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論文内容の要旨

細菌細胞間での種を越えての細胞融合に関する研究は極めて少ない o Stαphylococcus αureus と Stα

phylococcus epidermidis , Streptococcus sαnguis と Streptococcus fiαecalis ならびにStreptomyces の

異なる種間でのプロトプラストの融合，また L型菌を用いたEscherichiα coli と Pseudomonαsαerugi

nosαの異属間融合の研究があるのみである。この研究では，まずStreptococcus mutαns ， S. sαnguお，

Streptococcus sαlivαrwsならびに S. faecalis の 4 種の口腔レンサ珠菌について L型菌を誘導すること

を試み，ついで得られたS. faecalis L型菌と S. αureus L型菌，すなわち属を異にするグラム陽性菌

間で、の細胞融合を行った。

1. 口腔から分離した上記 4 種， 25株の菌株をブレインハートインフュージョン (B H 1) ブロス

に 1%あるいは 3%食塩， 1 ， 000単位/mlのペニシリンG (P CG) , 1 %寒天を加えて作った平板培地

に接種し， 37
0

Cで 4 週間培養して， fried egg 状の集落を形成する L型菌の誘導実験を行った。その結

果， S. faecαls で、は供試した27株(口腔以外より分離した株を含む)のすべてがL型集落を形成するが，

他の菌種では L型集落の出現は全く認められないことが示された。 S. faecalisの代表株について，種々

の培養環境がL型集落の出現率 (P CG無添加対照での全集落数に対する割合)に及ぼす影響を調べたo

NaCl濃度については 3%，また 3 %NaClを添加した際にはpH が7.2のとき，最大の L型集落の出現率

(4X lO-
S

) が見られた。誘導に用いた培地のBHI を普通ブロスあるいはトリプチケースソイブロス

(T S B) にかえても出現率は影響されず，ウマ血清の添加は出現率を低下させた。また PCG濃度，
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種々のアミノ酸の添加ならびに二価イオン (MgCl z と CaCl) の添加も，調べた限りでは，無影響であっ

fこ O

誘導一代目のL型集落を呈する菌は， NaCl無効日のBH 1 7~ロス，および 3 %NaCl および50単位/ml

の PCG加BHI プロス中では増殖しなかったが， PCG無添加の 3 %NaCl加 BHI ブロス中では，

接種後 2 週間以内に，その大部分が珠菌型の集落を呈しつつ発育した。この不安定L型菌を， 50代以上

PCG添加の 3 % NaCl加BHI 寒天培地に継代培養することにより， PCG添加の有無にかかわらず，

3 %NaCl加BHI ブロス中で増殖するが， NaCl無添加の BHI 平板上では集落を形成せず，また細胞

壁ペプチドグリカン特有な成分であるムラミン酸を含まない安定L型菌 (T 一 2 株)を分離した。

II. 上述した安定L型菌から分離したストレプトマイシン (SM) 耐性亜株 [T-2(SM)]，カナ

マイシン (KM) 耐性亜株 [T- 2 (KM)J ならびにエリスロマイシン (EM) 耐性亜株 [T -2 

(EM)J ならびにT-2 株の親株(珠菌型)である TH-6 株の SM耐性亜株 [TH-6(SM)J より

誘導した不安定L型菌を融合実験に供した。異属間細胞融合の相手としたs.αureus の安定 L型菌は，

クロラムフェニコール (C P) 耐性あるいはテトラサイクリン (T C) 耐性プラスミドを持つ，それぞ

れ F P -L (pCp) あるいは F P 2 -L (Em'pTc) 株，ならびに染色体性の SM耐性のEMT (Sm') 

株およびCP耐性EMT (Cpr) 株である。

s. fiαecalis と S. aureus の L型菌のそれぞれを， TSB に 3 %NaCl と 0.5%イースト抽出物を加えた

基礎培地に一夜培養し，これら両L型菌(ともに10 9集落形成単位， C F U) を同一遠心管に容れて遠

心後， 50% (W/V) のポリエチレングリコール6 ， 000 (P E G) を加えて室温で 1 分間撹祥処理した。

基礎培地で遠心洗糠してPEGを除いた後， 50単位/mlの PCGを加えた基礎培地中で37
0

C18時間増菌

培養を行った。この培養物を，パートナーとした L型菌のマーカーとした両薬剤を加えたTSB寒天培

地に混釈培養し，生じた二重耐性集落数の薬剤無添加の対照培地に生じる全集落数に対する割合を求め

た。

1. SM耐性S. faecαlis L型菌T-2 (SM)株と CP耐性プラスミドを持つS.αureus L 型菌 FP-L

(pCp) を混合して PEG処理し，ついで増菌培養することにより， SM と CP に二重耐性を示す集落

が10- 5 ___10- 7 の割合で出現し，この出現率は， PEG非処理の場合のそれの20ないし 1 ， 750倍の高率で

あった。増菌培養をしなかった場合，ならびにそれぞれの菌株を単独でPEG処理した場合などの対

照実験では二重耐性菌は生じなかった。

2. 前項に述べた融合実験において，融合処理操作の全過程に DNase- 1 を添加した場合，二重耐性集

落の出現率は有意に影響を受けず，また融合に供する L型菌の一方を溶菌液とした場合には，逆に

出現率が極端に低下した。また PEG処理を o OCとした場合にも，二重耐性集落の出現率は3TCでの

処理の場合と変わらなかった。これら 1 と 2 の結果は，二重耐性菌の出現に，形質転換，形質導入，

接合の関与が除外ができることを強く示唆している O

3. S. faecαlis L型菌， T-2 (EM) , T-2 (KM) 株あるいはT- 2 (SM) と ， S. aureus 

L型菌， F P -L (pCp) あるいはTC耐性プラスミドをもっ F P 2 -L (Em' pTc) とを組み合せ

てPEG処理した場合にも， PEG非処理対照のそれに比べ， 250ないし640倍の高率で二重耐性集落
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の出現が認められた。

4. しかし S. faecαlお T- 2 (SM) , T-2 (KM) あるいはT-2 (EM) を染色体性の薬剤耐性

を示す， S.αureus EMT (Sm') あるいはEMT (Cp') とを組み合せてPEG処理した場合には，

二重耐性の集落はほとんど出現しなかった。

5. S. fiαecalis T H -6 (S M) およびCP耐性プラスミドをもっS.αureus M S 353 (pCp) の珠菌型

のそれぞれから，不安定L型菌を誘導し，これらを一緒に PEG処理することによって二重耐性の融

合体を珠菌型として分離することを試みたが，不成功に終った。

以上要約すると， S. faecalis L型菌と S. αureus L型菌との混合物を PEG処理により，属を異に

するグラム陽性菌の間で細胞融合体を誘導し得ることを初めて明らかにした。

論文の審査結果の要旨

本論文は口腔常在細菌を含む，グラム陽性細菌から安定L型菌を誘導し，薬剤耐性をマーカならびに

細菌細胞融合体の選択に利用することにより，グラム陽性細菌の異属間細菌の細胞融合に初めて成功し

たものである。

第一報においてヒト口腔レンサ球菌の L型菌の誘導条件を詳細に明らかにし，第二報において L型菌

によるグラム陽性細菌の異属間細菌細胞の細胞融合体が誘導されることを証明した。

この業績は細菌遺伝学の今後の進展に新しい局面を開く可能性を秘めるものであり，歯学博士の学位

請求に十分値するものと判定した。
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