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Psendomonassolanacearum E.F.Smith

ウ イ ル ス の 電 子 顕 微 鏡 的 研 究II*†

松 井 千 秋

Electronmicroscopicstudiesonbacterialvirus

activeagainstPsendomonassolanacearum

E.F.Smith.II

ChiakiMatsui

筆者はさきにP.solanacearumB-19株 を攻撃するウィルスA株(Si株)の 精製を

行つた結果,電 子顕微鏡下で直径約70mμ の球型粒子を得たが,8)こ の粒子は後述の理由

により,正 にP.solanacearamの ウィルスと認めらるべきものであり,筆 者の記憶に

して誤 りなければ植物病原細菌のウィルス像 として本邦において恐 らく初めて観察された

ものと云えよう.尤 もその後寺田正中及びその共同研究者達12)によつて,罹 病茄子植物か

ら分離したP.solanacearumに 特異的に作用するウィルスの形態学的観察がなされた.

それは頭部60～70mμ,尾 部240～380rnμ か らなる精虫型粒子であつたことから,P.

solanacearamの ウイルスに於てもまた精虫型のものも存在することが実証されたわけ

である.

筆者は本報において既報の実験手技及び結果を補足,再 検討 し,更 に新に観察し得た結

果について些か考察しようと思 う.

本実験 は九州大学農学部,専 売公社秦野たばこ試験場及び国立遺伝学研究所において行

つたものである.ス ピンコL型 超遠心分離機は秦野たばこ試験場(指 導 日高醇部長),

遺伝学研究所(指 導.辻 田光雄部長)の ものを,電 子顕微鏡は九州大学電子顕微鏡室,遺

伝学研 究所のもの(い ずれも50KV)を 使用 し,ミ クロ 卜ー'ムは遺伝学研究所のスペンサ

ー ・ウル トラ ・ミクロ トームを用いた.実 験にあたつて終始御協力と御援助をいただいた

関係研究室の方々の御好意に対し深い謝意 を表する.

供試 細 菌 及びウイルス につ い て

実験に使用した宿主細菌及びそのウィルスは既報にて述べたものである.8)

宿 主細 菌 の唱 子 顕微 鏡像 に つい て

細菌は培養の薪旧の相違によつても,そ の電子顕微鏡像にまた相当の相違が見 られる.

*九 州大学農学部植物病理学教室業陵.

†本研究に対し,衡 冒導,御 数示を恭 うした吉井硝教授,木 場三朗助教授 に謝意を表する.

本研究は文部省科学研究助成補助金によつてなされた.
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筆者は馬鈴薯葡萄糖液11)3時間,43時 間培養菌(培 養温度いずれ も35℃)を それぞれ遠

心分離法により水洗して電子顕微鏡下で形態学的観察を行つたが,そ の結果はFig.1及

びFig.2の 如 くである.即 ちFig.1は 対数的増殖期の細菌を示し,細 胞内容は均等に

して特殊な構造は認められないが,Fig.2の 示す休止期のものに あつては,原 形質内に

若干の 立体構造が見られる.こ の種の 内部構造について,Wyckoff5)は スピロヘータ,

Knaysi6)はMycobacteriamtuberculosis,Golderg及 びMorgan4)は ス トレプ トv

/シ ンを含む培地に培養 したErwiniaamylovoraに おいても同様な構造を観察してい

る.そ の成立機序についてはGoldberg,Morgan及 びKnaysi4)はErwiniaamylovora

における細胞質内の立体構造はクロマ チン物質や リポイ ドを含むものであるとい う理 由で,

恐 らく細菌の核であろ うとい う見解をとつている.し かし細菌細胞内の核の存在について

Recombinationの 現象7)或 はTemperatevirusに よるLysogenization14)等 のi実験は,

これを間接的に証明し得 るに過ぎず,核 構造を直接的に観察し得 るものは核染色,lo)超薄切

片法5)に よる電子顕微鏡像等未だ蓼々たる現段階において,僅 かに数葉の写真,し か も菌

体表面像のみの観察によつて,Erwiniaamylovoraに おける細胞質内立体構造を論議

することは些か妥当を欠 ぐものであろう.従 つてFig.2に 見られる内部構造が・果して

生物学的重要意義をもつものであるか,或 は試料作製時叉は写真撮影中の偶発事象即ち,

乾燥,真 空,高 熱等の物理的原因によつて招来された原形質の単なる入為的変化に過ぎな

いかの決定は,本実験 の範囲内では一応 これを保留するのを妥当とする.更 に叉超薄切片

法16)により細菌細胞の内部構造を検討中であるが未だ良好な結果を得 るに至 らない.故 に

か くて得たFig.3は 筆者が把えた一つの事実 として蝕に記録するに止める・術・ 本菌は

極毛性の細菌であるがFig.1及 びFig.2共 に鞭毛の着生は見 られなかつた・

ウイルス精 製 用培地 につい て

筆者1ま従来ウイルスの精製に際 して,宿 主細菌及びウイルスの培養,増 強用培地 として

カゼイン水解物1%を 加えたウシンスキ イ氏液11)を使用して 多 くは良好な結果を得たが・

岡部 ・後藤9)の燐酸アンモニウム蔗糖 液は前述の半合成培地に比して遙かに効率的であつ

た.'好 ましいウイルス精製用培地の条件 として考えられるものは,ウ ィルスの増強に適し

ていること,種 々の粒子,夾雑 物が含 まれていないこと,粘 度が低いこと等であるが,岡

部 ・後藤の培地はP.solanacearam及 びそのウイルス(virulentvirus)に 対 しては・

お よそこれ らの諸条件を十分に満すものといえよう.馬 鈴薯葡萄糖液はウィルスの増強に

は適しているが,培 地 自体に夾雑物が多く,筆 者はこれを佼用 して未だ満足な結果を得る

に至らない・

活性 粒子 の精 製 につ い て

P.solanacearumの ウイルス粒 子の大さに関しては従来もちろん明かにされていない.

従つて筆者は粒子の直径を40～100mμ と仮定して活性粒fの 分離精製を数回:行つたが,

その うちで最 も有効と考えられた遠心力9と 分離時間との関係を表示すればおよそ第1図

のようである.
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第1図 分 劃 遠 心 分 離

第1図 において,分 離(1)は 実験室用低速遠心分離器を用い,細 菌を除 くにすぎない.

分離(2)以 下はスピンコL型 超遠心分離機を使用し,分 離(2)に より100mμ 以上の粒子

を除 くことに努めた.そ の沈澱物の電子顕微鏡像はFig.4の 如 くである.次 で分離(3)

により淡乳白色ゼ リー状の沈澱を得たが,そ のウイルス力価は上清に比して遙かに高い.

Fig.5は この沈澱物の電子顕微鏡豫である.と ころでFig.5に おいては,夾雑 物中に均

等な球型粒子が混在している.こ れらの夾雑 物を除き均等な粒子のみを蒐集することは容

・易な業ではないが,そ のためには本実験においては20,0009.120分 間の遠心分離が最 も

有効であつた.分 離(5)後 の沈澱物は無色透明ゼ リー状のもので,Fig.6に 示すように直

径70～80mμ(クロム ・シヤ ドイング試料による)の 均等な球型粒子のみであつた・しか

もそのウィルス力価は極めて高かつた.

精 製 粒子 のウイルス 学 的活性 につ い て ・ ・

筆才千は第1図 の分劃遠心分離法によつて得た精製粒子のウイルス学的活性を検討するた

めに次のような実験観察を行つた.即 ち馬鈴薯葡萄糖液に培養した宿主細菌に精製粒子の

浮游液を加え,350C2分 間放置後,遠 心分離して沈澱菌を電子顕微鏡下で観察した.そ の

結果はFig.7に 見られるように菌体表面に球型粒子の吸着が証明された.叉80分 後こ

の沈澱菌浮游液(蒸 溜水使用)をコロジオン 膜を張つた電子顕微鏡用試料支持台に乗せ,

乾腰後観察した結果はFig.8,9,10の 如 く,宿 主細菌は溶菌崩壊して多数の球型粒子
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の放出が証明された.そ してこれらの粒子は精製粒子 とほ ビ同大であつた.一 方精製粒 」:

を使用して行つたonestepgrowth実験 においては,そ の潜伏期間は約90分,新 生ウ

イルス放出量は約150個 で,こ の結 果を精製前のウイルス浮游液について行つた実験結果

に対比するに,何 等有意な差異は認められなかつた.筆 者は以上の諸点を綜合考察して,

この精製粒子をウイルス粒子と確認して大過なきものと信ずる.

考 察

およそ未詳の微粒 子が ウイルス・粒子と決定されるに至るには,必 要な多くの手続がなさ

れなければならない.即 ち,粒 子のウイルス学的活性を検べる方法,電子 顕微鏡下で粒J:

のウイルス学的生活環境を見る方法,乃 至血清学的検査法等はしばしば用いられ る方法で

あることは周知の通 りである.筆 者は粒子の精製及びウイルス学的活性,更 に電子顕微鏡

による生活環の考察等により,Fig.6の 球型粒子をウィルス粒一fと確認することによつて

一応の結論に達 したことは前述の通 りであるが,従 来,植 物病原細菌のウイルス像として

屡々発表されたもので厳しい批判に耐え得るものは寧ろ甚だ稀であるとさえ云えよう.

例えばThornberry等T・3・)の 報告になるXantho〃lonasprztniの ウィルスもこれを形

態単的観点か らすれば,限 外濾過法により測定された粒子の直径 と,電 子顕微鏡像より得

られたものとの間には納得し難い大きな相違があ り,叉 彼等の電子顕微鏡像が,ウ ィルス

粒子を決定する実験的根拠にも既に若干の問題点が指摘 されよう.更 にNChapman等2)

が発表したErzviniacarotovoraに 見る23種 の多きを数える多種多様の形態を有する

雑然たるウィルス及びウイルス様粒子群に至つては,該 ウイルスを形態学的に把握する基

準 となるべき形態の決定自体が既に不可能で,従 つてウイルス学的活性が未だ明かならざ

る現段階において,敢 てなされたウイルス粒子の診断的価値にもまた若干の批判の余地が

残 されるであろう.

細菌 ウイルスの形態は諸家の研究結果を綜合すれば,細 菌の種類をとわず概して球型叉

は精虫型粒子と一応考えてよいであろ う.そ して精虫型粒子の尾部は,ウ イルス感染に際

して菌体表面への附着器 として重要な生物学的意義を有することは,既 にAnderson1)の

電子顕微鏡像によつても理解 され よう.Wyckoff3)は 従来球型粒子 とされていたE.coli

のT3,T7ウ ィルス も極めて繊細な尾部を有すると報 じているが,筆 者の精製分離した

ウイルス粒子においては,こ れについて肯定的な実証は得 られなかつた.叉Fig.6と

Fig.7と の粒子において,そ の直径に若干の差異が認め られるが,こ れは寧ろシヤ ドィ

ングに由来する誤差 と解する方が妥当であろう.従 つてウイルスA株 粒 ∫の直径はシヤ ド

イングを施さない試料即ちFig.7に より約50mμ と補正さるべきであろう.

摘 要

1.PseadomenassolanacearumE.F.Smithの 電子顕微鏡像について若干の形態

学的考察を行つた.

2.分 劃遠心分離法によりP.solanacearumの ウイルスA株(S,株)の 増強液 より

直径約50mliの 活性球型粒子 を精製分離し,そ のウイルス学的活性及び生活環の検討に
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よ り,こ の 粒 子 がP,solanaceantmの ウ イル ス 粒 子 で あ る こ と を 確 認 し た.
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 Summary 

According to the differential centrifugation at 26,000 g for 60 min., 57,000 g 

60 min. and 20,000 g ~2) min., the spherical particles about 50 mg in diameter 

were purified from the suspension of lysed P. solanacearum B-19 strain under 

action of bacterial virus strain A (strain S1). 

After the investigations of viral activity and of one step growth experiment, 

the particles were defined as the virus particles. 

 The electron microscope was applicated to the morphological studies of host 

bacteria and viral life cycle, and the results were as follows : 

Fig. 1. P. solanaccarum from a young culture ( 8 hours). Well nourished 

cell, filled with homogeneous protoplasm. (Cr shadowing. x 16,000) 

Fig. 2. P. solanaccarum from an old culture ( 43 hours). The protoplasm 

was granulated.(Cr shadowing. x 16,000) 

 Fig. 3. The sections of bacterial cells from an old culture, showing dense 

parts within cells.( x 18,000) 

Fig. 4. The sediment after centrifugation at 26,000 g for 60 min. 

                                       (Cr shadowing. x 18,000) 
Fig. 5. The sediment after centrifugation at 57,000 g for 60 min. 

(Cr shadowing. x 22,000)
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 Fig. 6. The purified P. solanacearum virus strain A (strain  SI) particles. 

                                        (Cr shadowing. x 28,000) 

 Fig. 7. The virus particles adsorbed on the surface of bacteria. 

 Fig. 8. The protoplasm of lysed bacteria by the virus. 

                                        (Cr shadowing. x 11,000) 

 Fig. 9. Bacterial cells lysed by the virus and liberated virus particles. The 

flagella still attached to the lysed bacterial cells. (Cr shadowing. x 15,000) 

 Fig. 10. The lysis of bacteria by the virus. (Cr shadowing. x 16,000) 

Lab. of Plant Pathology, 
                                                        Fac. of Agriculture, 

                                                        Kyushu University, 
                                                          Fukuoka, Japan

　　 　　 　　　 　　第6及 び 第7図 版 説 明

　　 　　 　　　 　　　 　　(電 子 顕 微鐘 写 真)

Fig.1.8時間 培 養 菌(クロ ム ・シヤ ドイ ソtグ.×16,000)

Fig.2.48時 間 培養 菌(ク ロム ・シ ヤ ドイ ソ グ.×16,0GO)

Fig.3.48時 間 培 養 菌 の 内部 構 造(×18,000)

Fig.4.遠 心 分 離(2)の 沈 澱(クロム ・シヤ ドイ ング.×18,000)

Fig.5.遠 心 分 離(3)の 沈澱(ク ロム ・シ ヤ ドイ ング.×22,000)

Fig.6.精 製 ウイル ス粒子Cク ロム ・シヤ ドイ ン グ.×28,000)

Fig.7.宿 主 菌 体 に 吸 着 した ウイル ス粒子(×17,000)

Fig.8.溶 菌(ク ロ ム ・シ ヤ ドイ ング.×11,000)

Fig.9.溶 菌(ク ロム ・シヤ ドイ ン グ.×15,000)

Fig.10.溶 菌(ク ロム 。シヤ ドイ ング.×16,000)



第6図 版

Rseudomonassolanacearumウ イル スの 電 子 顕微 鏡 写 真



第7図 版

Pseudomonassolanacearumウ イル ス の 電 子 顕微 鏡写 真


