

いるのである.ハイオテクノロジーの進展に伴って、遺伝子組み換

え技法などで造成された細菌の工業的使用が拡大されること、発酵

の連続化が拡大されるごとなどを考えると、ファージの防御に関す

る研究は、ますます重要となるのである.

直接発酵法や代謝中間体あるいは合成酵素基質からの変換法によ

り、種々のアミノ酸が Corynebacteriumや Brevibacteriumなど

の細菌を利用して生産されている.生産菌は、自然界から分離され

た株および変異技術によって育成された変異株によるものが主で

あった.しかし、最近では、組換え DNA技法によって造成された

Escherichia coliを使用するアミノ酸生産が行われるようになって

いる.更に、アミノ酸以外の諸有用物質の生産も行われるように

なっている.

セルフクローニングにより、 L-セリンの生産能を増強したEsche-

richia c立主主を使用している M社 O工場において、この菌株の培養

中に 2回溶菌現象が発生した (19 8 5年， 1 9 8 6年) . 

著者は、この溶菌液から溶菌現象の原因として 2種類のファージ
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を分離し、 S1および S2ファージと命名した.とれを契機として、

アミノ般生疲を初めとして、その他の有用物質生産においても多大

の被害を与え、それらの発酵を不安定にする原因となっているフア

ージの防御を目的として、その一つのモデルとして、との遺伝子組

換え技法によって造成されたEscherichiacoliの S1および S2 

ファージを取り上げ、研究するごとにした.

本論文は、 Lーセリン生産 Esch豆Jri三位旦盟主主の将軍菌液から新たに

分離した S1および S2ファージの諸性状について研究し、とれら

のファージが Escherichia竺1主の既報のファージと遼う、新しい

フアージであることを明らかにするとともに、更に、新しい観点か

らファージの防御に関して研究した次第と結果をまとめたものであ

る.
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第き 1 主事E ラ長霊感食キオ者問十ヨヲ J二てJミ霊長霊感食 ヌヨ「主去

1 .使用フア ージ

ブアー ジは、 L-セリン生産 E三生豆richiaEdLK-12の溶菌液か

ら新しく分離した S1および S2ファージを使用した.

一部の実験では、 Escherichiacoliのその他のフア ージを使用し

た(4) . Table 1に、使用した 14種のフアージの核酸型、形態、

宿主菌株をまとめて示す.更に、 Bacillussubtilis YのM2、

SPOlファージおよび Lactobacilluscasei S 1のJ1ファー

ジも使用した.

2 .使用細菌

S 1および S2ファージの宿主菌として、 Escherichiacoli 

K-12を使用した.その他のファージの宿主菌株は、 Table1に表示

した通りである.また、一部の実験において、 Escherichiacoliの

その他の10株および Escherichiacoli以外の14属62種105株の細菌

を使用した.

3 .試薬および酵素

アミノ酸は、宝興産(株)の製品を使用した.ポリエチレングリ

コール6000は、片山化学(株)の製品を使用した.ウラニル酢酸は、

三樟和化学(株)の製品を使用した.オルトフェニルフェノールは、

東京化成工業(株)の γ フェニルフェノールナトリウムを使用した.

ペタインは、和光純薬工業(株)の塩酸ベタインを使用した.S 0 S-

ポリアクリルアミドゲル電気泳動用マーカーの標準蛋白質は、
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Table 1. List of Escherichia coli phages used 

Phage 

T2， T1， T6 

λ 

Tl， T5 

T3， T7 

ゆX174

d A 

MS 2， Q s， GA， SP 

Nucleic acid 

Double-s trandedl 

DNA 

Single-stranded 

DNA 

Single-stranded 

RNA 

MorphologyO 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

Host strain 

B 

K-12 

B 

B 

C 

K-12 W3110 F+ 

K-12 W3110 F+ 

a A， contractile tail; 8， long tail， non-contractile; C， short 

tail; D， tailless， large capsomers; E， filamentous; F， tailless， 

small campsomers. 
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L K B -Produker A Bの製品を使用した.サザンプロットハイプリ

ダイゼーション用の試薬キットは、 BoehringerMannheim 

(Mannheim， Germany) の製品を使用した.その他の試薬は、和光純

薬工業(株)の製品を使用した.

酵素は、 Table2にあげた40種類の制限酵素を使用したが、社

名は表示の通りである .λDNAは、東洋紡(株)の製品を使用し

た.

4 .培地および培養条件

ブアージおよび細菌の培養には、通常のブイヨン培地を使用した.

その組成は、ポリペプトン(大五栄養化学〔株)) 10g，肉エキス

(極東製薬工業 〔株) ) 1旬、 NaCl5g、CaC12.2H200.5g、

問gS04・7H200.3g、純水1000mlである.pHは、 7.0である.

Lactobacillus caseiの培養には;、 MRT熔地 (pH6.0)(5)を使

用した.

培養に際しては、斜面培養の 1白金耳量を液体培地に接種し、モ

ノー振鐙培養装置を使用して、約15時間振漫培養した.更に、新し

い液体培地に5%接種し、 3-4時間振盗培養し、培養液の660nmにお

ける吸光度が約 0.4に逮したものを対数増殖期の菌細胞として使用

した.Lactobacillus旦豆註の場合は、 1白金耳量を接種し、振漫

せず静置培養した.培養温度は、いずれも37"Cである.

5 .培養濁度の測定

培養液の濁度は、光電比色計(鳥海ーBausch-Lomb、スペクトロ

ニック 20)を用いて、 660nmの吸光度を測定した.プランクは、未
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Table 2. List of restriction endonucleases used 

Enzyme Obtained from Enzyme Obtained from 

Acc 1 Nippon gene Co. Pvu n Nippon gene Co. 

Afl n Takara shuzo Co. !日u1 Nippon gene Co. 

Apa 1 Nippon gene Co. i司ro1 Toyobo Co. 

Ava 1 Nippon gene Co. Nar 1 Nippon gene Co. 

Axy 1 Nippon gene Co. INde 1 Nippon gene Co. 

BgII Nippon gene Co. INco 1 Nippon gene Co. 

Bgl II Nippon gene Co. Not 1 Nippon gene Co. 

Bs tE II Nippon gene Co. jNsp V Nippon gene Co. 

Bamll 1 Nippon gene Co. INhe 1 Nippon gene Co. 

Dra 1 Nippon gene Co. IRsa 1 Nippon gene Co. 

EcoR 1 Nippon gene Co. Sma 1 Toyobo Co. 

EcoOl09 1 Nippon gene Co. SalI Toyobo Co. 

EcoRV Nippon gene Co. Sau3A 1 Nippon gene Co. 

Hinc n Toyobo Co. Stu 1 Takara shuzo Co. 

Hind皿 Takara shuzo Co. Sca 1 Nippon gene Co. 

Hae n Toyobo Co. Sac 1 Nippon gene Co. 

Haeill Toyobo Co. Sacn Nippon gene Co. 

Hap 1 Nippon gene Co. Ssp 1 Nippon gene Co. 

Kpn 1 Takara shuzo Co. Xba 1 Nippon gene Co. 

Pst 1 Takara shuzo Co. Xho 1 Nippon gene Co. 
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綾種の培地を使用した.

6 .フアージおよび細菌の計数

ブアージの官1-数は、重層訟によるプラークカウント訟によった

( 6 ) .刺菌の31・数は、1Ii府訟によるコロニーカウント訟によった.

Lactobacillus caseiの場合、 Lactobacillusに適するように改変

された、重層法によるプラークカウント法およびコロニーカウント

法(5 )によった.

なお、ブアージおよび細菌の希釈には、次の組成の希釈液を使用

した. すなわち、 KH2P04 1.35g、Na2P04・12H203.56g、NaCl19、

MgS04・7H200.25g、ゼラチン 0.0旬、純水1000ml、pH7.0である.

7 .フアージの精製

ファージ溶菌液 (1010-11PFU/ml)からFig.1 に示すように、超遠

心分離機を使用する物理的な方法(7 )でファージを精製した.す

なわち、溶菌液中の菌体残漬を低速遠心によって沈殿除去し、高速

遠心によってフアージを沈降させる分画遠心分離を繰り返してファ

ージを精製した.最終的に得られたファージペレットは、 0.02Mトリ

スー塩酸緩衝液(pH7.4)に懸濁し、精製フアージ被とした

(1-2 X 1012PFU/ml). 

高速遠心分離は、分離用超遠心機(目立、 55-P72)を使用して行っ

た.

PFU: Plaque Forming Unit 
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Lysate 

Sod.imonl 

Supernatant 

centriIuged lwice at 8000 rpm for 10 min. 

「
Supornotant 

Pellet 

centrifuged at 25，000 rpm 
for 60 min. 

-・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ・・・・ ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・..

E 

Sediment 

repeated these steps 

2-3 times 

-

suspended in 0.02M Tris-HCl 

buffer (pH 7.4) 

centrifuged at 8000 rpm 

for 10 min. 

Supernatant 

Pellet 

centrifuged at 25，000 rpm 

for 60 min. 

suspended in 0.02M Tris-HCl 

buffer (pH 7.4) 

centrifuged at 8000 rpm 

for 10 min. 

Purified phage suspension 

Fig. 1. Centrifugal concentration and purification of S-phages. 
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8 .電子顕微鏡試料の作製

電子顕微鏡試料の作製は、ウラニル酢酸を使用するネガティプ染

色法(8 )によった.すなわち、 1 )電子顕微鏡用シ ートメッシユ

(応研向時事〔撚) )に湿式法(9 )でコロジオ脱を扱り、 舵燃さ

せた. 2)精製ファージ被を0.05H酢険ナトリウム緩衝液 (pH6.0) 

で、 1x 1 0 1 0 P 1. U / m 1になるように希釈した. 3) 希釈したファ ージ

液の1滴をコロジオ股上に似せ、舵線させた. 4) ウラニル酢酸 (1%、

pH 5.0)の1消をとの上に加えて、 2-:3分間染色し、乾燥させた.

電子顕微鏡は、日本電子(株)の JEM-I00Bを使用した.

9 .抗ファージ血清の調製およびK価の測定

抗ファージ血清は、次のようにして調製した. 1) 体重約 2Kgの

家ウサギに精製フアージ液(1X 1011PFU/ml) を皮下注射した.注射

は、 1回にい5ml、1週間に 2回、次第に量を増しながら 5週間にわ

たって続けた. 2) 最後の注射をしてから1週間後に、ウサギの耳

翼動脈から試採血して K価を測定し、十分な抗体価に達しているこ

とを確かめてから全採血した. 3) 全採血は、ウサギの頭部を開き、

頭部動脈から行った.血液は、試験管に取り、斜面にして凝固させ

た.次いで、 370Cに60分間保った後、血餅を管壁から剥がし、直立

させて40Cで一夜静置し、分離した血清を取った. 4) K価は、次

のようにして測定した.すなわち、培地で抗ファージ血清を希釈し

て 2 倍連続希釈列を作り、各希釈液の 0.5ml~こファージ液 (4 X 107 

PFU/ml)の0.5mlを混和し、 370Cで5分間反応させた.この反応、液の

一部を取り、氷冷した培地で1000倍に希釈し、残存するフアージを

計数した.対照としては、抗血清希釈液の代わりに培地を使用した.
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90-99 %のファージが中和される純闘で次式によって K価を計算し

た.

K=2.3D/t X log p/P 

o 反応、液中の抗ファージ血清の希釈倍率

t 反応時間(分)

p 反応前のファージ数

P t分後の残存ファージ数

1 0 .フアージの吸着

宿主菌 (2X 108cell s Iml)にファージをm.o.i. 約 1になるよう

に混和し、 37"Cで所定の時間吸着させた.次いで、氷冷した希釈液

(組成は上述)で100倍希釈し、遠心分離(8000r問、 15分)、上澄

みの未吸着フアージを計数して、ファージの吸着率を求めた.また、

一部の実験では、 0.02Mトリスー塩酸緩衝液(pH7.4)で洗浄した菌を

用いて、上記のようにしてフアージの吸着率を測定した.

1 1 .ブアージの増殖

一段階増殖実験法で行った.すなわち、宿主菌 (2X 109 

cell s Iml)にファージをm.o.i. 約 10.1になるように混和し、 370C

で3分間吸着させた.次いで、抗フアージ血清を混和し、 2分間中和

反応を行った後、その一部をブイヨン培地に取り、感染菌数が約

2 X 10
3 
cells/ml になるようにした.これを370Cで培養し、経時的

に感染中心数(感染菌+遊際ファージ数)を計数した.

他方、細胞内におけるファージの糟殖を知るために、次の方法で

細胞内のブアージを計数した.すなわち、一段階増殖実験管から経
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時的に1.9m1を取り、 0.1m1のクロロホルムを混和して、 37"cで10分

間作用し、 1容菌させた.

1 2 .ファージDNAの開製

F ig. 2に示すように、ポリエチレングリコール6000でフアージ

を濃縮し、フェノール法 (10)でプアージDNAを調製した.

1 3 .プアージDNAの塩基組成

ファージDNAをWyatt(1 1)の方法に従って酸分解した.すな

わち、約0.5mgのDNAを硬質ガラス管(10X 100mm)に取り、 0.5m1

の98-100%蛾酸を加えて減圧封管し、油溶中で175"C、 30分間加熱

した.冷えてから関管し、減圧下で蒸発乾回し、 N-塩酸を0.lm1加

えて水解物をよく溶解させた.ミクロピッペトで数回に分けて試料

0.01m1を減紙(東洋鴻紙 No.51)にスポットした.スタンダードと

して5つの塩基(グアニン、アデニン、シトシン、ウラシル、チミン)

をスポットした.溶媒は、 Wyatt(1 1)のイソプロパノ-)レー温酸

(65m1のイソプロパノールに濃塩酸を加え、純水で100m1にする.極

酸の終濃度は2N)を使用した.展開は上昇訟で行った. 減紙上の

スポット塩基の検出は、 U1tra-violetProductsのトランスイルミ

ナータ (TS-15)で行った.

1 4 .ファージDNAの熱変性

MarmurとDoty(1 2)およびDotyら(13)の方法によって、ファー

ジDNAの熱変性温度 (Tm)を測定した. すなわち、精製した
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8000 rpm 

added PEG-6000 (final concn. 12 %) 
stored at OOC for 12 hr. 
centrifuged at 8 000 rpm for 30 min. 

Supernatant Pellet 

suspended in buffer (25 mM Tris-HCl， 
10 mM EDTA， pH 8.0) 
centrifuged at 20，000 rpm for 60 min. 

Supernatant Pellel 

suspended in buffer (25 mM Tris-IICl， 
10 mM EDTA， pll 8.0) 
incubated with RNase (10μg/ml) at 

370C for 20 min 

repeated these 

steps 2-3 times I added 1.5 volume of phenol 
shaked moderatly at OOC for 15 min. 

centrifuged at 8000 rpm for 10 min. 

Phenol phase Water phase 

added same volume of CHCla 

centrifuged at 2000 rpm for 10 min. 

CHC1a phase Water phase 

repeated these 

steps 2-3 times added 1/20 volume of 3M CHaCOONa 

and double volume of 95活ethanol

stored at -20
o
C for 2 hr 

centrifuged at 15，000 rpm for 20 min. 

Supernatant Pellet 

suspended in buffer 

(10 mM Tris-HCl， 2 mM EDTA， pH 8.0) 

DNA solution 

Fig. 2. Preparation of S-phage DNA. 
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ファージDNAをssc溶液 (0.15M塩化ナトリウム +0.015M ク

エン椴ナトリウム、 pH7.0)に20μ g/mlとなるように溶解し、小さ

いガラス管に封入した.これを加熱水槽に浸し、 1DC/分の割合で

温度を上げ、所定の温度に10分間保った後、直ちに氷冷し、 260nm

の吸光度を測定した.吸光度の測定は、分光先度計(目立、

100-30)診)を用いて行った.

1 5 .アガロースゲル電気泳動

ファージDNAの反応液(10μ1)にプロムフェノールブルー

(0.025%)とスクロース (8%)を加え、これを 1%アガロースゲル

(40mMトリス、 5mM酢酸ナトリム、 2mMEDTA) に載せ、 100Vで GO分

間、室温で電気泳動した.電気泳動は、スラプ型電気泳動装置(ア

トー〔株) )を用いて行った.泳動用緩衝液として、 Eバッファー

(40mM トリス、 5mM酢酸ナトリム、 :ZmMEDTA、pH8.0)を用いた.

泳動終了後、臭化エチジウム (0.5μg/m1)を含む Eバッファーに30

分間浸した.次いで、紫外線照射装置 (Ultra-vio1etProducts、

TL-33)で、 DNAの発色を観察し、ポラロイドカメラ(阿P-3Land、

フィルムタイプ667)で撮影した.

1 6 .サザンプロットハイプリダイゼーション

ファージゲノムの相同性の検討は、ジゴキシゲニンーdUTP

(Boehringer Mannheim)標識DNAをプロープに用いるサザンプ

ロットハイプリダイゼーション訟で行った.

SSC : Standard Sa1ine-Citrate 
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A.サザントランスファー

制限酵素色旦 Iで消化した DNA断片は、 1%アガロースゲル健

気泳動で分離させた後、ゲルを0.5MNaOIl-1.5M NaClでアルカリ処

理することによって 1本鎖にした.アガロースゲルを、 0.5MTris-

HCl-1.5M NaCl (pH 7.5)で中和した後、ニトロセルロース膜に 1本

鎖 DNAのトランスファーを行った. 0 N Aのニトロセルロースへ

のトランスブア一、いわゆるサザンプロッティングは、 Fig. 3 ~こ

示す装置を用い、湿式自然上昇法で行った(1 4 ) 

B .プロープDNAの標識

プロープDNAの標識は、 BoehringerMannheimの非放射性

o N A labeling and Detection ki tを用いて、次のように行った

(1 5) 

1) 0 NA変性 制限酵素で処理した DNAをフェノールーク

ロロフォルムで抽出後、エタノールで沈殿させた.この DNA溶液

を950Cで10分間、加熱処理し、氷ーエタノールに入れ急冷した.

2) 0 NA標識 変性直後の DNA溶液にHexanucleotide混

和液、 dUTP標識液、 Klenowenzymeを加え、 370Cで 1時間反応させ、

200mM EDTA(pH 8.0)を加えて、反応、を停止させた.

3) 0 N Aの回収 標織DNAは、エタノーノレ沈殿後、 TE

(10mM Tris-HCl、1mMEDTA、pH8.0)に溶解した.

C.DNA-DNAハイプリダイゼーション

ハイプリダイゼーションおよび検出は、次のように行った.

1) プレハイプリダイゼーション DNAを結合させニトロ
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セルロースフィルターをハイプリダイゼーション溶液 (5x SSC、

5% プロッキング試薬、 0.1% N-Lauroylsarcosine、0.02% SOS、

50 % formamide)の中で、 42t1時間加温した.

2) ハイプリダイゼーション 熱変性直後に標識したプロー

プONA溶液を ONAを結合させたニトロセルロースフィルターに

加え、ハイプリダイゼーション液中で42
0C3時間加温した.

3) 反応停止 2 x SSC-1 % SOS、次いで0.1X SSC-O.l % SOSで

フィルターを洗浄した.

4) プロッキング バッフアー 1(100mMTris-HCl、150mM

NaCl、pH7.5)でフィルターを洗浄した後、バッファー 2(0.5%

プロッキング試薬を含むバッファ -1)に30分間漫潰した.

5) 抗ジコキシゲニンIgGによる抗原抗体反応 バッファー 1

でフィルターを洗浄した後、パーオキシダーゼ標臓抗ジコキシゲニ

ンIgG溶液を加え、室温で30分間放置し、抗原抗体反応させた.

6)パーオキシダーゼ発色による ONA-D NAハイプリダイ

ゼーションの検定 バッファー1でフィルターを洗浄し、バッファー

3(100mM Tris-HCl、100m" NaCl 、 50n~M MgClz、pH9.5)で平衡化し

た後、発色試薬溶液(NBT-solution、X-phosphatsolution)を加え、

室温で18時間反応させた.

17. SOS ーポリアクリルアミドゲル電気泳動

精製したファージを0.3mlのトリスー塩酸緩衝液 (0.0625M トリ

スー塩酸、 pH6.8、2% S 0 S 、10%，グルセロール、 5% 2ーメルカ

プトエタノールを含む)に照濁した (2X 1010 PFU/ml). とれを 100t

NBT: 4-Nitrobluetetrazolium chloride 
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の熱湯に10分間漬けて、ファージを分解させた.次いで、約10μ1

の分解被をゲル (10%アクリルアミド)に載せ、 50Vで 3-4時間、

室温で電気泳動した.泳動糟は、スラプ泳動槽(バイオラッド〔株) ) 

用いた.泳動用緩衝液として、 0.025M トリスー0.192M グリシンー

0.1% SOS  (pH 8.3) 混液を用いた.

標準蛋白質として、 SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動用

マーカー(分子量 14，000のリゾチーム、 31，000のボビンカーポニッ

クアンハイドレイス、 42，700の卵白アルプミン、 66，200の牛血消ア

ルプミン、 97，000のホスホリラーゼ、 116，000の s-ガラクトシダーゼ)

を用いた.泳動マーカーとしては、 0.01%プロムフェノールブルー

を用いた.泳動終了後、ゲルを取り出し、 5%トリクロロ酢敵溶液

で一夜岡定し、 1%クーマシープリリアントプルー (5%トリクロロ

酢敵に溶解させたもの)で37L:3時間染色し、 7%酢酸水溶液に漫し、

脱色した(1 6) 

1 8 .その{也

細菌に関するその他の実験方法および生化学的実験方法は、常訟

の方法によった.ファージに関するその他の実験方法は、 Adams( 6 ) 

がまとめて記載した標準法によった.
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第考 2 童書E ファージ.の 一一舟受白勺 "f生!tjiミ

1 .緒言

まず、フアージの分離について述べる.セルフクローニングによ

りLーセリンの生滋飽を糟強した Esctlorichla盟主主 K-12を使用し

ているM社 O工場において、この菌株の培養中に溶菌現象が発生し

た (19 8 5年) .この培養液菌液を希釈してプレートしたところ、

多くのプラークの生成が認められ、この溶菌現象がフアージに原因

することが明らかとなった.之のファージに対して、 Serine生産菌

の最初のファージにちなんで S1と命名した.

ファージが発生したときの常法にしたがって、 S1ファージに抵

抗性の変異菌株が分離され、工場においては、それ以後との菌株が

使用された.およそ 1年後に再び溶菌現象が発生した (19 8 6年) . 

との溶菌液からもファージを分離し、 Serine生産菌の 2回目のプア

ージにちなんで S2と命名した.

本章では、 S1およびS2ファージの一般的な性状について検討

した.目的の一つは、との 2種類のファージの相違を知ることであ

る.

2 .プラークの形態

一個のファージは、一個のプラークを形成する.一般的に、ファ

ージの種類によってプラークの形態が違うので、プラークを比較観

察するととは、ファージの相違を知る目安になる.

S 1および S2ファージのプラークの形態を Fig.4に示す.
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Fig. 4. Plaques of S-phages. 
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S 1フアージのプラークは、直径約ト1.5mm、透明で周辺のはっ

きりした円形であった.既報のEscherichiacoliのファージのプ

ラークでは、 λフアージのそれに類似している.

S 2ブアージのプラークは、直径約 4-6mm、その中央に透明な

溶薗部を有する円形であった.すなわち、 T3ブアージのプラーク

に類似している.

このように、 S1とS2フアージのプラークは、形態および大き

さが違うごとが分かった.

3 .ブアージの宿主域

ファージは、一般に菌株特異性をもっていて、細菌の種のなかの

ある特定の菌株しか侵さない.しかし、あるフアージは、広い純閣

の細菌を侵し、その純闘が細菌分類の属を越えるととすらある.宿

主域、すなわちフアージの侵し得る菌株の幅は、類似した性質をも

っファージを分ける特性でもある.

S 1および S2フアージの宿主域について、 Arthrobater. (4種、

6株)、 Bacillus(2種、 8株)、 Brevibacterium(25種、 49株)、

Corynebacterium (12種、 18株)、 Escherichiacoli (14株)、

i{lebsiella pneumoniae (1株)、 Lactobacillus(2種、 3株)、

Fficrobacterium (4種、 7株)、 Micrococcus(5種、 6株)、 Proteus

(2種、 2株)、 Pseudomonasphaseolicola (1株)、 Salmonella

typhimurium (1株)、 Sarcinalutea (1株)、 Serratiamarcescens 

(1株)、 Staphylococcusaureus (1株)を用いて検討した.との15

属、 63種、 119株のなかで、 S1および S2フアージは、 Escherichia

E旦且に対して高い種特異性を示した.

-21 -



次いで、 Escherichia旦且の 14株を用いて株特異性について検

討した.Table 3にその結果を示す. S 1ファージは 7株、 S2 

プアージは 8株を宿主とするとと、うち 5株は両ファージ共通の

宿主となり得るとと、宿主域が違うことからとの 2種類のファージ

は述うととが分かった.また、 λブアージをプロファージとして有

している菌株を宿主とし得るごとから、 S1および S2フアージは、

λファージと逮う種類のフアージであることが分かった.

K-12を1としたときのプレート効率 (E0 P) も合わせ表示して

いるが、前jフアージ共通してK-12W3101 (λ)で0.2-0.25であり、

S 2ファージの場合、 Cで0.75、 BとK-12W3623で10-8のオーダで

あった.なお、 K-12MTにおいて、プラスミドの有無がEOPに影

響を及ぼさないととから、両フアージのゲノムととのプラスミドは

関係がないと考えられる.

4 .フアージ感染菌の桝菌

細菌培養液にフアージを加えると、ブアージが細菌に感染し、一

定時間後に溶菌して一定数のフアージを放出する.放出されたファ

ージは、再び感染を起こし、同様な過程が繰り返されることによっ

て、細菌培養液は、ついに透明になる.

ファージ感染菌の溶菌の特性は、菌・フアージ系によって違い、

同一系においても加えたフアージの数によって異なる.

このj容菌の特性を S系ファージ感染菌について検討した.F ig. 5 

にその結果を示す. S 1フアージ感染菌では、約30分から緩やかな

格菌が始まったが、 S2ファージ感染菌では、約15分から急獄な溶

菌が起って培養液はほとんど透明になった.i容菌開始時間は、後述
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Table 3. lIost specificity of S-phages on strains of Escherichia 

coli 

S1 S2 

Strain 

PFU/ml nr 
n
u
 
n巴 PFU/ml nr 

nu 
n巴

A745 。 。
B 。 2 X 103 1 X 10-6 

C 。 1.5 X 1010 0.75 

C600 1 X 1011 。
K-12 1 X 1011 2 X 1010 

K-12 (λ) 1 X 1011 2 X 1010 

K-12 MT 1 X 1011 2 X 1010 

K-12 MT (plasmid) 1 X 1011 1 2 X 1010 

K-12 ¥¥13101 (λ) 2 X 1010 0.2 5 X 109 0.25 

K-12 ¥¥13110 F+ 1 X 1011 1 。
K-12¥¥1 3623 。 4 X 103 2 X 10-6 

K235 。 。
KP61 。 。
NIHJ JC2 。 。

EOP: Efficiency of Plating 
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する S1ファージの潜伏期が28分、 S2フアージのそれが15分であ

るととと 一致している.

5 .ファージの温度安定性

普通の府地では、ファージは室温で安定である.一般に、およそ

45DC以上の粗皮でファージの不沼化が始まる.この約45tという混

成で多くのifiI~J ~をの変性が起こり þf1 めるので、ファージの不活化の

主な原因は、ファージ蛋白質の変性によると考えられている.しか

しながら、ブアージの種類によって温度安定性に相違がある.

S系ファージについて温度安定性を検討した.Fig. 6にその結

果を示す. S 1ファージは、比較的不安定で370Cでも徐々に不活化

された.500Cでは、 120分後におよそ70%が不活化された.とれに

対して、 S2ファージは比較的安定であり、 500C、120分でもおよ

そ20%が不活化されるにすぎなかった.

6 .フアージの pH安定性

ファージは、一般にpH6から8の範囲で安定である.低温では、

との純聞が pH5からト10にまで広がる.

S系ファージについてpH安定住を検討した.F ig. 7 にその結果

を示す.両ファージとも、 pH7が最も安定で、とれから離れるにつ

れて次第に不安定になっていった.特に、酸性側でより不安定であ

った.

7 .小揺

セリン生産Escherichia竺主主 K-12の培養溶菌液から 2つのフア
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ージを分離し、 S1およびS2ファージと命名した.

との S1および S2ファージについて一般的な性状を検討した.

すなわち、プラークの形態、感染菌の溶菌、宿主域、温度安定住お

よびpff安定性について検討した.その結果、この 2種類のファージ

は、それぞれ遭った性状であることが分かった.

-28 -



賞事 3 茸E ファーシ-:;c7:) JUL字背 竺非合勺'性質If

1 .締言

ファージの大部分は、資自質からなっている.蛋白質には抗原性

があり、したがって、ファージ粒子も抗原として作用する.抗原と

は、動物体内に非経目的に投与したとき抗体の産出を促す物質で

あって、生じた抗体と特異的に反応する.抗原の化学的性質によっ

て決定される特異性はきわめて高度なものである.

lfil r脅学的反応を利用することによって、ファージの相遣を知るこ

とができる.抗原としてのファージと抗体を含む抗ファージ血清と

の反応、は中和反応であって、実験的には、ファージと抗ファージ血

清とを混ぜたときのプラーク数の減少を観照する.

との中和反応は、非常に特異であり、同種あるいは近縁のものと

の間だけで反応が起る.

S 1およびS2ファージの抗ファージ血清を調製し、血清学的性

質について検討し、 2種類のファージの蛋白質の相違を明らかにし

ようとした.

2 .抗ファージ血清とファージの交叉中和反応

調製した抗 S1ファージ血清および抗 S2ファージ血清の K価は、

220および55であった.

次いで、この 2種類のファージと 2つの抗ファージ血清を組合せ

て交叉中和反応を行った.Table 4 にその結果を示す. S 1ファー

ジは、抗 S2ブアージ血清と反応せず、 S2ファージは、抗 S1 

ファージ血清と反応しなかった.

-29 -



Table 4. Cross-neutralization by anti -S-phage sera 

against S-phages 

Antiphage serum 

Phage 

Sl S2 

SI + (220) 

S2 + (55) 

Phages were diluted to 4X 107PFU/ml. Sera were diluted 1:10， 1:20， 

1:40， 1:80， 1:160 and 1:360. Phage dilutions (0.5ml) were mixed 

with 0.5 ml of serum dilutions， and the mixtures were incubated at 

37¥: for 5 min. Then， 0.1 ml sample of the mixtures was taken and 

diluted 1:1000 with chilled broth to stop the neutralizing action 

of the antisera. Phage survivals were assayed after further dilution 

was made. The K value was determined by the following equation. 

K= 2.3D/t x log p/P 

in which p = phage assay at time zero， P = phage assay at time 

t， 0 = final dilution of serum in the phage-serum mixture. 

+， neutralization; no neutralization. 

( ) indicates K value. 
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このととは、 S1ファージと S2ファージの間に血清学的に関係

がないごとを示している.

3 .抗ファージ血清とその他のファージの中和反応、

Escherichia竺主主のその他のファージと S系ファージとの相遣を

知るために、 S系ファージの抗血清を用いて Escherichiacoliの代

表的な14種類のファージと中和反応を行った.これらのファージの

うち、 T系ファージと λファージは 2本;鎖DNA、ゆ x1 7 4フア

ージと dAフアージは 1本鎖DNAファージ、 MS2、Q 戸、 GA

および SPフアージは RNAファージである (Table1). 

Table 5に結果を示す. S系フアージの抗血清は、検討した14種

類のファージとは中和反応を起こさなかった.すなわち、 S1およ

び S2ファージは、既に報告されている Escherichiacoliの代表的

なフアージとは遣う、新しいファージであることが分かった.

4 .小指

S系ファージに対する抗ファージ血清を銅製し、その K価を測定

したところ、 S1ファージで220、 S2ファージで55であった.

S 1およびS2ファージと抗S1およびS2フアージ血清の聞で

交文中和反応、を行ったところ、 S1フアージと S2ファージの聞で

交叉中和反応は起とらず、との 2種類のフアージは、血清学的に関

係がないことが分かった.

また、抗 S1および S2ファージ血清と Escherichiacoliの代

表的な14種類ファージの間で中和反応を行ったが、中和反応は認め

られなかった.すなわち、 S1および S2ファージは、 Escherichia
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Table 5. Cross-neutralization by anti -S-phage sera 

against different Escherichia coli phages 

Phage 

T1 

T2 

T3 

T4 

T5 

T6 

T7 

λ 

ゆX174

d A 

MS2 

Qs 

GA 

SP 

Antiphage serum 

S1 S2 

See the legend to Table 4. 

+， neutralization; no neutralization. 
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豆立主主の既報のファージとは遣う、新しいファージであることが分

かった.
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多撃事 4 主;e ファ一三J の fr~ 党民

1 .緒言

ファージは、 一般に多面体の顕部と長短の尾部を有している .頭

部の中には、 DNAあるいは RNAが含まれている.尾部は、運動

機官ではなく、宿主菌への吸着機官である.尾部の微細構造につい

ては、ネガティプ染色法(17)で明らかにされてきているファージ

の形態や大きさは、ファージの種類によって相違し、したがって、

ファージ分類の一つの基準になっている.

Bradley (1 8)は、ファージをその形態による遠いから、 A、B、

C 、D、Eおよび Fのグループに分類している.

2 .ファージの形態と大きさ

ネガティプ染色訟によって S系ファージを観祭した.Fig. 8に

その電子顕微鏡写真を示す.

S 1フアージは、多面体の頭部と太い尾部を有していて、頭部の

直径は75-80nm、尾部の長さは150-155nmであった (Fig.8-A) • 

また、頭部と尾部の聞の頭部が細くなっており、尾部は、尾芯に収

縮性の鞘筒がかぶさった構造であった (Fig. 8-A' ) .すなわち、

Bradley分類のAグループに属しており、 EscherichiacoliのT2、

T4、T6フアージの形態に類似していた.

S 2ファージは、多面体の頭部と長細い尾部を有していて、頭部

の直径は55-60問、尾部の長さは155-160nmであった.すなわち、

Bradley分類の Bグループに属しており、 Escherichiacoliの λ

ブアージの形悠に類似していた.
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A A' 

一

Fig. 8. Electron micrographs of S-phages. 

Purified phages were diluted to about 1010PFU/ml in 0.05M 

sodium acetate buffer (pH 6.0)， negatively stained with 1% uranyl 

acetate (pH 5.0)， and examined in a JEM-I00B electron microscope. 

A， Non-contracted form of phage SI; .A' ， Contracted form of phage 

SI; B， Phage S2. 

The bar represents 100 nm. 
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このように、 S1ファージと S2ファ ージは、形態的に相違する

ことが分かった.

3 .考察

S 1フアージと S2ファージは、形態的に相違していた.

S 1ファージは、 8radley分類のAグループに属しており、 Esche-

richia c立主主の T2、T4、T6、P1、 P2と同じグループであ

る.しかし、 Table6 ( 4、 19) に示すように、 T2、T4、

T6ファージとは、頭部の形態が遼っており、尾部の長さも短い.

また、 P1、P2とは、頭部の大きさが遺っていて、 S1ファ ージ

の方が大きい.

S 2ファージは、 Bradley分類の Bグループに属しており、 Esche-

richia c豆主主の λ、Tl、T5ブアージと同じグループである.し

かし、表に示すように、それらのファージとは、頭部の大きさが遺っ

ていて、 S2ファージの方が大きい.

とのように、 S1および S2ファージの形態は、 Escherichiacoli 

の既報のファージのそれと違っていることが分かった.

4.小指

S系フアージの形態と大きさについて検討した. S 1ファージは、

直径75-80nmの多面体の頭部に長さ 150-155nmの尾部を有していた.

尾部は、尾芯に収縮性の鞘筒がかぶさった構造であった.Bradley 

の分類の Aグループに属することが分かった.

S 2ファージは、直径55-60nmの頭部に長さ 155-160nm長細い尾部

を有しており、 Bradleyの分類の Bグループに属するととが分かった.
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Table 6. List of sizes of other Escherichia coli 

phages 

Phage Head (nm) Tail (nm) 

T1 50 150 

T2， T4， T6 65x 95 110 

T3， T7 47 15 

T5 65 170 

P1 65 150 

P2 50 150 

ゆX174，S13 30 

f 2， MS 2， a s， GA 24 

f1， fd 800 

λ，ゆ 80 54-57 140-150 
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とのように、 S1ファージと S2ファージは、形態的に相違して

いた.



主将 5 芳モ

1 .緒言

ファ一三Y じり甥及発雪f;J==>よて〆

ま曽売直

ファージ感染の過程は、一般に、吸着→核酸注入→メッセン

ジャ -RNA合成→初期夜白質合成→ファージDNA複製→後期

資自質合成→成熟→溶菌→ファージ放出、という順序で進行する.

ごとでは、 S1および S2ブアージの吸着および糟殖について検

討した.

2 .ファージの吸着

フアージの菌への吸着は、ファージの感染の最初の段階である.

ファージの吸着には、特定の陽イオンの適当な濃度が必要とされる

ことが多い.更に、ファージによっては L-トリプトファンのよう

な補助因子が必要とされるとともある.

S系フアージの吸着について検討した結果をFig.9に示す. S 1 

ブアージの吸着は、速く、 3分間で90%の吸着率であった.とれに

対して、 S2ファージの吸着は、遅く、 5分間で30%、10分間でも

35%であった.すなわち、 S1ファージと S2ファージでは、吸着

の特性が遺っていることが分かった.

3 .ファージの吸着に及ぼす温度、金属およびアミノ酸の影響

ファージの菌への吸着は、菌の生理状態、環境状態などによって

影響される.したがって、フアージ対策のーっとしてファージの薗

への吸着阻止を考える場合、ファージの吸着に影響する因子につい
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て検討する必要がある.また、上述したように、 S2フアージでは

吸着が遅いので、とのファージの吸着に特定の金属イオンやアミノ

酸などが必要とされるととが考えられる。

そとで、ブア ージの吸剰に及ぼす淵度、金属およびアミノ般の影

糠について検肘した.

1. )淑度の影糠

温度を変えて10
0

Cから450Cの聞で検討した.結果は Fig. 10に

示す. S 1および S2ブアージとも、 379Cで最高の吸着率であった.

それより高低のいずれへも離れるにしたがって吸着速度が次第に低

下した.

なお、関から明らかなように、吸着に及ぼす温度の影糠は、吸着

速度に対する影糠なので、時間を長くすれば吸着率は次第にt智大す

るととになる.

2 )金属イオンの影響

I価および H価の金属イオンの吸着に及ぼす影響について検討し

た.結果はTable7に示す. 2価のカルシウムとマグネシウムは、

濃度の増加につれて、 S1および S2ファージの吸着を次第に促進

した.また、 1価のナトリウムとカリウムも濃度の増加につれて、

S 1および S2ファージの吸着を次第に促進することが分かった.

しかし、 S2フアージの場合、促進の種皮はわずかであった.

2価の金属と 1価の金属との相違は、その有効濃度に違いがある

ことで、 2価の金属のほうが 1価の金属の1/10以下の濃度で同程度

の促進効果を示した.
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Table 7. Effects of metal ions and anmino acids on adsorption 

of S-phages 

Phage adsorbed (%) 

Addition Concn. (M) 

Sl S2 

None 。 20......， 25 25---30 

Ca++ 1 X 10-4 22 27---30 

1 X 10-3 34......，40 36---43 

1 x 10-z 48......，52 48......，49 

Hg++ 1 X 10-4 28......，33 35......，39 

1 X 10-3 30---41 39---43 

1 x 10-z 70 44'-' 50 

Na+ 1 X 10-3 37.-，44 33 

1 x 10-z 50 33......，34 

1 X 10-1 50"""'60 33，.....34 

K+ 1 X 10-3 22"""'27 32--33 

1 X 10-2 28--34 36--38 

1 X 10-1 56--61 36......，39 

L-Tryptophan 1 X 10-4 28"""'30 36 

1 x 10-3 34---36 45 

5 x 10-z 42......，46 45.-，49 

L-Serine 1 x 10-4 28---30 29......，33 

1 x 10-3 30--36 34，.....35 

1 x 10-z 37---40 37 

Bacterial cells were twice washed with 0.02H Tris-HCl buffer 

(pH 7.4)， and mixed with phage (m.o.i.，ea. 1) in the buffer. 

A reagent was added just prior to adsorption， and the mixtures 

were incubated for 5 min. 
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なお、 S1ファージの吸着率が95%でなく、 20-25%であるのは、

矯地中でなく、洗浄菌を使用して緩衝液中で吸着させたためである.

3 )アミノ般の影締

S系ブアージの宿主菌がアミノ般のセリン生産箇であるととから、

若干のアミノ般の吸着に及ぼす影響について検討した.Table 7に

示すように、トリプトファンとセリンは、 S1および S2ファージ

の吸着を若干促進したが、その程度は著しいものではなかった.

4. ブアージの増殖

一段階増殖実験法を使用して、 S系フアージの増殖について検討

し、更に、細胞内フアージの増殖についても検討した.Fig. 11に

その結果を示す.暗黒期は、 S1ファージで15分、 S2ファージで

7分であった.潜伏期は、 S1ファージで28分、 S2ファージでは

15分であった.パーストサイズは、 S1ファージで約450、 S2 

フアージでは約100であった.

このととから、 S1ブアージは、潜伏期が長くパーストサイズも

大きいが、 S2ファージは、潜伏期が短くパーストサイズも小さい

ごとが分かった.すなわち、 S1ファージと S2フアージでは、増

殖の特性が遼っていることが示された.

5 .ファージの増殖に及ぼす温度およびpHの影響

宿主菌に依存しているフアージの増殖は、当然、その宿主菌の生

理状態や環境条件などによって影響される.一般には、菌の生育の

最適条件においてファージの増殖も最適である.
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S系ブアージの増殖に及ぼす温度と pHの影響について検討した.

1 )温度の影響

20 "cから50"Cまでの間で、ファージ増殖に及ぼす温度の影響につ

いて検討した.Fig. 12にその結果を示す. S 1、 S2両ファージ

とも、 370Cにおいて、ファージの増殖は最適であった.

S 1ファージの場合、 37"Cより低い温度では、温度の低下につれ

て潜伏期が長くなるが、パーストサイズの減少はほとんどみられな

かった.しかし、 200Cでは、パーストサイズの減少は著しいように

みえた.

一方、 370Cより高い温度では潜伏期は変わらないが、温度の上昇

につれてパーストサイズは次第に減少した.43"Cでは、パーストサ

イズが450から 2と急搬に減少した. 45l~ では、潜伏期の間に感染

菌の喪失がみられ、また感染菌の一部によると考えられるファージ

のパーストもみられたが、全体としてはファージの増殖は抑えられ

た.480Cでは、感染菌が急速に喪失した.なお、 43
0

Cでパーストサ

イズが急獄に減少するととから、 S1ファージは温度感受性の

ブアージであると考えられる.

S 2ファージの場合、 37"Cより低い温度では、潜伏期の延長につ

れて、パーストサイズも次第に減少した.37"Cより高い温度では、

潜伏期は変わらず、温度の上昇につれてパーストサイズは次第に減

少するが、 S1ファージの場合と違って、 48"cまでファージのバー

ストが起とった.50"Cでは、感染菌のゆるやかな喪失がみられた.

すなわち、 50"Cでは S2ファージの増殖は、完全に抑えられること

が分かった.
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なお、ブアージ糟殖に及ぼす温度の影響については、第 10章に

おいて更にくわしく検討している.

2) pHの影響

pH4から 10までの問で、 S系ファージの糟殖に及ぼすplfの影穏に

ついて検討した.Fig. 13にその結果を示;す. S 1、S2両フアー

ジとも、宿主簡の生育の最適pHである?でファージの増殖も最適で

あった. S 1フアージの場合、 pHが酸性側あるいはアルカリ性側に

移るにつれて、潜伏期が次第に延びてパーストサイズが次第に減少

した.pll4以下及び10以上では、ファージの増殖は起らず、特に、

pH4では感染菌の喪失が著しかった.

S 2ファージの場合、 pH6及び 8では、潜伏期は変わらずパース

トサイズが若干減少した.pH 5及び 9では、潜伏期が少し延びて

パーストサイズが更に減少した.pH 4以下及び 10以上では、増殖

はみられず、感染菌はゆるやかに減少した.すなわち、 S1ファー

ジと比べ、 pH4、6及び 8における様相が多少相違するととが分かっ

た.

6 .考察

フアージの増殖について、 S1ファージは、潜伏期約28分、パー

ストサイズ約450、S2フアージは、潜伏期約15分、パーストサイ

ズ約100であった.Table 8 (1 9 )に、 Escherichiac旦且の既報

のフアージの潜伏期とパーストサイズを示す.実験条件が相違する

ので厳密な比較はできないにしても、 S1ファージおよび S2 

ファージと同じような増殖特性を示すファージはない.
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Table 8. Growth characteristics of other Escherichia 

coli phages 

Phage Latent period (min) Burst size 

T1 13 150 

T2， T4， T6 21-25 150-400 

T3， T7 13 300 

T5 40 200 

Pl 45 80 

P2 30 120 

ゆX174，S13 13 180 

f2， MS2 22 20，000 

f1， fd 30 100-200 

λ，ゆ 80 35 100 
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7 .小指

まず、 S系ファージの吸着について検討した.

S 1ファージの吸着は速く、 3分間で90%の吸着構であった.と

れに対して、 S2ファージの吸着は遅く、 10分間でも35%の吸着率

であった.吸着に及ぼす温度の影響について検討し、 37tで吸着率

が最も高いことが分かった.更に、 I価及び E価の金属イオンゃあ

る種のアミノ酸が吸着に影響を及ぼすことが分かった.

次いで、 S系ファージの増殖について検討した.

S 1ファージは、暗黒期15分、潜伏期28分、パーストサイズ約450

であった. S 2フアージは、暗黒期7分、潜伏期15分、パーストサイ

ズ約100であった.ファージの増殖に及ぼす温度およびpHの影響につ

いて検討し、 S 1、 S2両ファージとも、 3T'CおよびpH7において

増殖が最適であることが分かった. S 1ファージは、 45ac以上、 pH

4以下およびpH10以上でファージの増殖がみられなかった. S 2 

フアージでは、 50ac以上、 pH4以下およびpH10以上でファージの

増殖がみられなかった.
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気~ 6 J宇f二 ブア一三Y のネ亥 F可愛

1 .鰍R

ブアージは、化学的に核酸と積白質からなっている.ファージの

核椴は、 DN あ̂るいは RNAのいずれかであり、そのポリヌクオ

チド鎖は、 2木あるいは 1本である.しかしながら、大多数の

ブアージの核椴は、 2本鎖 DNAである.

核般を構成する塩基については、アデニン、グアニン、シトシン、

チミンなどの通常の塩基が大部分であるが、ある種のフアージには

特殊な塩基が存在している.例えば、 EscherichiacoliのT2、

T4、T6フアージは、シトシンを含まず代りにヒドロキシメチル

シトシンを含んでいる.また、 Bacillu¥ssubtilisの SP 8ファー

ジは、チミンの代りにヒドロキシメチルウラシルを含んでいる.

最近では、フアージDNAの研究は著しく進展しており、マク目

的にはその大きさや立体構造、ミク目的にはその鹿基配列に至るま

で解明されようとしている.

2 .ファージの核敵

S 1および S2ファージの核酸について研究した.まず、核賞金の

積類について検討した. S 1および S2フアージから分離した核般

について、 DNAに特異的なジフェニルアミン反応およびRNAに

特異的なオルシノール反応を行ったとごろ、両フアージの核酸とも

ジフヱニルアミン反応のときだけ発色した.したがって、 S1およ

び S2ファージの核椴は、 DNAであるととが分かった.
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3 .ファージ DNAの塩基成分

S 1および S2 0 N ̂ について、その塩基成分をペーパークロ

マトグラフ法で検討した.との結果、岡フアージとも、ペーパー

クロマトグラフ上に4つのスポットが検出され、スタンダードの塩

基スポットとの比較検討から、グアニン、アデニン、シトシンお

よびチミンであると同定された.すなわち、 S1およびS2 0 N A 

は、通常の4つの塩基からなり、特殊な塩基を含有していないとと

が分かった.

1-.ファージ DNAの熱変性および権基組成

Dotyら (20 )によって見出された DNAの熱変性 (meltingあ

るいはthcrmoldcnuturntion)は、り NAのシトシンーグアニン合景

(以下、 GC 合 1まと~)を知る簡便な方法である. 0 N Aの熱変性

点(以下、 Tmと略)は、 GC含量と正比例の関係にあって、 GC含

畳が高いほどTmの値が高い.従って、 Tm債を測定することによって

DNAのGC含量を求めることができるのである.すなわち、

Marmur-00 ty (1 2)の実験式

GC%=(Tm-69.3) /0.14 

によって GC合長が求められる.

S 1および S2 0 N Aについて熱変性曲線を描き、 Tmを求めた.

熱変性曲線はFig. 14 に示す. S 1 DNAでは、 780Cから900Cま

での間で吸光度が上昇し、 Tmは82'Lであった. S 2 DNAでは、

83
0

Cから93
0

Cの間で吸光度が上昇し、 Tmは850Cであった.得られた

Tm債を用いてMarmur-Ootyの式で計算すると、 S1 0 N AのGC合
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買は約31%、 S2 D N AのGC合長は約38%となった.

S 2 D N Aは、 S1 0 N Aと比べ、熱に安定であるが、これは

3本の水素紡合を有するシトシンーグアニン対が多いことで脱明で

きる.

また、肉のような熱変性州線が得られたということは、 S1およ

び S2 0 N Aの鎖の数が 2本であるごとを示している.加熱によっ

て260nmの吸光度が k昇するというごとは、 2本鎖の問の水素結合

が切れ 1木鎖になるためであって、 1二本鎖の場合には、加熱しても

吸光度がとのように上昇することはないのである.

5 .ブアージDNAの制限酵素による切断および大きさ

S 1および S2 0 N Aに Table 2に表示した40種類の H型制限

酵素を作用させて、切断カ所の数、断片の大きさなどについて検討

した.結果は、 Table9に示す.

S 1 0 N Aは、 13種類の制限酵素(Ac.c1、Af1 11 、Bgl1、BstE11 、

担旦dIU、也豆H、出豆町、 Hp豆I、恒三 I、NspV、Sca1、Ssp1、

Xb旦1)によって切断された.それぞれの断片数は、 19、15、2、18、

20以上、 6、20以上、 15、14、14、16、20以上、 8であった.つまり、

S 1 0 N A を1カ所切断できるのはBgIIだけであって、イ也は、 5カ

所以上の切断であった.

S2DNAは、 14種類の制限酵素(色三 I、日主H、位互 I、包主 I、

担主H、11主旦cs、Ifae11 、也豆町、 Hp旦I、担旦 I、担豆 I、NspV、

Stu 1、包E1 )によって切断された.それぞれの断片数は、 11、7、

2、2、16、20以上、 8、20以上、 13、8、7、20以上、 3、20以上で

あった.つまり、 S2フアージDNAを1カ所切断できるのはAva1 
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Table 9 Effects of restriction endonucleases on SI and S2 DNAs 

Number of DNA fragments 

Enzyme 

SI S2 

Acc I 19 11 

Afl s 15 7 

Apa I 。 。
Ava I 。 2 

Axy I 。 。
Bgl I 2 2 

Bglll 。 16 

8stE s 18 。
8amH I 。 。
Dra I 。 。
EcoR I 。 。
Eco0109I 。 。
EcoRV 。 。
Hinc s 。 >20 

Hind皿 >20 。
Hae n 6 8 

Haem >20 >20 

Hpa 1 15 13 

Kpn 1 。 。
Pst 1 。 。

Enzyme 

Pvu s 

Mlu 1 

Mro 1 

Nar I 

Nde I 

Nco I 

Not I 

NspV 

Nhe I 

Rsa I 

Sma I 

SalI 

Sau3A I 

Stu I 

Sca 1 

Sac 1 

Sacs 

Ssp 1 

Xba 1 

Xho 1 

Number of DNA fragments 

Sl S2 

。 。
。 8 

。 。
。 。
14 7 

。 。
。 。
14 >20 

。 。
。 。
。 。
。 。
。 。
。 3 

16 。
。 。
。 。
>20 >20 

8 。
。 。

SI and S2 DNAs were digested with a restriction endonuclease， 

and the DNA fragments were electrophoresed on 1% agrose gel 

at 100 V for 60 min. 
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および里主主 I、 2カ所切断できるのはStu1であった.

との結果は、 S1および S2ファージのゲノムがとれら 17種類の

制限静素に対して違う制限位慣を持っていることを示している.

Fjg. 15は、 8 1および S2 0 N Aに、主豆cI、Ava1、lIindm、

包旦 I、色豆 I、担旦 Iを作用させたときの電気泳動パターンを示す.

S 1 0 N AとS2 のDNAが異なるごとを明白に示している.

F ig. 16および Fig. 17は、ファージDNAの大きさを知るた

めに適当と考えられた制限酵素 (81 DNAに対しては Haenお

よび主主 I、 S2 DN  A に対しては Acc1および但旦 1)を作用さ

せたときの電気泳動パターンを示す.

S 1 0 N Aの場合、也豆Hによって 6断片に切断されるが、断片

の大きさは、大きい順に、 21.5~ 9.5~ 9 、 7 、 3.6~ 1.4 kbpであり、

合計すると 52kbpになる.また、 Acc1によって 19断片に切断され

るが、断片の大きさは、大きい順に、 7.2~ 6.0 、 4.8 、 4.6~ 3.5~ 

3.0、2.9、2.8、2.5、2.3、2.2、2.0、1.9、1.8、1.7、1.2、0.8、

0.7~ 0.5 kbpであり、合計すると 52.4kbpになる.すなわち、 S1 

DNA の大きさは、約52kbpであるととが分かった.

S 2 DN  Aの場合、色豆 Iによって 11断片に切断されるが、断

片の大きさは、大きい頗に、 13 、 12 、 5.6~ 4.1、3.8、3.5、2.4、

1.3、1.1 、 0.9~ 0.8 kbpであり、合計すると48.5kbpになる.また、

旦担 Iによって8断片に切断されるが、断片の大きさは、大きい順に

14 、 9.6~ 9.2 、 8.6~ 3.5.. 2.4、1.7.. 1.3 Ikbpであり、合計すると

50.3 kbpになる.すなわち、 S2 0 N Aの大きさは、約49kbpで

あることが分かった.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

Fig. 15. Comparison of restriction patterns in SI and S2 DNAs. 

DNAs were digested with an endonuclease and electrophoresed in 

1 % agarosc gcl at 100 V for 60 min. Sample vo1ume， 10μ1. 

1. S1 DNA c1eaved with Acc 2. S2 DNA c1eaved with Acc 1 

3. S1 DNA c1eaved with Ava 1 4. S2 DNA c1eaved with Ava 

5. SI DNA c1eaved with Hindill; 6. S2 DNA c1eaved with Hind皿;

7. S1 DNA cleaved with Stu 8. S2 DNA c1eaved with Stu 

9. S1 DNA c1eaved with Sca 1 10. S2 DNA c1eaved with Sca 

11. S1 DNA cleaved withM111 12. S2 DNA c1eaved wi th M1u 1 • 
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Fig. 16. Patterns of endonuclease-digested Sl DNA fragments 

by ngarose gel electrophoresis. 

See the legend to Fig. 15. 

1 ， λ DNA cleaved with H主旦dffi; 2， Sl DNA cleaved with Haes; 

3， S1 DNA cleaved with Acc 1 • 
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Fig. 17. Patterns of endonuclease-dige9tod S2 DNA fragments 

by ogarose gel electrophoresis. 

See the legend to Fig. 15. 

1，λDNA cleaved with Hi旦dm; 2， S2 DNA cleaved with Acc 1 

3， S 2 DNA cleaved wi th Mlu J • 
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6 .ファ ージゲノムの相同性の検討

S 1および S2ブア ージゲノムの相同性について、サザンプロ ッ

トハイプリダイゼーション法で検討した.

ファージDNAの主旦旦I消化によって得られる DNA断片は、

S 1 IJNAの場合19断片、 S2 0 N Aの場合11断片であった

(Fjr.. 15 f1:照).これらのフアージDNA断片をジゴキシゲニンー

dUTPを!日いて棟減し、サザンプロットハイプリダイゼーションのプ

ロープDNAとした. 一方、 Acc1消化した S1およびS2 0 N A 

をアガロースゲル電気泳動で分離した後、ニトロセルロースフィル

ターに移行させた.Fig. 18に、 S2 D N Aプロープを用いてハイ

プリダイゼーションを行った結果を示す. S2 DNAプロープは、

S 2 D N Aの各住豆 1消化断片のすべてと反応したが、 S1 0 N A 

では、いずれの DNA断片とも反応しなかった.他方、 S1 0 N A 

プロープを用いてハイプリダイゼーションを行った場合は、 S1 

DNA断片と反応したが、 S2 0 N A断片とは反応しなかった.

以上の紡果から、 S1および S2フアージゲノムには相同性がなく、

互いに遺伝的に異なるファージであることが判明した.

7 .考然

S 1および S2フアージの核酸は、通常の4つの復基を含む2本鎖

DNAであった. S 1 DNAのGC含量は約31%であったが、と

の値は、 Escherichia竺1主の既報のフアージの中では、 一番低い方

である.他方、 S2DNAGC含量の約38%は、 T偶数フアージの

約35%より少し高い (2 1 ) 

サザンプロットハイプリダイゼーション法で S1およびS2 
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SI S2 S1 S2 

(a) ( b) 

Fig. 18. Detection of homologous region in DNAs between SI 

and S2 phages. 

DNAs di gested wi th Acc 1 were e 1 ectrophoresed j n 1 % agarose gel 

slabe and transferred to a nitr、ocel11l1oseIilter. Hybridization 

wus curried out wjth the digoxigonill-ll-dUTP-labolled S2 DNA 

d iges Led w i Lh Acc I us a probe. 

(a) Agarose gel electrophoresis of dlgesLed ONAs. 

(b) So川 hornbloL oI lho sumo gel ドωboJwjl.h AωI -digoslod 

S2 DNA. 
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ファージゲノムの相同性について検討 したと ころ、両フ ァージのゲ

ノムには相同性がなく、 互いに遺伝的に異なっていることが分かっ

た. S 1および S2ファージは、発酵工場において分離したもので

あるが、以上の結果は、両ファ ージの粗筋{が明らかに遣う ことを示

している.

8 .小指

S 1および S2ファージの核酸について検討した、

阿フアージの核険は、 2本鎖DNAであった.その塩基成分は、

通常のグアニン、アデニン、シトシンおよびチミン4つの塩基から

なっていた. S 1 DNAのTmは82"cであって、 S2 DN Aのそれ

は85"cであった. 0 N Aのグアニンーシトシン含量は、 S1 0 N A 

で約31%、 S2 0 N Aでは約38%であった. S 1および S2 

DNA に40種類の H型制限酵素を作用させて、切断カ所の数、断

片の大きさなどについて検討した. S 1 DNAは13種類、 S2 

DNAは14種類の制限酵素によって切断された. 0 N Aの大きさ

は、 S1 0 N Aで約52k旬、 S2 DN Aでは約49kbpであった.

サザンプロットハイプリダイゼーション法で検討したが、両ファー

ジのゲノムには相阿佐がなく、遺伝的に異なるファージであるとと

が分かった.
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努事 7 主事E ファ一三Y の歪賢白壁室

1 .緒言

ファージ粒子は、前章で述べたように、核酸と蛋白質からなって

いるが、合量は蛋白賓の方が多く、一般に50%以上である.

ファージの蛋白質は、構造的にいく種類かに分けられるが、それ

ぞれ、宿主菌の資白質とは関連がなく、また特殊なアミノ酸も含有

していない.

2 .ファージの蛋白質

S 1およびS2ファージの構造蛋白質について知るために、

SDS ーポリアクリルアミドゲル電気泳動を行った.篭気泳動のパ

ターンはFig. 19に示す.

S 1ファージの場合、主なバンドが3本、そのほか少なくとも

11本のバンドが観照された.主なバンドは、大きい順に、 85、61、

37キロダルトン (kD)、そのほかのバンドは、大きい順に、 66、64、

42、39、35、29、27、26、24、19、14kDであった.

S 2ファージの場合、主なバンドが3本、そのほか少なくとも

10本のバンドが観察された.主なバンドは、大きい順に、 38、37、

印 刷、そのほかのバンドは、大きい順に、 68、66、61、39、25、

22、20、18、15、14kDであった.

以上の結果は、 S1ファージと S2ファージの構造蛋白質が相違

するととを示している.
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14-

Fig. 19. Patterns of degradation products of 5-phage structural 

proteins by 5D5-polyacrylamide gel electrophoresis. 

Purified phages (2XI010PFU/ml) were disrupted by boiling in 

63 mM Tr ls-IICl， 2 % SDS， 5 % 2-mercaptoethanol， 10 % glycerol 

(pll 6.8) and loaded on a 10% SDS-polyacry l:amlde gel. 

Electrophoresis was carried out at 50 V for 3-4 hr. 

1 ， Phage 51; 2， Phage 52. 
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3 .小指

S 1および S2ファージの構造費白質について知るために、

sos ーポリアクリルアミドゲル篭気泳動で検討した.

S 1ファージの場合、主なバンドが3本、そのほか少なくとも11

本のバンドが観熊された. S 2ファージの場合、主なバンドが3本、

そのほか少なくとも10本のバンドが観察された.

とのことは、 S1ファージと S2ファージの構造蛋白質が相違し

ているととを示す.
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1 .緒言

ファ一一手.7 t-こ実t ~ るヌT ノレト
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イ'乍 ffl

著者の研究室では、細菌利用発酵工業におけるフア ージの防御を

目的として、無7撃性ないし低様性の化学物質のファージに対する作

用について一連の研究が行われている(2 2) • 

食品添加物の保存料については、とれまでに、安息香酸(2 3、

24) 、サリチル酸 (23、 24) 、ソルピン酸 (23、 24) 、

デヒドロ酢酸 (23.......25) 、プロピオン酸 (24、 25) 、パラ

オキシ安息香酸エステル類 (23、 24、 26) について研究され

ている.

オルトフェニルフヱノール (0p p) は、保存料として公定され

ていて、グレープフルーツ、レモン、オレンジなどの甘橘類の腐敗

防止に使用されているが、ファージに対する作用については研究さ

れていなかった.そこで、 oppの S1および S2フアージに対す

る作用について検討した.

2 .宿主菌に対するオルトフェニルフェノールの作用

まず、 S1および S2フアージの宿主菌であるEscherichiacoli 

K-12に対する oppの作用について検討した.

E<ig. 20に、矯養濁度(生育)に及ぼす oppの影響を示す.

lX10-4M付近から影響がみられ始め、 6XI0-4Mで生育は完全に阻

害された.

-67 -



0.5 

h
吋nU
 

0.3 

0.2 

0.1 

(
E
C
O
ω
ω
)
 
8
5
f
o
m
D
q
 

120 90 

‘‘.，， nH 
.‘.Eゐm
 

，，‘、

60 

Incubatlon tlra 

30 。
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Eschorichia coli K-12. 

were incubated in nutrient (2 x 10" Iml) Bactorial cells 

(M) opp  at 37"C. Concentratlons of opp  broth with .， 4 X 10-4; 
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との実験において、培養液から経時的に試料を採り、コロニー形

成単位の百十数を行った.すなわち、菌のコロニー形成能に対する

oppの作用について検肘した.Fig. 21にその結果を示す.

菌の生育が完全に阻害される濃度では、コロニー形成単位が次第に

減少した.すなわち、 6X10-4Mおよびそれ以上の濃度では、 opp

は、殺菌的に作用することが分かった.5X10-4Mおよびそれ以下

の濃度では、コロニー形成単位の減少はみられず、 oppの作用は

静菌的であった.

3 .ファージに対するオルトフェニルフェノールの作用

遊離状態にある S1および S2ファージに対する oppの作用に

ついて検討した.

Table 10に示すように、 oppは、 2X 10-3 Mという高濃度でも、

S 1およびS2フアージに対して不活化作用を示さなかった.

4 .ファージの吸着に対するオルトフェニルフェノールの作用

S 1および S2ファージの宿主菌細胞への吸着に対する oppの

作用について検討した.

Table 11に示すように、 oppは、 2X10-3Mという高濃度でも、

S 1およびS2フアージの吸着を阻害しなかった.

5 .ファージの増殖に対するオルトフェニルフェノールの作用

S 1およびS2フアージの増殖に対する OPPの作用について、

一段階増殖実験訟で検討した.結果はFig. 22に示す.

S 1ファージでは、宿主菌の殺菌的濃度である6X 10-4 Mおよび
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of Eschorichia coli K-12. 
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Table 1 0 • Effects of o-phenylphenol on free S-phages 

Survivlal (%) 

Phage Concn. Incubation time (min) 

(M) 。 60 120 

。 100 90---100 90--100 

Sl 

2 X 10-3 100 90---100 90---100 

。 100 90--100 90---100 

S2 

2 X 10-3 100 90---1100 90---100 

Phages (4 x 107 PFU/ml) were incubated in nutr ient broth 

(pH 6.0) with 0 P P at 37t. 
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Table 1 1 . Effects of豆一phenylphenolon adsorption 

of S-phages 

Phage Concn. (M) Phage adsorbed (%) 

S1 0 

2 X 1.0-3 

n
u
n
u
 

n
u
n
u
 

S2 0 

2 X 10-:l 

~~5 

L~5 

Bacteria (2X108 cells/ml) were mixed with phage 

(2 X 109 PFU/ml) and allowed to adsorb phages for 3 min 

at 37
0C. 0 P P was added just prior to adsorption. 

The unadsorbed phages were assayed by a 100-fold 

dilution of the adsorption mixture， following the 

sedimentation of adsorbed phages by centrifugation. 

Input of phages is represented as 100 % . 
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Effects of豆-phenylphenolon one-step growth of 22. Fig. 

S-phages. 

(m.o.i. ， were infected with phage (2 X 108 Iml) Bacterial cells 

0.1). After 3 min of adsorption and 2 min of antiserum ca. 

the infected cells were diluted 1:2000 into nutrient treatment， 

The number of initial and incubated at 37l:. opp  broth with 

Concentrations of 

20. see the legend to Fig. 

infected cells is represented as 1. 

(M) opp  
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それ以上の濃度において、プア ー ジの f骨折氏は完全に 1~ll 符された.さ

らに、?符伏1UJの!日!に!都政rl'心数が減少し、ついには拠失するととが

lJ¥された .5Xl0-
4
Mおよびそれ以下の濃度では、濃度に応じてパ ー

ストサイズの減少がみられた.特徴的などととして、 2-4X 10-4 M 

では、潜伏期が短くなり 20分過ぎからパーストし始めるととが認め

られた.

S 2ファ ージでは、殺術的j構成である 6)( ] 0.-" Mにおいてパ ース

トサイズの:-)i;:しい減少はみられたが、プアージの ttl 州は完全に 1~lt 11~ 

されなかった .8XIO-4Mおよびそれ以上の濃度では、ファージの

榊嫡が完全に I~fl 存されたが、感染 rfl 心数の減少はみられなかった.

6XI0-
1
M以下の濃度では、潜伏先日の知納や延長はみられなかった

が、濃度に応じてパーストサイズの減少が見られた.

6. フアージ感染菌の溶菌に対するオルトフェニルフヱノールの

作用

S 1および S2ファージ感染菌の溶菌に対する UPPの作用につ

いて検討した.

Fig. 23に示すように、 S1ファージ感染菌では、 8XI0-4Mお

よびそれ以上の濃度において、溶蔚は完全に阻害された.しかし、

低濃度 (2イ XI0-4M)のoppでは、約20分のラグの後にファージ

感染隔が早期沢両を起すごとが認められた ω6XIO-4Mでも早期解

菌がみられたが、 j持菌の程度は大きいものではなかった.

S 2ファージ感染簡では、このような早期溶商は認められなかっ

た.すなわち、低濃度では溶菌に影梼がみられず、高濃度では構菌

が問害される傾向がみられた.
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7 .考察

OPPのフアージに対する作用、並びにフアージ感染菌に対する

作用(ファージ増殖に対する作用)については、従来知見がなかっ

た.そごで、 S1および S2フアージに対する OPPの作用につい

て研究したのである.

その結果、 OPPは、ファージ不活化作用は有しないが、ファー

ジの増殖を阻害するととが明らかとなった.しかし、そのフアージ

増殖の阻害は、宿主菌の殺菌的濃度においてであり、ファージの増

殖阻害と宿主菌生育阻害との間に選択的な濃度差は認められなかっ

た.

本研究は、 S1、S2ファージの制御を目的とするものであるが、

使い方を工夫しない限り、 OPPを用いるファージの制御は、実用

上の価値がほとんどないと考えられる.

しかしながら、 S1ファージ感染菌細胞の務菌に対する OPPの

作用には興味深いものがある.すなわち、 S1ファージの溶菌には、

次の 2つの特徴がある. (1) 溶菌は、 opp添加後直ちに起とらず、

約20分のラグが必要であるが、通常の約30分という溶菌開始時間よ

りは早期に起之る. (2) 溶菌を起とす oppの濃度は、高濃度(殺

菌的濃度)ではなく低濃度(菌の生育をある程度許す濃度)である.

S 1フアージの潜伏期は約28分であるが、 oppによる溶菌が起

こり始めるのは約20分である.溶菌が起とる低濃度では、速度は遅

いがファージ増殖のプロセスは進行しており、ファージエンドリジ

ンが細胞内に蓄積していると考えられる.したがって、溶菌が

opp添加後すぐに起とらず、潜伏期の後半になって始めて起こる
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のは、フア ージエンドリジンの働きによる酵素的なものである と考

えるのが妥当である. 0 P Pの高濃度で溶i菌が阻害されるのは、

ブア ージ滑荊のプロセスが進行せず、したがって、フ ァージエンド

リジンが荷積しないためと考えられる.

なお、 oppの殺菌的濃度で S1ファージの滑殖が阻害されると

き、感染rJ:t心数の減少がみられた. S 1ファージの場合、殺菌的濃

度において溶菌は完全に阻害されるので、この濃度における感染中

心数の減少は、早期溶菌によるものではなく、感染菌細胞内におけ

るファージゲノムの喪失ないし複製阻害によるものと考えられる.

8 .小指

食品添加物の保存料として公定されているオルトフェニルフヱ

ノールの S1および S2フアージに対する作用について研究し、次

のことが分かった.

(1 )宿主菌に対して6XI0-4Mで殺菌的に作用する. (2) 2xI0-3 

M という高濃度において、ファージを不活化しない .(3) また、

ファージの吸着を問客しない. (4) 一方、フアージの増殖を阻害す

る. (5) S 1フアージでは、低濃度 (2-4X 1.0-4 M)でファージ感染

菌の早期溶菌を誘起する. (6) S 2フアージでは、早期溶菌を誘起

しない.
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前章において、 oppが S1ファージ感染菌の早期溶菌を勝起す

るととを見出した.

本章では、ファージ感染簡に対する oppの早期溶菌勝起作用が、

他の菌ーファージ系でもみられる一般的なものかどうかを知るため

に、 Eschcrichiacoliの 5つのブアージ系、 Bacillussubtili8の

2つのブアージ系および l.Jactobacillu8臼旦豆主の J1ファージ系を

用いて研究した結果を述べる.

2 .宿主諸に対するオルトフヱニルフェノールの作用

ブアージの宿主菌であるEscherichiacol主の BとC、Bacillus

subtilis Yおよび Lactobacilluscasei S 1に対する oppの作

用について検討した.

F ig. 24 に、 Escherichia竺主主Bに対する oppの作用を示す.

図の左側に示すように、培養濁度(生育)に及ぼす影響は、 1X 10-
4 
M 

付近からみられ始め、 8X 10-4 Mで生育は完全に阻害された.しか

し、との生育阻害濃度およびより高濃度において、熔饗濁皮の減少

(溶菌)はみられなかった.図の右側に示すように、菌の生育が完

全に阻害される濃度では、コロニー形成単位が次第に減少した.す

なわち、 8xl0-4Mおよびそれ以上の濃度では、 oppは、殺菌的

に作用するととが示された.それ以下の瀬度では、コロニー形成単
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位の減少はみられず、 oppの作用は静菌的であ った.

また、 Escherichiaco1主Cに対する opp作用について検討し

た.Escherichia c旦11 Bとの遣いは、 8X 10-4 Mでは静薗的で、 生

育を完全に阻害し殺菌的に作用する濃度が1:x 10-3 Mと少し高い ご

とだけであった.

F1g. 25にBac111ussubt111s Y ~こ対する opp の作用を示す.

生育は、 1X10-4Mすぎから濃度が高くなるにつれて次第に阻害さ

れ、 8x10-4Mで完全に阻害された .lX10-3IMおよびそれ以上の濃

度では、 Escherichiaco1iの場合と違って、培養濁度の減少、すな

わち洛菌がみられた.また、との濃度では、コロニー形成単位の著

しい減少がみられた.それ以下の濃度では、コロニー形成単位の減

少はみられず、 oppの作用は静菌的であった.

F ig. 26 に l~actobaci11us casei S 1 ~こ対する opp の作用を示

す.2XI0-4M付近から生育阻害の影響がみられ始め、 2X 10-3 Mで

生育は完全に阻害された.しかし、との濃度において、培養濁度の

減少(溶菌)はみられなかった.なお、この繊度ではコロニー形成

単位が急速に減少し、 oppは、殺菌的に作用するととが示された.

lX10-3M以下の濃度では、コロニー形成単位の減少はみられず、

oppの作用は静菌的であった.

3 .フアージに対するオルトフェニルフェノールの作用

遊離状態にある 8種のファージに対する OPPの直接作用につい

て検討した.その結果、 Tab1e12に示すように、 oppは、

2xI0-3Mという高濃度でもファージに対して不活化作用を示さな

かった.
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Table 1 2 • Effects of豆ーphenylphenolon free phages 

Survival (%) 
Phngo Concn. Incubation time (min) 

(M) 。 60 120 

Tl 。 100 90---100 90---100 

2 X 10-3 100 90----100 90----100 

T3 。 100 90---..-100 90.....， 1 00 

2 x 10・-3 100 。0......100 90......100 
T4 。 100 90----100 90---100 

2 X 10-3 100 90----100 90---100 

T5 。 100 90----100 90----100 

2 X 10-3 100 90----100 90----100 

ゆx174 。 100 90----100 90----100 

2 X 10-3 100 90----100 90，.....， 100 

M2 。 100 90.-..-100 90----100 

2 x 10-3 100 90，.....，100 90----100 

SPOl 。 100 90----100 90----100 

2 X 10-3 100 90----100 90----100 

.J 1 。 100 90----100 90.-..-100 

2 X 10-3 100 90----100 90---100 

See the legend to Table 1 0， but HRT broth was used 

for phage J1. 

-83 -



4 .フアージの吸着に対するオルトフヱニルフェノールの作用

8荷のブアージの痢主菌剤H胞への吸着に対する oppの作用につ

いて検討した.その結果、 Table13に示すように、 oppは、

2XI0-3Mという高濃度でもファージの吸着を問脅しなかった.

5 .ファージの増殖に対するオルトフヱニルフェノールの作用

8種のフアージの増殖に対する oppの作用について、一段階糟

殖実験法で検討した.

F ig. 27に、 Escherichiacoli Bを宿主とする T1、T3、

1・4、T5フアージの糟殖に対する oppの作用を示す.宿主磁の

殺菌的濃度である8X10-4Mおよびそれ以上において、ファージの

増殖は完全に阻害された. T 1とT3ファージでは感染中心数の減

少はみられなかったが、 T4とT5ファージでは比較的ゆるやかな

感染中心数の減少がみられた.8XI0-4M以下の濃度では、いずれ

のファージとも、潜伏期の延長とパーストサイズの減少がみられた.

なお、宿主菌の生育に影響しないlX10-4M以下の濃度では、ファー

ジ増殖に対する影響はみられなかった.

F ig. 28に、 Escherichiac旦主主 Cを宿主とするや x1 7 4ファー

ジの増殖に対する oppの作用を示す.殺菌的濃度の1X 10-3 Mお

よびそれ以上において、ファージの増殖は完全に阻害されたが、感

染中心数の減少はみられなかった.8 X 10-4 M以下の濃度では、 T

系ファージの場合と同様であった.

F ig. 29に、 Bacillussubtilis Yを宿主とする M2、SP 0 1 

ファージの増殖に対する oppの作用を示す.宿主菌の生育が完全

-84 -
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Table 1 3 • Effects of 豆ーphenylphenolon adsorption 

of phages 

Phage Concn. (M) Phage adlsorbed (%) 

Tl 0 

2 x 10-3 
n
υ
n
u
 

n
u
n
u
u
 

T3 0 

2 X 10-3 
90 

90 

T4 0 

2 x 10-3 
90 

90 

T5 0 

2 x 10-3 
n
u
n
u
 

n
u
n
u
u
 

ゆx1 74 0 

2 x 10-3 
ハu

n

u

n
u
n
H
U
 

M2  0 

2 X 10-3 
90 

90 

SPOl 0 

2 x 10-3 
ハ
リ
ハ
U

n
u
n
u
 

J 1 0 

2 X 10-3 
95 

95 

See the legend to Table 1 1， but MRT broth was used 

for phage Jl. 
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に阻害される 8X10-
4
Mおよびそれ以上の濃度において、ファージ

の増殖は完全に阻害された.また感染中心数の減少がみられたが、

同じ濃度では、 SP 0 1ファージの方が著しかった .8X10-4M以

下の濃度では、潜伏期の延長とパーストサイズの減少がみられた.

1XI0-
4M以下の濃度では、ファージ滑殖に対する影糠はみられな

かった.

Fig. 30Aに、 Lactobacilluscas豆主Slを宿主と する J1フアー

ジの増殖に対する oppの作用を示す .lXI0-3M以下では濃度に

応じて潜伏期が延長され、バーストサイズが減少したが、ブアージ

増殖は完全に阻害されなかった.これに対して、殺菌的濃度の

2X10-3Mでは、ブアージの増殖は完全に阻害された.とのとき、

感染中心数が急速に減少し、ついには喪失するととが観祭された.

Fig. 308に示すように、感染中心数の減少は、感染時に添加した

ときだけでなく、潜伏期の中・後期に2Xl0-3Mのoppを添加し

たときでも観察された.

6 .ブアージ感染菌の溶菌に対するオルトフェニルフェノールの

作用

8種のファージについて、ファージ感染菌の溶菌に対する opp

の作用を検討した.

Fjg. 31 に、 Eschcr-ichiacoli Bを宿主とする T1、T3、

T4、T5ファージ感染菌の格商に対する oppの作用を示す.殺

菌的、濃度の8XI0-4Mおよびそれ以上において、 TlとT3ファー

ジの場合、橋菌は完全に阻害された.これに対して、 T4とT5

フアージでは、 oppを添加すると直ぐにファージ感染菌の溶菌が
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9(jまり、数十分以上にわたって続く ことが示された.

ドir，. :J 2 tこ 、 I~ ~ c 11竺richiacoli じを高局i:とすーるゆ x 1 7 -1ファ ー

ジli事染i有のj界的に対する OP[>のf1:JIJ:を示す.殺前f内瀬度の

t X 10 - 河 M およびそれ以上で、ブア ー ジ感染簡の前向' は完全に r~ll 1i­

された.

ドig. :!3 に、 mH11uE 臼hUIhY を約 J~ とする M2 、 8 1> 01

プア ー ジ員採決 t~~ の irfUiに対すお oppの作JlJを J)，す.純潔J(r，}湘}度の
t X 10 可 Mおよがそ jし以 1:において、 j切肢のゆろやかな減少がみら

れた.生 rl は完全に 1~llη するが静菌的な 8 >< 10-'1 Mでは、濁皮の減

少はみられなかった.

Flg. 31Aに、 Lact旦bacilluscaseよ S 1を宿主とする J1ファー

ジ感染菌の構菌に対する oppの作用を示す.殺菌的濃度の

2X 10-
3 
Mでは、通常の約90分に比べ、 i立ちに持守的が起った.した

がって、 fiir，・ 30でみられた感染中心数の減少は、ブアージ感染簡

の早期jnr~ によることが 1リ11" である. 8 X 10 -'1 M以下では、 1慎!史に

応じて、 1界前開始時1mがltD.1a'よりしだいに遮れ、 j符蘭速度もしだい

に低下すおごとが示された.したがって、 fiiι. 30Aでみられた淋伏

期の延長は、 1符前開始時間の遅れで説明できる.

fiig.31nに、 2X.10-JMのoppを糟伏期jの1/1・後WJに添加した

ときの結果を示す.どの時期に添加しでも、 oppは、直ちに溶菌

を引き起ごした.とれは、感染rll心数の減少が淋伏期のどの時期に

添加!したときでも観察されるという Fjg. 30日の結果と 一致している.
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7 .オルトフェニルフヱノ ールを 用いる細胞内 ファージの百十数

oppは、 J1ファ ージ感染菌に対して、フ ァージ感染後の どの

時期に添加しでも直ちに溶菌を引き起とすが、遊離 ファージに対し

ては不活化作用を示さない.したがって、 OPPを溶菌剤と して用

い、細胞内ファージの百十数ができると考えられる.

F ig. 35に、 2X 10-3 M、20分という条件で、 J1ファージ感

染菌の細胞内ブアージを計数した結果を示す.この細胞内ファ ージ

増殖曲線は、この菌ーファージ系で溶菌剤として用いられるパラオ

キシ安息香酸エステルによるそれと同じであって (26) 、opp

が細胞内ファージ計数のための溶菌剤として使用できることを示し

ている.

8 .考療

Escherichia coliの5つのファージ系 (T1、T3、T4、T5、

ゆx1 74) 、Bacillussubtilisの 2つのファージ(M2、

S P 0 1) 糸、および Lactobacilluscaseiの J1ファージ系に

対する oppの作用について研究し、次のととが分かった.

宿主薗に対する oppの作用は、菌株によって相違するが、

ト20X10-4Mで殺菌的であった.前章のEscherichiacoli K-12の

6 X 10-4 M ~こ比ベ、高い濃度である.

oppの殺菌濃度において、各ファージに対してファージ不活化

作用はみられず、また各ファージの吸着に対する阻害もみられな

かった.とれは、前章の S1および S2ファージの場合と同じであ

る.

oppは、各ファージの増殖を阻害したが、宿主菌の殺菌的濃度
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においてであり、ファージの増殖阻害と宿主菌の生育阻害との聞に

選択的な濃度差は認められなかった.Bacillus subtilis y-

SPOlファージ系では、静菌的な濃度でもファ ージの増殖は阻害

されたが、宿主菌の生育は完全に抑えられる濃度であり 、ととでも

選択的な濃度差はみられない.

本研究は、細菌利用発酵工業におけるフアージの制御を目指すも

のであるが、 Escherichia巴旦 K-12-S系ファージの場合と同様、

Escherichia coliのBとC、Bacillussubtilisおよび

Lactobacillus c旦豆旦主のファージ系においても、使い方を 工夫しな

い限り、 OPPを用いるファージ制御は、実用上の価値がほとんど

ないと考えられる.

しかしながら、 OPPがファージ感染菌細胞の早期溶菌を勝起す

るととを見出し、細胞内ファージ計数のための稽菌剤として利用で

きるととを示したととは怠総深い.

OPPの殺菌濃度でファージの増殖が阻害されるとき、 T4、

T5、M2、 SPOl、 J1フアージでは、感染中心数の減少がみ

られた.Escherichia coliのT4、T5フアージでは、比較的にゆ

るやかな減少であったが、 Bacillussubtil1三のM2、 SPOlお

よび Lactobacillus caseiのJ1ファージでは、急速な減少であっ

た(Fig. 29、30). M 2、 SPOlファージにおけるファージ感染

中心数の減少は、早期溶菌によるようにみえたが、実際に培養濁度

を測定すると、著しい溶菌はみられず、培養濁度のゆるやかな減少

が続くだけである (Fig. 33 ). Bacillug型IbtilisYの場合、

ファージ非感染菌でも oppのとの濃度では、培養濁度のゆるやか

な減少がみられるので (Fig. 25 )、ファージ感染菌の培養濁度の減
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少は、ファ ージと無関係なものであると考えられる. したがって、

感染中心数の著しい減少は、早期m薗によるものではなく 、感染蘭
細胞内におけるフアージゲノムの喪失ないし機製阻害によるもので

あろう.

とれに対して、 T4、T5、 J1ファージにおける感染中心数

の減少は、早期溶菌によるものである (Flg.27、30、31、34)• 

T4、T5ファージの場合、 oppによるファージ感染菌の早期溶

菌は、 oppの添加から溶菌完了まで数十分以上を要する穏和なも

のである、これに対して、 J1ファージの場合、 oppの添加後約

10分で溶菌が完了する.

一般に知られているファージ感染菌の溶菌剤は、潜伏期の前半に

添加されたときは溶菌を起之さず、潜伏期の後半に添加されたとき

に溶菌作用を示す(2 7) .とれは、作用機序の面から見て、感染

後期に合成されるフアージエンドリジンの細胞内蓄積と関係がある

ためである.つまり、 一般の溶菌剤による溶菌作用の本質は、ファー

ジエンドリジンの働きによる酵素的なものである.

opp  による鴻菌は、ファージ非感染菌細胞では起らないが、ひ

とたびフアージ感染すると誘起されるようになる.一般にフアージ

が感染すると菌細胞膜の透過性が増大するととが知られている

(28"""31) .他方、模型システムの実験から、リポ蛋白質の単

分子膜を透過した界面活性弗j様物質は、表面圧を著しく増大して溶

菌を引き起こすことが示されている (32).OPPはは、その分

子構造の両親媒性からして、界面活性作用があると考えられる.

Flg.34 B に示すように、 OPPを添加すると、溶菌に先立って

濁度が一時的に急上昇するが、とれは菌細胞の一時的膨張を示して
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いる.

以上総合すると、 oppによる J1ファ ージ感染菌細胞の溶菌に

ついて、次のような仮説をたてるごとができる.すなわち、ファー

ジの感染によって透過性の増加した細胞膜を通過して oppが細胞

内に入り、細胞の表面圧が著しく増大するために、物理的に溶菌が

誘起されると考えることができる.

oppによる T4とT5ファージ感染菌の早期溶菌の機序につい

ても、 J1フアージの場合と基本的には同様であると考えられる.

opp以外の食品添加物の保存料については、とれまでに、安息

香酸 (23、 24) 、サリチル酸 (23、 24) 、ソルピン酸

(2 3、 24) 、デヒドロ酢酸(23---25) 、プロピオン酸 (24、

2 5 )、パラオキシ安息香験エステル類(2 3、 24、 26) につ

いて研究されている.この中で、パラオキシ安息香酸エステルは、

oppと同じ様に、 J1フアージ感染 Lactobacilluscaseiの早期

溶菌を起こすととが知られている(2 6) .しかし、パラオキシ安

息香酸エステルの場合、添加から格菌完了まで20分を要しているの

で、 oppの方が溶菌完了までの時間が短く、よりすぐれた溶菌剤

である.

9 .小指

oppの Escherichiacoliの5つのフアージ系 (T1、T3、

T4、T5、ゆ x1 74) 、Bacillussubtilisの2つのファージ

系 (M2、 S P 0 1) および Lactobacil1旦豆 cas豆主の J 1ファー

ジ系に対する作用について研究し、次のととが分かった.

(1)宿主菌に対して8-20X 10-4 Mで殺菌的である. (2)殺菌的濃
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度においてフアージを不活化しない. (3) また、ファージの吸着を

阻害しない. (4) ファージの増殖を阻官する.とのとき T4、T5、

M2、 SPOl、 J1ファージでは、感染中心数が減少する. (5) 

T4、T5、 J1ファージでは、ファージ感染菌の早期溶菌を誘起

する. (6) J 1フアージの場合は、特に著しく、溶菌剤として用い

て.J1ファージ感染繭の刺胞内ファージをllf・数するととができる.
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第写 .1 0 主賓 設孟~と主雪E :珪孟 によ る

ファ一三，7o 伶リ綾P

1 .材育

前述のように、ファージの防御を目指して、多数の研究が行われ

てきたが(1、 2)、ブアージの防御に関する 一般的な方法 は、 い

まだに確立されていない.したがって、新しい観点からのフア ージ

防御法の確立が待たれている.

好指菌のファージに関する研究はあるが(3 3、 34) 、ファ ー

ジの制御を目指して、食器iのファージおよびブア ージ琳殖に対する

作ffJにつ いては研究されていない.そとで、 S1および S2ファ ー

ジを用いて、ファージ増殖に対する食損の作用について追究し、食

指の適切な使用によるファ ージ制御の可能性について検討した.

更に、新しい考えとして、痛の温熱化学療法等にヒントを得たも

のであるが、食塩の共存下で比較的穏和な熱処理(細菌の加熱致死

におけるアレニウスプロットを描いたときの照的点である約430Cを

中心とした温度)を行ったときのファージの増殖阻害について検討

した.

2 .宿主菌に対する温度の影響

S 1および S2ファージの宿主菌であるEscherichiacoli K-12 

に対する温度の影響について ごとでは、

37
0

Cより高い温度の影響について詳細に検討した.

Fig. 36に、 Escherichiacoli K-12に対する高温の影響を示す.
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図の左側に示すように、培養濁度(生育)からみて、 410Cないし420C

が生育の最適温度であった.39
0

Cと43
0

Cでも、 370Cより生育が速

かった.一方、 45
0

C以上では37
0

Cより生育が遅くなり、 500Cでは生

育が完全に阻害された.図の右側に示すように、コロニー形成単位

に対する温度の影響も同様であって、 410Cないし420Cで増殖が最も

速かった.他方、 50
0

Cではコロニー形成単位が次第に減少し、菌の

死滅が始まっていた.

3 .ブアージの増殖に対する温度の影響;

ファージの増殖に対する温度の影響は、第5章で簡単に述べた.

とこでは、 370Cより高い温度におけるブア ージのm殖について静刺

に検討した.Fig. 37 に、 S1および S2，フアージの糟殖に対する

高瓶の影響を示す.

S 1ブアージの場合、潜伏期は変わらないが、温度の上昇につれ

てパーストサイズが次第に減少し、 43
0

Cでは、 37
0

Cの約450に比べ

2と著しく減少した.菌の生育最適温度に近い43
0

Cでフアージの増

殖がほぼ完全に阻害されるととから、 S1ファージは、温度感受性

のフアージであると考えられる.なお、 45
0Cではファージの増殖が

完全に阻害された.

S 2ファージの場合、 430Cでのバーストサイズは、 37
0

Cでの約

100に比べ約40であって、ブアージの増殖が完全に阻害される温度

は、 500Cであった.

以上のように、 S1および S2ファージの増殖を完全に抑える温

度は、それぞれ、 450Cおよび500Cであった.そこで、との温度にお

いてファージ増殖のどの段階が阻害されるのかを知るために、温度
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シフトダウン実験を行った Fig. 38にその結果 を示す .

S 1フアージの場合、 37
0

Cの対照に比べ、感染10分、 20分後に シ

フトダウンしでも、潜伏期は変わらず、すぐパ ーストが始ま った .

感染30分後にシフトダウンすると、 10分遅れてパ ーストが!t(1まっ

た.このととは、感染後20-28分のファ ージ滑剤段附、 つまり ファー

ジ!W州の後期!過科 (11れHI的には成熟開始の殴附と ー・1攻する)がffilJ.度!邸

受性であるごとを示している.

とれに対して、 S2ブアージの場合、感染5分後にシフトダウン

しでもすぐパーストは始まらず、その約1S分後にパ ーストが始ま っ

た.感染10分後にシフトダウンすると、その約25分後にパ ーストが

始まった.しかし、いずれの場合もパーストサイズの変化は、ほと

んどみられなかった.とのごとは、感染初期のファージ増殖段階が

50
0

Cで阻害されるととを示している.

4 .宿主繭に対する食指の作用

Escherichia coliは、非好塩菌・非耐織菌であって、生育に最適

の食君主濃度は0.2M以下である. S 1および S2フアージの宿主菌

である Escherichiacoli K-12に対する食塩(塩化ナトリウム)の作

用について検討した.

Fig. 39 に、 370Cにおける食塩の作用を示す.図の左側に示すよ

うに、食織を添加すると、濃度に応じて矯養濁度が一時的に急上昇

した.培養濁度(生育)に及ぼす食指の作用は、 O.2M付近から見ら

れ始め、 0.8Mでは生育が完全に阻害された.しかし、この生育阻

害濃度およびより高濃度において、培養濁度の減少(溶菌)は、見

られなかった.
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阿の右側に示すように、 0.6-1.0Mでは、コ ロニー形成単位が

度減少した後、 20-90分後に増加し始めた 。

5 .ファージに対する食塩の作用

遊離状態にある S1および S2ファージに対する食塩の作用につ

いて検附した.

TnbJc 14に示すように、食取は、 2Mという高濃度でも S1およ

び S2ファ ージに対して不活化作用を示さなかった.

6 .フアージの吸着に対する食塩の作用

S 1および S 2 ファージの宿主菌細胞 (Escherichi~_ coli K-12) 

への吸着に対する食塩の作用について検討した.

Table 15に示すように、食塩は、 2Mという高濃度でも S1およ

び S2ブアージの宿主蘭細胞への吸着を阻害しなかった.

7 .フアージの増殖に対する食塩の作用

S 1および S2ファージの増殖に対する食塩の作用について検討

した Fig. -10 にその結果を示す。

S 1ファージの場合、食織の濃度が布くなるにつれて榊伏期が次

第に延長し、パーストサイズが次第に減少した. 0.5、O.6Mでは、

感染中心数が一度減少した後、上昇した 0.7Mおよびそれ以上の

濃度では、ファージの増殖は完全に阻害された.とのとき、感染中

心数は減少するだけで上昇.は見られなかった.

S 2ブアージの場合、 S1ブアージと同じような傾向であった

が、違うところは、 0.6Mでもかなりパース卜するととと、高濃度
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Table 1 4 • Effects of sodium chloride on free S-phages 

Concn. Survival (%) 

(M) S1 S2 
一一一一一 一一一一一一一一一一一一一一一一一

。 nu 
)
 

，，
 •• 

、
---a 100 

90-----100 90-----100 

2 90-----] 00 90----100 

Phages (4 x 107 PFU/ml) ~ere incubated in nutrient 

broth (pH 7) ~i th NaCl at 370C for 120 min. 
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Tab1e 1 5 • Effects of sodium ch10ride on adsorption 

of S-phages 

Concn. Phage adsorbed (%) 

(M) S1 S2 

。 95 30 

95 30 

2 95 30 

Bacter ia (2 x 108 ce11s/m1) were mixed wi th phage 

(2 X 108 PFU/m1) and a110wed to adsorb IPhages for 5 

min ut 37"C. NaCl WllS added just pr.ior to adsorption. 

The unadsorbed phages were assayed by a 100-fo1d 

dilution of the lldsorption mlxture， fo11owihg the 

sedimentation of adsorbed phages by centrifugation. 

Input of phages is represented as 100%. 
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でも感染中心数の減少が見られない ととであ った .

8 .食砲によるコロニ-形成能喪失およびファ ージ増殖阻害に対

するペタインの影響

Rothら(3 5 )は、 Escherichia竺且 CA8000に対する高濃度

食;取(0.8M)の作用について、食塩を作用させるとコロ ニー形成能

が失われるが、ベタインを添加するとコロ ニ-形成能が問復する と

とから、 tt取の作川は、殺附(r.Jではなく静ai(r.Jであると考えている.

そごで、 0.8M以上の高濃度食織による Escherichiacoli K-12の

コロニー形成能喪失 (Fig.39参照)に及ぼすべタインの影響につ

いて検討した.結果は Fjg.11 に示す.

0.8M食塩では、ペタインの影響は認められなかった.しかし、

1Mでは、ベタイン添加によってコロニー形成単位の増加の度合が

大きくなって、 j20分添加では最初jの約20%にまで回復した. 1.2M 

では、コロニ ー形成単位の増加は見られないのに、ベタイン添加に

よってコロ二 一形成単位が増加し、 120分添加では最初jの約6%にま

で同復した.

したがって、 S1および S2ファ ージの宿主菌であるEscherlchia

coll K-12の場合も、 Escherichiacoll CA8000の場合と同様、高濃

度食器五によるコロニー形成単.位の減少は、殺菌的なものでなく静簡

的なものであると考えられる.

次に、食塩によるフアージ増殖阻害 (Fig.39参照)に対するベ

タインの影響について検討した.結果は Fig. 42に示す.

1Mの食塩を作用させるとフアージ増殖は完全に阻害される.そ

して、感染中心数が減少し、 60分から 一定になる.このとき、感染
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30、60、90分後にペタインを添加したが、 :無添加の対照とほとんど

変わらず、ファージの増殖が再開されパーストが見られることはな

かった.すなわち、ベタインは、食塩によるファージ増殖に対して

は影響を及ぼさないごとが分かった.

9 .粗皮と食甑の組合せによるブアージ滑殖の抑制

比較的穏和な熱処理と食塩の組合せによるフアージ増殖の抑制に

ついて検討した.

まず、 Fig. 43 に、 42
0

Cにおける府主菌の生育に対する食織の作

用を示す (370Cにおける作用は F ig. 39参照).商の完全生育抑制

は、 370Cのとき O.8Mであったが、 42
0

Cに獄度を上げると、 O.7Mと

食胤濃度が少し減少した.

Fig. 44 に、 420Cにおける S1および S2フアージの増殖に対す

る食塩の作用を示す (370Cにおける作用は Fig.40参照). 

S 1ファージの場合、食塩の0.2.. 0.4Mで潜伏期は37
0

Cのそれと

変わらなかったが、パーストサイズは大幅に減少した.0.5Mでは、

感染中心数が一度減少した後、上昇したが、パーストサイズは 1以

上にならず、全体としてファージの増殖は抑えられた.0.6Mでは、

感染中心数が次第に減少し、ファージの増殖は完全に抑えられた.

すなわち、フアージ増殖の完全抑制は、 37
0

Cのときは0.7Mであっ

たが、 420Cに温度を上げることによって、 0.6Mと食塩濃度が少し

減少した.

S 2ファージの場合、 0.2-0.6Mで潜伏期は、 37
0

Cのそれと変わ

らなかったが、パーストサイズは次第に減少した.ファージの増殖

は、 0.5" 0.6Mでほぼ完全に抑えられ、 0，.7Mでは完全に抑えられ
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た. この場代、 ブアージ榊煎を 完全 に抑制す る食邸濃度は、制度を

420Cに kげても変わらなかった.

Fig. 45 に、 43"cにおける S1および S2ファ ージの増殖に対す

る食塩の作用を示す.

S 1ファージの場合、感染中心数は、 o.~~M で 一度減少した後上

昇したが、パーストサイズは 1以上にならず、全体としてファ ージ

の増殖は抑えられた.

S 2フアージの場合、 o.ト0.6Mでファ ージの榊殖は完全に拘!え

られず、完全抑制には0.7Mが必要であって 、37"cの場合と変わら

なかった . 

.1 o. :)j然

新しいフアージ制御を目指して、食塩によるファージの増殖阻害、

食器誌の共存下で比較的穏稿!な熱処現を行ったきのフア ージの滑剤阻

合について泊究するために、高j慌の影響、食磁の作用、 i開花1と食織

の刺iみ合わせによるファージ制御に分けて検討した.

まず、 370Cより高い源度の宿主菌に対する影響について検討した.

その結果、 410Cないし420Cで菌の生育速度が最も速いごとが分かっ

た.更に高温では生育速度が低下し始めたが、 43
0

Cでは37
0

Cのそれ

より速かった.450C以上では370Cより生育が遅くなり、 50
0

Cでは生

育が完全に抑えられた.

ブアージの増殖に対する高温の影響は、ブアージによって相遼し

た. S 1フアージの場合、 430Cのパーストサイズは、 37"cのときの

約0.4%であって、ファージの糟殖はほぼ完全に阻害された.すな

わち、 370Cより菌の生育が速い430Cでファージの増殖はほぼ完全に
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判lえらえるというごとで、との殆見の怠味は大きい.通常の府紫削

}交は37"cであるが、仮に13
0

Cで隔を1173警すれば、 S1ブアージが汚

染しでもその増州はほとんど抑えらえることから、ファ ージ汚染に

よるみ~宵をほとんど受けあととなく、発再~が終 . (する nf1泡刊: を示 H費

しているのである.

商の最適1:育m皮に近い130Cで S1ファージの榊嫡がほぼ完全に

問符されるととから、 S1ファージは、獄度感受性のブアージであ

ると考えられる.13"Cにおいてファージ増殖のどの段階が温度感受

性であるのかを知るために、温度シフトダウン実験を行い、ファー

ジ榊殖の後期過程が潟度感受性であるととが分かった.との過程は、

"，~ IIn的にみて、ブアージ核般の問問にブア ージタンパク慣が両日夕11さ

れて頭部が形成され、次いで尾部が付いてファージ粒子が形成され

る成熟という段階であると考えられる.

なお、 S2ファージは、温度感受性ではなく、 500Cにおいて

ブアージの用殖が完全に阻害されたが、この温度におけるブアージ

増姉の阻害は、ファージ増殖の初期の段階Iであるととが分かった.

次いで、食慌の病-=1::筒および S1、 S2ファージの増殖に対する

作用について検討した.

食織の柄_-te荷に対する作用については、特徴的なとととして、食

織を添加!すると前養濁皮が一時的に急上昇するととがあった(Fig.

39参照).との問、総関数に変動は見られなかったので、ごの府莱・

濁皮の上昇は、浸透圧の急変による菌細胞の一時的膨大によると考

えられる .0.6-1.0Mでは、コロニー形成単位が一度減少した後、

20-90分後に増加し始めた (Fig.39， Fig. 41参照).とれは食砲に

対する生理的適応、によって商の生育が遅れて始まるためと考えられ
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る.

1交忠によるコロニ-形成能喪失に対するベタインの影鮮について

は、t.2M1を織によって失われたコロニー形成飽がベタインによ っ

て回復することから、高濃度食器式によるコロニー形成能の喪失は、

料的(t.)なものではなく静怖がjなものであると考えられる.

HoLhら(3 5 )の Eschorlchloco.ll CABOOOと比べると、

Escher.ich1o co1.1 K-12は、生瑚的適応が尽くて大きいといえる.

また、面、!似性がより強いということもいえる.したがって、 O.8M

ではベタインの効果が表われず、 1M以上で表われたと考えられる.

370Cのとき、 Escherichiacoli K-12の生育がO.8M食嵐で問答さ

れた.他方、食塩によって S1および S2ファージの増殖も阻害さ

れた.しかし、ファージ増殖の完全阻害は、宿主蘭の生育が完全に

抑えられるO.7M以上においてであり、ファージ増殖阻害と宿主菌

生育問害との聞に選択的な濃度差は認められなかった.したがって、

370Cにおいては使い方について工夫しない限り、食塩を用いる

ブアージの制御は、実用上の価値がほとんどないと考えられる.

そとで、高温と食塩の組合せによるフアージ増殖の抑制について

検討した.

宿主菌の生育は、 370Cのとき食指のO.8M~ で完全に抑制されたが、

420Cに温度を上げると食砲の濃度がO.7Mと少し減少した.

ファージ増殖に対する食撫の作用は、 S1ファージの場合、

ブアージ増殖の完全抑制は、 370CのときO.，7Mであったが、t12
0

Cに

温度を上げるととによってO.6Mと食塩濃度が少し減少した.更に、

430Cに上げると、 O.2Mと食塩濃度が著しく減少した.

他方、 S2ブアージの場合、温度を上げても食塩濃度が減少する
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ことはなかった.

この結果、ブアージによっては、温度を上げることによってより

薄い濃度の食織でフアージの滑殖を抑えるごとができるととが分

かった.すなわち、粗皮を上げることによって、ファージの増殖阻

害と宿主菌生育阻害との聞の選択的な濃度差を大きくすることがで

きることが示された.食塩の共存下で比較的穏和な熱処理方訟を行

うとの方法は、更に使い方を工夫するごとによって、実用化できる

可能性があると期待される.

1 1 .小括

37
0

Cより高い温度の、宿主菌および S1、S2ファージ増殖に対

する影響について、次のことが分かった. (1)菌の生育は、 410Cな

いし42
0

Cで最も速い. (2) 430Cでも 370Cより速い. (3) 500Cでは完

全に阻存される. (4) S 1ブアージの増殖は、 430Cでほぼ完全に阻

害され、 45
0

Cで完全に阻害される. (5) S 2フアージの増殖は、

50
0

Cで完全に阻害される. (6) S 1ブアージの場合、 430Cで培養す

ることによってフアージを制御できる可能性がある.

食塩の宿主繭および S1、 S2ファージ増殖に対する作用につい

て、次のことが分かった. (1) 蘭の生育は、 O.8Mで完全に抑えら

れる. (2) ブアージの増殖はO.7Mで完全に阻害される.

更に、食塩によるコロニ-形成能喪失およびファージ増殖阻害に

対するベタインの影響について検討し、次のごとが分かった. (1) 

高濃度食塩では、ペタインによってとコロニー形成能が回復する.

(2) 高濃度食塩によるコロニー形成単位の減少は、殺菌的なもので

はなく静菌的なものであると考えられる. (3) フアージ増殖阻害に
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対しては、影梼しない.

m度と食塩の組合せによるファージ増殖の抑制について検討し、
次のごとが分かった. (1) S 1ファージの場合、 370Cから42"Cに上

げると、より薄い濃度の食織でブアージ刷殖が 1~ll 容される. (2) 

S 2ファージの場合、 42"cに上げてもファージ榊嫡阻害の食指濃度

は、変わらない. (3) 43
0

Cに上げると、 S1ファージの増殖は、更

に薄い被皮の食慌で阻害される. (1) S!~ ファージの場合は、

ファージ増殖阻害の食思議濃度は変わらない.
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1t'f冬子字企

1 .終論

セルフクロ一二ングにより、 L-セリンの生産能を増強したEsche-

rjchiu coli K-12を使用している M社O工場において、との商椋の

前英 rfIに 2阿1符繭現象が起とった.蒋者は、とのj特繭被から、それ

ぞれブアージを分離した.従って、 1将菌現象がファージ汚染による

ととを明らかにしたことになる.従来、発酵とファージに関する研

究は数多いが、菌は、自然界から分離された株および変異技術に

よって育成された変異株であって、遺伝子工学技法により造成され

た菌を侵すブアージの分離は、とれが最初である.

次いで、 S1および S2と命名したとれらのフアージの諸性状に

ついて研究したが、との目的の一つは、 S1ファージと S2ファー

ジの相遣を明らかにするととであった.すべての結果は、 S1 

ファージと S2ファージが明らかに遼うファージであるととを示し

ている.とのととは、サザンプロットハlイプリダイゼーシヨン法を

mいて検討したファージゲノムの相同性に関する研究からも明らか
であって、 S1および S2ファージが遺伝的に異なるファージであ

ることが分かった.

S 1および S2ファージは、 Escherid主旦竺旦に対して高い種特

異性を示すフアージであるが、 Escherir主主豆 E豆主主には多くのファー

ジが知られている. S系ファージと Escherichia旦旦の既知の

ファージとの相違について検討したが、 S系ファージは、血清学的

にも、形態学的にも違う、新しいEscherichia巴且のファージで

あった.この娘拠については、それぞれの章で示した通りである.
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更に、とれまで知見のなかったオルトフヱニルフヱノールの

ファージに対する作用について研究し、フアージ感染菌の早期溶菌

を誘起するという新しい知見を得た.

また、とれまで知見のなかった食塩のファージに対する作用につ

いて研究し、温度と食塩の組合せによるファージ制御の新しい方訟

を侃示した.

般後に、本;研究でt!)られた安nJもがその他の発防に対しでも彩考に

なり、そのファージの防除対策にも示唆を与えるところがあれば、

望外の幸とするものである.

2 .総括

1 )セルフクロ一二ングにより、セリンの生産能を増強したEsche-

ric性旦 coliK-12を使用している M社 O工場において、この菌株の

培養中に 2回溶菌現象が起とった.それぞれの溶菌液から溶菌現象

の原閃としてフアージを分離し、 S1および S2と命名した.との

フアージの分離を契機として、アミノ酸生産を初め諸有用物質生産

において多大な被害を与え、それらの発酵を不安定にする原因と

なっているファージの防御を目的として、その一つのモデルとして、

との遺伝子組換え技法により造成されたEscherichiacoli K-12の

S系ファージを取り上げ、研究した.

2) S 1および S2ファージの一般的な性状について検討した.

すなわち、プラークの形態、感染菌の溶菌、宿主域、温度安定性お

よびpH安定性について検討した.その結果、 S1および S2フアー

ジは、それぞれ違った性状であることが分かった.
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3) S系フア ージに対する抗 ファージ血清を調製し、そのK価を

測定したところ、 S1ファージで220、 S2ファージで55であった.

S 1および S2ブア ージと抗 S1および S2ファージ血消の間で

交叉中和反応を行ったところ、 S1ファ ージと S2ファ ージの問で

qJ和反応は組こらず、との 2種類のファ ージは、血消学的に関係が

ないことが分かった.

また、抗 S1および S2ファージ血清とEscherichiacoliの代表

的な14種類のフアージの問で中和反応を行ったが、中和反応は認め

られなかった.すなわち、 S1および S2ファージは、Escherichia

E立主主の既報のフアージとは違う、新しいフアージであることが分

かった.

4 )フアージの形態と大きさについて検討した. S 1フアージは、

直径75-80nmの多面体の頭部に長さ 150-155nmの尾部を有していた.

尾部は、尾芯に収縮性の鞘筒がか IS~ さった構造であった. 8radley 

の分類のAグループに属するととが分かった.

S 2フアージは、直径55-60nmの多面体の頭部に長さ 155-160nm 

の長細い尾部を有しており、 8radley分類の Bグループに属すると

とが分かった.

5 )ファージの吸着および増殖について検討した.

S 1ファージの吸着は速く、 3分間で90%の吸着率であった.こ

れに対して、 S2フアージの吸着は遅く、 10分間でも35%の吸着率

であった.吸着に及ぼす温度の影響について検討し、 37"Cで吸着率

が最も高いごとが分かった.更に、 I価および Hの金属イオンゃあ
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積のアミノ憎が吸着に影特を及ぼす ととが分かった.

S L ブア ー ジは、 I~'fH¥ Wl約ts分、?符伏JUJ約28分、パ ーストサイズ

~t~ 150であった. S 2 フアージは、If庁 m~J切約 7分、淋伏期約 15 分、

パ ーストサイズ約 J00であった.ブア ージのm荊に及ぼす温度およ
び及ぴ川!の影併について検!日し、 S1、 S2 jf1uブア ージとも、

37"Cおよびpll 7.0においてm航が般遇であるととが分かった.

S Jプア ージでは、 15"C:以上、 μI1.0以下及びpll 10以上でブアー

ジのJ静剤が見られなかった. S 2ブアージでは、 50"C以上、判I1 

以下及び 10以上でファージの琳殖が見られなかった.

6 ) ブアージの核般について検討した.

S 1および S2ファージの核椴は、 2本鎖DNAであった.その

取県成分が通常のグアニン、アデニン、シトシンおよびチミン4つ

の極基からなっていた. S 1 DNAのTmは820Cであって、 S2 

DNAのそれは85"Cであった. D N Aのグアニンーシトシン合員は、

S 1 DNi¥でk031%、 S2 D N A では ~038% であった. D N Aの

大きさは、 S1 0 N Aで約52k旬、 S2 D N Aでは約49kbpで

あった.サザンプロットハイブリダイゼーション法で検討したが、

両ブアージのゲノムには相向性がなく、遺伝的に異なるファージで

あるととが判明した.

7 )ファージの構造夜白質について知るために、 sosーポリア

クリルアミドゲル電気泳動で検討した.

S 1ファージの場合、主なバンドが 3本、そのほか少なくとも、

1 1木のバンドが観察された.
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S 2ファージの場合、主なバンド 3本、そのほか少なくとも、

1 0本のバンドが観察された.

8 )食品添加物の保存料として公定されているオルトフヱニル

ブェノールの S1および S2ブアージに対する作川について研'兆し、

次のことが分かった.

(1)宿主菌に対して、 6XI0-4Mで殺菌的に作用する. (2) 

2 x 10-3 Mという高濃度において、ファージを不活化しない. (3) ま

た、ブアージの吸着をm脅しない. ( t1 )一方、ファージの増殖を問符

する. (5) S 1ファージでは、低濃度(2イ XI0-4M)でファージ感

染菌の早期滞簡を誘起する. (6) S 2フアージでは、早期滞繭を

誘起しない.

9 )オルトフェニルフェノールの hEhpEM虫竺liの5つの

ファージ系 (T1、1'3、T4、T5、ゆ x1 74) 、E旦cill旦E

subtilisの 2つのファージ系 (M2、SP 0 1) および

Lactobocillus co竺主の.J1ファージ系に対する作用について研究

し、次のことが分かった.

(1)宿主菌に対して、 8-20xI0-4Mで殺菌的である. (2)殺菌的

濃度においてブアージを不沼化しない. (3) また、ブアージの吸着を

阻害しない・ (4) 一方、フアージの増殖を阻害する.とのとき、

T4、T5、M2、 SP 0 1、 J1ファージでは、感染中心数が減

少する. (5) T 4、T5、 J1ファージでは、フアージ感染菌の早

期溶菌を誘起する. (6) J 1フアージの場合は特に著しく、オルト

フェニルフェノールを溶菌剤として用いて、 J1ファージ感染菌の
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細胞内 フアージを計数するととができる.

1 0) 37"Cより高い温度の、宿主菌および S1、 S2ファージ増

殖に対する影響について検討し、次のことが分かった.

(1) 菌の生育は、 41
0

Cないし42
0

Cで最も速い. (2) 430Cでも37"C

より速い. (3) 50"Cで完全に阻害される. (4) S 1ファ ージの増殖

は、'13"cでほぼ完全に阻害され、 45
0

Cで完全に阻害される. (5) 

S 2フアージの増殖は、 50"Cで完全に阻害される. (6) S 1フアー

ジの場合、 43"cで培養するごとによってブアージを制御できる可能

性がある.

食淑の宿主菌および S1、 S2ファージ増殖に対する作用につい

て、次のごとが分かった.

(1) 菌の生育は、 0.8Mで完全に抑えられる. (2) フアージの増

殖は0.7Mで完全に阻害される.

更に、高濃度食塩によるコロニー形成能興失およびファージ増殖

阻害に対するベタインの影響について検討し、次のことが分かった.

(1) ベタインを添加するとコロニー形成能が回復する. (2) 高濃度

食織によるコロニー形成能の減少は、殺菌的!なものではなく静蘭的

なものであると考えられる. (3) フアージ瑚殖阻害に対しては、影

響しない.

温度と食織の組合せによるブアージ増殖の抑制作用について検討

し、次のごとが分かった. (1) S 1ファージの場合、 37
0

Cに比ベ

420Cに上げると、より薄い濃度の食塩でフアージ増殖を阻害すると

とができる. (2) S 2フアージの場合、 420Cに上げてもファージ糟

殖阻害の食滋濃度は、変わらない. (3) 43'L:に上げると、 S1 
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ブアージの糟殖は、更に薄い濃度の食指で阻害される. (4) S 2 

ファージの場合は、ファージ増殖阻害の食指濃度は変わらない.
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