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Abstract

Ｔｈｅａｕｔｈｏｒｓｄｅａｌｔｗｉｔｈｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎationofheat-andchloroform-resistanceofsixteen

marinebacteriophagesisolatedfromseawater･Ｏｆｔｈｅｓｉｘｔｅｅｎｐｈａｇｅｓ,thesixweresensitive

toheatinｇａｔ５０ｏＣｆｏｒ３０ｍｉｎｕｔｅｓａｓｗｅｌｌａｓtreatmentwithchloroform，ａｎｄｔｈｅｏｔｈｅｒｓｗｅｒｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｏｔｈｅbothtreatments･Ｉｎｔｈｅｓｉｘｕｎｓｔａｂｌｅｐｈａｇｅｓ，ｔｗｏｏｆｔｈｅｍａｒｅｐｈａｇｅｓｗｉｔｈ

ａｌｏｎｇａｎｄnon-contractiletailontheirmorphology，ａｎｄｔｈｅｆｏｕｒｏｔｈｅｒｐｈａｇｅｓａｒｅｏｆａ

ｓｈｏrttail・Ｏｎｔｈｅｏｔｈｅｒｓｉｄｅ，withinthelimitedexperiments，ａｎｙｕｎｓｔａｂｌｅｐｈａｇｅｓｄｉｄｎｏｔ

ｂｅｆｏｕｎｄamongphageswithatailpossessingacontractilesheath・Ｔheauthorsfound

clearlyacertainrelationbetweenthestabilityandtｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｐａｒｔｉｃｌｅｓｏｆｔｈｅｍａｒine

bacteriophagesexamined．

前報')2)において，海洋バクテリオファージの分離とその形態について報告した．ファージの分

離からその後のファージ実験において,供試ファージの安定性についての知見は,基礎的な知識とし

て有用である．SPENcER（1960,1963)3)4)は北海の海水から数株のファージを分離し，それらは

55℃，１時間の加熱で失活し，またＯ～20°Ｃ培養で宿主溶菌能を示すが３０℃以上ではその能力を

現わさないことを報告している．CHAINA（1965)5)はインド洋および北海の海水から分離した10株

のファージを扱い，それらの耐熱性は宿主菌のそれより高く５０°Ｃ，３０分間または６０°Ｃ，２～３分間

の加熱に耐えるが６０°Ｃ,１５分間の加熱で失活することを明らかにした．更に，熱帯海域から分離さ

れたファージは，寒帯海域から分離されたファージに比し，より耐熱性であったと述べている．最

近，WIEBEandLIsToN（1968)6）は水深850ｍの海底泥から海洋性Aeromo"ａｓ一ファージを分

離し，そのファージは５～15℃の低温域で最大の溶菌を示し，また90気圧の加圧下で増殖しうる

ことを明らかにした．これら幾つかの知見は，海洋ファージが陸棲ファージと異なる性状をもつこ

とを示唆するものであり，その性状はそれらの生息環境条件を反映している．

著者らは，前報2)で供試した海洋バクテリオファージについて，引き続きそれらファージ粒子の

耐熱性や，ファージ実験法でしばしば有効に使われるクロロホルムに対する耐性など安定性の一部

を検討した．その結果，かかる試験に対して不安定なファージが一部に見出されたが，その性状を

海洋ファージの特性に結びつけるには至らなかった．一方，それら性状とファージ粒子の形態との

間に関連性を見出し得たので，それらの知見を報告する．

＊鹿児島大学水産学部微生物学研究室（LaboratoryofMicrobiology，FacultyofFisheries，Kago‐
shimaUniversity）
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実験材料および方法

供試海洋バクテリオファージ前報2)で述べられたＯ６Ｎ－ファージ８株とＯＸＮ－ファージ８株，
計16株を供試した．

使用培地本報で使用する海水培地（SeaWaterBroth，ＳＷＢ)，海水寒天培地（SeaWater

Agar,ＳＷＡ)，軟寒天培地（softSeaWaterAgar,ｓＳＷＡ)，はいずれも前報2)のものと同じ組
成である．

フアージ定量法ファージの定量はADAMS（1959)7)の寒天重層法に準じておこなった．その方

法は次のごとく予備吸着法をとり入れて修正された．ＳＷＢで適宜10-ｎ希釈を行なったファージ

液１ｍlを宿主菌新鮮培養物（108cell/ml）１ｍｌと混じ〆室温に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０．２ｍｌを，予め溶融し４５℃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平板上に流込承重層する．重層寒天の固化するをま

って２５℃にて１晩培養した．この方法で１枚の平板に形成された溶菌斑数は，〔plaque-forming
unit（pfu)/供試希釈ファージ液０．１ｍl〕を表わす．この測定値を10倍し希釈倍数を乗じてpfu／
ｍｌに換算した．

実験結果

供試海洋バクテリオファージの耐熱性海水培地に１０８pfu/ｍｌ濃度に懸濁した供試ファージ液
を５０℃，３０分間加熱処理した後，生残ファージを計数した．その結果はFig.１－Ａに示す．
Fig.1-Ａに見られるごとく，供試ファージのうち11株は50°Ｃ，３０分間の加熱に耐える．しかし
O6N-58Pは完全に失活し，O6N-34Pは１/1000程度に，O6N-12Pは５０％に，ＯＸN-36Pは７０

％に，ＯＸＮ－８５Ｐは２５％に失活していた．これらのうち失活の甚だしいO6N-58Pについては，

更に45℃で10分間まで加熱し，その減衰曲線をFig.２に示した．Fig.２から明らかなように，
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O6N-58Pは非常に耐熱性の低い海洋ファージで，４５℃，数分間の加熱でほとんど失活した．

供試海洋バクテリオファージのクロロホルム耐性海水培地に懸濁した各供試ファージ液（108

pfu/ｍｌ）に1/１０量のクロロホルムを添加し，１分間ほど強く振撮し，２５℃で１時間放置する．そ

の後かるく遠沈し，上清液について生残ファージを計数した．その結果はFig.１－Ｂに示した．ク

ロロホルム処理によってO6N-58Pは完全失活し，O6N-24Pは３０％にO6N-12P，OXN-36P

は70～８０％に失活している．その他の供試ファージはクロロホルムに対して耐性であった．

考． 察

一般にバクテリオファージの分離・増強過程または調製されたファージ培養液（lysate）の保存

には，無菌化処理が欠かせない操作の一つである．その無菌化には細菌漁過器または漁過膜を通す

方法がとられるが，多数の純系ファージ分離の際，漁過操作は煩雑かつ相当の労力を要する．従っ

てこれに代えて60.C,３０分加熱殺菌を行なうか，あるいはもっと簡単にクロロホルム処理をして無

菌ファージ液を得ることがある．また無菌化されたファージ液の雑菌再汚染の防止や，その他ファ

ージ実験，例えばファージ粒子の宿主細胞への吸着率（adsorptionrate）の測定や，ファージの

増殖過程で潜伏期（latentperiod）における菌体内ファージ生成数を測定する実験などにおいて，

しばしば有効な手段としてクロロホルム処理が行なわれる．その際当該ファージのクロロホルム耐

性が必要条件となるが，ファージによってはこれらの処理で不活化されるものがある．このような

点を考慮して，前報2)で分離，形態検査された海洋バクテリオファージ１６株について，耐熱性とク

ロロホルム耐性とを検討した．

ファージの耐熱性についてはいくつかの報告があり，一般に陸棲ファージは６０°Ｃにさらしても

失活されないことが知られている．事実Ｅ・ＣＯ"-ファージのあるものは６０℃に１時間さらしても

失活されなかった．供試海洋ファージ１６株のうち１１株は50°Ｃ,３０分間の加熱で何ら影響をうけな

かった．これらファージの宿主菌は海洋細菌で耐熱‘性低く，おおよそ５０°Ｃ，５分間の加熱で完全滅

菌出来る．従ってそれらファージ培養液は加熱処理による無菌化も可能である．加熱によって影響

をうけた５株の耐熱性度合は個々に異なる．なかでもO6N-58Pは加熱により最も鋭敏に失活す

る．一般に，宿主細胞に比しファージ粒子の方が耐熱性高いのが普通であるが，O6N-58Pは非常

に耐熱性低く宿主細胞のそれにほぼ等しいまた九州南方海域という亜熱帯海域から分離された海

洋ファージでもこの程度の熱感受性ファージが存在することがわかる．これら耐熱性の低い５株

は，前報2)の結果から，O6N-12Pが非収縮性の長い尾部をもつファージであるのを除いて，他の

４株，O6N-34P，O6N-58P，OXN-36P，ＯＸＮ－８５Ｐはともに短い尾部をもつファージであるこ

とは興味深い．海洋ファージ粒子の耐熱性とその形態との間に関連性がうかがえる．

クロロホルム処理に対しては，供試海洋バクテリオファージ１６株のうち１２株が安定で，他の４

株が何らかの影響をうけている．これらクロロホルム感受性ファージ４株のうち０６Ｎ-12Ｐ，Ｏ６Ｎ－

２４Ｐが非収縮性の長い尾部をもつファージで，O6N-58PとＯＸＮ－３６Ｐがこん跡の尾部をもつフ

ァージであり，熱に対すると同様これらの形態のものにクロロホルム耐性の低いものが見出され

た．クロロホルムに対してもO6N-58Pは極端に感受性が高かった．クロロホルム感受性ファージ

に対して，SPENcER（1963）は四塩化炭素あるいはトルオールによる無菌化法を試みているが，

O6N-58Pについては，それらによっても完全に失活した．

熱，クロロホルム処理を通じて，両作用に対する感受性株はほぼ共通していて，それらは不安定
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ファージ株と考えられる．またこの実験の範囲内で，形態の違いにより熱，クロロホルム処理に対

する耐性に差があることが明らかにされた．それは収縮性尾鞘をつけた尾部をもつファージは熱，

クロロホルム処理に対して安定で，非収縮性の長い尾部をもつファージや短いまたはこん跡の尾部

をもつファージに不安定なものが含まれる．

供試海洋バクテリオファージ１６株のうち，熱，クロロホルム処理によって何らかの失活を被るも

のが６株程度含まれることが知られた．新らしいファージの分離，増強操作などそのファージの性

状が未だつまびらかでないものを扱う段階では，その無菌化処理は細菌漁過膜を通す方法が無難で

ある．細菌漁過膜の使用に際しても，膜面へのファージの吸着など若干の問題がひそむが，この点

については別報で詳報する．

要 約

海洋バクテリオファージ１６株の熱およびクロロホルム耐性を検討した．それらのうち１０株は

50℃,３０分間以内の加熱またはクロロホルム処理に対して安定であった．他方６株は両処理に対し

て耐性が低い熱に感受性のファージはまたクロロホルムにも感受性で，両作用間で感受性株はほ

ぼ共通しており，それらは不安定ファージ株と考えられる．その不安定度合には各株で差がある．

また本研究の範囲内で不安定株は，短いまたはこん跡の尾部をもつファージに多く，次いで非収縮

性の長い尾部をもつファージに見られ，収縮性尾鞘をつけた尾部をもつ露″ー ジには見られなかっ
た．このことによりファージ粒子の不安定性と形態との関連性が知られた．
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