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ファージを用いた遺伝の実験（第3報）

貝 沼 喜 兵

Ⅰ はじめに

筆者ほ，枯草菌（Bacillussubtilis）を用いて「DNAほ遺伝子の本体である」ことを実証する実

験を高校「生物」あるいほ「生物‡」に導入し，これを授業でどのように指導展開したらよいか

の実践的研究を続けてきた。

これに加えて筆者ほ，ファージのもつ遺伝研究材料としてのすぐれた特徴を生物実験に生かせ

ないかと考えていろいろな試みをしてきた。その結果，次にあげるような実験を生物Ⅱの授業に

導入できることを実践的に確めた（第1報）。

1．rⅡ突然変異株の誘起。

2．Cis－tranS相補性テスト。

3．三点実験による遺伝子地図作成。

遺伝学の発展につれて，「遺伝子概念」ほどのように変遷してきたのだろうか。筆者ほ，その

概念が提起されてくる基礎となった実験を，生徒に授業実験として指導することができないだろ

うかと考え，その実践的研究を試みた（第2報）。

ところで，明年から実施予定の選択生物の「遺伝子と形質発現」の項目で，「DNAが遺伝子の本

体である」ことを証明した実験例として，多くの教科書はGri汀ithからAveryらにいたる肺炎双

球菌の形質転換実験とならべて，1953

年のHersheyとChaseの行なったT2

ファージを用いた実験例をあげている

（図1）。

ファ←ジを用いて明らかにされた分

子遺伝学の成果は大変多い。当然なが

ら，その成果の一部ほ，選択生物など

の教科書で紹介される機会も多くなる

であろう。そうであるならば，指導す

る立場にある現場の教師として，ファ

ージの教材化，ファージを用いた実験

に関する実践研究の必要性が要請され
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るのほ当然の趨勢と考える。

HersheyとChaseの実験を例にとり，問題点を指摘してみると次のようなことがあげられる。

ファージを取り扱った経験のない教師が，ファージについて全く知識のない生徒に，この実験を

説明することほかなり困難ではなかろうか。

逆に，ファージの遺伝形質の区別を観察で理解し，あるいほ，ファ…ジの生活環を調べる実験

を経験した生徒に，HersheyとCbaseの実験を説明する場合ほ，教師ほ自信をもって指導できる

のでほないだろうか。

そこで筆者ほ，高校生物にファーージの実験をすすめるという観点から次の2について実践を終

え問題提起を試みた。

1．はじめてファージ実験を導入する場合，どのような実験をどうすすめたらよいか。

2．ファージ実験の基礎を終え，より発展的な実験をめぎす場合ほ，どのような実験をどうサ

すめたらよいか。

Ⅱ プァ洲ジ采験の方法

1 プァ｝ジの遺伝形質

（1）実験のねらい

ファージは，分子遺伝学の研究材料として最もすぐれたものの1つである。実験の手はじ糾ま，

ファージの遺伝形質とほ何か，また，それほどのように区別されるのだろうかを明らかにするこ

とからはじめるとよいであろう。この実験ほ，同時にファ・－ジの定量法をも理解させることむこな

る。

（2）実験材料と準備（班単位に必要とする主なもの）

（彰10‾6むこ希釈したT4r＋とr韮の入った小試験管

管 ③ スボトム培地とストップ（滅菌したもの）

② 指示菌（K12（ス）とBS）の入った小試験

④ シャ…レ8枚 ⑤ メスピペット

（10糀g2本，1況g2本，0．2椛β4本）

（3）実験方法

減菌したシャーレにjボトム培地を分注し，冷却固化させる。これにりもblelにしたがって指

示薗を分注する。これを図2のように希釈したファージ液を0．1紀gずつ分注し，ストップを加えて

0．1mlずつ

rヽm

冒10一望
ファーージ原液

ゼ
灯潟ユ0耕一渇

0．1mlずつ

10－9

0．9mt
9．9mま

生書聖食塩水

図2 プァ…ジの希釈とプレートの方法
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ファージと指示菌を均一に分散固化させる。

（4）実験結果。

図3にあるプラークを測定し，結果をTablelと2にまとめた。

Tablel ファージの遺伝形質と定量
指′Jミi態

ファージ K12（Å） BS ファージ／′mJ

T4r＋（vild） 46 39 35 43 4．ユ×iOリ

T4rIi（mtユIant） 0 0 29 31 3．1×】が1

Table2 ファージの遺伝形質

瀾 K12（え） BS

T4＋ 小型プラーク 小型プラ仰ク

r訂
プラーク形成

せず
大型プラーク

図3 r十とrⅡのプラーク

（5）結果の考察

r十ほ，K12（ス）とBSにプラークを形成し，BSに野性型のプラークを形成する。これに対し，rⅡ

は，BSにr型のプラークを形成し，K12（ス）にほプラークを形成できない。電子顕微鏡でないと

見ることのできないファ∵ジが感染，増殖，溶菌，そして再感染をくり返してできたものである。

1個のプラークにはもとほ1個のファージに由来した107～108のファージ集団，すなわちクロ｝

ソであり，バクテリアのコロニ｝と対応していることを生徒に理解させたい。また，この実験ほ

次の生活環の解明へとつながっていく。

2 ファージの生活環（一段増殖）

（1）実験のねらい

L

吸着⑳感染

図4 ファージの生活環（Sだま．Åme㌻野）
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大腸菌に感染したファージは図4のようにファージDNAを注入する。これが大腸菌内で複製

をくり返し，子ファージをつくる。これまでの時間を暗黒期（edipse）といい，図4．でほ20分で示

される。つぎに子ファージが増加し，リゾチームを合成する。これによって大腸菌の細胞壁ほ溶

菌され子ファージが放出される。♪この時問を潜伏期（1atenもperiod）といい，図4でほ30分であ

る。このようにして放出される大腸菌1個当りの平均の子プァ〟ジ数と暗黒期ならびに潜伏期と

を求め，ファ←ジの生活環について理解を深めるのがこの実験のねらいである。同時にこれほ，

HersheyとChaseの実験を理解するのに直接的な実験となるであろう。

（2）実験の原理

大腸菌に感染したファージが増殖し，菌内に多数の子ファージをつくって

1個のプラークしかつくらない（A系列）。ところが，クPロフォ

菌内につくられた子ファージほ放出されるので，子ファー

このように，一定時間ごとにサンプリングしたものを，その

数だ

系列）と，クロロフォルムで溶菌してからぬりつけたもの（B系

eclipseと1atentperiodならびに平均ファージ増殖数を

ここでのサンプリングの時間ほ，

（3）準 備

（訂 3×108ノ耽gE．coliB‡∋

④ スボトム，ストップ

ナ

し＿．

0，7，14，21，25，30，45，6

② 2×107ファージ液（r＋かr丑のい

／レ
ムを加

レて－

るまでは

ると

（B系列）。

つけたもの（A

けてプラーク数を調べ，

きる。

⑤ シャーレ36枚 ⑥ メスピペット（10耽

指示菌

1．0舵β2本，0．2

耽g30本） ⑦ 生理食塩水9．9耽gll本，0．9椛g4本，PB 5糀gl本。

（4）実験方法

A系列，時間（上記8回）ごとにサンプリングし，1もbleの希釈倍率にしたがって希釈し，スプ

レートにぬりつける。

B系列，A系列の試験管にクロロホルムを加え，60分放置した後，スプレートにぬりつける。

A，B系列とも，一晩培養した後プラークを測定し，データ処理をした後，グラフにかいて，eClipse

や1atent
periodなどを求める。

方法を図5に示すと次の通りである。なお，この操作ほ，すべて370Cの温湯を入れたビーカー

で行なう。

図5 ファージの生活環を調べる実験の方法

①BBにファージを接種する

0．5耽g

フ釘

②100倍に希釈しファージを増殖させる．

0．05耽β（タイム0とする）

5分間（370C）

ファージの吸着

E．coli】∋B

4．5舵β

（3×10▲8）

「¶
彪
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③A系列0′10‾2のつくり方

0．1況β 10‾2

転職

0．1椛gずつ

の竹竹竹∽坊

④B系列0′10‾2のつくり方

AO′10【2にCHc13

0．1耽βを加え

BO′10‾2とする
60′後

指示菌 ストップ処理

1晩培養

プラーク測定

0．1乃gずつ分注

喝

喝

（野
⑦

指示菌

ス

CHc13

、う

⑦

Gゝ

Y」
トップ処理後
1晩培養

七

ラべノレ

A

／

0

10－2

ラベル

B

／

0

10‾2

プラーク測辞

実験結果

r十とrⅡ（638）とを比較して実験してみた。はじ捌こ√である。Table3のその1ほプラークの記

録である。Table4その2ほ，培養液中のファージ濃度の変化である。A系列0分，1×104／糀βを1

としてA，Bとも比で示した。

これを片対数グラフにかき，グラフの立ち上りか

らeclipeと1atentp．を求める。r十の場合ほ25分

（eclipse），35分（1atentp．），平均ファージ増殖数ほ

1個の大腸菌あたり230個であった。
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でabe13 ファージの生活環㌔ その1

タ

イ
ム

Å 系 列 B 系 列

dil プラーク数 dil プラーク数

0′ 10－2 6．14 10‾2 1．0

7′ 10－2 7．11 10‾2 1．1

14′ 10‾3 0．6 10‾3 0．6

21′ 10‾8 2．4 10‾8 3．4

25′ 10‾3 5．8 10‾4 4．10

30′ 10‾ヰ 0．1 10‾4 1．7

45′ 10‾4 11．11 10‾4 12．19

60′ 10‾4 18．20 10‾4 31．42



Table4 ファージの生活環r十 その2
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Table5 ファージの生活環（rlI） その1

タ

イ
ム

A 系 列 B 系 列

dil プラーク数 dil プラーク数

0′ 10‾2
122×4、

104×4
10‾2 4．7

7′ 10‾2
114×2

126×4
10‾2 21．30

14′ 10‾3 56，69 10‾3
173×4
174×4

21′ 10‾3
200×4

10‾3
197×8

259×4 241×8

25′ 10‾3
157×8 10‾4 131×4
150×8 160×4

′ －4 147×4
10‾4

87×4
30 10

163×4 108×4

45′ 10‾4
132×4

10‾ヰ
118×4

122×4 165×4

60’ 10‾4
200×4

10‾4
152×4

211×4 179×4

00

O

1
0
g
（
太
嬰
凶
当
り
の
フ
ァ
∴
／
機
娩
数
）

′
～
′
′
′

′
・
′
J
－
′

eclipe 13分

Iatent
perIOd 20分

哨慰i数
160僻∋

T－r丑

03020 40 50 6（Iタテ

A 系 列 B 系 列

タイム
ファージ
濃 度 比 タイム

ファージ
濃 度 比

0タラ
1二0×104 1

0男 0．05×104
0

7 0．9×104、′0．9 7、 0．1×104 0．1

14 3 ×104′ 3 14 3 ×104 3

21 3 ×104 3 21 3．5×104 3．5

25 6．5×104 6．5 25 7 ×105 70

30 5 ×104 5 30 4 ×105 40

45 1．1×106 110 45 1．5×106 150

60 1．9×106 190 60 3．6×106 360

Table6 ファージの生活環（rⅡ） その2

A 系 列 B 系 列

タイム 義ア一差比 タイム
ファージ
濃 度

比

。奉1
4．5×10D 1 男

0
5．1×103 0

7、∧5．4×105 1．2 7 2．5×104 0

14 6．3×105 1．4 14 1．3×106 2．9

21 9．2×106 20 21 1．7×107 38

25 1．3×107 28 25 5，8×107 128

30 6．2×107 137 30 3．9iご10787

45 5．1×107 113 45 5．7×107 127

60 8．2×107 182 、60 6．6×107 i47

r丑（638）ほ，同様にして求めたeclipeほ13分，

1atentp．は20分，ファージ増殖数ほ160個／大腸菌

となった。r正変異株のrほ，rapidlysis，すなわ

ち，速溶菌性である。その特徴が，グラフから読

みとれる。

筆者ほ，生物Ⅱの授業で，生徒実験としてこの

実険を取り上げている。その実険結果のグラフを

参考にかかげてみた。問題点は，生徒の技術的な

障害で，グラフほ必しもきれいでないが，eClipe，

1atent
period，平均ファージ数ほ読みとれる。

－274－



10g

フ

ァ

l

ジ・

108

107

106

105

／

／

′

／

／

1班

0102030405060分

10g

フ
ァ

l
ジ

8

7．

ハU

O

l

「⊥

106

105

′J

ノ

A系列

w≠－仙－－仙－－B系列

4班

〆

′

／

／

／′

′1／

／
／

／

／

／

′ J

0102030405060分

国7 生徒実験の結果

10g■

フ
ァ

l

ジ

108

107

106

105

／

／

／

′

／’

5班

0102030405060分

10g

フ
ァ

1

ジ

00

7

6

5

10

10

10

10

′

／

′

′

6班

′一【【

0102030405060分

3 ファージ増殖数の変異幅を調べる実験（単個菌によるファージの産生）

（1）実験のねらい

前の実験で得られたのほ，大腸菌1個当り平均のファージ増殖数であった。この実験でほ，平

均でほなしに，個々の大腸菌のファージ産生数の変化を調べることにある。

（2）実験原理および方法

大腸菌BB（3×108／糀g）に2×107／椛gのファージを接種する。5分間感染吸着後，これを10‾6に

希釈する。すると，ファージ濃度は，2／耽朗こなる。これを，小試験管に0．3況βずつ分注する。す

ると小試験管1本当りのファージ濃度ほ0．6／本となる。このようにすると30本の小試験管でほ，

18本がファージの感染を受け，12本がファージがないということになる。

この小試験管を90分370Cで培養する。その後1本ずつ，別々のスプレートに分注し，プラーク

数を測定する。
ファージ

2×】07／mJ

UO■1m‘
ファージ

2

大腸菌

3×10名／mJ ユ0‾2 10‾4 10‾6

8頂
－－－－→妙

30本の′ト試に0．3mJずつ分注

2×q．3＝0．6／1本
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分注の方法

私1芸管ほスレ小分ス3
一一－－－－－－－…－－40

ストップ処理後370Cで1晩培養，プラークを測定

図9 小試験管の培養液をスプレートへ分注

（3）① 2×107のファージ（r＋かr‡） ② 3×108／耽βBB ③ Åボトム，ストップ，PB（9．9

耽β3本） ④ シャ｝レ44杖 ⑤ 指示菌 ⑥ メスピペット（10況g2本，1．0耽g2本，0．2椛β

6本）

（4）実験結果と分析

Table7 10‾6BB

25．28 2．7×108

◎プラーク0‥＝‥17枚

Table8 10‾5rⅡ

19．23 2．1×107

◎プラークあり……23枚

プラーク数（数の少ない順にならべる）

11，21，25，30，37，40，48，57，57，58，60，62，69，83，108，112，125，128，200，244，

464，500，636

0データの分析（ポアソソの式による）

a）ファージ濃度 2．1×107

b）試験管当りの感染菌数 2．1×0．3＝0．63

c）使用したプレート数
40

d）プラークのないプレート（計算値） 40×e‾0暮63＝21．2

e）プラークのないプレート（実測値） 17

f）プレ…ト当りの感染菌数1増ニ0・86
g）1偶の感染菌より生じたプラークをもつプレート数 40×0．86×e－0・86＝14．6枚（11～108）

h）2偶の感染菌によるもの 40×讐㌔e－0・86＝6・3枚（112～464）
i）3個の納菌によるもの

40×…浮×e－0・86＝2・3枚（500～636）
（5）結果の考察

40枚のプレートについてポアソソ式で分析してみた。プラークのないプレ｝トの理論値ほ，21

枚であるが，実測値は17枚である。

1偶の菌（1偶のファージの感染によると思われる）によると見られるものが，11個から108個

となる。
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この実験ほ，ファージを希釈して平均0．6個にするところにポイントがある。

Ⅱ ファージ教材化の検討

1．高校生物実験への導入は無理か。

ファージ実験をすすめるのに必要な機器ほ次のようなものである。

冷蔵庫，恒温器（370C），オートクレーブ，乾熱滅菌器（1500C），遠心分離器（4000r．p．m4本が

け）。

これらの楼器ほ，現在でほ，理科の教室でほ大体備えているように思われる。

ファージ材料ほ，大学の生物教室か，生化学の教室から分譲してもらえる。筆者は，東京大学

医科学研究所の生物物理学教室から分けてもらった。

ファージ実験ほ，少し練習をつめば誰れにでもできる。筆者の学校の生徒実験の結果を見れは

理解できると思う。筆者にとって，ショウジョウバエの交雑実験の方がほるかにほん雑に思われ

る。

2．生徒実験のすすめ方

この種の実験にかかわらず，生徒にすべての実験をやらせる必要はないし，また，そのような

ことは実質的に不可能である。生徒にやらせる実験と，教師の準備することとのかかわりを実験

項目ごとに私見を示したい。

また，授業は，一貫した長期的計画の中ですすめるのであるが，1つの実験項目を例にとれば，

大体次のパターンですすめている。なお，授業では，実験の原理，方法，結果のまとめ方などを

書いたプリントをつくり，これを生徒に配布し，教材として使用している。

① はじめに実験のねらいと原理を説明する。

② 実験方法のポイントをプリントと黒板を併用して説明する。

③ 班単位（1班5～7名）に実験開始。状況に応じ実験を中止させ，生徒を集めて，筆者が重

要な操作をやってみせるなどをし，生徒実験の失敗を防ぐ。

④ 実験終了後は，結果の観察，レポートのまとめ方などを注意して授業を終る。

（1）ファージの遺伝形質

○教師の準備するもの。

① ファージ原液。これは教師が準備する。必要に応じて，培養するのほもちろんのこと，適

当に希釈し小試験管に分注し，班の数だけ準備しておくとよい。

② 指示菌。ファージ液と同様に教師の方であらかじめ培養し，小試験管に分注して配布する

とよい。

③ 培地や生理的食塩水など。培地の調整と滅菌などほ教師の方で準備する。班の数だけ準備

するのがポイントの1つである。

④ シャーレとメスピペットなど。シャーレの洗じょうと風乾は生徒にやらせる。メスピペッ
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トはピペット洗じょう器で水洗いし，これを乾熱滅菌するのほ教師側である。

なお，これほ，実験助手のいない筆者の学校のケースであるが，実験助手がいるところは，ま

た，いろいろとその学校の実情に応じた対応ができるであろう。

○生徒実験の実際

① シャ←レにスボトムを分注しスプレートをつくる。

② ファージ液の希釈（10‾6→10－8）。

③ スプレートに指示菌を分注し，これに10－8に希釈したファージ液を0．1況βずつ分注する。

ストップ処理をする。

④ 恒温器に入れて一晩培養する。

⑤ 翌日の昼休みか放課後，プラークを観察し，記録する。

⑥ シャーレの寒天を処理し，シャーレを水洗いし風乾させる。

（2）ファージの生活環

ファ叩ジの遺伝形質を調べる実験と基本的に同じである。教師ほ，E．coliBBを生徒実験の前

に調整，小試験管に分注しておく。ファ・－ジ液も同様である。

生徒実験ほ，スプレートが調整できたら，教師の準備した大腸菌とファージを用いてA系列と

B系列のプレ←卜を調整する。

これを一晩培養し，翌日取り出してプラークを測定記録する。結果の分析ほ班単位に行なぁせ，

レポートほ各自でまとめ提出させる。

（3）ファージ増殖数の変動を調べる実験

生活環を調べる実験と同じ要領ですすめる。

生徒ほ，一定に希釈したファージと大腸菌を教師から受けとる。E．coliBBにファージを接種

し，希釈し，小試管に0．3耽βずつ分注し，60分培養後，スプレート処理し，370Cで1晩培養する。

結果の観察と後片づけほ前の実験と同様である。

3．発展した実験

ファwジ実験の基礎が終了したら，より発展的な実験をすすめたい。次のような一連の実験が

一貫性があり極めて興！衆深い指導ができる。

（1）亜硝酸処理によるrII変異株の分離

で＋をNaNO2液中で処理し，これをBSを指示菌とし，Åプレートにぬりつけてrプラークを

拾う実験である。1クラス6ケ班で合計60～100杖のスプレートから6～10株のr玉変異株を分

離できる可能性がある。この笑険で，遺伝研究における変異株分離の役割などを指導することが

できる。また，この実験を通してmu七Onの概念について考察させることができる。

（2）シスートラソス相補性テスト

分離したr韮変異株を培養し，これを材料にしてシスートランス相補性テストでÅ，Bのどの

シストロソをこ欠陥を生じた株かを確定することができる。この実験を通して，Cまsもron とほ何か
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を指導することができる。

担）遺伝子地図作成

この実験は分離した変異株を3株用い，三点交雑法で，組みかえ率の大小を比較し，突然変異

の生じた部位の相対的位置をきめる実験である。この原理ほ，ショウジョウバエなどで染色体地

図を作成するのと全く同じである。しかし，ファージの場合ほ，操作はほるかに簡単で，しかも，

短時間に，大量の個体数を取り扱うので古典遺伝学の時代にほ想像できなかった詳細な遺伝子分

析ができ，「reCOn」という新しい概念が提起されてきた。この実験のねらいほ，1つほreconの

概念が，誰れにより，どのような実験を通して提起されてきたのかを指導することにもある。

これら3つの実験ほ，相互に密接に関連し合っている。これらの実験を通して生徒に一体何を

指導できるのだろうか。それほ，次のような諸点でほないだろうか。

1．遺伝子概念の具体的指導，分子遺伝学の遺伝子概念を，それが提起された実験を生徒に経

験させながら具体的に指導できることである。

2．ユニ叩クな実験原理。方法，それぞれの実験ほ，ファージ実験独特の原理と方法が随所に

みられ，生徒も感激させられる。科学を発展させてきたのは，粘り強い努力もさることながら発

想のユニークさやアイデアにある。これを生徒に体験させることができる。

3．データの分析。実験結果，得られたデータが信繚できるか否を検討することほ科学する場

合の必須の条件である。ファージ実験ほ，この点で極めてすぐれている。このようにして，得ら

れたデータから一定の法則性を導びき出すことを生徒に経験させることができると考えている。

終りに，この論文をまとめるにあたり，ファージプラークなどの特殊な撮影ほ，写真家の金子

昇一氏に撮って頂いた。ここにその事実を記し，深く感謝の意を表します。
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