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In 1959 the thirteen strains of mycobacteriophage were isolated by the present authors from, 

the soil in Tokyo, and the biological properties of them were reported (Murohashi, T., et al.: Acta 

Tuberc. Pneu. Scand., XLI, 33, 1961). Recently two kinds of bacteriophage have been isolated 

from one of those 13 strains, Y 13 , and named as Y 13 L and Y 13 S.

The Y 13 L produces a large plaque, 3 to 4 millimeter of diameter on the host bacteria, Myc. 

sp. Jucho, and the Y 13 S a smaller one, 0. 7 to 1. 5 millimeter of diameter. The particle sizes, 

revealed by electron micrographs of them were as•@ follows: The head of Y 13 L is spherical 

with the diameter of approximately 80 mg and the tail is about 140 mit long, while the head of 

Y 13 S is cylindrical with the size of approximately 110 x 60 mg, and the tail length is about 

220 mg.

The phage patterns of 117 strains of rapidly growing saprophytic mycobacteria to the above 

mentioned two phages were grouped into 3: the first group is susceptible to the both phages and 

9 out of 117 belong to this group, the second is susceptible only to Y 13 S and 9 strains belong-

to it, and the third has no susceptibility to the both phages. Both phages have no activity 

against slowly growing mycobacteria. However, a mutant isolated from Y 13 L phage was able: 

to lyse human type and bovine type tubercle bacilli, and was named Y 13 A. This mutant, 

Y 13 A could also produce some growth-inhibiting area on the bacterial lawn of avian type•@ and 

of some strains of unclassified mycobacteria, but it was concluded that this was not a real lysis. 

but just a growth-inhibition.

A strain of Myc. sp. Jucho resistant to Y 13 L was susceptible to Y 13 S, and vice versa.

Y 13 S phage was neutralized by anti-Y 13 L serum, but Y 13 L phage was not neutralized_ 

by anti-Y 13 S serum. The one-sided immunological reaction described above might be explained 

by assuming that Y 13 L might have antigen (s) other than that common to Y 13 S.

It was noticed that Y 13 L phage was closely related to D 4 (Froman) and A 6 (Takeya) in 

almost all of the biological properties, while Y 13 S resembled to Phagus choremis (Hauduroy) 

both in the antigenic properties and the particle morphology, and partially related to Y 7 in the 

antigenic property.

Availability of Y 13 L and S phages to the phage typing for mycobacteria was discussed ; 

In similar way as in D 4, Y 13 L can be a key phage in the identification of Myc. smegmatis, 

and Y 13 S can also be useful to identify some group of saprophytic mycobacteria.

* From Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shinagawa-ku
 Tokyo, Japan.
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著者 らは さきに東京都下 の土壌 よ り13株 の抗酸菌 フ

ァージを分離 し,Y系 ファージ と名付け1),そ の生物学

酌諸性状を報告 した2)3)。これ らフ ァージの うちY13と

名付け られた1株 は,プ ラークの形態,宿 主溶菌域,血

清学的性状 などが他 のブ ァージとは著 し く異 な つ て お

り,か な り特殊 なフ ァージであ ろ うと考 え られたが,こ

Fig. 1 Plaque morphology of 6 mycobacteriophages

(a) Y 13 S(b) Y7 (c) Phagus choremis 
(d) Y13L (e) A6 (f) D4

のY13の 溶菌液 中には2種 類 の ファージが混在 してい

るこ とが最近 見出だされ,そ の両者 の生物学 的性状 も明

らか とな り,国 内国外 の分離 ファージ株 との異同につい

て も若午 の知見が加 え られ た。 した が つ て前報告2)3)の

補遺 の意味 で,Y13か らさ らに分離 され たこれ らの2

つ のフ ァージにつ いて報告す る。

実 験 方 法

前報告2)の 方法 をほ ぼそ のまま踏

襲 した。若干変更 した点な どについ

ては実験成績 中に述べ る。

実 験 成 績

1)　 Y13LとY13Sの 分離

Y13フ ァージは1959年 に土壌 よ

り分離 されて以来1),発 育 の早 い 抗

酸菌 であ る獣調 株を宿主菌 とし,こ

の菌 を通 して約5年 間継代 されて き

た。分 離当初 よ り宿主菌上のプ ラー

クの形態に大小の2種 が認め られ,

大 きい もの は径3～4mm,透 明か

つほぼ円型であ り,小 さい ものは径

0.7～1.5mm,不 透 明円型 であ ると

報 告された2)。そ の後 この2種 のプ

ラー クは それ ぞれ単離す るこ とが で

き,そ のおのお のを獣調株 を宿主菌

として増強す る とき,そ のprogeny

はそれぞれ大 または小 のプラークを

Fig. 2 Morphology of 3 mycobacteriophage particles

(a) Y 13 S (b) Phagus choremis (c) Y 13 L
The sizes of the particles were described in the results. In (a), a lot of phage ghosts and 
DNA-like fibers are seen. In(b), a particular structure looking like a pin is seen at the tail tips.
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Table 1. Phage Pattern of Y 13 L and Y 13 S 

Phage against 117 Strains of Rapidly 

Growing Mycobacteria

*The numbers in this column indicate the degree of 

lysis: 5-4 means a strong lysis and 0 means no lysis.
**The phage released from Myc . sp. Jucho lysogenized by

 Y 13 L was designated as Y 13 L (J1). The Y 13 L (J2)

 means the Y 13 L phage released from the bacteria pre-
viously lysogenized by the Y 13 L (J1).

作 るにいた ることが見 出だ された。

この大 きいプ ラークを 作 る フ ァージはY13L,小 さ

いプ ラークを作 るフ ァー ジ はY13Sと 命 名 され た。

<Fig.1参 照)

2) Y13LとY13Sの 粒 子の形態(Fig.2参 照)

自然乾燥状態 で の電子顕微鏡 像に よる と,Y13Lは

頭 部 は球型 に近 く,影 の形 か らおそ らく二十面体 であろ

う。その径 は,約80rnμ で尾 部の長さは約140mμ で

ある。Y13Sは 円筒状の 特 殊 な形 を示 し,長 径 約110

mμ,短 径 約60mμ で,尾 部 の 長 さは約220mμ であ

る。前 者は瀬川 らの電顕像に よる分類に よると1型 に相

当 す るが,後 者は該当す る型がない。形態学的には'著

者 らが報 告 したphagus choremis4),お よび武谷 らが報

告 したphagus polonusの それ5)に 似 てい るものと思わ

れ る。

3)　 発育 の早い抗酸菌に対す る溶菌性

予研保存 の抗酸雑菌117株 に対す るY13LとY13S

の感受性 をRTDス ポッ ト法6)を用 いて調 べた。そ の成

績 を表1中 に ま とめた。

Y13L,Sと もに獣調株 を溶原化す る ことができるが,

そ の溶原化率 は両 者の間にやや開 きがあ り,前 者は4.7

%,後 者では27%で あ る7)。Y13Lで 溶 原化 した獣 調

株 よ り自然 放出 された ファージで,再 度獣 調菌を溶原化

し,そ れ よ りさらに 自然放出 された ファージを得 ること

がで き,こ の フ ァージをY13L(Ja)と 名付けたが,そ

の溶菌域を表1中 に併示 した。

117株 の抗酸雑菌は,Y13LとY13Sの 双方に よつ

て強い溶菌 を受け る群(9株)と,Y13Sの み に よつ て

溶菌 され る群(9株)と,Lお よびSの いずれ に よつて

も溶菌 を受けない群(99株)の3群 に大別 された。

この うち第1の 群に属 す る菌株は,宿 主菌の獣調株の

ほか,Maccoy,伝 鳥,竹 内,ス メグ マ(予 研),F21

(Froman),ATCC607,Ranae,竹 内CCSの 諸株 であ

る。

第2の 群に属 す る菌株 は,主 として横 浜大宍戸 らが 自

然 界 よ り分離 した菌 で'MSM1,MM1,PM2,B1027,

B1244,A496,関 口,非S2,B1の 諸 株 で あ る。

い ず れ の フ ァー ジ に よつ て も溶 菌 しな い第3の 菌 群 中

セこは,BalneiやSalmonifi1umな どの比 較 的低 温 で発 育

す るす べ て の菌 が含 まれ,そ の ほ かPenso由 来 のMyc.

smegmatis,Myc.1acticola,Myc.rabinowitschi,Myc.

phleiを は じめ,予 研 保 存 の フ ンイ,ブ チ リク ム,竹 尾

な ど42℃ で 発育 す る多 数 の 抗酸 雑 菌 が 含 まれ て い る。

な おY13L(J2)の 溶 菌 パ ター ンは,表1の ご と く,

溶 菌 の程 度 が 原 株 よ りもい くらか 弱 い もの が み ら れ た

が,宿 主 域 の 変 化 は 認 め られ な か つ た 。

4)　 Y13Aの 分 離

著者 らは さ きに,人 型 結 核 菌 を ま い た平 板 上 にY13

フ ァ ー ジを ス ポ ッ トす る場 合,RTDを 用 い て は 溶 菌 を

認 めが た い が,よ り高 濃 度 の フ ァー ジ液 を ス ポ ッ トす る

と,し ば し ば 低 度 の溶 菌 が 認 め られ る こ と を 報 告 し

た8)。 この よ うな 溶 菌 部 位 を か き と り,さ らに人 型 結核

菌H37Raを 用 い て 増 強 を 行 な うと,得 られ た フ ァー ジ

は 強 く人 型 菌 を溶 菌 す る よ うに な る。 しか して この フ ァ

ー ジ はY13Lよ り低 率 に 出現 す るmutantで あ る こ と

が 明 らか とな つ た 。 このmutantはY13Aと 命 名 され

た 。

5)　 発 育 の 遅 い 抗酸 菌 に 対 す る溶 菌 性

人 型 結 核 菌6株(H37Ra,H37Rv,H2Ra,H2Rv,青 山

B,奄 美61),牛 型 菌2株(BCG,Ravenel),鳥 型 菌3

株(Kirchberg,Flamingo,MarenCecilie)お よ び15

株 のunclassified mycobacteria(P1,P4,P6,P8,

P16,P17,P18,P30,P35,P36,P37,　 P39,P40,

P41,121326)に 対 す るY13L,Y13Sお よびY13A

の感 受 性 を し らべ た 。方 法 は 小 川 培 地 上 の 菌 に 各 フ ァ ー

ジ の 原液 お よび1RTD液 の ス ポ ッ ト法 を 用 い た 。 人 型

菌 と牛型 菌 に 対 して はY13Aが 強 い 溶 菌 を 示 し,Y13

L原 液 が と きに 弱 い 溶 菌 を 起 こ した 。RTDで はY13

L,Sと もに 感 受 性 を 示 さ な い。 鳥 型 菌 とunclassified

m,ycobacteriaに 対 して は,い ず れ の フ ァー ジ も感 受 性

を 示 さな か つ た が,Y13Aの 高 濃 度 液 の ス ポ ッ トに お

い て は'ス ポ ッ トの 部 位 に 若 干 の発 育 阻 止 帯 が 認 め られ

た 。

6) Y13LとY13Sと の 交 叉耐 性 試 験

Y13LとY13Sに それ ぞれ 耐 性 の 獣 調 菌 を作 り,そ

の 交 叉 耐 性 を し らべ た とこ ろY13LはY13S耐 性 菌

に 対 し,ま たY13SはY13L耐 性 菌 に対 し感 受性 で

あ つ た 。 また そ れ ぞ れ の フ ァ ージ の 溶 原 菌 を 作 りそ の 感

受 性 を し らべ た が,こ れ も互 い に 感 受 性 で あ り,こ の面

か らもY13LとY13Sと は、別 種 の フ ァー ジ で あ る こ

とが知 られ た 。

7)　 血 清 中 和 反 応

Y13LとSを そ れ ぞ れ 反 復 し て ウ サ ギ に 注 射 し抗 血

清 を 型 の ご と く作 り,前 報 告 と 同様 な方 法9)で 中和 試 験
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Table 2. Neutralization Rate (by the Anti-Phage
 Sera) of Mycobacteriophages Closely

 Related to Y 13 L or Y 13 S Phage

 Neutralization rates were calculated by No-N/No•~100.

 Here, No stands for the plaque number in the control 

plate and N that after neutralization.

を行 なつた。そ の結果 を表2に 示 した。

Y13Lフ ァージがY13L抗 血清に,Y13Sフ ァー

ジがY13S抗 血清に よつて中和 され るのは当然であ る

が,Y13Lフ ァージがY13S抗 血清に よつて中和を受

けないのに反 し,Y13Sフ ァージはY13L抗 血清に よ

つて中和を受けた。 この点に関 してはのちに考察を加 え

たい。

8)　 Y13以 外 の抗酸菌 フ ァージ との関係

プ ラー クの形態 や溶菌域 な どか らY13LはA6(武

谷 ら)10)およびD4(Froman)11)と の類似性 が 着 目され

たoA6,D4,Y13の3者 が,著 者 らの報 告 した 「抗酸

菌 フ ァージの分類表」 の中で ともにXbグ ループに所属

せ しめ られた のは この理 由に よる。一方Y13Sは 著者

らの分離 したY71),お よびHauduroy由 来のphagus

choremis(HC)と のプラークの形態 の類似性,ま た とく

に後者の場合粒子 の形態 の相似点が注 目された(Fig.1,

Fig.2参 照)。 そ こで如上の6種 の ファージ間 の性状 の

比較が,溶 菌域,交 叉耐性 テス ト'血 清中和反応 などを

用 いて行なわれた。抗血清に よる中和率を表2中 に示 し

た。

A6,D4は それ ぞれY13L抗 血清に よ り高度の中和

を受 け,こ の3者 が血清学的に も近 縁の ものであ ること

が 明 らか となつ た。またこれ ら3者 は溶 菌パ ターンか ら

み ても,交 叉耐性試験 の成績 か らもきわめて類 似 した結

果 を得た。ただ し獣調菌 に対す る これ らフ ァージの溶原

化は,D4で は きわ めて困難であ り,Y13Lお よびA6

では容易であつ て,フ ァージのvirulenceに は大 きな差

がみ られた。

Y13Sフ ァージはY7抗 血清であ る程度 中和を受け

ることが見田だ された。一方Y7フ ァージはY13S抗

血 清ではほ とん ど中和を受けなかつた。 またHCフ ァー

ジはY13S,Y7両 抗血清で中和を受けた。

溶菌 パターンにおいては,Y13S,Y7,HCは 、か な り

異 なつた成績を示 した。 た とえばMyc.1acticola(Pen-

so)は この3者 中HCに のみ感受性 を有 し,ま た宍戸 由

来の土30株 はY7に のみ,同 じく宍 戸由来のMM1,

MSM1,PM2,BIC27,B1244,A　 496な どはY13S

にのみ感受性を示 した。

結局Y13LとD4とA6と は きわめて近縁 のフ ァ

ージであ り
,Y13S,Y7,HCは プ ラークの形において

近 似であ り,共 通抗原を有す るが,溶 菌パ ターンにおい

てはかな り異な る一群 であ る,と い うことがで きよ う。

考 察

Y13フ ァージには,Y13LとY13Sと い う2種 類

の異 なつた フ ァージが混在 しているこ とが 明 らか となつ

た。 この両者が1959年 の分離当初1)よ り混在 していた

もの とす る と,約5年 間獣調株を宿主菌 として継代 を続

け られ る間,互 いに独立を保ちつつ増殖 してきた ことに

な る。1960年 に撮影 された プ ラ ー クの写真 と現在 のプ

ラークを比較 して差異が認め られない ことは,こ の可能

性 を強 く示唆 す る も の と考え られ る。LもSも ともに

temperateな フ ァージであ り,こ の間にrecombination

の起 こつた可 能性 があ ることは,LとSと が共通抗原を

もつている ことか らも考 え られ るが,そ の積 極的な証 拠

はない。

ヒ ト型結核菌上に高濃度 のY13を スポ ッ トした場合.

しば しば プラー クの形 成がみ られた とい う従来 の知見8)

は,Y13Lの 中に低率 に出現す るY13Aの 存在 による

ことが明 らか となつた。 トリ型菌や非定型抗酸菌に対 し

て も高濃度のY13は ときに発育抑制斑 を生ず るが,こ

れは,フ ァージに よる定型的な溶菌 では な く'別 の 原

因,た とえば著者 らが以前に報告 した12)抗酸菌 フ ァージ

の流産感染 と宿主殺菌効果に基づ くものか もしれない。

Y13Lお よびY13Sに 対 する他 のフ ァージの関連性

が明 らかに された。 この両者に近縁な ファージ としてあ

げ られた ものの中で,D4は ア メ リカで,　A6は 日本の

九州で,HCは スイスでそれぞれ分離 された も の で あ

り,こ の事実 は抗酸 菌フ ァージの分布 を考え る うえに も

興味 のあ るこ とで ある。

Y13LとD4,A6の3者 は と くに 近縁 なフ ァージ

であ り,同 一 のoriginを もつ ファージか とも考 え られ

る。 これ らの宿主菌はそれぞれ獣調,F21,607で あ り.

永年 これ らの宿主を通 して増強継代 されて きた。 この3

株の宿主菌は著 者 らの ファージ タイ ピング13)によると,

すべてMyc.smegrnatisの グル ープに属す るものではあ

るが,し か し獣調ばPhagus rabinowitschi (Penso)に

対す る感受性 を もたず,F21と607と は このフ ァージ

に感受性 をもつ ているな ど,こ の3者 は必ず しも全 く同

じ菌では ない。 したがつてoriginは 同 じで も,若 干性

状の異な る菌株で継代 され る うちに,多 少の性状,こ と

に ファージの毒力に変化を来た した とい うことは十分考

え られ ることであろ う。

Y13SとY7と はプ ラー クの形 が類 似 してお り,ま

た血清 学的に も共 通抗原を有 す ることが知 られ た。 しか

しY7フ ァージはY13S抗 血清 中 で 中 和 を受 けず,
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Y13LとY13Sと の血清学的関係 と同様にone-sided

 immunological reactionが 認 め られた。 同 様 の 現象は

またB1とL1フ ァージの 間において も認め られた と

ころであ る9)。この理 由はおそ らくY13Lあ るいはY7

フ ァージ粒子がY13S粒 子 との共通抗原のほかに さら

に別の抗原を もつてい ると仮定す ることに よ り説明 され

よ う。

Y13SとHCと は電子顕微鏡に よつて 粒子の形態が

類 似 してい ることが明 らか となつた。従来抗酸菌 ファー

ジで この よ うに頭部が桿状あ るいは カイコのマユ状を呈

してい ると認 め られた ものは,こ のY13SとHC4)の

ほかHP5)(Hauduroy: Phagus polonus)の みであ る。

血清学的に もY13SとHCは 近縁 であ り,ま たHPも

著 者 らに よ りY7血 清で中和を受け ることが指摘 されて

い る9)。 したがつ てこの3者 は,溶 菌域にはかな り差 は

あ るがかな り近縁の ファージであ り,分 類上同一の群に

入れ ることがで きよ う。

抗酸 菌の タイ ピングに とつてY13LとSと は どの よ

うな意義 を もち うるで あ ろ うか。Y13Lと ぎわ めて近

縁 であるこ とが 明 らかに されたD4フ ァージは,Myc.

smegmatisを 同 定す るため のkeyphageと してFro-

manU)お よび著者 ら13)によつて提唱 され てい る。 したが

ってY13Lも またMyc.smegmatisを 同 定 す るkey

phageた り うるわけであ る。一方Y13Sに よつてだけ

溶菌を受け る一群の抗酸菌が存在す ることが知 られた。

この性状は抗酸雑菌の分類上有用であ ると考え られ るの

で,著 者 らはY13Sを 抗酸菌 の タイ ピング ファージの

セ ッ トの中に加え よ うと考えてい る。

結 論

抗酸 菌 ファージY13か ら2種 の異なつた フ ァ ー ジ

Y13LとY13Sと が分離 された。そ れ ぞ れ のプ ラー

クの形態,粒 子の形態,結 核 菌を含む種 々の抗酸菌 に対

す る溶菌域,交 叉耐性,血 清学的性状な どが 記 載 さ れ

た。 また他の抗酸 菌 ファージ との異同,フ ァージ分類学

上の位置,タ イ ピングへの有用性な どが考察 された。

丸山米夫技官の技術上の援助に感謝 す る。
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