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Psez/aomonassolanacea7/u7vaB19株 の

ウ ィー ル ス 耐 性 変 異 に つ い で

松 井 千 秋

Studies on the mutation of Pseudomonas solanacearum 

 B19 strain from virus sensitivity to virus resistance 

              Chiaki Matsui

1896年E.F.Smithが 初めてPseadomonassotanacearumに 関する研究を公にし

て以来,幾 多の学者の研究は今日に至るも依然としてその跡を絶たない.こ のように本菌

に関する研究が著しく一般の関心を引くに至つた所以は,単 に本菌は適応性が強 く,寄 生

範囲が広 く,従 つてその研究の実用的価値が高 く評価された と云 うばか りではなく,更 に

本菌に見 られる変異現象には学者の新しい認識と深い興味とを唆るに足 るものが あるか ら

でもあろ う.

本菌の形態,病 原性及び生理的諸性質に於ける変異の事実は 既に先学のしばしば観察記

載しているところである.1。・11・12・13・14・15)また本菌のウィールス感受性から耐性への変異の事

実についても,既 に松本,岡 部,河 村によつて報告されているが,2・9・13)この 変異の機序,

本態等に関する基本的研究は 遺憾ながら未だ盲点として取 り残されているかの憾がある.

思 うに,こ の分野に於ける研究の発展は 当然細菌遺伝学の進歩に深い関連を持っが,謂 う

までもなく,個 々の細菌はその形質の観察に於て既に研究上多くの 困難を伴 うばか りでな

く,更 に総ての細菌に遺伝子の存在事実は未だ十分確証された とは云えない・ この限 りに

於て細菌の遺伝学的研究は少くとも現段階に於ては著 しい制約を免れないが,一 方,韓 近

の遺伝学の動向は 細菌の変異性研究の将来の在 り方にも何か新しい示唆を与えるものでは

ないであろ うか.1・3・5・16)

著者はPseudomonassolanacearamB19株8・13)及 び これに感受性のあるSPlhB19ウ

i一 ル ス(SPlh,ウ ィール ス)8)を使用して,B19株 の変異 とウィールス との関係を,ウ

i一 ル スに対する感受性の観点か ら些か実験考察した.

実験に際し種々御指導 を頂いた吉井甫教授 ・ 木場三朗助教授 ・ 筑紫春生助教授 の御好意

に深 く感謝する.

ウィール ス耐性変 異 につい て

PsetcdemonassolanacearumB19株 菌浮游液にSP,hBlgウ ィールスを加えると,一

定時間後溶菌が起つて,今 迄菌のために溺濁 していた培養液は透明となる・ しかし・その
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後,培 養液 中には多数 の ウィール スが存在 するに もかかわ らず,培 養液は再び溷 濁 す るこ

とがあ るが,こ れは ウィ ール ス耐性菌の増殖 に起 因す るもの と解 され る.こ の ウィ ール ス

耐性菌の発生機 序を考察す るために下記 のfluctuationtest4)を 行 つた.

1.原 培 養 液

単一 コロ=dよ り分離 したB19株 菌 を葡萄糖加 用馬鈴薯煎汁培地(中 性)10ccに 培 養

し(12時 間35℃),そ の0.1cc中に 凡そ1個 の細菌 が浮游す る程度に高度に稀釈 し,稀

釈 液0.1ccを 煎 汁培地30ccに 力llえ35℃ に30時間 培養 して原培養液 とす る.

2.二 次 培 養 液

+数 本の殺菌試験管 に,原 培養液1ccつ つ を採 り,こ れ等 を35℃ に50時 間 培養 して

二次培養液 とす る.

3.淘 汰

二次培養i液をA,Bの2群 に分け,A群 は二次培養液1本,他 はB群 とし,A群 に は

葡萄糖加用馬鈴薯寒天平板数枚.B群 には培養液1本 につき一一枚つつ を配す る.平 板面に

はsPユhingウィー ル ス液1cc(ウ ィ ール ス濃度7.3×109/cc)を 拡 げ(淘 汰平板培地),A

群 に 於ては同一培養液につ き数回,B群 に於 ては培養 液1本 につき1回,二 次培養液O.1

ccつ つ を取 り各 ウィールス液面の中央 に滴下 して混和後寒天培地にて上 層を作 り,35℃ に

2日 間培養すれば,そ の間に,感 受性菌は ウィール スに よつて溶菌 され,上 層に生 じた コ

ロ=/は 二次培養i液中のウィール ス耐性菌 の増殖に よるもの と解 され る.二 次培 養各液中

の ウィール ス耐性菌数を表示すれば第1表 の如 し.

第1表 に於 て,A群 各3の 結果 よ り,上 記淘汰法には ピペッ ト誤差以外には何等の変動

誤差fluctuationerrorが 含 まれていないことは既に明かである.

若 し,細 菌 のウィール ス耐性変異が,淘 汰操作 によつて 誘発 され るものであ ると仮定す

るな らば(誘 発変異inducedmutation),変 異 菌数は,淘 汰 中に細菌体 中で惹起 さ れ る

誘発変異 の確率に よつて左右され るもの と考 え られ,同 様 な,し か も相互に独立 した一連

の培養各液 中(B群)の 変異菌数 の変動は,こ れ等一連の培養 液群 中の 或 る培養 液1本 の

示すそれ(A群)と 異 るこ とはな く,varianceはIneanに 等 し くな らなければ な らない.

しか し,若 し,変 異が淘汰操作 とは全 く無 関係に,細 菌の増殖 中に自然 に起 り,し か もそ

の形質が遺伝的であ ると想定す るな らば(自 然突然変異spontaneousmutation),培 養

液中の変異菌 数は,1世 代 に於 ける或 る細菌の変異の確率及 び 変 異の生起時期 に関係す る

もの と考え られ,従 つて変異菌数は培養各液相互 間で著 しく変動 し,varianceはmean

よ りも遙かに大 とな る筈 である.

以 上各3異 つた二つの基盤 に立脚 して 第1表 の結 果を吟味すれば,本 菌 のウィール ス耐

性変異は自然突然変異 と見 る方 が論理 的によ り妥当であつて,ウ ィール スは この変異の誘

発原mutageneと は ならない ことにな る.

変 異 率mUtatiOnrateに つ い て

85本 の試験管 に,原 培養液0.1cc(菌 濃 度108/O.1cc)つ つ を採 り,こ れ等を35℃ に
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第1表

50時 間培養 して二次培養液(4.7×107)と する.淘 汰平板培地255枚 を85枚 づっの3群

に分け,二 次培養液1本 にそれぞれ3枚 を紀する.先 づ第1群 平板に二次培養全液を滴下

してウィー ルス液と混和後寒天培地にて一ヒ層を作 る.次 で,二 次培養液管壁に附着した細

菌を煎汁培養液1ccで 洗つて第2群 平板に注ぎ上層を作る.更 に二次培養液管壁を同様に

して洗い,第3群 平板に注いでE層 を作 り,全 平板を35℃ に3日 間培養後L層 に生 じた

コロニイによりウィールス耐性菌数を検べ第2表 の結果を得た.

第2表
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前記の よ うに,ウ ィールス耐性変異が 自然突然変 異であ るとすれば,二 次培養各液中 の

変異菌 は相互 に全 く無関係に発 生 した ものであ り,変 異菌 を含 まない二次培養液(C。)は

全培養…液(C)に 対 してPoisson分 布(Co/C=e-m)を す ることにな り,mは 変異数 とな

る.従 つ て変異率 μ(perbacteriumpergeneration)瓢mln2/Nと な り(Nは 二 次培

養液 の菌澱度),1)本 実 験 に於 ては μ=1.6×10-sと な る.

ウィールス耐 性 変 異 菌 に つ い て

本 ウィール ス耐性変異菌浮游液にSPlhB19ウィールス を加 えて 一定時間後遠心分 離 して

上澄液のウィールス 濃度 を検す るに(吸 着実験),6)そ の ウィール ス濃度 には何等の増 減が見

られず,本 菌 が ウィール ス吸着能力を失つているこ とが容易に判 る.し か し,本 菌 の変異

が単 に ウィール ス吸着能力の喪 失のみに 限 られ ているものか,球 は更にその後 の ウィール

スの生活環 をも十分 阻止 し得 るものであ るかは未 だ明か でない.た だ,本 変異菌 も,そ の

野生型即ちB19株 に 対 して 感受性 を有す るSP,hBl9以 外 のウィールス 群 に対す る感受性

を依然保持 してい る事実 より考察すれば,こ の ウィール ス耐性変 異は 細菌 のウィール ス吸

着機構に於て最 も顕著 に現われ るもの と思 われ る.し か し,細 菌の ウィール ス吸着機 序に

関す る知 見は今猶十分ではな く,の従 つて耐性変 異機構の完全 な解 明は 将来 の 研究成果に待

つほかはない.な お,ウ ィール ス耐性変異 と他 の諸変異 との関係,変 異菌 と病 原性 との関

係等 については更に詳細に実 験考察す るつ も りであ る.

摘 要

SP,hB,,ウ ィールスに対す るPseu40monasselanacearumB19株 の ウィール ス耐性

変異はその増殖 中に生起す る自然突然変 異 と解 され,そ の変異率 は,1.6×10-sで あ る.

本 耐性変異菌はSP、hB19ウ ィール ス吸着力を喪 失 し,従 つて ウィール ス耐性であ るが,

SP、hBl9以 外 の ウィール スに対す る感受性は依然保持 している.
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Summary

AccordingtothestatisticalanalysisoftheresultsobtainedfromHuctuat・

iontest,thegeneticchangeofPseudomo〃assoZσ 〃aceaプ 〃彿B19strainfrom

SPlhお1gvirussensitivitytovirusresistancewasassumedtheoretica11ytothe

spontaneousmutationoccurredduringthelifecycleofeachce11,andthe

mutationratedeterminedexperimentallywas1.6×10-8.

TheInutationwasassociatedwithfailureofthe】 【nutanttoadsorbSPlhl≧1g

virustowhichithadbeenresistant.Butyet,themutantwasstillsensitive

totheotherviruses,soitwasassumedthattheresistancewasduetothe

specificfaihlreoftheadsorptionmechanismtoSPlhBlgvirus.

LaboratoryofPlantpathology,FacultyofAgriculture,KyushuUniversity.


