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ア ミ ラ ー ゼ 生 産 菌 に 於 け る

菌 体 と フ ァ ー ジ の 成 長 曲 線

渡 辺 健 治 ・ 山 藤 一・雄

Growth curve of the cell and phage 
  of  amylase producing bacteria 

Kenji Watanabe and Kazuo Yamafuji

緒 論

醗酵微 生物 のファージ に関す る研究は,人 体病原菌 のそれに比較す ると非常 に少ないが,

乳 製 品の製造等に使われ るStreptococcusを 始 めLactobaci〃us,Leuconostoc,Clostridium,

更 に9ctinomyces等 に就 いてcx分 離研究 されてきている.

・方Bacillussuhtilis系 糸1噛を利用す るア ミラーゼの工業生産 は戦後固体培養か ら液体

堆 養法に変 え られ て以来,各 工場では原因不明の溶菌現 象が観 察 され るよ うにな り,昭 和

30年 福 田氏4)がB.subtilis系 細 菌 に依 るアミラーゼ 生成機構 を研 究中に実験室的に菌体

が増殖 を止め溶菌 し始め る事 を見出 し,こ れが ビルレン トのバ クテ リオファ ージに依 る事

を確認 した後 此の方 面の研 究は 一層 さかんになつた.し か し此等 の溶菌 には里村氏15)の リ

ゾチ ーム様酵素,相 田氏2)の 溶 菌性物質,野 村氏13)のanaerobiclysis等 の 関与 す る場合

もあ る1昼が判 り溶菌現 象の原因は より複雑 なものになつてきている.共 の後 北原氏等12)は

ア ミラーゼ生産性B.subtilis系 細 菌の タンク培養溶菌 液か ら血清学的共 の他 で異 なる3種

の ビル レン トファージ を分離 しfL:の感 受性菌 の溶菌過程 に就 いて報告 したが,叉 その溶菌

機作研 究中 ファ ージと酉孝素様物質 の共同作用に依 つて起 る溶 菌のある事も認め,更 に工場

に於け るファ ージ対策 としての 耐性株にはaccompanicdlysis,混 合 培養にはnascent

phenomenaの ま,る事に対 して 一般 の注 意を換起 した.福 田氏5)は 其 の後超遠心機 と各種

酵素 を併 用 してファージ を純化 し電子検 微鏡で其 の実体 を確認 し血清学 的性状,加 熱pH,

紫 外 線等 に依 る不活化宿 主域等 に就 いて報 告 した.同 氏 に依れば菌体 のファージ に対す る

感受性 とア ミラーゼ生成には平丁7的な定1達関係 があると言 う.是 等 とは無関係 に 里村氏16>

は好 気性有胞子細E21の1/ゾ チ ーム様酵素 を調べ ていたが,共 の際K-77菌 は 溶原株 であ りア

ミラーゼ生産菌 として分離 されたBacillussubtilisvar.amyloliquefaciensFukumoto-K49

に於 て ファー ジの形 成を認め,此 の菌を指示菌 として累代増殖性 のファージ を 分離 した ・

氏 等は酵素 の研究 に主眼 を置 きファ ージは共 の作 用様式 の比較に用 いたのであ るが,フ ァ

ージの放出が酵素分 泌 と無関係で プラー ク形 成に影 響のない事,宿 主域 は酵素 に較べ て極

めて狭小 な事蒔 を認めた.

著 者 等は細菌 デ オキシ リガミヌ クレアーゼ とファー ジとの関係を研究す る目的で,里 村氏

の菌体 とファージ を用 い種 々の条作 ド共等の増 殖実験jIの 他 を行つたのでその結果を 報 告

す る.



(1)菌 体 の 成 長 曲 線

実 験 方 法

1.供 試菌株

Bacillussubtilisvar.amyloliquefaciensFukumoto-K49.大 阪 市立 大学 福本研究,.に 於

いて,有 胞子性 ア ミラーゼ生産菌 として黒大豆 よ り分離 され た もので7)稈 状,単 独又は2

個 連結,運 動性}最 適pH-6～7.最 適 温度40℃.

2.培 養 基の組成 と培養法

福本 氏等の使 用 してい る5%大 豆粕 アルカ リ抽出液培 地8)を 主成分 とし,MgSO4・7H20,

KCIを 各 々0.02%添 加 した 中性 の培養基で調製 は多 くの場合100～300m1を 角付 コルベ

ンに入れ,30℃ で振盪 培養 した.

3.菌 量 の測定法

イ)比 濁法

黄褐色 の培地 を含 む菌体懸 濁液 を水で10倍 量に 稀釈 し,F!立 光電 光度 計(TK-120-S

型)で フィル ターR,1cmの 液 層 を使用 し,水 を標準 として 吸光度(-10gT)を 測 定

した.

ロ)計 算室法

Thomaの 血 球計畷}:室(1/4000mrn3区 劃)を 用い常法 に従 い直接菌体数 を測定 した.

ハ)コ ロニー法

菌体 懸濁液の10倍 稀釈系列 をつ くり,hの 平面培養 の コロニーの数か ら 生薗体数 を

逆算 した.

第1図.菌体0)生長 曲1%hとpll(菌 体,・ … ・・pH).

縦 軸 は 吸 光度,構 軸 は 時間 くu与).



実 験 結 果

供試菌の20時 間 培養1m1を 各pHの 培地(塩 酸,苛 性ソーダ,棚 砂で調整)100m1

に加え30℃ で振盪 培養した場合の成長曲線を第1図 に示す.

反応液のpHも 時間と共に変化するが,大 体6.9前 後が最適である.叉 アルカリ性側の

pHを 苛性ソーダ で調整した場合,24時 間くらいでpHは1前 後下 り菌体の増殖阻害効果

が明瞭でなかつたので棚砂も使用した.図 の()内 の数字はそれを示す.

後述のファージ に関する諸実験に於ては,上 述の20時 間振盪 培養せる菌体を新鮮培地

に加え て10倍 量に稀釈し培養を続けた菌体を使用したので,其 の際の菌体の成育状況を

示す.

計算室法に依 り菌体数を各 々2,25時 間目に測定し2.1×108個/m1,3.8×109個/m1を

得た.叉 コロニー法では25時 間 目の菌体数は2.7×109/m1で あつた.

第2図.フ ァージ実験供試用菌体の成長曲線・縦軸は吸光度,横 軸は時間(時).

(2)フ ァージの分離 と確認

実 験 方 法

1.平 面培養法に依 るプラークの計数

下層に2%寒 天を含む培地5～10m1を 流 し固化後,1.5%寒 天含有培地5～10m1,20

時間振温培養菌体懸濁液(約109個/ml)3m1,フ ァージ被検液1m1の 混合液を上層とし

て加える寒天二重層法に依る.溶 菌斑は30℃ の恒温器に16時 間置いて観察した・

2.供 試菌体

培養基の組成,培 養…法は前項の菌体成長実験の場合と同じ.



実 験 結 果

供試 菌体 とファージ溶菌液 の混合液を5000r.P.m.で30分,0℃ で 遠心分離 し其 の上 澄

液を殺菌生理食塩水で10倍 系列に稀釈 し,平 面培養法(platingmethod)に 依 つて溶菌

斑を形成 させ る.プ ラークを計数(titercount)し て原液 のファージ濃度を知 り,叉 溶菌

斑の均一である事 を確めた.第3図 に溶菌斑(実 物大)を 示 す.

第3図.K-49フ ァ ー ジ に よ る'溶 菌斑.

プラークの形状が均一な溶菌斑 を殺菌生理食塩水に溶かし,こ れをあ らかじめ一晩培養

した菌体 と30℃ で2日 問振盪培養後,遠 心分離して菌体を除き上澄液を55～60℃ の重

湯煎で30分 加,.,,5000r.P.m,15分,0℃ での遠心分離を繰 り返 し上澄液をファージ検液

として使用する.此 の連続稀釈のファージを上述 と同じ寒天二重層法で 平面培養する.此

の実験をくり返して溶菌斑の形状の均一である事,プ ラーク数は濾液の稀釈度に逆比例す

る事を確認 した.溶 菌斑の形状は直径1～2mmの 透明な円形で周囲に量輪(halo)を 有

する.

次に培養菌体にファージを添加し,其 の溶菌現象に依る培養液の濁度の低下を追求した.

方法は前述の如 く菌体の培地との混合液を水で10倍 に稀釈し吸光度を測定するので

ある.



第4図 はその一例 である.尚3日 目に遠心分離 して菌体を除き,上 澄 をtitercountし

て5×109個/mlの 濃度 の ファー ジ溶液が得 られた.

第4図.フ ァ ー ジ添 加 に依 る培 養 液 の 濁度 低 下.

反 応 液30℃,pH6.8～7。1.C(contro1):

フ ァ ー ジ無 添 加,T(test):フ ァ ー ジ添 加.

縦 軸 は 吸 光度,横 杣 は時 間(時).

次に20時 間 培養の菌体1m1を90m1の 培地に加え,更 にそれに次の各濃度のファー

ジを加えた場合の培養液の濁度の変化を調べた.

第5図.一 定量 二の菌 体 に 種 々の 濃 度 の ファ ー ジ を加 え

た場 合 の 培 養 液 の 濁度 変 化.a:フ ァ ー ジ な し.初

発 菌 体 量1。1×108/ml,b:1.0×109/m'フ ァ ー ジ

1ml添 加,c:1.0×109/m1フ ァ ー ジ9m'添 加,

d:1.0×105/mlフ ァ ー ジ9rnl添 加.

縦 軸 は吸 光 度,横 軸 は時 間(時).



第5図 に示された如 く,濃 度の高い区分程早く溶菌現象が認め られた.し かし再び濁度

の増加がファージ 無添加区に較べるとはるかに少ないが認められたので3日 国に更に ファ

ージを添加 したが濁度の再低 下は認め られなかつた.分 離碓認はしなかつたけれども,多

分抵抗菌が生じたものと推察される.

次に20時間 培養の菌体5m1を95m1の 新 しい培地に加え振盪培養を常法に従つて続

け,種 々の成育時期にファージ(1.0×109/m1)2m1を 添加 し溶菌過程を観察して第6図

を得た.

第6図.各 時間毎にファージを添加 した場合の培養液の濃度変化.

Controlは ファージ無添加,数 字はファージを添加 せる時間.

縦軸は吸光度,横 軸は時間(時).

第6図 よ り明 らかな如 く菌体 の生育時期 によ り溶菌現 象は異 なつた様相 を示 す.2時 間

後 の菌体が もつ ともファ ージの攻撃を受 け易 い よ うに思われ る.

(3)遊 離 ファ ージの温度,pHに 依 る不活化

〔A〕 ファ ージの活性 と温度 との関係

実験方 法

前述 の方法で菌体 よ り分離 した ファー ジ溶 液を10m1ず つ試 験管に分注 し,夫hの 系列

を各温度 の重醗煎に浸漬 し各時間毎 に1m1採 取 し単 ・感染に依 るプラーク計数 法に依 り

活性ファージ の生存率 を調べた.

実 験 結 果

ファージ原液を培地 で107/m1く らいに稀釈(plI=6.9)し て行つた場合 の結果 を,最

初 を1と した生存 曲線で示 す と第7図 の如 くなる.

〔B〕ファージ の活性 とpHと の関係

実 験 方 法

1・0×106/m1濃 度 のファージ溶液0.5m1を 各pH培 地(塩 酸,苛 性ソーダ で調 整)に 加

え37℃ の恒温器に入 れ,… 定 時間後にその0.5m1に つ いて ファ ージ活性 を常 法のプ ラー

ク計数法に依 り検 べた.



第7図.遊 離 ファージの温度 による不活化.図 中の数字

は反応温度 ℃.縦軸 は生存率,横 軸は時間(分).

実験結 果

反応開始後3,24時 間 に於ける生存率と培地のpHと の関係を第8図 に示す・

第8図.フ ァ ー ジのpｈ に依 る不 活化(-3時 間,

一 ・-24時 間) .縦 軸は 生 存率,横 軸 はpH.



(4)フ ァージの一段増殖実験

培養液の溶菌現象に依 る濁度変化で ある程度ファージ 作用の様相が うかがえたが,本

ファージの成育特性を明らかにするために更に 一段増殖実験を行つた.

実 験 方 法

方法はAdams氏 の原報,1)其 の他3,6,11'1!)を参照し簡略化 して次の如 く行つた.即 ち前

記培養基にて30℃ で20時 間 振i培 養した菌体を同組成の新 しい培地で更に10倍 に稀

釈し2時 間培養を続けると菌体は約108/m1の 濃度の懸濁液となる・ これに菌体量 より梢

h少 ないファージ の一定量を加えて37℃ で10分 間,中 性で吸着を行わせる・これで大体

90%以 上吸着 されるが,而 る後予め用意しておいた増殖管の培地で急激に100か ら10000

倍に稀釈して吸着進行を阻止 し以後37℃,中 性で 反応させ経時的に其の ・定量をとり寒

天二重層法に依る平面培養 で活性ファージ の定量を行つた.プ ラークの謝算は平面r養 後

30℃ で16～20時 間してから行つた.

実 験 結 果

今実験の1例 を挙げると第9図 の如 くなる.

第9図.K-49フ ァ ー ジの 一 段増 殖 曲線.pH6・9,

37℃ の 大 豆 粕培 地 で 反 応.縦 軸 は1ml中 の プ

ラー ク数,横 軸 は 吸 着 後 の時ICJ(分).



温度37℃ の中性培地 では普通 ファージが感受性菌 に感染 してか ら新生 ファ ージが 現 わ

れず に感染菌が1個 の感染 中心 となつ ている最小潜伏期(minimumlatentperiod)は

約40分,感 染菌1個 あた りの新生ファージ 平 均放 出額(meanburstsize)は70㌧95程

の 一段増殖 曲線 を描 いて成長 す る.

(5)フ ァ ージの成長 に及 ぼすFHの 影響

菌体 と同様 ファ ージの成長 を問題 とす る場合 にもpHと 温度 の及ぼす影響 が先ず検討 さ

るべ きであ り,乳 酸菌 の ファ ージ増 殖に及ぼすpHの 影響 に就 いてはOvercast,is)金 子 氏

等10)が 叉C】ostrdiurnに 就 いてはGold氏 等9)が 菌 体数 の変化 よ り検べ てい る.著 者等は

反対 に種 々のpH値 に於け るファー ジの成長 を溶菌斑 を計数す るプラー ク計数法(Plaque

countmethod)で 直 接 に観察 した.

実 験 方 法

菌株,フ ァー ジ,培 地,操 作法は前述の 一'段増殖実験 の場合 と全 く同様 にし 増殖管中の

反応液 のpHは 塩酸,苛 性ソーダ で調整 して行つた.菌 体 とファージ は37℃ で10分 間

吸清 させ てか ら下記pH値 の増殖管で稀釈 し37℃ で反応 を開始 させ時 間に依 るプラーク

数 の変動 を検 べた.

第10図.酸 性側に於ける ファージ の 成長.吸 着時

pHは6.7～6.8,図 中の数字は反応液の終末時pH,

横軸は10分 吸着後の時間(分),縦 軸のプラー

ク数は初発を10と した時の比プラーク数.



実 験 結 果

1.酸 性側に於ける一段増殖実験

これに依るとファージの成長は中性附近で最大でpii値 の下るに従つて放出量は減少す

るがpH5.6迄 は大体増加し宿主の成長 と平行している.叉 潜伏期はpHが 変つても最適

条件 と殆 ど同じで感染後約40分 である・

2.ア ルカ リ性側に於ける一段増殖実験

アルカリ性側ではpH8.7で もファージの放出は阻止 されないが,放 出量がpH上 」に

伴つて減少するのは宿主の生理的条件の悪化に関係しているものと思われる.潜 伏期は酸

性側 と同様にpHに 依 り殆 ど影響を受けない・

第11図.ア ル カ リ性 側 に於 け る ファ ー ジ の成 長.吸

着 時pHは6.9～7.0,図 の 説 明 は 第10図 と同 じ.

次に最大放出量を得 る為には潜伏期の全ての時期が中性でなければならないのか或いは

潜伏期の 初期だけに特に 関係しているのか等を知る予備試験 として37℃,中 性で反応後

28分 目に反応液のpHを 各々8。6と5.4に した.其 の時のプラーク 数の時間に対する関

係を示すと次表の如 くなり,潜 伏期の後期でもpH値 が悪化するとファージ の正常な成長

はおさえ られる事が判つた.従 つてpHは 潜伏期の全ての時期に影響しているものと想像

される.



第1表.反 応途中でpHを 悪化させた時の一段増殖実験.

(6)フ ァージの成長に及ぼす温度の影響

pHの 場合推察された如 く温度の場合 も宿主の最適温度がファージの最適条件であろう

と考え,培 地の温度を20℃ ～50℃ に変化させて 一段増殖実験を行つた・ 増殖管中の反応

時間と活性 ファージ数(比 プラー 数で示す)の 関係を示す と第12図 一(イ),一(ロ)の

如 くなる.吸 着時の条件は37℃,10分 でpH7・0・ 反応液のpHは 全て7・0で あるが,

7.1で あつたものは()で 示した.叉 図中の数字は温度(C.)を 示す.

第12図 に示 された如 く ファージの成長は温度に対 して非常に敏感で20℃ 以下,50℃

以上では成育は阻止された.叉 高温度の場合潜伏期には著しい変化が認め られないが,低

温度部では放出量の低下 の他に明らかに潜伏期が延長される.

(7)フ ァージの成長と宿主菌体の生育時との関係

菌体の斜面培養から一白金耳接種 し30℃ で20時 間振蛋培養 したものを宿主 として一

段増殖実験 を行つた所,第13図 に示す如 く共の潜伏期が非常に長 く叉其の許容pH域 も

狭められていた.

第12図 一(イ).22℃ ～37℃ で の一 段 増 殖 山 線 。

図 の 説 明 は 第10図 に 同 じ.



第12図 一(ロ).37℃ ～48℃ で の一 段 増 殖曲 線.

図 の 説 明 は第10図 に 同 じ.

又第6図 でみられた如 く ファージ添加による溶菌曲線が宿主の生育時期に依 り異なるの

でファージ の成長は菌体の成育時期によつて影響されるにちがいないと思い次の如 く種々

の生育時期の菌体を用いる一段増殖実験を行つた.方 法は常法に従い20時 間 振灘培養し

た菌体を更に10倍 に新しい培地で稀釈し30℃ で培養を続け各時間毎の菌体を・・段増殖

実験の宿主として使用した.

始めに予想した程ではないが潜伏期は延長され,2時 間培養の菌体の潜伏期が最 も短か

つた.前 の実験(第13図 参照)で の潜伏期の異常な延長は菌体の生育期 と他の未知因子

も関係しているものと推察される.

要 約

(1)Bacillussubtilisvar。a〃iyloliquefaciensFukumoto・K49を5%大 豆粕アルカリ

抽出培地で培養しpH6.7～7.0で 大成長を示 し,109/ml迄 増殖する事,pH約5以 下及

び8以 上では殆ど生育しない事を認めた.

(2)フ ァージは周囲に盤輪を有する直径1～2mmの 透明な溶菌斑を形成する.遊 離

ファージは培地中では65DC以 上で除々に失活する・pHに 依つても不活性化が起 り中性

附近で安定である.

(3)フ ァージの成長は一段増殖曲線の典型的な型に従い約40分 の潜伏期の後に急激

に増加して放出量は70-)95で 最高 となる・



第13図.一白 金 耳 よ り出発 し20時 間 培 養 の 菌

体 で の一 段 増 殖 曲線.吸 着 並 び に 反応 条 件 は上

述 の一 段 増 殖 実験 と 同 じ.ア ル カ リ性 側 のpH

は02M-tetraborte(pH9.4)で 訂刮整 。

縦 軸1m1中 の プ ラー ク数,横 軸 は時 間(時).

(4)フ ァージの増殖はpH7.0前 後が最適でpH5.4以 下叉は8.9以 上では成長 しな

いが,酸 度の変化は潜伏期に殆ど関係しない.

(5)本 ファージは.Z37℃ で最も良く繁殖 し37℃ 以上48℃ 迄は潜伏期は同じで放出

量は極度に下 り,37℃ 以下22℃ 迄の場合は放出量の低下の他に潜伏期 も梢 々長 くなる.

(6)菌 体の生育時期によつてもファージ の潜伏期は変化し,概 して対数的増殖期が最

小で定常期に入るとファージ放出迄の時間が長 くなる.

(7)此 のファージの生育は菌体の成長と平行関係にあり菌の生理的条件即ち温度,pH,

培養時期等に依 り非常に影響を受け易い事が明らかにされた.

本研究につき貴重 な菌株並びにファージ 溶菌液を分与 された上,種 々助言を与え られた

大阪市立大学福本寿呪郎,里 村幸男,山 本武彦の諸博士に厚 く御礼申し上げる.尚 叉終始

実験に協力された寺本正也君に深 く感謝する・



第14図.種 々の生育時期の菌体での一段増殖曲線.

吸着条件は37℃,10分 でpH6.9.反 応液は37℃,

pH6.95～7.05.数 字は宿主菌体の培養時間で

②は対数的増殖期の初め,⑪ は対数的増殖期と

定常期との中間期の菌体.図 の説明は第10図

に同 じ.
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 Summary 

   1) The growth of bacterial cells (Bacillus subtilis var. amyloliquefaciens Fuku-

moto-K 49) was investigated under various pH values in 5 % soybean extract 

medium by estimating turbidity of culture solution. The optimum pH is 6.7-7.0 

and this bacterium can not multiply at pII above 8 or pH below 5. 

   2) The plaque formed by K49-phage is clear and circular. Its diameter 

is 1-2 mm and it has a halo. The influence of temperature on the bacteriophage 

was examined by plating technique. It was found that the phage is stable for 

40 minutes under 60'C, and that above this temperature the activity of phage 

decreases gradually with the increase of the temperature. The effect of pH-

value on the phage was also studied by the same technique. In general, the 

phage is comparatively stable at the neutral solution and the activity of phage 
decreases at higher or lower pH. 

   3) The growth of K49-phage was followed by One Step Growth Curves. 

Under the optimum condition (pH 7.0, at 37'C) in soybean extract medium this 

phage multiplies with the average burst size of about 70-95 and the latent period 

is about 40 minutes. 

   4) The burst size varies with the pH values ranging from 5.4-8.9, without 

changing of the latent period. When the host-phage complex was incubated at 

pH 7 and 37'C for the initial 38 minutes after infection and then placed at pH 

5.4 or 8.6, the phage could not multiply as in the standard medium. 

   5) This phage gives the greatest titer at 37'C. Although between 37°C 

and 48'C, the average burst size is greatly affected but the latent period is not 

prolonged, the temperature between 37°C and 22'C affects both the latent period 
and the burst size. 

   6) The latent period is also influenced by the age of host. The cells of 

logarithmic growth phase generally have a minimum latent period and those 

of stationary phase have a longer period. 

   7) It was revealed that the growth of the phage seems to keep pace with 

that of its host cell and is influenced by the biological and physical conditions.


