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抗 酸 菌 フ ァ ー ジ の 分 類

徳 永 徹 ・丸 山 米 夫 ・室 橋 豊 穂

国 立 予 防 衛 生 研 究 所 結 核 部 .

受 付 昭 和37年8月29日

抗酸菌 ファージの分離 な らび にその溶菌域 に関 しては

最近数年 間に相 当多 くの報告が なされ,か つ その成績 に

よつ て抗酸菌 を分類 同定 しよ うとい う試みが進 め られ て

い る。 しか して種々 のファージを用いて抗酸菌 を同定す

るためには,ま ず使用する ファージの異同 を確 かめて,

タイ ピングに適 する特 定の ファージを選び出す ことが方

法論 として重 要である。 しかるに従 来分離 された ファー

ジはそのほ とん どが土壌 か ら得 られ たものであ り,し か

も各研究者 がそれ ぞれ独 自の立場 で研究 を進 めているた

めに,そ の使用 ファージ相互間 の異 同に関 しては,ほ と

んど検討が加 え られ ていない。

著者 らは 自ら分離 した ファージ を含 め,世 界各地か ら

提供 され た抗酸菌 ファージ計32株 につい て,そ の血清

学的性状 の速報 を行 なつ たが1)2),本 報告では さらに抗

血清 の数 をふやす とともに,人 型結核菌 に対す る溶菌性

状 を加 えて総合的 な分類 を行 ない,こ の中よ り現段階 に

おいて タイ ピング に適当 と認 められ るファー ジを選定 し

たので報告す る。

材 料 と 方 法

フ ァージ:32株 の使用 ファージ の名称,宿 主菌 お

よび分離者 の氏名 を表1に 記載 した。これ らファージは

すべ て4%グ リセ リン加 ブイ ヨン中で型 の ご と く約

/09/mnlに 増強 された。

Table 1. Phage Used

Tohru TOKUNAGA, Yoneo MARUY AMA and Toyoho MUROHASHI (Department of Tuber

culosis, National Institute of Health, Kamiosaki-Chojamaru, Shinagawa-ku, Tokyo, Japan): 

Classification of Mycobacteriophage,-Kekkaku, 37 (12) 672-676, 1962.
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抗 血清:溶 菌域お よび溶菌斑の形態が相互に明 らか

に異な る6株 の ファージ,す なわ ち,Y7,Y10,PP,

B1,L1お よびD29を 選び,そ の原液 を それぞれ

ウサギの耳静脈(D29だ けは モルモ ッ ト腹腔内)に 注

射 した。注射量は各 ファージ原液の0.5m1か ら始め,

漸次増量 して5mlに 及 んだ。注射 は週2回,計16回

行ない,最 終 回注射後5日 目に血清 を採取 し,型 の ごと

くその力価 を測 定 した。なお注射期 間中 ウサギの体重 増

加 その他 に異 常を認 めなかつた。

中和試験:フ ァージ相互 の類縁 関係 の大 まかな見当

をつける目的 で一律 に次 の条件 で行 なつた。各抗 血清 の

ブイ ヨン100倍 希釈液(D29の みは10倍)に,等 量

のファージ液(約2×105/mlの ファージ粒子 を含 む)

を加 え,37℃ に2時 間放置後,ブ イ ヨンで さらに100

倍 に希釈,そ の0.5mlを2mnlの 指示菌液 と混 じ,

さ らにその0.5mlを0.5%半 流動寒天 と ともに型

の ごと く4%グ リセ リン加 寒天平板上に流 し,37℃

48時 間後に出現す るプ ラー ク数(N2)を カ ウ ン トし

た。対照 として抗血清の代 りにブイ ヨンを用い,同 様 に

プ ラー ク数(N1)を 求 めた。 中和率は これ らの 測定値

か ら次の式 によ り算出 された。

中和率=
N1～N2/

N1
×100

したがつて中和反応後,対 照 と同数のプ ラー ク数 を示

した もの の中和率 は0.0,プ ラー ク形成が全 くみ られ な

かつた ものの中和率は100.0と 表現 され る。

ファージ感 受性試 験:す でに報 告 した著者 らの方 法

3)41に よつ た。

成 績

抗 血清 の力価:6種 のフ ァージ とこれ らに対応 する

抗血清 との中和反応 を行 な うと,温 度条 件が一定 の場合

は血清濃度,反 応時 間,お よび中和率 の間に一定 の関連

性 があ り,Burnetら の一次反応式5)が ほぼ成 立す るこ

とが認 め られ た。 また10-3程 度の希薄 な血清 では,

Burnetら5)やKalmansonら6)が 大腸菌 ファージで

指摘 したinitial lagが 認 め られ た。

血清 のk-valueは,Y7抗 血清 が80.5,PPが

11.8,B1が5.0,Y10が4.0,L1が2.9,D29

が1.3で 一般 に低い値 を示 した。 このことは 抗酸菌 フ

ァージの抗血清価が と くに上が りに くい とみ るべ きで は

な く,お そ ら く注射に用い るファージ原液のtiterが 抗

酸 菌 ファージでは上が りに くいので注射 ファージの絶対

量 が少なかつたため と考 え られる。

抗 血清を作るための動 物 としては,通 常 ウサギが用い

られ る7)が,抗 酸菌 ファージの場合 モルモ ッ トがよ り優

れ ている とい う報 告8)も ある。著者 らの場合 注射 フ ァー

ジの種類 と量 とが一定 していないためこの点 の比較 はで

きない が,注 射 ファージ量 をふやせ ばモル モ ッ トもまた

実用 に耐 え うるものと思 われ る。

各 ファージの中和率:フ ァージ問 の類縁関係 を正確 に

知 るた めには,各 ファー ジに対す るk-valueを すべ て

の血清 について測定 し,そ れ を相互 に比較す るこ とが望

ましいが,本 実験の 目的は抗酸菌 ファージの大 まか な異

同 を知 ることにあ るので,一 律に前述の式か ら中和率 を

Table 2. Neutralization Rate of 32 Myco

 phages to 6 Antiphage-serums

Neutralization rate=
NI•`N2

/N1
•~100

Ni: Plaque number before nutralization. 
N2: Plaque number after neutralization.

計算 した。32株 のファージに対す る6種 の抗血清 の中

和成績 を表2に 示 した。

す なわちyhomologousな フ ァージ と血清 問にはほぼ
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100%に 中和 が行 なわれ たが,heterologousな ファー

ジー血清 間では多様 な反応 が行 なわれ た。 しか し ±15

%に 一応線 を引 くと,ほ とん どすべ ての ファージが,

全 く中和 を受 けないか,あ るい はいずれ か1つ の抗血清

に よ り中和 を受け,2種 以上の抗血清 によ り中和 を受 け

るものは,L1フ ァー ジ以外にはみ られ なかつ た。 し

たがつて,中 和 を受け る抗血清 の名称 をとつ て,32株

の ファー ジをY7型,Y10型,PP型,B1型,L1

型,D29型 お よびX型(い ずれの 血清 に よつて も中

和 されない もの)の7型 に分ける ことがで きた。

人型結核菌 に対 する活性:抗 酸菌 のいろいうな菌型

に対 する これ らフ ァージの溶菌パ ター ンについては別 に

報告 したが3)9)10),後 述す る理 由によ りとくに人型菌 に

対す る下記 のご とき溶菌性状 をファージの分類 に利用 し

た。著者 らは抗酸菌 ファージが人型菌 に対 して次 の3様

の態度 をとることをすで に報告 した2)。 す なわち,人 型

結 核菌 を全 く溶菌 しない(a型),濃 厚 な ファージ液 を

スポ ッ トした場 合は溶 菌(あ るいは溶菌様の外観)を 示

す が,RTDを 用 いた場合 はそれを示 さない(b型),

ファージ原液 はも とよ りRTDに よつ ても溶菌 を示 す

(c型)の3種 である。

抗酸菌 ファー ジの分類:上 記 の中和反応 と溶菌 性状

の成績 を組み合わせ て,表3の ファージの 分類表 を考

案 した。 この表 に明 らか なよ うにYIO血 清型はすべ て

溶菌型cで あ り,Y7血 清型は溶菌型aとbと に

分け られ る。以下同様に各血清型 と溶菌型の問には きわ

Table 3. Classification of Mycophages

めて高 い関連性 がある ことが見出だ された。なお この表

の うち,Y10型 に属す る3株 のフ ァージや,Y7a型 に

属す るY系 ファージや,ま たPP型 に属す る2株

な どは,そ の非病原性抗酸菌に対す る溶菌パ ター ンや溶

菌 斑の形態な どか らも,そ れぞれ同一種の ファージ,あ

るいは互いに きわめて近縁 の ファー ジであ ると考え られ

る3)11)。一方Y7b型 のA3と 他 の2者,D29c

型 の2者 な どは 互 いに溶菌斑 の形 態や 溶菌域 を異 に し

ている。同 じD29血 清型 で もD29とD39と は溶菌

性状が全 く別 である。さ らにX型 に一括 され たフ ァー

ジが互い に性状 を異 にす ることはもちろんである。

タイ ピングファージの選定:こ れ らの 点 を考慮 し

て,表3中 の*印 を付 した ファージ14株 を タイ ピン

グに用 うべ きことを提案 した。その詳細については考察

中に論ず る。

考 察

ブ ドウ球菌や サル モネ ラな どにおいては,そ のスク リ

ーニ ングや タイ ピ ングにファージが用 い られ,分 類学や

疫学面で実用 に供 されてい る。抗酸菌 の場合 はこれ らの

菌に比 して,抗 原分析は もとよ り生物学的性状 による分

類同定 もまだ困難 な現状 なので,フ ァージ による型別が

可能 となれば,そ の実際的意義は一層大 きい と考 えられ

る。 そのゆ えに,1947年 抗酸 菌 ファージ の発見12}以

来,そ の研究 の大 半は ファージタイ ピングに集 中 されて

きた といつて よい。

本来 タイ ピ ング用 ファージ としては,チ フス菌 のVi-

phageIIの よ うに13},適 応力が高 く,か つ菌 の毒力 と

も一定 の関連性 を有す るものが望 ま しい 。 しか し抗酸菌

で は目下 のところこのよ うなファージは知 られ てい ない

ので,ブ ドウ球菌 の場合 のよ うに14},な るべ く宿主域が

特異的な ファージ を選びそれ らを組み合わせ ることによ

りタイ ピングに役立て るよ りほかはない。 したがつて抗

酸 菌 ファージの感 受性 試験法をstandardizeす る努 力

1}2}と ともに,多 数の抗酸菌 ファージの異同を確 かめ,

整理 を行なつて,フ ァージ 自身のスク リーニ ングを行な

うことが必 要である。

従 来,後 者 に 関 す る努 力 と して は,主 と して 非病 原 性

抗 酸 菌 に対 す る溶 菌 パ タ ー ンに よ りフ ァ ー ジ の 同定 が試

み られ て き た 。penso15),Hnatoko16),武 谷17),Froman

l8}な ど の諸 報 告 が それ で あ る。 と くにFromanは 多

数 の フ ァー ジ をテ ス トして 非 病 原 性 抗 酸 菌 の た め の タイ

ピ ング フ ァー ジ の選 定 を試 み た 。

しか しな が ら フ ァー ジの 分類 同 定 を 行 な うに は 遺伝 的

に もつ と も安 定 な抗 原性 に よる の が よ り確 実 な 方 法 で あ

ろ う。 しか して 抗 酸 菌 フ ァー ジ の抗 原 性 に 関 して は,

Bowmann19),武 谷 ら20),Hnatoko16),Sellersら8)が

若 干 の検 討 を行 な つ て い る が,広 範 に フ ァ ー ジ の分 類 に
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役立 てた報 告はなかつた。

また本報告 においてはフ ァージの分類 に人型結核菌 に

対す る溶菌性状 を加味 し,と くにa,b,cの3型

に分 けたが,こ の点 は新 しい試み である。本来 ファ ージ

タイ ピ ングは,単 に分類学的興味 のほかに疫学的 ・診断

学的意味 をもつ ている。抗酸菌 ファージの場合,人 型菌

ない し有毒結核菌 の分類 同定 に資 しう る こ と が望 まれ

る。その意味では人型菌 を溶菌 し うるファー ジの中 に有

用な ファージが見出だ され る可能性 が考え られ よ う。 し

たがって人型菌 を溶菌す るか 否かで ファージを2大 別

する ことのほ うが,従 来のすべての研究 がそ うであつた

よ うに多数 の非病原性抗酸菌 に対 す る溶菌 パター ンで抗

酸菌 ファージを細別す る ことよ りも実 際的意味 があろ う

と考 え られ る。

さて表3に はなおい くつか の問題点が含 まれ てい る。

第一 に中和率 の誤差 を一律 に ±15%に 見込む ことに

よつて この表がで きてい る点 で あ る。 被検 ファージ数

(N1)の 相違 はpercentage lawが 成 立す ると思われ

るので大 きな影 響はないか もしれないが,抗 血清の力価

の相違 はかな り大 きな影響 があ ると考えねばな らない。

事実,た とえばD29抗 血清に対 す るC3,D39の ご

とく68.6%,47.3%と いつた中間的な中和率 を示 す

ものは,血 清濃度 をさ らに上 げるこ とによつて中和率 は

大 き くな り,ち よ うどY7血 清 に対す るA3,PS,

HC,HPと 同様 な中和率(85～99%)を 示す よ うに

なる。 その意味 でC3とD39はD29血 清型 に所属

せ しめた。

もしさ らに力価 の異 なる 抗血清 を用いれば 表2の 中

和率はかな り変化す ることが予想 され る。ゆ えに ファー

ジ間の類縁 関係 を正確 に知 るためには各 ファージの各抗

血清 に対 す るk-valueを 一つ一 つ測定 し,そ れに基づ

いての比較 をすべきであるが,そ の手 技は多数 の ファー

ジ,抗 血清 について行 な うにはあま りに煩雑 で あ る の

で,フ ァージ相互 の異 同に関 して大 まか な目やす をつ け

るために上述 の計算式 に従い,か つ ±15%に 一応 の

線 を引いた次第であ る。

次 にL1はB1血 清に対 しかな り高い中和率 を示

すがB1はL1血 清に よつて中和 を 受けない こと

の解 釈であ る。 これが アデ ノウイルス と流 行性 イヌ肝 炎

との問のone-sided immunological reaction21)と 相

似 の現象 であ るか,あ るいは別 に実験上 の原 因を考 えな

くてはな らぬかについては,さ らに検討 を行 ないたい 。

人型菌 に対 しb型 の溶菌態度 を示す ファージについ

ても別個 の検討 が必要 である。希釈 ファージ液 を用い る

と溶菌 を示 さな くなるこ との原因がabortive infection

によるhost killingに よるものか,宿 主菌 あ るいは フ

ァージのmutation,あ るいはmodificationを 考 える

べ きか明 らかでない。 ただ しY13の 場合 は2種 類 の

ファージの 混在が 明 らか となつ た(未 発表)。 またある

系 では抗酸菌 ファー ジの吸着 によ り宿主菌が殺 され るこ

とが明 らか となつた221。

表3の 分類 に基づいて,14株 の タイ ピング用 ファー

ジを選 んだが,こ の選 定が必 ず しもファージ型 と一致 し

ていな い の は,人 型菌以外 の抗酸菌 に対 する溶菌 性状

3)10)をも考慮 したためである。 しか して実 際 に は こ の

14株 の うち タイ ピングの 目的 に応 じてい くつ かの ファ

ージが さ らに選 ばれ るべ きである。その点 に関 してはタ

イ ピ ングの結果 とともに別 に報告ナ ること としたい。

付言せねば な らないが,こ の14株 の選択は,研 究 の

未開拓 な現段階においては最良 と考 えられ る方法に基づ

いて行 なわれた。 しか し選定の方法が最良で も,選 ばれ

た ファージはなお抗酸菌 の タ イ ピ ン グには不十 分であ

る。われわれは今 日依然 として人型菌 の中をい くつかに

分 かち うるよ うなファージをもたない。著者 らの分 類表

が将来 さ らに追加,改 良 され,あ るい は適応性 の高い フ

ァー ジが発見 され ることを望み たい 。

結 論

世界各地か ら集 め られた32株 の抗酸菌 ファージにつ

いてその総合 的な分類 を試みた。 しか して,Y7,Y10,

PP,B1,L1,D29,Xの7血 清型 と,人 型結核

菌 に対 する 溶菌態度 によ りa,b,cの3溶 菌型 と

に分 かち,こ れ らを組 み合 わせ て,全 体 を7型,10亜

型 に分類 した。

これ らの中か らタイ ピ ングに必要 と認 め られ るファー

ジ14株 を選定 した。

以上 に関 し種々の考察 を行 なつた。
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Classification of Mycobacteriophage

Attempts have been made by many investiga

tors for classifying mycobacteria by the use of 

mycobacteriophage. However, little attention 

was paid hitherto to the identification of the 

phage strains, which were isolated from soil of 

various places independently. To carry out 

phage typing of mycobacteria, it seems indispen

sable to make classification or identification of 

the phage strains to be used. In the present 

paper, studies on the classification of 32 myco

phage strains collected from various laboratories 

of the world are presented.

 Anti-phage sera were prepared by the repeat

ed intravenous injections of phage suspension 

into rabbit. According to the neutralization 

rates calculated, 32 phage strains examined 

were classified into following 7 serological 

types: Y7, Y10, PP, Bl, Li, D29 and X. Here,

 X type phage strains did not show any sign of 

neutralization by the 6 kinds of anti-sera used. 

Further, from the standpoint of the activity 

to human type tubercle bacilli, these phage 

strains were classified into 3 lytic types, i. e. 

a, b and c. Thus, 32 phage strains were clas

sified into 10 different types.

Typing phages were selected from these dif

ferent types and some other strains were addi

tionally selected in consideration of the specificity 

in the sensitivity to saprophytes and the plaque 

morphology to make up 14 typing phages. These 

14 phage strains are thought to be adequate 

for the phage typing on mycobacteria at the 

present step of the mycophage studies. However, 

more effort should be paid, of course, for dis

covering much more number of adequate phage 

strains for the typing or adaptive phage like 

Vi-phage II in Salmonella.


