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フ ァ ー ジ型 別 を利 用 した家 族 内結 核 の 感染 源 追 求

第1編　 人型結核菌をファージ型別するための実験的研究
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STUDIES ON THE IDENTIFICATION OF INFECTION SOURCE 

FOR PULMONARY TUBERCULOSIS IN

 FAMILY USING BACTERIOPHAGE 

TYPES AS A MARKER*

I. Fundamental Studies on Phage Typing of M
. tuberculosis

 Kohei KITAHARA

 (Received for publication September 28, 1972)

 Phage typing of M. tuberculosis isolated from the patients was performed to identify th
e source of 

tuberculous infection in families . 

1) The phages used were derived from the National Institute of Health i
n Japan. One RTD was 

tested by spotting 0.01 ml of ten fold dilutions starting from 1 •~ 108/ml onto RVA 

plates overlaid with 
semisolid RVA containing 0 .5% agar and host bacilli. Complete lysis was observed by 100 particles per 

0.01 ml or more for all phages.

 Thus it was defined that one RTD in our laboratory was 104 particles per milliliter for each phage
. 

In 1954, Dr. S. Froman originally reported the phage D34
. However the D34 which was given to me 

by Dr. Murohashi did not lyse H37Rv . Consequently this particular phage has been termed D34'
. 

2) Using one RTD, each phage was spotted on the 160 strains isolated from 

pulmonary 
tuberculosis patients. As for susceptibility

, the common receptors were observed among DS6A, Y10, C3,

 Bl, GS4E and BK1 phages each other . D34' phage showed the most specific lysis . Accordingly it was 

suggested that strains of M . tuberculosis were divided into two lytic patterns . In one pattern, the strains 

show susceptibility to some of the DS6A
, Y10, C3, Bl, GS4E and BK1 phages. In the other pattern, only 

one strain was susceptible to D34'. Since the phage types
, to which the least number of strains show 

susceptible, seemed very useful for epidemiological studies
, the BK1 and D34' were selected for the nex 

experiments. 

3) For the reason just stated
, BK1 and D34' were selected and applied to the typing of isolated 

strains, and further phage typing were carried out by the following procedure
. About 0.5 mg of semi-dried 

isolated strains in 0.5 ml of saline and 3 ml of RVA were poured over a plate of 20 ml of solidifi
ed RVA.

*From the 2 nd Department of I
nternal Medicine, Nagasaki University School of Medicine

, 7
, Sakamoto, Nagasaki 852 Japan.
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After incubation at 37•Ž for three days, 0.01 ml of phage suspensions containing 1 •~ 104 and 1 •~ 

103/ml were spotted. After additional incubation at 37•Ž for another 11 days, the degree of lysis was 

recorded.

 Final reading were recorded by classifying the strains "highly susceptible", "intermediately 

susceptible" and "less susceptible" to each phage. That is, two concentrations of one RTD and 1/10 RTD 

were spotted on each bacterial lawn of the strains to be tested. When 10 phages (1/10 RTD) spotted 

produced plaques, such a strain was regarded as "highly susceptible" to the phage; and if 100 phage 

particles (1 RTD) produced no plaques, such a strain was regarded as less susceptible to the phage; the 

other strains were regarded as having intermediate susceptibility to the phage.

 4) To test the reproducibility for phage typing, 197 isolated strains were typed five times 

repeatedly using BK1, D34' and DX phage. DX phage is a mutant phage which was obtained after 

irradiation of X-ray on D34' phage. 

Reproducible results were obtained from 191 strains. Only six strains showed non-reproducible 

results. The lytic pattern for these three phages was observed by the use of 197 strains isolated from. 

patients with pulmonary tuberculosis are summarized as bellow. 

Thirty-two strains out of 197 strains were highly susceptible to BK1 and less susceptible or 

intermediate to D34' and DX. This lytic pattern was named BK1-Type. Eight strains were less susceptible 

or intermediate to BK1 and highly susceptible to D34' and DX. This lytic pattern was named D34'-Type. 

Altogether sixteen strains were less susceptible or intermediate to BK1, and highly susceptible to DX. This 

lytic pattern was called DX-Type. The remaining strains were not highly susceptible to any of these three 

phages and accordingly they were not typable. 

5) The reproducibility of phage types was tested again in standard strains and in mutants resistant 

to drugs. The phage susceptibility of H37Rv, H37Ra, Aoyama B, Kurono strains to BK1, and DX was 

examined 45 times, and the results were reproducible every time; that is, all of these strains were 

BK1-Type. The mutants of ,H37Rv resistant to SM, PAS, INH, KM, TH, CS, VM, EB and CPM were also

 BK1-Type.

 6) Similarly phage type of the strains isolated monthly from the same patient was tested to 

 examine the reproducibility of phage types. The 240 strains were obtained from fourty patients, that is,

 six strains from each patients for six months. Reproducible results were obtained from 38 patients,

 varying results were obtained from two patients. 

 From these results, it can be said that practical reproducibility of phage typing are obtainable using 

the typing method described above, and BK1-Type, D34'-Type and DX-Type are usefull as epidemiologi

 cal tools because of their rarity in the isolates.

 Epidemiological meaning of these types will be discussed in other report.

は じ め に

1954年Fromanら1)が 抗酸菌を溶菌 する4種 の ファ

ージを分離 して,人 型菌 のフ ァージに対す る感受性が菌

株に よ り異 なるこ とを報告 した。 わ が 国 で は,武 谷

(1957)2)～5),室橋(1959)6)7),高 橋8),須 子 田ら9)に よ

り,多 数 のフ ァージが 土壌 か ら分離 されたが,そ の後世

界各国で分離された数多 くのブ ァージは,血 清学的に整

理され るよ うになつて きている。

ファージを利用 した人型結核菌の型 別 と し て,武 谷

ら13)はB1,A2お よびA3フ ァージに よる4種 の型を提

示 したが,同 時 に こ れが 絶 対 的 な型 で ない とも述 べ て い

る 。 ま たBaess 14)はBK1フ ァー ジを用 い て,BKf感 受

性 株 とBK1耐 性 株 とに,高 橋 ら8)は,S1お よびS2・ フ

ァ ー ジ(S1をH2株 で 増 強 して 得 られ た ブ ァ ー ジ)を1

用 い て,S1型,S1・S2型,S2型 と分 型 した 。 さ らに

Batesお よ びMitchison 15)は,DS6A, GS4E,D34

フ ァー ジ を用 い,DS6Aの み に 溶 菌 され る菌 株 をA型

DS6Aお よびGS4Eの 作 用 を 受け る菌 株 をB型,3種

の フ ァー ジす べ て に溶 菌 さ れ る 菌 株 をC型 と し,徳 永

ら16)は,GS4E, BK1, B1は 結 核 菌 に 対 して 互 い に 類似

した 感 受 性 を 示 す こ とか ら,こ れ らの フ ァー ジに 溶 菌 さ
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れ る群 をhighly susceptible,作 用 されな い 群 をless

 susceptible,こ の中間 の感受性 のも の をintermediate

と分類す ることを提唱 した。

著者は,肺 結核症の感染源を明 らかにするためには,

従来行われて きた未治療 耐性を参 考 とす るほか,フ ァー

ジ型を利用す る こともその一 法 と考 え,本 研究 を企画 し

た。 しか しその応用 に先立つ て,使 用す るファージの選

定,フ ァージの型別法,成 績の判定法な どに検討すべ ぎ

面 も多 々あ ることに気づ き,ま ずそれ らを解決 して著者

自身 と しての方法を確立 した後に実地に応用 する ことを

考えた。

本 編では,上 記の基 礎的な検討か らフ ァージ型別 の方

法の確立 までの経過 と,そ の後応用面 と併行 して実施 し

た変異株 の分離 とそ の利用の一面 とについて述べ る。

実 験 方 法

1)供 試フ ァージ:実 験の前期には,い ず れ も国立予

防衛生研究所 よ り分与を受け たDS6A(Redmond),Y

lo(徳 永),C3(武 谷),B1(武 谷) ,GS4E(Redmond),

BK1(Baess),D34(Frornan)の7フ ァージを使用 した。

これ らの うちD34はFromanの 原著 と特 にH37Rvに

対す る作用を欠 く点で異なつていたため,本 論 文 で は

D34と 呼称 している。後期には,著 者がD34'よ り分

離 した変異フ ァー ジDXも 追加 して用 いた。

2)　 増殖 お よび指示 菌株:フ ァージ と同時 に分与を受

け たDS6Aお よびGS4Eに 対す る菌株H37Rv,Y10,

B1,BK1:F21,C3:120,とD34用 のF130の4株

であ り,DXの 場合 後述 の ようにF130を 使用 した。

3)供 試菌株:い ずれ もナ イアシソテス ト陽性の人型

結核菌であ り,標 準菌 としては教室に保存 中 のH37Rv,

H37Ra,青 山B,黒 野株を,薬 剤耐性菌にはH37Rv由 来

のSM100mcg/ml,PAS10mcg/ml,INH50mcg/ml ,

KM100mcg/ml,CS80mcg/ml,VM100mcg/ml ,EB

10mcg/ml,CPM100mcg/mlの そ れ ぞれ 単独 耐 性株 を
,

分 離 菌 と しては 肺 結 核 患 者 よ りの604株 を 一 部 では 重 複

して 使 用 した 。

4)　 フ ァ ー ジ液 の 力 価 測 定:RVA平 板(表1参 照)

の 上 に,指 示 菌 液(湿 菌 量 約1-mg/ml)0.5ml ,希 釈

した フ ァー ジ液0.1mlとRVA軟 寒 天(寒 天 濃 度0 .5

%)3mlを 注 い で混 和,固 化 後37℃ で 培 養 し,ブ ラ

ック数 を 数 え る方 法 に よつ た 。

5)　 フ ァ ー ジ型 別 法:後 述 す る予 備 的 検 討 の 結 果 以 下 轟

の よ うに 実 施 す る こ とに した 。 径 約10cmの シ ャー レ

に20mlのRVA培 地 を 注 加 固化 させ た平 板 .上で,対

数 期 の 結核 菌 浮 遊 液(約1mg/ml)0.5mlとRVA軟

寒 天約3mlを 混 和 し,固 化 後37℃3日 間 培 養 す る

(こ の間 に 培 地 表 面 は 乾 燥 し,凝 固 水 は 認 め られ な く な

る)。 これ に1.0×104/mlお よび1.0×103/mlの フ ァ_

Table 1. Preparation of RVA Medium

After sterilization by autoclave at 121•Ž for 20minutes
, 

oleic aibumine complex was added . 

Oleic albumin complex contains bovine albumin fraction 

V 3.5g, oleic acid solution (oleic acid 0 .12ml and 0.05 

N NaOH 10ml )5ml, distilled water 95ml and 2 .5 N NaOH

 0.35m/.

ジ液 を,1/4針 を接続 した1mlッ 反 応用 注射 器を用 い

て,1滴(0.01ml)ず つ適 当な間隔 をおいて 滴 下 す る

(4～6ス ポ ット/平板)。 そ の吸収を まつ て再び37℃ で

培養 さ らに11日 後に判定 した。なお上記の方法に よ

る1滴 は検定の結果平均0.010151nlで あつた。

実 験 と 結 果

1) Routine Test Dilution (RTD)の 決定:人 型 菌

のフ ァー ジ型別法 としては,徳 永 らの提 唱 したRTD法

が広 く用 い られ ている。 しか し実施者に よつ て使用各 フ

ァージの1RTDに 含 まれ るファージ粒子数は,103～

108/mlと かな りな幅がみ られ,こ れは判定者 の 主 観や

検定方法の差に よるもの と考 えられ る。フ ァージ型別に

際 しては滴下す るフ ァージ粒子数が成績に重大な影響 を

与え ることか ら,1RTDを1ml中 のフ ァージ粒子数 と

して規定する実験 を行つた 。

予研 よ り分与 を受けた7種 のフ ァージそれぞれについ

て・型別法に準 じて宿主菌を重層 したRVA培 地平板を

準備 し,あ らか じめ実施 した ブラック算定を基礎 として

1.0×108/mlよ り1.0×102/mlに 至 る10進 希釈液列 よ

り,そ れぞれを0.01mlず つ滴 下,そ れが培地 に 完 全

に吸収 され るのを待つて37℃1～14日 培養 し,溶 菌が

最 も進 んだ状態 で成績 の判定 を行つた。

実験 は5回 反復 して行つたが,毎 回同一の結果が得 ら

れ,表2に 示す よ うにいずれのフ ァージにおいて も1.0
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Table 2. Phage Particles in 1 RTD

 of Each Phage

Table 3. Lytic Patterns for 7 Phages Observed

 by the Use of 160 Strains Isolated from 

Pulmonary Tuberculosis

+includes even single plaque and—indicates no 

plaque.

×104/mlが 完全 溶菌 を認 め うる最低 濃 度 で あつた。上

述 の0.01mlは 型 別法の項 に記 した注射 器法 に よるの

で,こ れに含 まれ るフ ァージ粒子数 は約100コ(1.0×

104×0.01015=101.5≒100)と なる0

2)　 分 離菌に対す るフ ァージの作用域:DS6A, GS4

E, BK1, B1, C3, Y10お よびD34'フ ァージの7種 を

使用 し,そ れぞれの1RTDす なわち約100粒 子ずつを,

分離菌160株 上に滴下 した。そ の結果 を単個 ブラ ックま

たはそれ以上 の溶菌を示 した場合を 十,全 く溶菌を認め

ない ものを 一 として整 理 した の が 表3で あ る。D34'

を 除 く6種 のフ ァージは表示 の順に作用域 が狭 くな り,

また順に後者に感受性を示す菌株は前者に よつて溶菌さ

れ,Receptorの 面か らみ る と近縁 性を想定 させ るもの

であつた。 これに対 しD34は これ ら6種 のフ ァージに

感受性を示 さなかつた1株 のみに作用す る特異的な態度

を示 した。

フ ァージ型別を疫学面に利用す る場合,比 較的作用域

が狭 いフ ァージに対 する感受性を用 いて特異 な菌株 を識

別 したい とい う著者の方針 か ら,D34,に 次 ぐもの とし

て,上 記6種 の近縁 とみ られ るフ ァージの うち よりBK1

フ ァージを選定 した。そ こで このBK1フ ァージ が 他 の

分離菌群を どの よ うに2分 し うるかを検討す る と と も

に,使 用 フ ァージ粒子数に よつて どのよ うに変化す るか

Table 4. Sensitivity of 64 Isolates to Differ

 ent Concentration of MK, Phage

Table 5. Host-induced Modification Observed 
 by D34'

 D34 was propagated on original host F130. 

D34'• Z43 indicates the phage propagated on Z43. 

D34'• Z43• F130 means that D34'• Z43 was propagated

 on F130.

を も観察す ることとした。すなわちBK1フ ァー ジ液 を

1.0×108/mlよ り順次10進 希釈 し,上 記160株 とは別

の分離菌64株 にスポ ッ トした 。

そ の結果 を各濃度におけ る感受性 と非感受性 の菌株数

で示 したのが表4で ある。1.0×104す なわ ち約100粒

子をスポ ッ トした場合13/64株 が感受性 と判定 され,こ

の率は表3の30/160に 近 似 で あつた。 また1・0×103

(約10粒 子)を 用い ると2株 が減 じて11株 となつてい

た。 この点を フ ァージ型別に際 して活用す ること,す な

わ ち1/10RTDを も併用 し,こ れに も溶菌 され る感受性

度の強い菌 株 と1RTDの み で作用 され る感受性度 の比

較的弱い菌株を区別 してみては との考えが生'じた。理論

上1RTDを 使用 した成績では,被 検株 の増殖用菌株に

対す る平板効率が1:100以 上の場合に感受性あ りと判

定 され ることとな るが,こ れに1/10RTDを 併用 して ブ

ラックを認め る場合のみを陽性 ととると,よ り感受性の

菌株 のみが取 り上げ られ ることとな る。

3)　 変異 フ ァージ株 の分離 二著者 の実験前半期に おい

ては,予 研由来 のフ ァージの中か ら相互に異 なつ た作用

域 を示す 代表的な もの として,BK1お よびD34'を 選 ん

で使用 した。 しか し,よ り異 なつたフ ァージを得 る目的

で,宿 主依存性変異の面か ら,ま た紫外線 または放射線

照射の面か ら変異フ ァージの分離を試みた°

表5に 示 した よ うにD34,フ ァージ の 宿 主 菌F130

に対す る平板効率(EOP)を1と す ると,Z43に 対 して

は10一4で あつた。D34,フ ァー ジをZ43で 増 殖 す る

とF130お よびZ43のEOPは 同率 とな り,こ れ をさ

らにF130で 増殖 しF130に 対す るEOPを1と す る

と,Z43に 対 しては10-4と なつた °この成績か ら,D

34.Z43は,宿 主依存性変異を起 した もの と考 え られ
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Table 6. Scheme for Reading of the Results 

Obtained by Phage Typing

Signs + and -are the same as Table 3 .

た。 このD34・Z43はH37Rv,青 山B,黒 野株を溶菌

し,ま た供試 分離株30株 の うちの16株 を溶菌 した。 し

か しその うちの6株 は,D34・Z43に もBK1に も感受

性 を認めた ので,予 研 由来 の6株 に類似 した作用域を示

す ものと考 え,こ れを除外 した。

っいでD34'フ ァージに,生 残 率が10-6程 度 とな る

条件で紫外線を照射 し,生 残40プ ラックのそれぞれか

らフ ァージ液を調製 した。分離菌40株 に対する これ ら

の作用域 を検討 したが,原 フ ァー ジとの間に差はみ られ

なかつた。

そ こで上 記40種 のフ ァージ液 の うち1種 をと り,さ

らに24,000Rの リニアックを照射 し,生 残40ブ ラッ

クか ら40種 の ファージ液を調製 し,分 離菌40株 に対す

る作用を検査 した。39種 のフ ァー ジ液は処 置前のD34'

ファージと同様の感受性を示 したが,1種 の み はD34,

フ ァージに溶菌 され ない菌株を溶菌する態 度を示 した。

このフ ァー ジを仮に著者はDXと 呼称 する こととした。

なお,本 フ ァージの1RTDも1.0×104/mlで あつ て,

フ ァージDS6A, GS4E, BK1, B1, C3 , Y10の すべ て

に感受性を示す標準菌H37Rv, H37Ra,青 山Bお よび黒

野株は,DXに 対 しD34'と 同 じく耐性であつた。

4)　 分離株のフ ァージ感受性 とその再現性:表4の 結

果か ら,今 後分離株の型別にあたつては実験法の項 に記

した ように,各 フ ァー ジに つい て1RTDと1/10 RTD

を併用 する こととした。 この場合 その成績 の整理 に際 し

ては,1/10 RTDで 溶菌せず1 RTDで 溶菌す る株 の取扱

いが 問題 となる。そ こでこのよ うな感受性度 の低い菌株

を除外 して,し か も感受性度 まで も含めて再現性がみ ら

れ る株につい て表6の よ うに判定す る方針 とした。すな

わ ち"感 受性"ま たは"耐 性"と 表現す るのを避け,被

検株が あるフ ァージに対 して,"highly susceptible高

感受性""less susceptible低 感受性"と 判定する ことに

し,100コ のフ ァー ジのみで溶菌を認める菌株 はinter-

mediateと して整理す ることとした。

表3に おいて作用域 に重 複を認めた6種 のフ ァージの

中か らBK1を 選び,こ れ と作用域 の全 く異 なる も の と

してD34,と その変異 株DXと を選んで,わ が国お よ

び外 国で分離 された197株(う ち39株 は表3,18株 は

表4に も使用)の 型別を5回 反復 して実施 した。

Table 7. Results Obtained by Non-Reproducible

 Strains in Typing of 197 Isolates Using

 Phages BK1, D34'and DX

Table 8. Reproducible Results Observed by

 Typing of 197 Isolates Using

 Phages BK 1, D34' and DX

+

,•},- indicates highly susceptible, intermediate and 

less susceptible respectively.

供試197株 の うちの191株(97.0%)に,再 現 性を伴

う型別 結果が 得 られ,6株 では,表7に 示 したよ うに,

それ ぞれ1回,該 当フ ァージに対 してhighly suscepti-

bleの 態度を示 した。 この結果 は完全 な意 味では再現性

あ りとはい えないが,実 地 の応用に際 しては特に障害 と

な るものではない と考 える。

再現性を認めた191株 の型別成績を まとめ ると表8の

ようであつた。す なわ ち32株 はフ ァージBK1に"高 感

受性",D34,ま たはDXに は"低 感受性',ま れ に"中

等度"の 態度 を示 した。8株 はDXの みに"高 感受 性",

他 の8株 はDXと 同時にD34'に も"高 感受 性"だ が,

これ らはいずれ もBK1に はほ とん どが"低 感受性"で

あつた。残 る143株 では3種 のフ ァージす べてに"高 感

受性"を 示す ものはなかつた。 そ こでBK1フ ァージま

たはD34'フ ァージのみに高感受性を示す ものをそれぞ

れBK1型,D34'型 と判定 し,DX型 に高感受 性 を 示

す場 合はD34'に 対す る反応いかんにかか わ らずDX

型,そ の他の も の をnot typable(NT,型 別 不能)と

判 定す るこ とと した 。この方針で上 記191株 を型別す る

と,BK1型32株,DX型16株(う ちD34'型8株),

NT143株 となつた。

5)　 標準菌を用いた再現性 の 検討:標 準 菌H37Rv,

H37Ra,青 山B,黒 野株 とH37Rv由 来 の9種 の抗結核剤

に対す る各単独耐性株について,同 じくBK1, D34お

よびDXフ ァージを用いた型別を3回 実施 し た。その

結果は表9に 示 した ように全例十分に再現 性を示 し,特
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Table 9. Reproducibility in Standard

 Strains and Resistant

 Mutants to Drugs

に標準菌4株 では,他 の実験 に際 しての成績 も加えて,

45回 にわ たつて完全に一 致 した結果 が 得 られた 。なお

表には含まれ ていないが,ほ とん どの菌株 につ いて,同

時 に重複 して実施 した ときで も,一 致 した成績が 得 られ

ることも確認 してい る。 また これ らの成績か ら抗結核剤

の耐性化に伴つてのフ ァージ感受性の変化は認め られ な

い ものと推定 した。

6)　 経時的に分離 した菌株群におけ る型別成績:フ ァ

ージ型別結果 の再現性を別 の面か ら検討す るとともに,

フ ァージ型 の疫学的 利用 価値を確認す る 目的で以下の実

験 を行つた。重症肺結核患 者40名 について,月1回6ヵ

月にわ たつて分離 した合 計240株 を対 象 と し,BK1,D

34’お よびDXフ ァージに よる型別 を行つた 。40例 の

うち38例(95.0%)で は毎回のフ ァー ジ型が一致 し,

残 る2例 では(6回 の うち,2回 お よ び1回)と も に

1RTD使 用 の場合に のみ溶菌を認めた。 この知見は,患

者 の排 出菌が,特 に各種抗結核剤に よる治療に もかかわ

らず フ ァージ型 よ りみ て変化 しない ことを示 し,古 川24),

武谷13)の先業に加 えて ファージ型 の感染源追及への利用

価値を強 固に した ものとい える。

考 案

人型結核菌のフ ァー ジ型別法を著者な りに確立 し,ま

た家族内におけ る結核感染の究明に有用 なフ ァージを選

定す ることが本論文の 目的であつた。

フ ァージ型別の方法について,徳 永 らは,RTD法 を

利用す ることを提唱11)し,こ れ は多 くの研究者に よ り賛

同12)を得てい る。すなわち徳永は,被 検菌を均等に培地

面に接種 した後,フ ァージの1RTDを スポ ッ トし,溶

菌性状に よ り,感 受性を決定するのが きわ めて安定 した

成績が得 られ る方法であ るとした。

そ こで まず従来用い られ た フ ァージ を 対 象 に こ の

RTD法 について検討 を 加 え,1.0×104/mlの フ ァージ

濃度 でそ の1滴(約0.01ml)が きわめて安定 した溶菌

斑 を示す こ とを確かめた。 これを参考に,ま た常に同一

の手技を用 いて再現性 のある成績を得 るために,以 後の

実験は,す べ て 「実験方法 フ ァージ型別法 の項」に述べ

た ような順序に従つて行 うこ とと した 。

同 じく7種 のフ ァー ジを用 いて,結 核患者か ら分離 さ

れ た160株 の型別を行つてみ ると,DS6A, Y10, C3,

 B1, GS4E, BK1に 対する感受性か ら耐性までの間に段

階的な差が認め られ,D34,は これ らとは全 く異なつて

いた。疫学的な問題を追求す る場合に,類 似 した作用域

のフ ァージで結核菌を細分す ることには大 した意味を認

め えない し,ま た類属の型を も他種の もの として取扱 う

危険性が あるので,BK1とD34’ の両フ ァージ に よ り

型別を行 うこととした。

ここでD34フ ァー ジについて付言する と,著 者が用

いたD34はFromanの 原著1)17)では溶菌 されて い る

のに,H37Rvお よびH37Raに 作用せず,こ の所見は表

9に 示 した45回 の反復成績に よつて も確認 された。そ

こで著 者はこれをD34,と 記載 して使用 した。 この性状

の違 いは,Fromanの 原著には,D34を 分 離す る過程

で数種の抗酸菌 で増強 した と記載 されて いることか ら,

現 存す るD34はF130を 増殖用菌株 として きた ことに

伴 う宿主依存性変異株である可能性 もある もの と考 え ら

れ る。

フ ァージ型別の判定に際 して,1RTDの みで菌株 の感

受性を調べてみ ると,感 受性 とか耐性の境界上にあ るも

のではそ の成績 の再現性が低い ことが判明 し,こ れ は ま

たBK1に 対す る表4の 成績か らも否定 で きなかつた。

そ こで緒言でふれた徳永 らの判定基準を も参考に して,

1/10RTDを 同時にスポ ッ トして,1/10RTDで も溶菌

す る菌株 をhighly susceptible,1RTDで 溶菌 しない も

のをless susceptibleと し,1RTDの み で溶菌す るの

をintermediateと した。 したがつ て上記 のよ うに2種

のフ ァー ジを用 い た 場 合 の 判 定は,BK1フ ァージに

highly susceptibleの ものをBK1型,D34,にhighly

 susceptibleの ものをD34型 と型別す るこ ととなる。

表3の 成績に よると,こ のD34'型 は非常に少な く,

160株 中1株 にす ぎな か つ た の で,D34'フ ァー ジが

H37Rv株 を溶菌 しない とい う特性 を失わず,作 用 域 が

D34ノ よ り広い変異フ ァージを得 ることに努めた。宿主

依 存性 の変異 フ ァージは,た だ単に感受性域が広 くな る

ばか りでH37Rvを も溶菌 して しまい,特 異 な フ ァージ

とはいえなかつた し,紫 外線照射に よつて も変異フ ァー

ジは分離 で きなかつ た。偶然に も リニア ック照射に よつ



1973　 年1　 月 15

て この 目的 に近 い1つ のフ ァー ジが 得 られ たので,著 者

は これをか りにDXフ ァージと命名 した。

そ こですでに実用化 していたBK1とD34´ に加えて,

上記DXも 用いての型別を,再 現性を も 含めて実施 し

た。 この結果 か らみ る と,D34'に 感受性の株 はす べて

DXの 作用 も受け,BK1とDXフ ァー ジの 使用 で十分

型別で きると考 え られた。

ただ この型別は全 く著者独 自の型別法であ るが,分 離

株に対す る再現性の面でなお3～5%の 範 囲で不安定な

面があ り,ま た得 られ たフ ァージが変異 フ ァージである

だけに,今 後その性状 をチェ ック してゆ く必要が あろ う

と考 えてい る。 また著者 の 目的 とす る疫学的研究の追求

に 対す る本法の価値に関 しては次編で考察を加え ること

とす る。

結 論

既 存の抗酸菌 フ ァージを用 いて,人 型結核菌の ファー

ジ型別に対す る基礎的検討を行い,下 記の所見を得た。

1)　 予研 由来7フ ァージの うち最 も特異的な作用域 を

示 したのはD34'で ある。

2) D34を 除 く6フ ァージは互いに 作用域 の重複を

認 め,これ らの うちではBK1が 最 も狭 い作用域を示 した。

3)　 紫外線処理 したD34´ の うち1株 に さらにX線 照

射 を行つて,原 フ ァージよ りやや広域 に作用 するフ ァー

ジ1株 を検出 し,DXフ ァージ と仮称 した。

4)　 上記8種 のフ ァージの1RTDは いずれ も100粒

子/0.01ml(1.0×104/ml)で あつた。

5)　 フ ァージBK1, D34, DXに よる 分離株お よび

標準株の型別を,そ の再現性を重視 しつつ実施 し,満 足

し うる結果を得た。

6)　 一 部に定量性を加味 したフ ァージ型別 法 として1

および1/10RTDを 併用す る こと に よ り,被 検菌株を

"highly susceptible"
,"less susceptible","interme-

diate"と 区別 して整理す ることを提示 した。

稿を終わ るに当た りご指 導いただいた筬 島四郎教授 お

よび原耕 平助教授 に感謝す るとと もに,本 実験に ご助言

い ただいた国立予研結核部 の室橋豊穂部長,徳 永徹博士,

九 州大学細菌学教室武谷健二教授,本 学熱研臨床部内藤

達郎教授に深甚の謝意を表する。 また,本 研究に終 始 ご

援 助いただいた国立長崎療養所楠 木繁 男所長 に も感謝 の

意 を 表 す る。

本 論 文 の 要 旨は 第46回 お よび47回 日本 結 核病 学 会
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nal Symposium on Phage Typ-

ing of the Mycobacteria"に 報 告 した 。
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