
Japanese Society of Microbial Ecology

NII-Electronic Library Service

Japanese 　Soolety 　of 　Mloroblal 　Eoology

PA−63

バ クテ リオ フ ァ
ー ジの 宿主域評価

　　　　　 ○ 岡野弘典
L2
、井町寛之

2
、朴明玉

3
、 大橋晶良

1
、渡辺

一
哉

4

　　　　　
1
長岡技大 ・工 、

2
海洋研究開発欟 冓、

3
富士 レ ビオ、

4
海洋バ イオ

　　　　　　　　　　　HoSt　Range　Detection　of　Bacteriophages

Hironori　Okano　
l
，Hiroyuki　lmachi2，　Myong −Ok 　Pat1（3，　Akiyoshi　Ohashi　

i
　and 　Kazuya　Watanabe‘

　　　
1
跏 8α・ha伽 iv．　・fTecん．，2JAM ∬ EC，　

3FUJIREB
’0 ルrc．姻

4
ル勧 〃ze・Bi・‘蹠 ルUt．

　　　　　　　　　　　 Key　words ：bacteriophage，　host　range

【目的】バ クテ リオ フ ァ
ージ宿主域評価に用 い られ てい る

一
般的手法はプ ラ

ー
クテス ト法で

あ る。 しか し、この 手法は純粋培養済み の 微生物にの み適用可能で あるこ と （環境中の 99％

の微生物は純粋培養で きて い ない と考え られ て い る）や溶菌を伴わない 感染に対 しては適用

が困難 で あるな どの 欠点を持 っ て い る。 この た め、従来法で は宿主域を実際 よ り狭 く評価 し

て して い る可能 性が高い と考え られ る。 そ こで我々 はプラークテ ス ト法を補 う手法 としてフ

ァ
ージ の蛍光標識 や HSH （fluorescence　in　sitU　hybridization）法等を併用 した培養法に依存 しな

い新規 な宿主域評価法の 開発 ・適用 を試みた 。

1方法】提案する新規宿主域決定技術 の 概要は以 下の通 りで ある 。 （1）核酸染色済み フ ァ
ー

ジを微生物サン プル に 投入 ・感染させ 宿主微生物の みを蛍光標識す る 。 （2）FACS （fluorescence

activatOd　ce11　soning ）技術によ り、
フ ァ

ージが感染 し蛍光 を発す る微生物細胞を特異的に回収

す る。（3）回収 された微生物細胞か らDNA を抽出 し、 16S　rRNA 遺伝子 を決定す る こ とで、

どの よ うな種類の 微生物が フ ァ
ー ジの 感染を受けたの か を決定す る。 （4）ク ロ ス チ ェ ッ ク と

して 、 回収 され てきた微生物細胞の 16S　rRNA に特異的なDNA プ ロ
ーブをデザイ ン し、先の

核酸染色フ ァ
ージ標識技術と16S　rRNA を標的としたFISH法に よる宿主微生物を2重染色す る。

【結果お よび考察】本手法の 開発における最初の 試み として 、 大腸菌と T4 フ ァ
ージをモ デ

ル として核酸染色済み フ ァ
ージ と HSH 法を併用 した微生物の 2 重染色に よる検出が可能か

どうか をチ ェ ッ ク した。
この 実験にお い て フ ァ

ージの核酸染色に は SYBR 　Goldお よび DAPI 、

HSH 用 DNA プ ロ
ーブは細菌を特異的に検出可能な EUB338 を用 い た 。 我々 は核酸染色済

み T4 フ ァ
ージを利用 して 大腸菌を特異的に検出可能で あ るこ とを確認 した 。 しか しなが ら

FISH 法にお ける固定処理 お よびハ イブ リダイゼー
シ ョ ン などの 過程で に菌体か ら核酸染色

剤が漏出し 、 特異性が失われた り （宿主以外の 微生物が非特異的に蛍光標識 され て しま う）、

輝度が低下するな どの 問題が発生 した。 しか しなが ら FISH 法適用後、　 DNA プ ロ
ーブ由来

の 蛍光は明確に観察された 。
こ の こ とは 、

フ ァ
ージが感染 した溶菌直前の 菌体に対 して HSH

法が適用可能であるこ とお よび 16S　rRNA が相当量保存 されて い る事 を示唆してい る 。 現在 、

フ ァ
ー ジの 標識 方法の 変更や FISH 法の 改善に よっ て本手法の 開発 を進 めて い る 。
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