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　　 We 　 had 　fbund 　 that θ
一phenylphenol （OPP ）induced 　 marked 　premature い is　 of

phage−infected　cells 　in 匸he　Lactobacillus‘asei・phage 　J　l　systern ．

　　This　paper　describcs　the 　effects 　of 　OPP 　on 」Escherichia‘oli−phage　systems （T1 ，
　T3，

T4 ，　T5，　and φx174 ）and 　 Ba ‘ilt：ts　 subtiiis −phage 　 sys1ems （M2 　and 　SPOl ）．　 OPP 　was

bactcr玉cidal 　at　8−10 × IO−4　M ．　 At　these　concentrations ，　it　did　not 　affect 　thc　infectivity

off 士ee 　phages　or 　adso 甲 tion　ofphages 　onto 　host　cells ．　It　inhibited　the　growth 　ofphagcs ．
The　number 　of 　infect三ve 　ce 鼡 ers 　decreascd　with 　T4

，
　T5

，
　M2

，
　and 　SPOl ，but　not 　with

T1
，
T3 ，　and φ× 174 ．

　　 QPP 　induced 　moderate 　pre 琉 aturc 　lysis　of 　cc ！ls　infectedi　with 　T4 　and 　T5 ，　while 　it
in｝曲 ited　the　lysls　of　cells 　infected　with 　TI， T3 ，　and φ× 174．　It　induced　mild 　lysis　o 『
cells 　in　fected　w 量th　M2 　and 　SPOI ，but止is　was 　not 　specific 　for　phage−｛nfected 　 cclls ．

　著者 らは ， 細菌利用工 業 に お ける フ ァ
ージ制御に 食

品添加物を 用 い る とい う ， 食 品 添加 物 の 新用 途 の 開発

を 目指 して ，食品添加物 と して公 定 され て い る ビ タ ミ

ン C ，

1”fi｝
エ リソ ル ビ ン酸 ，

7〕

保存料お よ び殺菌料，　s
−1「）

低級脂肪酸 モ ノ グ リセ リ ド
i2，

な ど の フ ァ
ージ に 対す

る作用 につ い て 一連の 研究を行 っ て い る ．

　 オ ル トフ ェ
ニ ル フ ェ ノ

ー
ル （OPP ）は，食品添加物

の 保存料と して公 定 され て い て ，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 Lactobacillus

casei −Jl フ ァ
ージ系 に 対す る作用 に つ い て 研究 した が，

そ の とき ，
OPP が フ ァ

ージ 感染菌の 早期溶菌を誘起

＊
連絡先 ，

Correspond量ng 　author

す る こ とを 見出 した．13 ｝

　一般 に 知 られ て い る フ ァ
ージ 感 染菌 溶 菌 剤 は ， 潜 伏

期 の 前半 に 添加 した ときに は溶菌を起 こ さず ， 潜伏期

の 後半 に 添加 した ときに 溶菌を起 こす．14》 こ れは，作

用機序 か らみ て ，感染後期 に 合成 さ れ る フ ァ
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，溶菌の 本質 は，フ ァ
ージ エ ン ド リジ ン の 働 きに よ

る酵索的な もの で あ る．

　 こ れ に 対 して ，
OPP に よ る溶菌は，フ ァ

ージ エ ン ド

リジ ン が 合成 され な い 感染初期 に 添加 して も直ちに み

られ る非酵素的な もの で ある．そ の 作用 機序 と して ，

フ ァ
ージの 感染 に よ っ て 透過性 の 増大 した細胞膜を通

っ 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

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

150 呉　 偉巍ら 醸酵工 学　第67巻

　Fig．1 に Escliericltia　 coli 　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 及ぽ す影響は，1× 10’4M 付近 か らみられはじめ，

8× 10−4M で 生育は完全 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 みられな か っ た．こ 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

計数を行 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 ，
8× 10−4M 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 示 さ 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・

　 ま た，Eschericliia　 coli 　C に 対す る OPP の 作用 に

つ い て 検 討 した．Escherichia　 coli 　B と の 違 い は ，

8× 10−4M で は静菌的で，生育を 完 全 に 阻害 し殺菌的

に作用する濃度が，lx10 −3M と少 し高い こ とだ けで

あ っ た．

　Fig．2 に BaciUzas　subti2is 　Y に 対す る OPP の 作

用を 示す．生育は，1×10−4M すぎか ら濃度 が 高 く

な る に つ れて 次第 に 阻害され ，
8× 10

”4　M で 完全 に

阻害され た．1× 10”3　M お よ びそ れ以上 の濃度で は，
Escherichia　 coii の 場合と違 っ て ，培養濁度の 減少，

す な わち溶菌 が み られ た ．ま た ，
こ 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．

　 フ ァ
ージ に対する OPP の 作用　　遊離状態 にあ る

7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 ， 殺 菌 的濃 度の 2 × 10
−3M

に お い て

も，フ ァ
ージ に 対 して 不活化作用を示さな い こ と が分

か っ た．

　 フ 7
一ジの 吸着に 対す る OPP の 作用　　 7 種の フ

ァ
ージの 宿主菌 へ の 吸着に 対す る OPP の 作用 に つ い

て 検討 した．そ の 結果，殺菌的濃度 の 2× 10−3M に

お い て も，フ ァ
ージの 吸着を阻害 しな い こ とが 示 さ れ

た ．

　 フ ァ
ージ の 増殖 に対する OPP の 作用　　 7種 の フ
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Fig．4．　Effects　 of 　o−phenylphenol　 on 　lysis　of 　phage −infected　 cells ，

　　Bacterial　 cells （2× 108／ml ）were 　 lnfected　 with 　phages （m ．o．　i．
，
　 about 　1）and 　 the

　 　 infected　 cells 　 were 　 incubated　 w 孟th 　 OPP 　 at 　 37℃ ．

　　Concentrations　 of 　OPP ： see 　the　legend　to　 Fig．1．
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ア
ージ の 増殖 に対する OPP の 作用 に つ いて ，

一
段階

増 殖 実験法 で 検 討 した 。

　五∫‘乃87z 協 α coli 　B を宿主とす る T1
，
　T3

，
　T4

，
　T5

フ ァ
ージで は ， 宿主 菌の 殺菌的濃度で あ る 8× 10−4M

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．Tl と T3 フ ァ
ージ で は，感染中心 の 減少

は みられなか っ た が，Fig．3 に示すよ うに ，
　T4 と T5

フ ァ
ージ で は，比 較的ゆ る や か な感染中心の 減少 が み

られた．8× 10’4M 以下の 濃度で は ，
い ずれの フ ァ

ー

ジ と も， 潜伏期 の 延 長 とバ 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 1× 10

“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 つ た．

　 Escherichia　 co2i 　C を宿主 とする φ× 174 フ ァ
ージ

で は ， 殺 菌的濃 度 の 1× 10
−3M 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

の 減少は み られなか っ た．8× 10”‘M お よ びそ れ以下

の 濃度で は ， T 系 フ ァ
ージ の 場合 と同様 で あ っ た．

　 Bacillus　subti2is 　Y の M2 と SPO1 フ ァ
ージで は，

Fig．3 に 示 す よ うに ， 宿主菌の 生育が完全 に 阻害 され

る 8× 10−4M 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 の 減少が

みられた が，同 じ濃度で は，SPO1 フ ァ
ージ の 方が著

しか っ た．8XlO −4M
以下 の濃度で は ， 潜伏期の 延長

とバ ー
ス トサ イズ の 減少がみ られ た．1× 10”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．

　 フ ァ
ージ感染菌 の溶菌 ｛こ対する OPP の 作 用　　7

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．

　 Escherichia　celi 　B を宿主とす る T1 ，　T3 ，　T4 ，　T5

フ ァ
ージで は，殺菌的濃度 の 8× 10−4M お よ びそ れ以

上 に お い て ，
T1 と T3 フ ァ

ージ の 場 合，溶菌 は 完全

に 阻害された．こ れ に対 して
，
T4 と T5 フ ァ

ージ で

は，Fig・4 に 示す よ うに ，　 OPP を添加する と直ぐに

フ ァ
ージ感染菌の 溶菌 が始まり，数十分以上 に わた っ

て 続 くこ とが示 され た．

　 Escherichia　 c・li　C を宿主とす る φ× 174 フ ァ
ージ

で は，殺菌的濃度 の 1× 10−3M お よ び それ以 上 で ，フ

ァ
ージ 感染菌の 溶菌は 完全 に 阻害さ れた．

　 Bacillus　 Sttbtilis 　Y を宿主 とする M2 と SPO1 フ

ァ
ージで は，Fig・4 に 示す よ うに ， 殺菌的濃度の 1×

10−3M お よ び そ れ 以上 にお い て ， 濁度の ゆ るや か な 減

少がみられた．生育は完全 に 阻害する が静菌的な 8×

10『4M で は，濁度 の 減少はみられな か っ た．

　 7種すべ て の フ ァ
ージ に お い て，OPP 無添加の 対

照 で は，溶菌 に 先立 っ て 濁 度 が 上昇 す る が，OPP を添

加 した 場合 に は ，
こ の よ うな濁度 の 上昇は ほ とん ど み

られ な か っ た．ま た，8× 10−4M 以下 の 濃度で は，濁

度 が あ る 程 度上 昇 して か ら溶菌する が，溶菌開始 は 遅

れ ， 溶菌速度も低下す る こ とが 示 さ れた．な お，1×

10−4M 以下の 濃度で は， フ ァ
ージ感染菌の溶菌に対す

る 影響はみ られ なか っ た ．

考 察

　OPP の フ ァ
ージ に 対する 作用 に つ い て は，従来知

見 が な か っ た．そ こ で 著者 らは ，
Laclobacillus　casei −

J1 フ ァ
ージ系を 用 い て 研究 し， 次の こ とを知 っ た．　13’

（1）OPP は，宿主菌に 対 して 2× 10−3M で 殺菌的 に 作

用す る，  殺菌 的 濃度 に お い て フ ァ
ージを 不活化 しな

い．（3｝フ ァ
ージ の 吸着を阻害 しない ．（4）フ ァ

ージの 増

殖を阻害す る．こ の とき感染中心 が急速 に減少す る．

  フ ァ
ージ 感 染 菌の 早 期 溶顧を誘起す る．

　本研究 は，EschericAia　coli の 5 つ の フ ァ
ージ 系（Tl ，

T3
，
　T4

，
　T5

， φ× 174）お よ び BaciVus 　 serbiilis の 2 つ

の フ ァ
ージ 系 （M2，　SPDI）に 対す る OPP の 作用 に つ

い て 研究 したもの で ある．

　宿主菌 に対する OPP の作用は，菌株に よ って 少 し

相違する が，8〜ユOX10 −4M で は 殺菌的で あ っ た．既

報の Lactobacillus　casei の 2× 10
『3M

に 比べ ，半分

以下の 濃度で ある．

　 OPP の 殺菌的濃度 に おい て ， フ ァ
ージ不活化作用

は み られ ず，また フ ァ
ージ の 吸着IC対す る 阻害もみ ら

れな か っ た． こ れ は，Jl フ ァ
ージ の 場合 と 同 じで あ

る．

　 OPP は ，
フ ァ

ージ の 増殖を阻害 したが，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 の 生育阻害との 間 に 選択的 な濃度差 は認 め られ な か

っ た．Bacilluus　Stcbtilis 　Y −SPO1 フ ァ
ージ系で は ， 静

菌的な濃度で も フ ァ
ージ増殖 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，こ こ で も選 択

的な濃度差 は み られな い ．

　 本研究 は，細菌利用工業に おける フ ァ
ージ制御を目

的 とす る もの で あ る が ，
Lactobaci21us　 casei −Jl フ ァ

ージ 系 の 場合と同様，
Eschericltia　 coli と BaCt71US

subtilis 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．
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　OPP の 殺菌的濃度 で フ ァ
ージの 増殖 が阻害され る

とき，T4，　T5，　M2，　SPOI フ ァ
ージで は，感染中心 の

減少 が み られ た．Escliericltia　coli の T4 と T5 フ ァ

ージ で は ，比較的ゆ るや か な減少で あ っ たが
，
Baci21us

subtilis の M2 と SPOI フ ァ
ージで は，急速な減少 で

あ っ た （Fig−　

〔Tl，　T3 ，　T4，　T5 ，φXl74 ＞お よ V
’
　Bacillus　subtilis

の 2 つ の フ ァ
ージ系 （M2 ，

　SPO1 ）に 対す る作用 に っ い

て 研 究 し，次 の こ とが 分 か っ た、．

　（D宿主菌 に 対して 8〜10× 10哩 M で 殺菌的 に作用

す る・  殺菌的濃度 に お い て ， フ ァ
ージを 不活化 しな

い ．（3）フ ァ
ージ の 吸着を阻害しない ．（4）フ ァ

ージ の 増

殖 を 阻害する．T4
，
　T5

，
　M2

，
　SPO エ フ ァ

ージ で は，感

染中心 が 減少す る，（5）T4 と T5 フ ァ
ージ で は ， フ ァ

ージ感染菌の 早期溶菌 を誘起す る．　 しか し，既報 の

Lactobaci21us　casei ・J1 フ ァ
ージ系の 場合に比 べ る と，

溶菌速度が遅 い ．（6）M2 と SPOI フ ァ
ージ で み られる

感染中心 の 減少は，早期溶菌 に よ る もの で は な い ，
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