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漁場海域における微生物生態系の解析一Ⅲ

琉球島弧周辺海域に常在する

バクテリオファージ系について*’

日 高 富男*２

AnalyticalResearchofMicrobialEcosystemsinSeawater
aroundFishingGround-II

OnaResidentiaryBacteriophage-SysteminSeawater
aroundtheRyukyulslandArc*１

TomioHIDAKA*２

Abstract

Theauthorsurveyedthedistributionofbacteriophage-systemsinseawateratfifteenstations

aroundAmami-O-shimainOctoberl979,anddetectedseventeenbacteriophage-systemsinthe

region・Ｏｎｅｏｆｔｈｅｍ，the9XK-4301phage-system，wasdistributedwidelythere・Oneyear

befbrethisinvestigation,italsohadbeendistributedwidelyinregionaroundOkinawa・Thus

itisclearthatthephage-systemisaresidentinseawateraroundtheRyukyulslandArc・The

9XK-4301phage-systemfbrmsclearplaqueswithdiameterin1.0-1.5ｍｍ・Thephagepar-

ticlesconsistofaheadwithahexagonaloutline，ａｂｏｕｔ６５ｎｍｉｎｄｉａｍｅｔｅｒ，andacompara-

tivelycurvedlongtaｉｌｗｉｔｈ８－ｌＯｎｍｗｉｄｔｈａｎｄｌ８０－２００ｎmlength・The9XK-4301host

strainbelongtoＢｅ"ｅｃｋｅａｃα”賊腕originallyisolatedfromseawateraroundtheHawaiian

lslandsbyBAuMANN‘柵.（1971)．Wecanutilizeitasahydrologicalindicatorfbrthesea‐
watermassofKuroshio．

琉球島弧周辺海域における陸棚斜面漁場調査の，’78年次調査にひき続き，’79年次調査に

も参加して，調査海域の微生物生態系を解析し，それらの知見とその海域の生物生産性や漁

場性との関連を追求している．’78年次には沖縄本島南部沖合から宮古・石垣両島近海を経

て西表島近海に至る南琉球島弧周辺海域で調査を行ったが，’79年次は北琉球島弧周辺，特

に吐喝卿海峡から奄美大島近海を中心に調査した．前報（日高ら，1979）で述べたと同様に，

調査海域における微生物生態を，海洋性従属栄養細菌とそれに感染するバクテリオファージ

(単にファージとも呼ぶ）との係わりの範囲でとらえた．そして，細菌一ファージ系の宿主

特異性の厳しさを利用して，分離ファージ系の宿主菌とファージを相互に鑑別しながら，そ

れらの分布と動態を調べた．その結果，この'79年次調査においても'78年次調査で得られた

*’この研究は昭和54年度文部省特定研究経費で行ったものである。

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

shimaUniversity）
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知見，すなわち“ある海域の生物生産性や漁場性の程度は，その海域の海水中の細菌細胞数

を指標として考えるよりも，その中の細菌一ファージ系の数を指標とする方がより鋭敏，的

確に推測できる，，とする見解を再確認しえた．さらに，今回の調査で得られたファージ系の

分布の様相を前年のそれと比較検討するなかで，この調査海域中で時期と場所を異にしなが

ら高い頻度で検出され，この海域に常在すると思われるファージ系を見出しえたので，その

ファージ系の性状について報告する．

実験材料および方法

調査海域この調査は本学練習船かごしま丸に乗船して，1979年10月11日から10月23日の
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Fig.1．Mapshowingthemicrobiological9XK-stations．
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Latitude

間に行った．この調査海域における微生物学的調査の定点は他の研究分野一海洋，地質，生

物一のそれと同じであって，その定点図をFig.１に示す．また，それら定点の位置および

試料採取の日時はＴａｂｌｅｌに表示する．Fig.１にみられるように，定点は種子島と屋久島の

中間点から奄美大島北部のサンドン曽根を結ぶ線上のＳｔ､１からＳｔ,７までの７定点と，そ

の線とＳｔ､７付近でほぼ直角に交叉する線上のＳｔ､８からＳｔ､１１までの５定点，および奄美

大島，喜界島近辺の漁場調査点のＧ１,Ｇ２,Ｇ３の３定点との都合15定点であった．なお本調

査における定点や採取試料および分離物などには９ＸＫ－の符号を付し，’78年次のそれらに

は８ＹＫ－の符号を付けて区別する．

Table1．Samplingposition,dateandtimeatthemicrobiological9XK-stations．
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各調査定点において，水深５０ｍ層，100ｍ層，300ｍ層の３層のうち，その定点の水深

に応じて１～３層の海水を，それぞれＪ－Ｚ式採水器によって無菌的に採取して直ちに実験に

供した．

調査対象微生物の培養，計数，分離，純化やファージ感染性などの実験法は前報（日高ら，

1979）に記載した通りである．

供試微生物の性状検査分離ファージ系の宿主菌の細菌学的性状は，常法（HARRIGAN

andMcCANcE,1966）によって検査し，その結果をBERGEY，sManual,８ｔｈｅｄ.（BucHANAN

andGIBoNs,1974）に照らして分類学上の位置を決定した．

供試微生物の電子顕微鏡観察供試ファージ系の宿主細菌の細胞形態およびファージの粒

子構造を検査するために，電子顕微鏡用標本は次のようにして作成した．

宿主細菌細胞は海水培地で培養した幼若培養物を準備し，それに終濃度５～10％になるよ

うに中性ホルマリン液を加えて細菌細胞を固定する．その試料を3,000rpm,15分間遠沈して，

上澄液を傾斜して完全に除去し，残った菌体沈澱物を適量の２％酢酸アンモニウム水溶液に
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再懸濁して菌液とする．この菌液の適量を，カーボン蒸着した支持膜上に滴下して乾燥した

後，クロムーシャドウイングして標本を作成し，菌形の観察に供した．

一方，ファージについては，まず常法（ADAMS,1959）によってファージ増強液を作り，
それを高速遠沈して分別したファージ粒子のペレットを，少量の２％酢酸アンモニウム水溶

液に再懸濁して濃厚なファージ液（1010-11pfu/ｍ、とする．次いで，このファージ濃厚液と

２％リンタングステン酸（ＫＯＨでｐＨ7.2に調整）との等量混液をカーボン蒸着した支持膜

上に滴下し，30-60秒後，試料液をi戸紙で適度に吸いとって乾燥し，リンタングステン酸に

よる陰染色標本とする．この標本をファージ粒子構造の観察に供した．

これら標本は，日立製Ｈ－３００型電子顕微鏡によって，加速電圧７５ＫＶの条件下，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，撮影した．

実験結果および考察

海洋細菌およびファージ系の分布調査定点の所定水深層から採取した海水に存在する

海洋性従属栄養細菌は，寒天平板塗抹培養法によって計数し，海水１ｍノ当たりの細菌細胞

数で表わした．また，分離海洋細菌個々 のファージ感受性を調べて，海水１ｍI当たりの

ファージ感受性細胞（ファージ宿主細菌細胞）数として算出した．それらは前者を白棒，後
者を黒棒の棒グラフでFig.２に示す．またその図の中には，調査海域の海底地形やそれに

因る海況の違いを考えるよすがとして，各定点の深さをも併記する．

Fig.２にみられるように，各供試海水中の細菌細胞数はおよそ50以下であった．この数値

は，本調査海域である北琉球島弧周辺海域が'78年次調査の南琉球島弧周辺海域と同様に貧

栄養域（吉田，1973）であることを意味している．各定点における細菌細胞数のこの程度の

変動の範囲内において，その鉛直分布をみれば，５０ｍ層の細菌細胞数が100ｍ層のそれよ

り多いところやその逆のところなど不統一であるが，両層でのそれらには大きな差異は見ら

れない．しかし300ｍ層の細菌細胞数は前２層のそれに比して明らかに減少する傾向がみ

られる．また，細菌細胞の水平分布についてみれば，Ｓｔ,１，２，３，８，７',Ｇ１は他の定点に比し

て細菌細胞数がやや多い．これらの定点は島に近く，比較的浅いところである．よって，海

水中の細菌の増殖に対する主な制限因子である有機物濃度が，幾分高くなっていることが考

えられる．Ｓｔ､７とＳｔ､７′は奄美大島北方近海のサンドン曽根上のほぼ同じ位置であるが，
St､７に比してＳｔ､７'の方が細菌細胞数が多くなっている．ところで，この調査期間の中ご

ろ，１０月18日には，この海域は大型台風20号の直撃をうけて，その前後５日間（10月15日～

10月20日）ほど大島海峡薩川湾に避泊を余儀なくされた．Ｓｔ､７ではその台風来襲前に試料

海水を採取，測定したのに対して，Ｓｔ､７’のそれは台風通過後に行われたものである．従っ

て両者における細菌細胞数の差異には，時間の経過に伴う変動に加えて，台風の影響をも加

わっているものと考えられる．しかし，台風の強力なエネルギーによって，海水の水平，鉛
直混合がなされたであろうに，両者の測定値の間にはそれ程大きな差異がみられていない．

それは試料海水を採取した深度が５０ｍ以深にあったせいか，または，かかる外海にあって

は，台風によって荒された海況はその通過後一両日で復元することかも知れない．

次に，Fig.２に示されているファージ感受性細胞の分布についてみれば，Ｓｔ､２，１oのよう
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に，細菌細胞数は他の定点よりも多いのに，その中にファージ感受性細胞が見出されないと

ころがあった．このことは，ファージが特異な細菌株の若く活力あふれる細胞に適合して，

寄生，増強するものであることを考え合わせれば，海水中の細菌細胞数の多寡とそれら細胞

の活力の強弱とには必ずしも相関しない面があることを示唆している．そのような状況がど

のような海況下においてひき起こされているかは興味ある問題であるが，本調査で得られた

データだけからでは速断しえない．だが，Ｓｔ､２，Ｓｔ・１０のいずれもが黒潮の主流内にあって

潮流の速い定点であることが，そのことに対して何らかの意味をもつかもしれないと考えて

いる．これらのほかに，同様な海況でのデータの累積が必要である．Ｓｔ､２，１０を除く他の定

点にあっては，一般に細菌細胞数の多い定点においてファージ感受性細胞数も多い．それは

Fig.２．Numberofheterotrophicbacterialcells（B､Ｃ､）ａｎｄphages-ensitivebacterialcells

（S､Ｃ､）inseawatersamplescollectedfrom５０ｍ，ｌＯＯｍ,and300mdepthlayersat
the9XK-stations．
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水深50,,100ｍ層では細菌細胞数の約1/5～1/10位である．しかし，300ｍ層では前述のよ

うに細菌細胞数も少なく，その中にファージ感受性細胞はほとんど見出されない．

上述のファージ感受性細菌およびその菌を宿主とし感染性をもつファージは，それぞれ

分離，純化され都合33系が単離された．それら各分離ファージ系は，それぞれの宿主菌と

ファージを相互に交叉感染試験し，それらの類以性を調べたところ17系に整理，統合された．

それら17株の代表ファージ系がこの調査海域においてどのような分布を示すかを，それら

ファージ系の宿主菌の分布でもってTable2に示す．Table2において，定点毎にそこに分

布するファージ宿主菌を数えてみれば，さきに述べたと同様に，Ｓｔ,2,Ｓｔ・１０のようにファー

ジ宿主菌が見出されない定点もあるが，Ｓｔ､8,11,Ｇ１からは１株ずつ，Ｓｔ､１，３，４，６，９から

は２株ずつ，Ｓｔ､５，Ｇ３からは３株ずつ，Ｓｔ､７，Ｇ２からは４株ずつ，Ｓｔ､７'からは６株が検出

されている．ここでＳｔ､７，７'，Ｇ２に他より多くのファージ宿主菌が分布していることには一

つの意義が感じられる．それは，従来から好漁場として知られている曽根付近の定点には，

やはり活力あるファージ宿主菌が多種類分布していて，ファージ系の分布の様相は，その場

の生物生産性や漁場性との間に相関性があることを物語っている．このことは前年の調査で

得られた知見（日高ら，1979)，すなわち“ある海域の生物生産性や漁場性の程度は，その海

域の海水中の細菌細胞数を指標として考えるよりも，その中の細菌一ファージ系の数を指標

とする方がより鋭敏，的確に推測できる”ということを再確認しえたものと言える．

次いで，同じく'1老lble2において，各ファージ宿主菌株別にそれらの分布をみれば，多く

Table２．Distributionofthedetectedbacteriophage-hoststrainsinseawaterat
the9XK-stations．．
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のものはそれが分離された定点だけにその存在が認められる局所的な分布を示している．し

かし，なかには２定点あるいは３定点にまたがって分布しているものもみられる．なかんず

く９XK-4301ファージ宿主菌は，８定点もの広域にその存在が認められて，このファージ宿

主菌がこの海域に常在するものであることを思わせる．そこで前年度の南琉球島弧周辺海域

から分離されたファージ宿主菌の中に，この菌と同種のものがあるかどうかを追跡したとこ

ろ，やはりその海域の多くの定点から，同種のファージ宿主菌が分離されていたことがわ

かった．それら２年次にわたる調査結果のなかで，その常在ファージ系の宿主菌９XK-4301

菌の琉球島弧周辺海域での分布の様相をとりまとめて図示すれば，Fig.３の如くである．図

中において○印は'79年次調査の定点で，、印は'78年次調査の定点である．また放印を付し

た定点は調査時に当該ファージ宿主菌が分離されたことを示す．Fig.３にみられるように，

約１ケ年間の時が経過し，場所を異にしながら多くの定点でこのファージ宿主閑が見出され

ている．それは，このファージ系がこの海域にひろく常在する典型的な海洋ファージ系であ
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ることを意味する．このファージ系は琉球島弧から遠く距った定点よりも，むしろそれに

沿った定点で多く分離されている傾向がみられる．なお，他の分離ファージ宿主菌について

も，前年の分離ファージ系と比較しながらそれらの分布状態を検討中であるが，本報ではこ

の海域に常在すると思われるファージ系の一つ，９XK-4301ファージ系のみの記赦にとどめ

る．

常在ファージ系の性状調査海域に常在する９XK-4301ファージ系について，宿主菌へ

のファージ感染によって形成される溶菌斑の形態，あるいは宿主菌やファージのそれぞれの

一般性状は次のごとくである．

まず，この９XK-4301ファージは二重寒天平板法（ADAMS,1959）によって，Fig.４に示

すような溶菌斑を形成する．それは直径1.0～1.5ｍｍの円形，透明で輪郭のはっきりした溶

菌斑である．

Fig.４．Plaquemorphologyorthe9XK-4301phagesystem．

次いで，この９ＸＫ戸4301ファージの粒子構造を電子顕微鏡で観察，撮影した写真をＦｉｇ．

５に示す．Fig.５にみられるように，このファージは径６５ｎｍの外観六角形の多面体をし

た頭部と，巾８～10ｎｍ,長さ180～200ｎｍの非収縮性の尾部とからなる構造である．この

長い尾部は特徴的に湾曲し，その末端は裂状がうかがえる．

このファージ系の宿主菌，９XK-4301菌は，Fig.６の電子顕微鏡写真およびTable3の記

載にみられるように，グラム陰性の単極毛を有する短楳菌で，典型的な海洋細菌の性格を備

えた菌である．さらに，Table4に示すように，この菌の生理・生化学的性状は，oxidase陽

性，グルコースを発酵的に代謝し，2.4-diamino-6.7-diisopropylpteridine（vibriostatic

compound,０/129）およびnovobiocinに感受性など，BERGEY'sManual，８版の鑑別指標に

照らして，GenusW6γわに属する菌株だと思われる．GenusVii6がｏには５菌種が記載され
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ているが，そのうちのⅨｐαγαhae??zojbﾉ"c"s，Ｖ:α'zg"〃αγz”，Ⅸβscheγｉのいずれかに属す

る菌株であるがその決め手が弱い．そこで，細菌一ファージ系の宿主特異性の厳しさを考え

て，この９ＸＫ－４３０１ファージを，V1i6がｏ属菌およびそれに関連する菌種の標準菌株に感染
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十

Table３．Morphologicalandcultural
characｔｅｒｓｏｆｔｈｅ９ＸＫ４３０１

ｈｏｓｔｂａｃｔｅｒｉｕｍ．

Table４．Physiologicalcharactersofthe
９XK4301hostbacterium．

＋，positive；－，negative

せしめ，その感受性の有無から９XK-4301菌との類縁菌を検索した．そのファージ感染試

験の結果をTable5に示す．Table5に記載されているＷ６γjolαγαﾉZae"zoj1yt畑s３３株，Ⅸ

α昭"伽γ邸'，zl8株，Wfscﾉｾeγｊ５株，Ｂｅ"ec伽ＣＯ”6e脱ｊｌ株のうち，結果的にみて，９XK-

4301ファージはＢｅ"eC舵αＣＯ畑ＰＭ腕,ATCC25920のみに感染し，他の菌株への感染は認め

られない．Ｂｅ"ec舵αはＧｅｎｕｓＶﾂ6rjoに類以の菌属であるが，ｔｙｐｅの設定がなく分類学的

に不明確な菌属として，BERGEY，sManual，８版にはとりあげられていない菌属名である．

ファージの宿主特異性から考えて，同一ファージに感受‘性をもつ２つの菌株はstrainレベル

で近縁なものであると思われる．よって９XK-4301菌はＢ・ＣＯ刀ZPMZjjATCC25920に近縁

の菌株であることが知られる．Ｂ・CO”6e〃はBAuMANNら（1971）によってハワイ諸島

海域の定点２０o30'Ｎ：157.30'Ｗの海水から分離されたものであり，その細菌学的‘性状は

9XK-4301菌のそれとよく一致している．従って，琉球島弧周辺海域に常在する９XK-4301

ファージ系は，さらに広い北太平洋の北赤道海流から黒潮に至る流域に常在する可能性が考

えられる．

Kovacsoxidase

Hugh＆Leifontest

O/I29sensitivity

Novobiocinsensitivity

Argininedihydrolase

Lysinedecarboxylase

Ornithinedecarboxylase

Methylredtest

Voges-Proskauertest

lndoleproduction

H2Sproduction

Nitratereduction

Gelatinliquefaction

Caseinhydrolysis

Starchhydrolysis

Chitinhydrolysis

Tween80hydrolysiｓ

＋

Fermentative

＋

＋

３
８
５
１

３
１

Strains Sensitivity

Cellfbrm

Gram，sstain

Flagellation

Di肋siblepigment
Luminescence

Growth

withoutaddedNaCl

Growthin7､0％NaCl

GrowthinlO､0％ＮａＣｌ

Ｇｒｏｗｔｈａｔ５ｏＣ

Ｇｒｏｗｔｈａｔ３７ｏＣ

Ｇｒｏwthat42oC

Relationtooxygen

Ｒｏｄ

Monotrichous

（polar）

＋

＋
＋
＋
＋
＋
＋

Table５．Sensitivityofvibrioandrelatedbacteriatothe

９ＸＫ－４３０１ｐｈａｇｅ．

脚6r”α､〃α‘､oｸﾒ伽

Ⅸα噌醜"αγ"加

Ⅸ．/Ｍeγｊ

Ｂ”"ｋ”cα叩6e〃ＡＴＣＣ２５９２０

＋，positive；－，negative

Bacteria
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このように，９XK-4301菌，Ｂ・ＣＯ”Ｍ腕,を宿主とするファージ系が黒潮流域ばかりで

なく，その源流にさかのぼって常在するファージ系の一つであってみれば，このファージ系

を指標とすることによって，黒潮の流路や流域など黒潮水塊の水理的動態を察知しうるもの

と考えられる．

要 約

本調査海域，北琉球島弧周辺海域は，その各調査定点における海水中の細菌細胞数の測定

結果から，’78年次の調査海域，南琉球島弧周辺海域と同様に貧栄養海域であることが知ら

れた．また本調査において，前年の調査で得られた知見，すなわち“ある海域の生物生産性

や漁場性を推測する指標としては，単にその海水中の細菌の分布の多寡よりも，ファージ系

の分布の動態をとらえることの方がより的確である，，ということを再確認し得た．次に本調

査海域に広く分布するファージ系を認めたが，これと同種のものが'78年次の調査海域にも

広域に分布していたことが知られた．このファージ系はこの海域で時期と場所を異にしなが

ら高い頻度で検出されるものであり，琉球島弧周辺海域に常在するファージ系であると思わ

れる．このファージ系の宿主菌は，Be7zecﾙeaco”MIjに近縁の菌株であり，よって，この

ファージ系はＢ・ＣＯ”6e脱j-phageと言える．このファージ系の溶菌斑は径１～1.5ｍｍの円

形，透明である．またそのファージ粒子構造は，径65ｎｍの外観六角形をした多面体の頭部

と，巾８～10ｎｍ,長さ180～200ｎｍの尾部からなり，尾部は特徴的に湾曲している．この

ファージ系が黒潮海域に常在するものであれば，このファージ系を指標として，黒潮の流路

や流域など黒潮水塊の水理的動態を追求しうるものと考えられる．
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