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著 者 らは さ きに 抗 酸菌 の フ ァー ジ タイ ピ ン グ の方 法 論

を 報 告 し1)～3),か つ 比 較 的 発 育 の早 い 抗 酸 菌(Sapro-

Phyticmycobacteria)の フ ァー ジに よ る分類 試 案 を 提

案 した4)。 本 報 告 に お い て は,発 育 の お そ い抗 酸 菌 す

な わ ち人 型 結 核 菌,牛 型 菌,鳥 型 菌,未 分 類 抗酸 菌,お

よびSaprophyteで は あ るが 前 報 告 に述 べ なか つ たMyc・

fortuitumに 関 す る フ ァ ージ タイ ピ ン グの成 績 を述 べ ・

そ の意 義 を論 じた い と思 う◎

実 験 方 法

使 用 フ ァー ジ:血 清型 と溶 菌 型 とに よ り選 定 され た タ

イ ピ ング用 フ ァー ジ15株3)と,Redmondよ り送 られ た

フ ァー ジ2株 を 使 用 した◎ そ の名 称 と由 来 を 表1に 示 し

た ◎

Table1.TypingPhageandItsRTDUsed

PhagelIs・1atedbylRTD/ml

Y7Murohashi,eta1.5×107

Y10〃5×107

Y13〃1×107

A6Takeya,eta1。5×106

B1〃1×10?

C3〃1×107

PPPenso,eta1.5×106

PR〃5×107

PL〃5×107

D4Froman,eta1.1×106

D29"1×106

D30〃1×108

D39"1×108

HCHauduroy,etal.1×108

LIDoke,eta11×107

GS4ERedmond,eta1.5×106

DS6A"unk論own

使 用 菌 株:人 型 結 核 菌163株,牛 型 結 核 菌18株,ネ

ズ ミ型 菌1株,鳥 型 菌6株,非 定 型 抗 酸 菌101株,Myc.

fortuitum5株,計294株 の 抗 酸 菌 を 用 い た ◎ そ の 名 称

と由 来 は 次 の ご と くで あ る。

人型結核菌163株:H37Rv,H37R。,H2Rv,H丞 。,青山B,

DT,PN,C,F(予 研保存株),ア マ ミ1号 ほか79株(奄 美大

島にて患者喀疾 より分離),中 野980号 ほか75株(中 野療養所

よ り分与)。

牛型結核菌18株:Ravene1,4228,4118(MayoClinicよ

り),BCG(予 研保存株),TC50(公 衆衛生院よ り),263ほ か

11株(家 畜衛生試験場よ り)。

鳥型菌6株:Kirchberg(MayoFoundatio臓Exp.Path.よ

り),Flamingo(伝 研よ り),A62(広 木よ り抗酸菌 病研を経

て),MarenCecilie,E38686(De織maτk,StateSemmhst.よ

り),名 古屋59(予 研分離)。

非定型抗酸菌97株:P1～8,P15～42,P44～45,P47-

55,121326,100616,新 倉ほか8株(文 部省科学 研究 費綜合研

究 「抗酸菌の変異 と分類」班(班 長:戸 田忠雄i)よ り),永 井ほ

か38株(名 古屋大,日 比 野よ り)。

フ ァー ジ感 受 性 試 験:前 報 告 の方 法1)2)に よつ た 。ナ

な わ ち あ らか じめ お の お の の 宿 主菌 に対 して 完 全 溶 菌 を

示 す フ ァー ジ液 の最 高 希釈 濃 度(RTD)を 決 め,そ の1

滴(115注 射針 に よる)を 被 検 菌 播 種 後1日 目の小 川 平 ・

板 培 地上 に ス ポ ッ ト した 。 成 績 の 判 定 は 溶菌 が もつ と も

進 ん だ時 点 で行 ない,そ の 程 度 を0か ら5ま で の数 字 と伽

括 孤 記 号 を 組 合 わせ て表 現 した2)◎

成 績

(1)RTD法 の改 良

抗 酸 菌 に 対 す るRTD法 は 著 者 ら に よつ て確 立 され レ

2),Redmondら5)に よつ て そ の優 秀 性 が 確 認 され たが,

実際 にRTDを 決 定 す る さい に は 判 定上 多 少 の動 揺 を ま

ぬ がれ な い。 試 み に 著 者 らの 研究 室 に お いて 数 人 の 術 者

が 別 個 に 数 回 く り返 してRTDの 決 定 を 行 な つ た とこ ろ釣

若 干 の フ ァー ジに お い て1～2段 階 の 希釈 の判 定 差 が 生

じ る こ とが知 られ た ◎ そ こで む しろ タ イ ピ ン グ用 フ ァー

ジの お の お の につ い て,そ の1RTD中 の フ ァ ー ジ粒子

数 を 決 め て お い た ほ うが,実 用 的 で あろ うとの考 えか ら無

表1の ご と く各RTD中 の フ ァ ージ 粒子 数 を定 め た ◇ 実

Toyoho MUROHASHI, Tohru TOKUNAGA, Yasuo  MIZUGUCHI and Yoneo MARUYAMA (Depart-

ment of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki-Chojamaru, Shinagawa-ku, Tokyo, 

Japan) : Phage Typing of Slow Glowing Mycobacteria. — Kekkaku, 38 (5) : 187-191, 1963.
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際的には この数値に近似 した範 囲であれば さしたる誤差

は生 じない。た とえぽ5x107と い う場合には1×108～

1×107の 間,ま た1×107と い う場合には5×107～5×

ユ06の 範囲の濃度 であれぽ判定の さいに過誤 をおかす可

能性 が少 ない ことが知 られ ているので,こ の程度 の粒子

数 を1/5針 でスポ ットす ることにす る。 た だ しDS6A

ファージの ごと く発育のおそい抗酸菌が宿主菌である場

合 は,目 下の ところRTDを 容易に決め られない状態な

の で,こ のよ うなファージの取扱 い方に関 しては,今 後

の検討 を必要 とす る◎本報 告の場合には増強 して得た原

腋 をスポ ットに使用 した。

(2)RTD法 と高濃度 スポ ット法の比較

高濃度 フ ァージ原液をスポ ッ トす る場合に真の溶菌 と

恒 別 できない溶菌様の外観 を呈す るに もか か わ らず,

RTDを 用 いるとそれが消失す る事実に関 してはす で に

人型結核菌2>と 非定型抗酸 菌6)に つ いて実例をあげて述

べ た。その後 さらに多数の ファージと抗酸菌株 とを用い

て 実験 を行 ない,こ の ような例が無数に見出だ され,従

一来 他の研究者の多 くが行なつている ように,ス ポ ットに

高 濃度フ ァージ液を用いる ことが抗酸菌 のフ ァージタイ

ゼ ングを混乱せ しめ る原因 となることが確認 された。

(3)哺 乳動物結核菌の ファージパターン

Y系 ファージに関 してはすでに速報 を行 なつ た がη,

フ ァージ,抗 酸菌 ともにその株数をふや して検討 した。

そ の うち代表的な菌株 の成績を表2に 示 した。表示例以

外 の菌株について もほぼ同様の成績であつた。
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す なわ ち人型,牛 型,ネ ズ ミ型 の哺乳動物結核菌はす

べ て近似 のパターンを示 した。 しか しRTDを 用 いて慎

重 に検討す ると,B1フ ァージは明らかに人型菌に対 し

て強 く,牛 型に対 して弱い溶菌性を示 し,C3は どち ら

.かとい うとその逆であつた。またGS4Eに 対 しては高

濃度 スポ ット法ではphoto.の 大部分,Scoto.とNon-

∫photo.の 一 部が感受性を示すが,RTDを 用い ると人型

結 核 第38巻 第5号

のみ感受性があ り,牛 型は感受性を示 さなかつた。ただ

しこの点は被検株数が少ないので,な お菌株をふや して

検討を行ないたい。ネズ ミ型は 牛型 と同 じパ ターンを示

した。

また同一菌型間で も菌株に よ り感受性に多少の差がみ

られた◎ と くに これは高濃度の フ ァージ液を スポ ットし

た場合に著 しかつた◎た とえぽ人型結核菌中にはか な り

の率 でD4,A6,HC,L1,Y13の ファージの うち,

1つ あるいはそれ以上に対 して弱い溶菌様外観を示す株

が見受け られた。 しか しこの ような現 象はY7,D30,

PP,PR,PL,D39に 対 してはみ られなかつた2)。

Y13の この ような溶菌様部位か らフ ァージを と り,

人型菌 を高度に溶菌 しうるファージの増強に 成 功 し た

(未発表 データ)。 これ らの 溶菌様外観を呈す る現 象 の

中には,真 の溶菌でない もの もかな り含まれてい るもの

と考 えられ8),そ の点については今後の検 討を必要 とす

る。

高濃度 スポ ット法に よるこの ような溶菌様外観は,必

ず しも特定 のフ ァージと特定の菌株の間に常に生 じるも

のではない◎ したがつて これを タイ ピングにただちに応

用す ることはできない。 しか し将来上述の検討が さらに

進む ならば,こ の現象 をも利用 して フ ァージのタイ ピン

グに役立 てることもできるか も知れ ない。

(4)鳥 型菌 のフ ァージパターン

鳥型菌はすぺてのフ ァージに対 して感受性 がみ られな

かつた。 しか し高濃度 ファージ液をスポ ッ トす ると,鳥

型菌 とい えども著明な発 育抑制斑が しば しば認 められた。

しか してその ような一種 の溶菌様外観を形 成 しうるフ ァ

ージは限 られてお り,D29,B1,C3,L1,D4,HC,

A6,Y13な どに著 しい。 また 鳥 型菌中で も名古屋59

な どは このよ うな現象を示 さなかつた。 この現 象も必ず

しも常時一・定 のパ ターンとして あらわれ るものではな く,

したがつてただ ちに これを タイ ピングに利用す るのは困

難 と思 われた◎

(5)非 定型抗酸菌 のフ ァージパ ターン

非定型 抗酸菌に関 しては,Myc。kansasiiHauduroy

(photochmmogen)が 特異的 なパターンを示 した◎すな

わちL1フ ァージに よつ て明 らか に溶菌 を受 けた。 この

点はす でに指摘 したが6),さ らに菌株をふや した本実験

において も同 じ成績 が得られた。N◎nphotochrom◎gen

とScotochromogenと は,す べて フ ァージ感受性を示

さなかつた。 ただ し鳥型菌 の項 で述べた溶菌様外観は,

これ らの菌』において もまれに あらわれ,同 じくB1,C3,

D29,Y10,Y13,L1,D4,HCな どの プ アージの う

ち,1ま たはそれ以上に対 して発育抑制 を思わせ る所見

を示す株 があつた。 これには必ず しも高い再現性は な く

一度 ならず その ような外観 を呈 した菌株は,Nonphoto .

の うちのP2・P51,P53,121326,100616,上 田の諸
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株,Scoto.の うちのP32,P34,P35,P36,富 田,高

橋 大野 の諸株であつた 。これ らの中にはHCに 対す る

富 田株,D29に 対する高橋株 などの よ うにRTDを 用

いた場合で も真正の溶菌 となんら区別 しえない もの も含

まれている◎ このよ うな現象が真 の溶菌で あるか否か,

溶菌 でない とすれぽ いかな る機作 に基づ くものか,な ど

の点が 明らかになれば,さ らに こまか な型別が可能 とな

るか も知れない。

(6)Myc.fortuitumの フアージパターン

Myc.fortuitumはSaprophyteの1種 ではあるが,

前報告4)中 に 洩れたので,本 報告中に 加 える ことと し

た。

5株 の うちわずかに335-R株 のみがB1フ ァージに

3程 度の感受 性を示 したにす ぎず,そ の他のフ ァージに

対 しては一般 に感受性がなかつた。また高濃度 フ ァージ

液をスポ ッ トす るとその溶菌様 外観のパターンは種 々雑

多に現われ,そ の集落の性状か らして も到底 これを1群

と考えるわけにはいかない◎
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なお前報告4)のSaprophyticmycobacteria中b-3,

b-4の2型 は,そ の後D4に 対す る感受性が低 いこと

が明らか となつ た。 したがつて これ らはむ しろe4,ひ

2型 に近 くe型 に所属せ しめるぺきであると思われ た。

b型 には1型,2型 の広 い溶菌パターンを示す株 だけを

所属せ しめるほ うが合理的だ と思われ るので,こ こでそ

の ように訂 正 したい。

(7)DS6A,GS4Eの 溶菌パターン

成績を表3に 示 した。菌株数がまだ十分多い とはいえ

ないが,DS6Aは 哺乳動物結核菌 に対 してだけ活性 を

有す ることはまず 間違 いなさそ うであ る。 一 方GS4E

は高濃度スポ ッ トでは非定型抗酸菌の一部に溶菌様外観

を示す ことがあるが,RTDを 用 いると人型にのみ活性

を示 した。 しか して同 じ人型で も菌株 によ り多少の感受

性の差がある ようである。

以上の成績をま とめて表4に 示 した。

考 察

抗酸菌 の ファ・一ジタイ ピングは,Pensoら9),Fr◎man

ら10)1?,耳natokoI2),武 谷 ら董3)三4),Redm◎ndら Σ5)によ

つ庵進みられ てきてぎたが,そ の方法論 に関 しては とく

にみ るべ き報告が ない◎本報告の成績 には上記の先人た

ち と著 しく異 なる結果が多 く得 られているわけではない

が,し か し十分に検討 された方法論1)～3>に立つ て行なわ

れ た とい う点 で意義 あるもの といえよ う◎

従来 結核菌 を溶菌 しうるファージは,す べてSap-

rophyteを その宿 主菌 としてお り,結 核菌だけを溶菌 し

うるフ ァージは知 られていない◎ しか しRedmondら15)

はDS6Aフ ァージがそれである ことを報告 し,本 実験

に よつてそれが確認 された。 た だ しRedmondら は,

Vole菌 がDS6Aに 感受性がない と述 べているが,著

者 らは逆の結果を得た。 これは実験方法の違 いによるも

のか,あ るいは菌 株(著 者らのはD1516))の 違 い に よ

るものであろ う。

次にRedmondは,GS4Eに ついて,人 型結核菌を

溶菌するが,牛 型菌 を溶菌 しない と述 べた粉。 この点に

関する著者 らの追試はほぼその事実を確認 しえた。ただ

し人型菌 の中 でもH窪 株はH37株 に比 しやや感受性が鈍

い◎

B1フ ァージに対 してBCGの 感受性が弱い ことは,

かつ て武谷 ら鋤が認めた所 見であるが,当 時方法論が未

確立で あつたために再現性 とい う点で若干問題を残 して

いた。著者 らはRTD法 を用 いて,B1に 対 してはBCG

を含む 全牛型菌 が感受性 が 弱 く(2～0),一 方人型菌は

これに対 して著 しく感受性 の強 い(5～3)こ とを確認

した。またC3に 対 してはそれ ほど著明ではないが,そ

の逆 であると思われた。 この事実 も人型 と牛型の ファー

ジに よる鑑別 に有力 な手段を提供 しうると思われ る◎



Photochremegenに 対 するL1フ ァージの特異的活

性 は,す でに著者 らに よつて報告 された◎ この菌型は,

D29,Y10,B1,C3な どに対 して哺乳動物結核菌 よ り

も感受性が低いので,そ の点 で も若干の区別はで きるが,

なお決め手 とはな りえない。その点L1は その特異的な

溶菌(4～3程 度)に よつ て,抗 酸菌の ファージタイ ピ

ング上,重 要な地位を占めるものといい うる と思 う。

各型菌を通 じて ファージ高濃度液スポ ットに より生 じ

る一種の溶菌様外観 に関 してはすでに成績 の項 でも論 じ

たが,さ らに検 討を行 な うことに よ りこれ が真 の溶菌 で

ない場合で も,タ イ ピングに役立て うる可 能性 が残 され

ている。 またY13フ ァージでなされ た よ うに(未 発

表),高 濃度 ファージ液中に含 まれ る フ ァー ジmutant

を と り出す ことに より,特 異的なパター ンを もつ フ ァー

ジ株,あ るいは高い適応性を もつ ファージ株 を得 る可能

性 も考え られ よう。

表4の 試案はなおきわめて不十分な ものである。疫学

的 あるいは臨床的 見地か らすれぽ,人 型結核菌 の中をさ

らにい くつかに分 けることこそ,抗 酸菌 のフ ァージタイ

ピングに期待 され るところであろ う。近年 抗酸菌 フ ァー

ジに関す る研究 の 目ざましい発展を考える と き,単 に

Saprophyteの みでな く発 育のおそい抗酸菌に対 して も

ファージタイ ピングの将来に大 きな希望 が もた紅 るので

あ る。

結 論

著者 らがすでに検 討発表 した抗酸菌 ファージの感受性

試験方法 と,17種 のタイ ピング用 ファージとを用 いて,

人型結核菌163株,牛 型結核菌18株,ネ ズ ミ型菌1株,

非定型抗酸菌101株,そ れに発育がやや早 いMyc。for-

tuitum5株,計294株 に対す るファージパターンを し

らべた。

その結果,暫 定 的なが ら本文表4に 示す ような発育の

比較的おそい抗酸菌 のフ ァージタイ ピング試案 を得た。

稿を終わるにのぞみ 多数の抗酸菌 株を分与 された九 大

戸田教授,名 古屋 大 日比野教 授,フ ァー ジの分与を受 け

たDr.Redmoadに 深 く感謝す る。

本研究 は 日本 ワックスマン財団研究助成 金の援助 によ

つてなされた。

文 献

1)徳 永徹 他:日 本細菌学雑誌16:898,昭36.

2)徳 永徹 他:同 誌,16:960,昭36.

3)徳 永徹 他:結 核,37:672,昭37.
き

4)徳 永 徹 他:日 本 細 菌 学 雑 誌,16:1031,昭36.

 5) Redmond W. B. et al. : Am. Rev. Resp. Dis., 

85: 883, 1962.

6)室 橋 豊 穂 他:医 学 と生 物 学,60:7,昭36.

7)室 橋 豊 穂 他:同 誌,56:210,昭35.

8)水 口康 雄 他:日 本 細 菌 学雑i誌17:770,1962.

9) Penso, G.: Hauduroy's  "Le bacille tuberculeux 

   et paratuberculeux " 99, Masson et Cie, 1951. 

10) Froman, S. et al.: Am. J. Publ. Hlth., 44 : 1326, 

   1954. 

11) Froman, S.: The 18 th Conference on Chemo-

   theraphy of tuberculosis. 1959. 

12) Hnatoko, S. I.: Canad. J. Med. Sci., 31 : 462, 

   1953. 

13) Takeya, K. et al.: Am. Rev. Resp. Dis., 80 : 

   543, 1959.

14)武 谷 健 二 他:九 州 大 学 結 研 紀 要,5:423,昭34.

15) Redmond, W. B. et  al.  : Am. Rev. Resp. Dis., 

82: 781, 1960.

16)室 橋 豊 穂 他:結 核,27:36,昭27.

17) Redmond, W. B. et  al.  : Canad. J. Microbiol., 

7: 697, 1961.

 Phage Typing of Slow Growing Mycobacteria. 

 In the present paper phage typing of slow grow-

ing mycobacteria such as human type tubercle 

bacilli, bovine type, avian type and unclassified 

mycobacteria, and additionally one of the sapro-

phytes, Myc. fortuitum, is discussed. 

 Phage strains used were 15 typing phages select-

ed by the serological and lytic types and 2 new 

phages, DS 6 A and GS 4 E, sent by the courtesy of 

Dr. W. B. Redmond, U. S. A. Mycobacteria strains 

tested were in total 294 and were consisted of 163 

human, 18 bovine, 1 murine and 6 avian types, 101

unclassified mycobacteria and 5 Myc. fortuitum. 

Phage sensitivity test was carried out employing 

RTD which was determined preliminarily on each 

phage as described before, comparing with the mod-

ified RTD method and the spot method employing 

a concentrated phage suspension. 

 It was revealed that spotting with a concentrated 

phage suspension gave rise very often confusions of 

the results of phage typing of mycobacteria. 

 Mammalian type tubercle bacilli showed quite sim-

ilar lytic pattern. However, precise examinations 

employing RTD demonstrated a slight difference in



 /the degree of sensitivity to the typing phages a-

mong them. For instance, human tubercle bacilli 

were lysed by B 1 more strongly than bovine ones, 

and by C 3 the reverse was the case. To GS 4 E 

human type bacilli alone were very sensitive, while 

bovine and murine types were not. Even among 

the same type bacilli a slight difference was notic-

ed in the degree of phage sensitivity. For exam-

ple, not a small part of human type strains have 

shown a growth inhibitory area with lysis like ap-

pearance to one or more of the phages, such as D 4, 

A 6, HC, L 1 and Y 13, but not to Y 7 D 30, PP, PR, 

PL and D39. And from the lysis like area pro-

duced by Y 13 a phage strain which was able to 

lyse human type bacilli strongly was isolated and 

propagated. Accordingly, it is likely that some of 

the areas with lysis like appearance indicate a true 

lysis and others do not. 

 Avian type bacilli were not sensitive to all of the 

phage strains tested by RTD method. However, by 

spotting a concentrated suspension of D29, B I, C 3, 

L 1, D4, HC, A6 and Y13 a lysis like growth inhibi-

tion was often observed, although not in a definitive

pattern. 
 Among the unclassified mycobacteria, Myc. Kan-

sasii, Hauduroy (photochromogens) had a specific 

sensitivity to L 1. On the contrary, non-photochro-

mogens and scotochromogens had no sensitivity to 

all of the phages tested by the use of RTD just 

like the avian type. Some of them, however, some-

times indicated an area with lysis like appearance 

by one or more of the phages, such as B1, C3, D29, 

Y 10, Y 13, Li, D4 and HC, by spotting a concent-

rated phage suspension. 

 Among the 5 strains of Myc. fortuitum, 335-R 

alone was sensitive to B 1 in the degree of 3. 

 Phages DS 6 A and GS 4 E showed such character-

istic lytic patterns as that the former was active 

only to mammalian tubercle bacilli and the latter 

only to human type bacilli. It is very interesting 

that among human type tubercle bacilli a slight 

difference in the sensitivity to these phages was 

noticed. 

 A sheme of the classification of mycobacteria by 

the phage typing was tentatively proposed.


