
（短報）  千葉衛研報告 第8号 53－551984年  

河川水由来ファージについて  
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5分後ファpジ数を測定した。なお，抗Kappa型ファージ  

家兎血清は，都立衛生研究所・大橋博士より分与された。   

4） 電子頚微鏡的観察；約10PFU／7rばのファージ  

液を，1喀酢酸ウラン液でネガティブ染色した後，100S  

透過型電子顕微鏡（日本電子社）を用いて観察及び写真  

撮影を行った。  

111結果  

1．ファージ様粒子の形態   

河川水から分離された2種のファージ様粒子（これら  

の粒子をcu－1及びcu－2と命名する。）は，コレラ菌H218smr  

株を指示菌とした時，いずれも透明な溶菌斑を形成した。  

電子星扇微鏡で観察を行ったところ，Cu－1．cu－2共にT偶  

数ファージに類似した形状を示し，六角形の頭部とそれ  

に続く細長い尾を有していた（図1B，1C）。Cu－1の  

頭部は約60皿，尾の長さは110珊，巾が227mあり，収縮  

性尾革肖を有することがわかった。またcu－1は，大きさ及  

び形状がKappa形ファージ（図1A）に類イ以していた。一  

方cu－2は，頭部が110－133Tm，尾の長さは270m，巾  

は277mで，図1に示すように他の粒子に比べ大形であっ  

た（図1C）。図IDは，アジア型コレラ菌に対しての  

み溶菌作用を有するファージ Ⅳである。   

2．免疫学的性状   

抗Kappa型ファージ血清を用いて，Cu－1及びcu－2の中  

和試験を行った。5分後の粒子数の変化を図2に示す。）  

Kappa型ファージ粒子数は，20倍血清添加により減少し  

たが（P＜0．05），200倍血清添加では変化は認められな  

かった。一方，Cu－1及びcu－2は，抗Kappa型血清によっ  

て阻害されず，むしろcu－1においては，20倍血清添加に  

より粒子数の増加が観察された。   

3．宿主域   

エルトールコレラ菌は，Kappa型ファージの産生性及  

び感受性により，3種頬のプロファージ型に型別されて  

いる三）今臥我々が分離したc。－1及び。。－2は．Kappa  

型ファージに感受性を有する“cⅦTed”型のエルトール型  

コレラ菌に対し毒性を有した。セレベス型及びウーボン  

Ⅰ はじめに  

著者らは，1978年5月から1980年3月の問．，東京湾に流  

入する数河J【lのコレラ菌による汚染状況について調査した。  

その結果，2河川からエルトールコレラ菌を分離したぎ  

′■この期間中に，コレラ菌H218株を指示菌とした際，透  

明な溶菌斑を形成するファージ様物質がしばしば分離さ  

れた。そこで，これらのファージ様物質のうち代表的な  

2種について．エルトール型コレラ菌が産生するkappa型  

ファージを対照として，その免疫学的性状及び電子顕微  

鏡像の上挽≧検討を行ったので，その結果について報告する。  

Ⅲ 材料及び方法  

1） 菌株；ファージ検査の指示菌として，コレラ菌  

H218smr株を用いた。kappa型ファージ供与菌として，  

コレラ菌C5株を用いた。ファージ宿主域検索に用いた  

コレラ菌33株のうち，アジア型コレラ菌7株及びエルトー  

ルコレラ菌8株は，防衛医科大・神中博士より分与され  

た菌株であり，残りのエルトールコレラ菌18株及びNAG  

ビブリオ30株は，当研究所保存株である。なお菌の倍  

′■養には・Hlブロス（栄研化学k・k）及びペプトン水  

（1窃ペプトン，1窃NaClpH7．2）を用いた。  

2） ファージの分離；河川水2707r適に，10培濃厚ペ  

プント水307～u及びH218smr株1夜培養液30mEを加え，スト  

レプトマイシンを最終濃度300／上g／／77Lgになるように添加し  

た後，370cで1夜培養した。この培養液の数粛を試験管  

に移し，クロロホルムを滴下し十分振とうの後，3500～  

4000rpm30分間遠心した上清について，スポット法でフ・i  

－ジ検出2）を行った。  

3） 中和試験；抗Kappa型ファージ血清によるファー  

ジの西口は，梨本らのファージ実験法3）に準拠して行った。  

20倍及び200倍に希釈した抗血清0伽ばに，107pFU／？混  

に調整したファージ液を0．17rと功口え，37⊃c温浴中に静置し，  
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図－1．河川由来ファージ様粒子及  

びKa印a－TyI光ファージの  

電子顕微鏡像  

A）Vibrio cholera C5由来  
Kappa－Typeファージ   

B）河川由来 cu－1粒子   

C）河川由来 cu－2．粒子   

D）ファージⅣ  

×ユ50，000  

－は0．1〟mを示す  

ファージ粒子数  

型エルトールコレラ菌，アジア型コレラ菌に対する宿函作  

用は観察されなかった。更に，供試した30株のNAGビブリ  

オにおいても，Cu－1及びcuT2に感受性は認められなかった。  

Ⅳ 考察  

バクテリオファージは，細菌学の分野で広く用いられ  

ている。特に分類学への応用は古くから行われ，腸チフ  

スにおいてはプロファージ型が疫学上電要な情報を提供  

している。コレラ菌においても，ファージⅣは生物型別  

の一手段として用いられ，Kappa型ファージはエルトー  

ル菌のプロファージ型別に用いられている。   

今［或著者らが検討を行ったcu－1及びcu－2粒子は，Kappa  

型ファージと同じ宿主域を有するため，コレラ菌の分  

類手段としての利用価値はないことがわかった。しかし，  

Kappa型ファージと宿主域が同じであるにもかかわらず，  

免疫学的性状及び外形が異なることは，ファージの同定  

に際し，中和試験及び形態観察の重要性を示唆するもの  

である。   

近年，Toreilaらは，海水より分離したファージにつ  

■■I   
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図1．抗Kappa－Typeファージウサギ抗血清によるCu－1，  
m－2ファージの中和（平均値の差の検定は，卜検  
定で行なった）  
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いて，その形態学的な検討を行っている5）。さらにこの  

研究グループは，海洋動物からファージを分離し，海水  

性ビブリオとの生態学的な関連について報告している。  

今回の調査で．河川水中にコレラ菌に毒性を有し，  

Kappa型ファージとは異なった性状を示す粒子が見出さ  

れた。Bavdleyはバクテリオファージに関する総説の中  

で，六角形の頭部と収縮性尾鞘を有する細長い尾部を臭  

えたファージは，核酸として2重鎖DNAを持ち大腸菌，  

Pseudomonas，Bacillus，ブドウ球菌によって産生さ  

れることを指適している。本論で述べたcu－1及びcu－2の  

2種の粒子が，いかなる種類の細菌によって産生される  

のか明確ではない。しかし，これらのファージ様粒子が，  

水中細菌の生態系に対してどのように関与しているのか  

ノ■興味が持たれるcその角弼は今後の研究課題であろう〇  
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