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　　In　previous　papers　Uetake　and　his　associates

（1954；　1955）25），：“）　reported　that　all　type　strains

of　Eg．　group　Salmonella，　so　far　tested，　were

found　to　be　lysogenic　and　the　bacteriophages

obtained　from　the　same　were　capable　of　infec－

ting　Ei　group　organisms，　resulting　in　lysogeni－

zation　and　antigenic　alteration　from　3，　10　to

3，　15　in　O　antigenic　structure．　lt　has　also　been

pointed　out　that　this　phenomenon　is　slightly

different　from　transduction　（Zinder　and　Leder－

berg，　1952L’7）；　Lederberg　and　Edwards，　1953L’O）；

Stocker，　Zinder　and　Lederberg，　1953fi一’）　；　Baron，

Formal　and　Spilman，　19535）），　being　quite　similar

to　the　re12tionship　of　bacteriophage　to　toxi－

genicity　in　Corynebacterium　diphtheriae　（Free－

man，　1951］’）；　Parsons　and　Frobisher，　1951L’i）；

Freeman　and　Mores，　1952i：’〉　；　Groman，　1953i“〉，

1955’5）；　Barksdale　and　Pappenheimer，　1954“）；

Groman　and　Eaton，　1955］6）），　phage　to　colony

type　transformation　in　Bacillus　megateriurn

（lonesco，　1953”7）），　phage　to　change　in　phage

adsorption　ability　in　Sal血onella（Boyd，19546））

and　phage　to　changes　in　phage　type　in　Sal－

monella　（Anderson，　1951i），　19552）　；　Felix　and　An－

derson，　1951”）　；　Sholtens，　1955）．

　　The　experiments　in　this　report　were　con－

ducted　in　order　to　compare　the　actual　phage－

induced　antigenic　alterations　with　transduction，

in　detail．

　　　　　　　　　Materials　and　Methods

1．　Salmos・iella　slrains

S．　anatum　293，　S．　butantan，　S．　vejle，　S．　simi，

S．　kinshasa，　S．　cambridge　and　S．　canoga　are

all　international　standard　strains　which　were

donated　by　F．　Kauffmann　to　the　Japan　Entero－

bacteriaceae　Committee，　the　donor．　Strepto－

mycin　（to　be　referred　to　as　SM，　henceforth，　to

facilitate　description）　sensitivity　of　these　strains

in　synthetic　fluid　medium　are　shown　in　table　1．

Though　it　would　appear　that　the　level　of　nat－

ural　resistance　to　streptomycin　is　very　high，

it　is　considered　to　be　due　to　the　medium　used，

since　the　level　is　within　ranges　of　levels　re－

ported　hitherto　（Florey　etal．　1949iO）；　Fukui，

1952i3））　when　tested　in　nutrient　broth．

2．　SirePtomycin－resista，nt．　strains

　　S．　kinshasa　and　S．　cambridge　of’E2　group

were　serially　subcultured　in　synthetic　fluid

medium　containing　SM，　and　SM－resistant

strains，capable　of　．growing　in　medium　containing

100mg　of　SM　per皿4，　were　obtained　from

each　strain　respectively．　The　fiuid　medium

consists　of　NaCl　2．5　g，　（NHd）　H1PO4　O．5　g，　K2HPOG

O．5g，　glucose　1　g，　MgSOA・7H，O　O．1　g，　and　dis－

tilled　water　250　rne．，　and　pH　was　adjusted　to

7．2－7・4　using　sodium　hydroxide　solution．

3．　PreParat．ion　of　O　and　ff　antisera

　　Both　O　and　H　antisera　were　prepared　using

standard　procedures　（Koji　ma．and　Hatta，　1941i6）　；

Edwards　and　Bruner，　1942S＞　；．　Kauffmann　1951’S）　；

DenkenGakuyukai，　19517））．

　4．　Determi．　nation　of　O　and　H　aniigens

　　O　and　H　antigens　were　determined　by　slide

agglutination，　tube　agglutination　and　ag．g．lutinin

absorption，　using　monofactor　sera　and／or　un一
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One　loopful　（3　mm　in　diameter）　of　culture　grown　in　synthetic　fluid　medium　a’t　37　’C　for　20

hours　was　inoculalted　into　1　me．　of　SM－containing．　medium，

　　　　　十　：　growth　after　20　hours　」’ncubation　at　37’］C

　　　　　一：　no　．O’rowth

absorbed　sera．

5．　Phages

　　Phages　were　obtained　by　autolysis　or　broth

culture　of　lysogenic　cells　or　by　mixed　cultivation

of　lysogenic　and　susceptible　ce11s．

　　i）　Autolysate　：　Bacterial　cells　grown　on　agar

medium　at　370C　for　20　hours　were　suspended

in　physiological　saline　solution　with　density　at

approximately　3×．　10iO　cells　per　ma．，　kept　at

370C　for　48　hours，　further　centrifuged　to　remove

the　bacterial　cells　and　the　resultant　supernatant

was　filtered　threugh　Chamberland　L3．　The

filtrate　was　used　as　autolysa’te，　containing　ap－

proximately　106　phage　particles　per　me．　Phage

titration　of　autolysa’te　sheuld　be　conducted

using　E，　strain　which　possesses　the　same

structure　in　H　antigens　as　that　of　the　strain

from　which　autolysate　was　prepared，　since

host－controlled　variation　must　be　taken　into

consideration．

　ii）　Fiitrate　of　mixed　culture：　Lysogenic　and

susceptible　cells　were　cultured　in　nutrient　bro’th

at　370C　for　20　hours．　A　part　of　the　supernatan’t

after　centrifuging　was　added　to　new　nutrient

broth．　The　broth　was　inoculated　with　suscep－

tible　cells，　incubated　at　370C　for　20　hours　and

centri’fuged　to　remove　the　cells．　The　above

procedures　were　repeated　several　times，　’and

the

was　filtered　through　Chamberl・and　L：｝．

sUspensions　were　tested　for　sterility

time　Qf　preparation　and　when　used．

6．

7．

supernatant　Qf　the　resulting　broth　culture

OPt’ical　densiiy　was　determinecl

　　　by　electrophotometer　with　wave

　　　　length　at　6430A．

PlaqMe　coMnt　was　carried　out　by

　　　　agar－layer　method

　　（Denken－Gakuyukai，　1951’））．

8．　Anligenic　altera．iion　by　antisera

　　Anti－1．5　monofactor　serum　was

absorbing　anti－S．　newington　or

Phage

at　the

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　prepared　by

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　an’ti－S．　new－

brunswick　O　serum　with　S．　london　or　S．　anatum．

Antigenic　varian’ts，　possessing　O　antigenic　factor

15，　were　cultured　in　nutrient　bToth　con’taining

anti－15　monofactQr　serum　and，　when　nessessary，

＄erially　subcultured．　At　appropri’a’te　intervals

the　culture　was　plated　ou’t　on　nutrient　agar

plate　and　resulting　cblonies　were　tested　by

monofactor　sera．

9．　Test　for　lysogenicity　of　ind’ecced

　　　　　　　　variant　cells

　　i）　Af’ter　soaking　in　phage　antiserum，　pure

cul’ture　of　respect．ive　induced　varian’t　strain

was　obtained．　From　each　pur，　e　cultur，　e，　auto－

lysa．te　was　prepared　and　i’ts　ly’tic　ac’tivity　’to　Ei

grous　organisms　was　tested　by　plaque　formation
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and　by　densitometric　cletermination　of　broth

culture．　As　indicator　strains，　respective　parent

strain　and　S．　anatum　293　were　generally

employed．

　　ii）　Each　autolysate　was　additionally　tested

fQr　its　activity　of　inducing　antigenic　conversion

in　Ei　group　organisms，　generally　using　S．

anatum　293　as　an　indicator　strain．

　iii）　Further　tests　were　conducted　to　determine

whether　each　pure　culture　was　immune　or

susceptible　to　the　phages　obtained　from　E2

grQup　organlsms．

10．　As　a　desoxyribonuclease　PrePara－

　　　　　　　　ti．on，　varidase　（Lederle），

　　a　commercial　preparation，　containing　strep－

tokinase　and　streptodornase，　was　used．　Lytic

activity　and　SM－resistance　inducing　activi’ty　of

phage　suspension　were　tested　after　keeping

the　mixture　of　phages　and　varidase　a’t　30eC

for　5　hours．　Varidase　is　a　white，　lyophilized

enzyme　preparation，　containing　20，000　units　of

streptokinase　and　at　least　5，000　units　of　strep－

todornase　（desoxyribonuClease），　prepared　from

culture　・filtrate　of　group　C　hemolytic　strepto一

coccus．　Enzymatic　ac’tivity　was　verified　using

thymus　nucleic　acid　as　a　substrate．　・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results

1．　lnduction　of　strePiomycin－resistance

　　　　　　　　by　autolysate

　　Autolysate　prepared　from　SM－resistant　S．

kinshasa　was　mixed　aseptically　with　nutrient

broth　in　proportions　of　3　and　7．　After　the

mixture　was　tested　for　sterility，　S．　anatum，　S．

butantan，　S．　vejle　and　S．　simi　oi”　Ei　group　were

inoculated　separately　and　serially　subcultured．

Each　of　the　4　th　subcultures　was　plated　on

agar　plates　containing　SM，　at　the　rate　of　O．1

皿2per　plate，　SM－resistant　colonies　apPeared

in　S．　anatum，　S．　vejle　and　S．　simi，　with　the

Table　2。　　肋（洗凸。拓。泥（～ズStreptom？Jc’in『resistcan（；eゼπヱず1　GrO　t啄）07・gα？z’iSlsc．S

　　　　　by　Autol？yscr，te　of　Streptom：ijc’in－resistant　Stra‘in　of　Kinshasa

Nutrient　broth
　mixed　with

Autolysate　of
SM－resistant
　S．　kinshasa

None

Heated　autolysistant
　　of　SM－resistant
　　　　S．　kinshasa

Au七〇lys．ate　of

SM－sensi七ive
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　Recipient
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’
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Figures　indieate　number　of　colonies・

　　　　　ec’　3　plates　we’re　used，　on　each　of　which　2　times　as　many　eells　as　those　on　test　plate

　　　　　　　were　inoculated．
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exception　Qf　S．　butantan，　in　which，　hQwever，

SM－resi．stant　colonies　appeared　in　the．8th

subcultUI・e，

　　The　above且ndings　are　summarized　in　table

．2，which　shows　that　autolysate　of　SM－resistant

S．kinshasa　was　capa．ble　of　inducing　S．M－resist一

　　　　　　　　　　　　り
ance．　in　all　four　recipient　s・tr．ains．．When　auto－

1ysate　was　not　added　to　nutrjent　broth，．SM－

resistant　colonies　could　not　be　detecte．d　even

on　agar　plate　containing　less　than　1．25　mg　of

SM　per　m4．　Moreover，　when　autolysate　was

heated　at　100。C　for　30　minutes　and　also　when

autolysate　of　SM－sensitive　S．　kinsh．asa　was　used

instead　of．　that　of　SM－resistant　strain，　SM－

resistant　cells　were　not　detected．

　　Among　the　SM－resistant　colonies，16　strains　of

S．anatum，40f　S．　butantan，20f　S．　vejle　and

60f　S．　slmi（which　correspond　to　the　figures　in

parentheses　in　table　2）were　picked　at　rando．m

and　tested　for　grade　of　SM－resistance．　All　of

the　above　wefe　fbund　to　be　capable　of　growing

in　synthetic且uid　medium　containing　100　mg

ofSM　permゑ．
　　S．imilar　r6sults　were　also　obtained　in　S．　an－

atum　and　S．　simi，、　using　autolysate　of　SM－

re．sistant　S．　cambri．dge、

　2．　0απ露g幻¢♂6structee・re　and　l夕sogeni－

　　　　　　　　o吻げinduced　strepiomycitn－

　　　　　　　　reszs彦ant　straz’　ns

　　AII　SM－re．sistant　strain．s　obtained　from　S．

simi　and　S．　vejle　were　found　agglutinable　by

anti－15　serum　but　not　by　anti－10　seruln，

which　findings　were　confirmed　by　tube　agglu－

tination　and　by　a991utinin　absQrption．　Thus，　it

can　be　said　that　in　these　strains　O　antge．ns

脚ere　converted　from　3，10　to　3，15．

　　Contrary　to　the　above，　SM－res．is．tant　strains

of　S．　butantan　were　found　to　possess　3，10　as

O　antigens，　the　same　structure　as　that　of　parent

stram．

　　A皿ong　SM－resistants　of　S．　anatum，　only　one

of　16　strains　was　found　to　possess　3，15　anti－

gens　and　the　remaining　15　strains　w．ere　fou．nd

antigenically　unaltered．

　　The　above　indicate．s　that　in　some　strain．s

induction　of　SM－resistance　is　associated　with

antigen’ic　alteration　from　3，　10　to　3，　15，　while

in　others　the　former　is　not　associated　with　the

latter．　”raking　the　antigenic　change　into　con－

sideration．　two　kinds　of　SM－resistant　variant
　　　　　　　　’

cells　were　tested　for　their　lysogenicity，　with

the　following　results．

　　　i）　lt　has　been　found　that　the　autolysates

of　antigenically　altered　SM－resistant　s’trains，

which　were　ob’tained　from　S．　anatum，　S．　simi

and　S．　vejle，　contained　phages　capable　of　in－

fecting　S．　anatum　293，　resulting　in　antigenic

alteration　from　3．　10　to　3．　15　in　a　limited
　　　　　　　　　　　　　　　　7　一v　一．v　v）

number　of　the　cells．

　　ii）　lt　has　also　been　confirmed　that　the

antigenically　altered　SM－resistant　s’trains　were

resistant　to　lytic　activity　of　the　phages　obtained

from　S．　canoga　of　E，，　group．

　　iii）　Contrary　to　the　above，　in　the　anigenically

unaltered　SM－resistant　strains　of　S．　anatum

and　S．　bu’tantan，　nei’ther　phages　infecting　Ei

group　organisms　nor　cfictivity　of　inducing　anti－

genic　conversion　in　Ei　group　organisms　could

be　detected　in　the　autolysates　of　the　respective

strains　and／or　in　the　血xed　broth　culture　of

SM－resistant　variant　and　Ei　group　orgnjsms・

CS．　anatum　or　S．　butantan）．　These　SM－resis’tant

strains　were　also　susceptible　to　the　lytic　action

of　the　phages　o’f　S．　canoga．

　　iv）　Ambng　SM－resistant　antigenically　unal－

tetted　strains　of　S．　anatum　and　S．　butantan，

two　strains　were　picked　at　random　respectively

（S．　antum　Sr－6　；　Sr－7　and　S．　butantan　Sr－1　；　Sr－

2）．　Four　hours　broth　culture　of　each　strain，

was　mixed　wi’th　phages　of　S．　canoga，　and　was

incubated　at　370C　for　18　hours　and　plated　out

on　agar　plates．　Resulting　colonies　were　ex－

amined　serologically．　ln　S．　anatum　S”一6　5　out

of　15　colonies，　in　S．　（inatum　Si＝7　6　of　15，　in　S．

butantan　Sr一一1　3　of　15，　and　in　S．　butantan　Sr－2　1

0f　！5　were　agglutinable　by　antiserum　but　not

by　10　antiserumL　Seven　of　the　antigenically

altered　colonies　were　picked　at　random　and

were　ftirther・　confirmed　to　be　capable　of　grow－

ing　in　syn’thetic　fluid　medium　con’taining　100　mg
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of　SM　per　ma．　and　to　be　lysogenic．

　　　v）　Each　single　strain　of　SM－resistant．　anti－

genically　altered　S．　anatum　and　S．　simi　was

selected　at　random　and　cultured　in　broth　con－

taing　anti－15　serum．　From　both　strains　anti－

　genic　variants，　possessing　3，　10　instead　of　3，

15，　were　obtained．　Antigenic　variants　were

also　confirmed　tc　be　non－lysogenic，　while　re－

maining　SM－resistant．

3．Nece∬吻げ帥α96
　　1n　order　to　prove　the　neceasity　of　phages

for　transmission　of　SM－resistance　the　following

additional　experiments　were　carried　out．

　　　i）　SM－resistant　S．　anatum　Sii－6，　which　was

obtained　in　e．xperiment　l　and　pQssessing　3，．ユO

antigenic　factors，　was　cultured　in　nutrient　broth

at　370C　overn’ight．　At’ter　removing　the　cells

by　centrifuge，　a　small　amount　of　supernatant

was　added　to　nutrient　broth　and　in　it　S．　anatum

SiL6　was　cultured　at　370C　for　20　hours　and

the　supernatant　was　Qbtained　by　removing　cells

by　centrifuge．　The　above　procedures　were

repeated　th’rough　IQ　passages，　and　the　super－

natant　Of　the　10th　broth　culture　was　filtered

through　Chamberland　Lr，．　The　filtrate　was

added　to　nutrien’t　broth　and　S．　anatum　293　was

serially　subcultured　in　the　above　medium
through　5　passages．　SM－resistant　cell，　how－

ever，　could　not　be　detected．

　　ii）　Phage　suspension　was　macle　from　S．

anatum　Si’一6　and　added　to　nutrient．　broth．

Though　in　this　phage－broth　mixture　S．　anatum

was　serially　subcultured　through　10’ 垂≠唐唐≠№?ｓ，

SM－resistant　cell　could　not　be　detected．

　　It　is　ev’ident　from　the　above　that　phage　is　a

necessary　factor　for　transrflission　ozC　SM－resist－

a，　nce．

4．　Frequency　of　occzz　rreizce　of　st．repto－

　　　　　　　mJ，cin－resistant　cvn．lls

　　The　cel］s　of　S．　anatum，　grown　on　agar

medium　at　370C　for　20　hours，　were　suspended

in　physiological　saline　solution　with　the　density

at　9．8×10”　cells　per　me，　and　phage　suspension

containing　6．8×109’　lytic　partieles　per　pae　was

prepared　from　SM－resistant　S．　kinshasa．　The

cell　suspension　was　mixed　with　the　phage

suspension　in　equal　volume　（5　ma．），　kept　at

room　temperature　for　30　min．，　and　centrifuged

at　4，000　R．P．M．　for　30　min．．　The　sedimented

cells　were　resuspended　in　a　small　amount（2　mの

of　saline　sQlution，　and　O．1　me．　of　this　suspension

was　seeded　on　each　one　o’f　10　agr　pla’tes．　Fi’ve

of　them　were　overlayered　with　agar　medium

containing　10　mg　oiC　SM　per　me．　immediately

（Group　A）　and　the　remaining　five　plates　were

after　standing　at　37　OC　for　5　hours　（Group　B）．

　　Table　3　shows　the　resul’ts・．　ln　both　groups

A　and　B　SM－resistant　colonies　developed　on

every　plate　while　in　control　groups　C　and　D，

in　which　the　bacterrial　cells　were　not　tt’eated

with　the　phage，　no　or　only　a　very　few　SM－

resistan’t　colonies　appeqred　in　spite　of　the　fac’t

that　each　plate　was　inoculated　with　2　times

as　many　cells　as　in　groups　A　and　B．

Table．3．　　脅θσ・馳θη（ヲ？y　qズOoo．Mrrence

　　　　　　o．f　SM－reszstant　Cells

G
r
o
U
．
PA
B
C
D

Recipient　strain

Treated
　with

？hage

None

Phenomic
　　lag

十

十

S．　anatum　293

pla七e　No．

1　2　3　4　5

4
イ
⊥
．
0
0

　
2

3　14　12　17

23　84　57　60

0
噌
⊥ 0
0Fi．cr．ures　indicate　number　of　colonies．

　　e

　　The　second　point　which　should　be　mentioned

is　the　effect　of　phenomic　lag，　which　was　ob－

served　in　groups　B　and　D．　The　number　of

SM－resistant　colonies　increased　definitely　when

phage－trea’ted　or　non－treated　cells　were　incu－

bated　for　5　hours　prior　to　exposure　to　strepto－

mycin．　The　findings　in　groups　C　and　D

support　Newcomb’s　statement　that　a　phenomic

lag　also　occurrs　in　spontaneous　mutation．

　　Thus，　the　frequency　of　transmission　of　SM－

resistance　to　group　Ei　cells　by　the　phages

seems　to　be　about　1　out　of　106　to　107　cells．

This　order　of　magnitude　of　the　frequency　is
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Ta．ble　4．　IZTTagk3ciLtC彦iOn〔～ヂ8ル∫ッTes’lstqnce　i’za．E）1θ塑隊》Or．qUt．zz’isnzs　b？y　Phαges，

　　　Wht；cんWe？ne　Obta・ined　f　rom　SIV（f－sθ脇伽θ8．　eαnσ9ααn．・el　P7・opaα9αted伽

　　　　　　　SM－7”esistcr，nt　S．　（x，natuo7z　Sr－6，　S”一7　and／or　S．　bzetutntan　S”・一1

Recipient　strain S．　anatum　293 S．　bu’tantan

Donor　strain

S．　anatum　SL6

None

S．　anatum　Sr－7

ixT　one

S．　butantan　Sr－1

None

SM－sensitive
S．　anatum　293

SM－sensitive
S．　butantan

？late　No．

1　2　3　4　5　6　7

6
　
歯4
0

1

9
剣
0

1 7　13　15　27

1 2 3 4 5 6

17

0・x．

2

0芸

27　9　15
0’lt

1　1　0
0’va

9　14　19

0興　O““　O；

o－x一　o－x一　o’ve

8
0

13

0美

16 22

Confl．　Confl．　Confi．　Confl．

　　oec’　o“：’

30 9

箭
．
持

箭
一
暑

0
［
．
0

Oe・

O－k

Figures　indieate　number　of　eolonies．

　　　　ii［“　O・lm．Z　of　broth　culture　a）．one　eontaining　2　times　as　many　bacterial　cells　as　those

　　　　　　　test　p］，ate　weare　was　plated　out．

　　　　Confi．：　ConfZuent　colonies．

consistent　with　that　in　transducti6n．

5．　Transduction　of　serePtomycin－

　　　　　　　resisiance

　　Since　’the　data　of　the　above　experiments

suggested　that　the　transmissiQn　of　SM－resistance

is　due　to　transduction　and　is　slig．htly　d．　ifferent

from　antigenic　eonversion　by　phaege，　trans－

duction　of　SM－resistance　was　tested　by　using

the　phages　of　E．，・　g’roup　organisms　ancl　by

adhering　s’trictly　to　the　procedures　described

in　references．　And　while　in　most　of　the　above

experiments　phage＄　used　were　originated　from

SM－resistant　strai．　n，　in　this　experiment　phages

originated　frona　SM－sensitive　strain　of　S．　canoga

were　employed．

　　Six　hours　brQth　culture　of　SM－resistant　anti－

genically　unaltered　S．　anatum（S「一6　and　Sし7）

or　S．　but．antan　S／”一1　was　rnixed　with　phages

obtained　’1’rom　SM－sensitive　S．　canoga　and　in－

cubated　at　370C　for　an　additional　18　hours，

The　bacterial　cells　were　removed　by　centrifu－

gation　and　’the　supernatant　was　filtered　througli

Cham．berland　L．，　6ne　m¢　of　this　fiitrate　was

added　to　5　me　of　nutrient　brQth，　to　which　SM－

sensitive　S．　anatum　or　S．　butantan　was　inQcu－

lated　and　furthey　incubated　at　370C　for　18

hours．　The　cultures　were　plated　on　agar　plates

containing　20　mg．　of　SM　pe’f　m？．　at　the　rate．　of

O．05　tn　a．　per　plate　and　the　plates　were　incubated

at　370C．　The　results　are　shown　in　tabl’e　4．

　　Regardless　of　the　donor　strain，　S．　anatum

Sii－6　S．　anatum　Si’一7　or　S．　butantan　Sr－1　SM－

resistance　was　transmited　to　both　of　the　recip－

ient　strains，　SM－sensitive　S．　anatu血and　S．

butantan．　When　phages　were　not　added　or

when　phages　propagated．　on　SM－sensitive　s’trains，

S．　anatum　’．？．93　or　S．　butantan，　were　added　to

the　recipient　strains，　no　colonies　appeared．

And　also　no　colonies　were　formed　when　the

filtrate，　heated　at　1000C　for　1　hour，　was　added．

　　A血ong　SM－resistant　colon．ies，8colonies　of

S．　a，natum　and　14　oiC　S．　butantan　were　picked

at　random　and　were　submitted　to　serological

and　SM－sensitivity　tests．　The　entire　number

was　found　．to　be　capable　of　growing　in　synthetic

medium　containing　100　mg　of　SM　per　ma．　and
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to　possess　3，　15　factors　as　O　antigens　instead

of　3，　10．　These　findings　also　indicate　that

conversion　of　O　antigens　occur　even　when

phages　are　propagated　on　strains　possessing　3，

10，　while　SM－resistance　can　be　transferred

only　when　donor　strain　is　SM－resistant　but　not

when　it　is　SM一　sensitive．

6．　Effect　of　desoxyribony．clease

　　It　has　been　repor亡ed　that　transduction　is　not

affected　by　DNAase　（Zinder，　and　Lederberg，

195227））　while　the　transforming　principle　is

inactivated　rapidly　by　DNAase　（Austrian，　1952’D）．

ln　the　authors’　experiments　there　remains　a

possibility　that　DNA　may　have　been　released

in　large　amounts　from　phagelysed　SM－resistant

bacterial　cells　and　DNA　may　have　played　the

role　of　transforming　principle　in　transmission

of　SM－resistance　to　SM－sensitive　cells．　To　test

this　point　DNAase　was　employed．　O．6　me　of

phage　suspension（5×10‘〕particles　per　mの，

which　was　obtained　from　SM－sensitive　S．　canoga

and　propagated　on　SM－resistant　S．　anatum　Sr－7，

was　mixed　with　O．4　me　of　varidase　solution

（5，000uper　mの，　incubated　at　30。C　for　5　hours，

then　further　mixed　with　O．5　me　of　bacterial

suspension　of　SM－sensit．ive　strain　of　S．　anatum

（6×109cells　per　mのand　kept　standing　at　37。C

for　hour．　Then　O．1　me　of　the　phage－bacterjum

mixture　was　plated　on　each　agar　plate　con－

taining　20　mg　of　SM　per　m¢．　As　control，　phage

suspension，　miked　with　nutrient　broth　in　equal

volume，　was　kept　at　300C　for　5　hours，　mixed

with　SM－sensitive　cells　of　S．　anatum，　kept　at

370C　for　1　hour　and　O．1　m¢　were　plated　on　each

SM－agar　plate．　As　the　second　control，　O．1　me

of　recipient　cell　suspension　alone　was　plated

on　each　of　4　SM－agar　plates．　The　results　are

shown　in　table　5　and　6．　Table　s　shows　that

－phages　were　not　inactivated　by　varidase－treat－

ment．　Table　6　shows　that　phage　suspension

was　still　capable　of　transmitting　SM－resistance

to　recipient　cells　after　varidase　treatment．　The

number，of　SM－resistant　colonies　was　almost

the　same　in　varidase－treated　and　in　non－treated

phage　group　（control　1）．　ln　control　2　nQ　SM一

Table　5．　fflO’ect　of　Varialcase　on

　　　　Lyt’ic／ietiv吻げPhαge

Diluti’on

1　：　lo7

1　：　loS

1　：　lo9

Number　of　plaques

Phages

340

29

　2

Varidase－trea七ed
　　　　phages

296

31

　5

Table　6．　E7fi’ect　of　Varidase　on

Transmi・ss’ion　of　SM－resistance

Recipient　strain

Phag．e　varidase

Phage　alone　（eontrol　1）

Baeterial　cells　（control　2）　1

S．　anatum　293

Plate　No．

1　2　3　4　5　6

1　1　3　0　0　0

1　1　0　O

o　o　o　o

Figures　indieate　number　of　SM－restsiant

colonies．

resistant　colonies　appeared　in　spite　of　the　fact

that　the　number　of　cells　seeded　per　plate　was

3　times　as　many　as　in　the　other　two　groups．

In　addition．　it　was　also　confirmed　that　all　the
　　　　　　　　　　7．

resulting　colonies　in　both　groups　were　capable

of　growing　in　synthetic　fluid　medium　containing

10D　mg　of　SM　per　me　and　that　6　of　the　colonies

had　3，　15　factors　as　O　antigens．

　　The　above　experiments　indicate　that　the

transmission　of　SM－resistance　was　not　inhibited

by　DNAase．

Discussion

　　The　above　experimental　results　are　summa－

rized　below．

　　The　transmission　of　SM－resistance　by　phage，

observed　in　the　above　experiments，　is　considered

to　be　a　’transduction，　for　the　following　reasons　：

that　it　required　active　phages，　that　it　is　not

prevented　by　DNAase，　that　it　Qccurrs　at　the

same　rate　as　that　reported　in　transduction　and

that　it　depends　on　SM－resistance　of　donor

　　Antigenic　alteration　by　phage　differs　frQm，
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3，　10，．sr

（E，　si）．

Sterptomycin　resistant

Streptomycin　sensit．1’ve

Phages　obtained　from　EL，　grQup　organ－

ISMS

Phages　obtained　b，y　autolysis　o’f　SM－

resis七ant　cells　of　E2　group　or　phages

pyopagated　on　SM－resistant　eells　of

Ei　group

Phages　obtained　by　autolysis　of　SM－
sensi’tive　eells　of　EL）　group　or　phages

propagated　on　SM－sensi．tive　cells　Qf

Eユgroup
Direetion　of，　variation　（SM－resistance

and　antigenic　structure）　by　phage

Direetion　of　antigenic　alter・ation　after

exposure　to　antl’serum

transmission　of　SM－resistance　in　the　following

POMtSJ

　　　i）　For　transmis　sion　of　SM－resistance，　phages

were　required　to　be　propagated　on　SM－resistant

cells，　while　recipient　cells　could　be　altered　i：rom

3，　10，　to　3，　15　in　their　O　antigenic　structure，

even　when　phages　were　propagated　on　E，　group

cells，　possp．ssing　3，　10，　but　not　3，　15　factors．

　　ii）　ln　transmission　of　SM－resistance，　phage

was　not　always　transmitted　to　all　the　progeny

of　cells　showing　a　transduced　character　（SM－

resistance），　while　anti．genic　alte’ration，　phage

was　always　’transmitted　to　all　the　progeny　of

cells，　eohowing　ant’igenic　structure　of　3，　15．

　　iii）　ln　transmission　of　SM－resistance　the　or－

der　of　magnitude　of　frequency　was　very　low

（approxmately　only　Qne　per　10“　to　107　recipient

cells　acquired　SM－resistance），　while　in　antigenic

alteration　it　has　been　reported　in　previous　paper

（Uetake　et　al，，　1955）　that　about　2　to　3　per　cent

Qf　．recipient　cells　could　be　altered　antigenically

from　3，　10　to　3　15．

　　As　evident　from　the　order　of　magnitude　of

the　frequency，　in　transduction　it　has　been　re－

ported　that　the　simultaneous　transduction　of

two　characters　to　a　single　cell　has　not　been

demonstrated　as　yet，　except　in　particular　cases

in　which　two　characters　are　related　to　one

definite　character，　e．g．　fiagella，　and　the　genes

concerned　are　assumed　to　be　located　near　one

another，　perhaps　on　short　pieces　of　chromosome

（Stocker，　Zinder　and工£derberg，1953v4）），

　　In　the　authors’　experiments，　however，　the

simultaneous　transmission　of　two　characters，

SM－resistance　and　antigenic　structure　of　3，　15，

was　readily　demonstrated．　This　could　hardly

be　expected　if　both　transmissions　were　trans－

ductions．

　　While　the　authors’　experiments　were　being

conducted，　it　was　reported　that　autolysate　of

SM－resistant　S．　newington　was　capable　of　trans－

mitting　SM－resistance　to　SM－sensitive　cells　of

S．　anatum　which　were　simultaneously　altered

from　3，　10　to　3，　15　in　O　antigens　and　that

phages　seem　to　play　a　role　of　passive　carrier

of　’filtrable　agnt　（Sakai　and　lseki，　1955L’2））．

Though　the　frequency　rate　of　occurrence　of

SM－resistance　cells　was　not　described，　their

observations　seem　to　be　similar　to　the　authors’．

It　was　also　pointed　out　that　even　after　SM－

resistant　variant　cells　were　converted　anti－

genically　from　3，．15　to　3，　10　by　being　cultivated

in　broth　corrtaining　phage　antiserum　and　ac－

companied　by　simultaneous　loss　of　lysogenicity，

the　cells　still　remained　SM－resistant．　This　is

also　consistent　with　the　author’s　findings．

　　The　above　3　points　constitute　the　main　dif－

t’erences　existing　between　‘phage－induced　anti－

g’enic　co．nversiQn’　and　‘phage－induced　transmis－

sion　of　SM－resistance’．　These　are　also　the

differences　between　‘phage－induced　antigenic

convenrsion　in　group　E　Salmonellas’　and　‘trans－

duction”．　The　nature　of　the　transmission　o－f

SM－resistance　can　not　be　distinguished　from

transduction．　lt　therefore　can　not　be　anything

but　transduction　itself．　’
　　Though　the　comparison　of　table　1　with　table

2　may　appear　to　suggest　there　would　be　some
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correlation　between　level　of　natural　SM－resist－

ance　of　Ei　strains　and　the　ease　with　which

they　can　be　transduced，　this　is　not　conclusive

for　the　following　reasons；first，　no　difference

can　be　noticed　between　S．　anatum　and　S．　but－

antan　in　table　4；　second，　the　difference　of

natural　SM－resistance　among　Ei　strains　are

not　so．　great；third，　it　is　di伍cult　to　make　nu－

merical　comparison　in　experiments　shown　in

table　2，　since　bacterial　cells　were　allowed　to

multiply　freely　in　phage－containing　broth，　ir－

respective　of　SM－sensitivity．
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Summary

　　　　It　has　been　demonstrated　that　the　phages　obtained　from　SM－resistant　cells　of　group

E，，　or　propagated　on　SM－resistant　cells　of　group　Ei　were　capable　of　transducing　SM－

resistance　in　SM－sensitive　cells　of　group　Ei．　ln　some　instances，　the　transmission　of　drug

resistance　was　associated　wi’狽?　antigenic　change　in　recipient　cells，　while　in　others　the

former　was　not　associated　with　the　latter．　lt　was　also　confirmed　that　antigenic

conversion　was　associated　with　lysogenization　of　recipient　cells，　while　the　transmission

of　drug　resistance　was　not　associated　with　lysogenization　unless　being　associated　with

antlgenlc　converslon．

　　　　The　differences　were　discussed　between　the　transmission　of　SM－resistance　or　the

tran＄duction　and　the　phage－induced　antigenic　conversion．
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