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Infection of bacteria with deoxyribonucleic acid (DNA) extracted from bacterio

phages, that is called "transfection", was found in  Mycobacterium smegmatis in 

1963 7). Evidence for showing that DNA but not any phage particles contaminated in 

the DNA samples produces infective centers was presented as follows: (1) the in

fectivity was destroyed completely by catalytic amounts of DNase
, (2) phage anti

serum did not reduce number of plaque-forming units, (3) Tween 80
, which prevents, 

phage adsorption, did not prevent the infection, (4) a phage-resistant mutant of the 

host was infected by the sample, (5) host cells in a late log phase of the growth were 

competent for the infection (Fig. 2)5)6)15).

Since it was known in Bacillus subtilis, Pneumococcus and Haemophilus that cells, 

competent for transfection are also competent for genetic transformation
, the pheno

menon of transfection found in Mycobacteria has been widely studied by many 

investigators from the standpoint of genetic transformation1)2). For instance, we 

found that glycine has capacity to sensitize mycobacterial cells not only for the 

induction of cell lysis by lysozyme but also for the transfection (Fig. 3)52)•`54). 

These observations were expanded from glycine to various d-type amino acids35). 

Based on these knowledges, we devised a new, gentle method for isolating DNA from 

amino acid-sensitized mycobacteria with lysozyme and phenol (Fig . 4)19). Employing 

the amino acid-sensitized cells competent for transfection and DNA isolated gently 

from various strains of Mycobacteria, experiments aiming at genetic transformation . 

were carried out. However all attempts have been ended in negative results .

Apparently, mycobacterial cells have ability to uptake DNA32) and have dark

repair system for UV-damaged DNA20). As described later, they also have intracellular 

mechanisms of recombinating bacterial DNA with their chromosomes25)27) . The 

reason why mycobacterial cells competent for transfection can not be transformed 

with bacterial DNA has not yet been clear; we assume that they might lack ability to 

recover after possible DNA uptake and recombinative events .

Transduction with mycobacteriophage was reported by Ramakrishnan and his co
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workers using phage 13 and M. smegmatis strain SN239). We confirmed their results 

and added some positive data using additional genetic markers (Table 2). Attempts for 

obtaining transducing phages other than phage 13, however, were all failed.

In 1970, genetic recombination was demonstrated in M. smegmatis 25). Crosses 
between nutritionally complementary auxotrophs derived from one strain were infer

tile whereas those from different strains formed recombinants (Fig. 6, Table 4 and 5).

 Conjugation rather than transformat ion and transduction was suggested as the gene 

transfer mechanism. Backcrosses of recombinants by either parental strain indicated 

four different types of mating behavior, suggesting that the mycobacterial compati

bilities are controlled by at least two different factors (Table 7)26)27).

Sexual conjugation rather than cell fusion was proposed as the zygote-formation 

mechanism, based on the following facts: (1) analysis of segregation of unselected 

markers in recombinant progeny obtained in various cross systems revealed that one 

particular parent contributes the majority of alleles in nearly all of the recombinants, 

(2) mating medium containing streptomycin (SM) prevented recombination when 
one particular parent was SM resistant and another was sensitive, but it did not prevent 

recombination when the former parent was SM-sensitive and the latter was resistant 

(Table 6)27), and (3) crosses were infertile when one particular parent was recombination
deficient mutant (rec-) and another was not (rec+), but crosses were fertile when 

the former strain was rec+ and the latter was rec- (unpublished data).
Results of interstrain crosses in many strains of M. smegmatis showed that these 

strains can be separable into five groups in their mating behaviors (Fig. 7). Although 

such a multiple mating system has not been reported in any bacteria, we feel some 

analogy in phage-host relationship; one cell has various kinds of phage receptor on its 

surface and one phage particle has capacity to adsorb and inject its DNA into various 

kinds of cells. For example, D4 phage receptor of M. smegmatis was found to be a 

peptidoglycolipid, mycoside C47), and the bacterial cells should have at least fifteen 
different kinds of receptor structure on the cell surfaces48). In a similar way, those 

cells might possiblly posses various kinds of sex structures on the surfaces.

Electron microscopic searches lead us to a finding of mycobacterial organella on 

cell surface, "pili-like structure" (Fig. 8). This structure was detected in M. smegmatis, 

M. tuberculosis (H37Ra) and M. bovis (BCG) (unpublished data). It is observable only 

in cells grown on solid agar media. Recombinant formation was not occured when 

mating was carried out at 42C (unpublished data), but formation of the pill-like 

structure was observed at 42C. Correlation between the sexual conjugation and the 
formation of pili-like structure is unknown yet.

Efforts to construct linkage maps for the markers employed failed because of 

ordering ambiguity27). Recently, however, a part of the genetic map was succeeded 

to obtain from crosses between drug resistant strains of M. smegmatis (strain 
Rabinowitchi and PM5). It is indicated in Fig. 10 (unpublished data). These genes 

controlling resistance for viomycin (VM), kanamycin (KM) and SM were all 
"ribosomal genes" (K. Masuda and T. Yamada: personal communication). However no 

linkage was detected between both VM- and KM genes and SM-gene.

The sexual conjugation found in Mycobacteria seems to be very unique in the 

mode of zygote formation and gene transfer as described. In part, it resembles to 

enterobacteria, partly to Nocardia and partly to some fungi. Further studies on the

 rnycobacterial conjugation are in progress with an expectation to contribute for not
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only mycobacteriology but also general bacteriology with its uniqueness .
No conjugation system has been found yet in the mycobacterial species other than 

M. smegmatis; in order to analyze "virulence" or drug resistance of M. tuberculosis, 
finding of that in the bacterium is required.

I.　は じ め に

結核菌学の輝か しい歴史は,R. Kochに よ る 結核菌

純培養 の成 功以来,す でに一世紀に垂ん としてい る。そ

の間,結 核菌 の培養 性状,病 原性,化 学療法剤 とその耐

性,菌 体成分 とそ の活 性な ど,結 核 病 と特に深いつなが

りが ある諸 問題 には,多 くの研究者の努力が集中 され,

幾 多の優れた業績 が報告 されて きた。一方 この よ うな結

核菌 の重要 な性質 はすべて,菌 に よって遺伝的に コン ト

ロール され ている ものであるか ら,結 核 菌の遺 伝学 もま

た,ず い分古 くか ら多 くの学者 の関心を集めて きた。

このよ うな結核菌 の遺伝 に関す る知識 の集積 が,国 際

的 に1つ のピー クに達 した とみ られるのが,第20回 国

際 結核病学会主催 の 「ミコバ クテ リア遺伝学 の最近 の進

歩」 と題す るシソポ ジウム(New York,1969)1)と,

ロヨラ大学主催 の 「ミコバクテ リア,ノ カルデ ィア,ア

クチ ノ ミセスにおけ る宿主 ウイル ス関係」 と題す る国際

シンポジ ウム(Chicago,1969)2)と であった ろ う。 そ こ

では,そ の年 までに ミコバ クテ リア遺伝学が到達 しえた

最 高の レベルについて多 くの知見が交換 されたが,し か

しI.C. Gunsalusが 指摘 した よ うに,そ れは多 くの 面

で厚 いベールに覆 われ,将 来の展望 もまた定かではない

ようにみ えた。私 どももこの学 問の前途が大 きな難関に

阻 まれている思 いを抱 いて帰 国 したのであ った。

具体 的にその難 関 とは,1つ に は ミコバ クテ リアとい

う細菌 に特有 な取 り扱 いの難 しさ(た とえば,発 育がお

そ く,栄 養要 求が比較 的複雑 であ り,菌 塊を作 って発育

し,ま た菌体破壊 が容易でないな ど)を 意 味す るが,も

う1つ の難関は,他 の細菌 で知 られ

てい るよ うな確実 な遺伝子伝達 の系

が全 く見 出されぬために,近 代 的な

遺伝解析の方法が ない とい うことで

あ った。

顧み ると,私 どもが この20年 ほ

どの間,一 貫 して 目指 してきた課題

もまた,こ の点に あった と い え よ

う。すなわち,こ の取 り扱いが厄介

な ミコバ クテ リア とい う細菌に あ く

まで固執 しつつ,こ の種属において

遺伝子 伝達 の系を発見,確 立す るこ

とであった。そ の ことは,結 核菌の

薬剤耐性,病 原 性,菌 体成 分な どの

研究 に遺伝学 的アプ ローチをす るた

めには,最 初 の不 可欠 なステ ップであ ると信ぜ られた。

上述 の国際 シ ソポジ ウムの翌年,私 どもは ミコバ クテ

リアで性 的接合 に よる遺伝子伝達 の系を発見できたが,

この系 を用 いての研究 はなお 日が浅 く,上 述 の ような結

核病 とも関連が ある分野へ のアプ ローチはい まだに全 く

将来 の問題 として残 されている。 しか し最 初の関門を通

り抜け て,こ れ まで他 の細菌 では知 られなか った ミコバ

クテ リア独特 の遺伝 の仕組み が次 々に明 らかにな ってき

た。

本 日は,遺 伝学 の専門用語 な どは極 力避 け,私 どもの

研究が どの よ うに進 んできたか,ど こまでが 明 らかにな

り,ど こがわか らないでい るか,と い うス トー リーを中

心に話を進めた いと思 うが,そ れ でも難解 な用語が多過

ぎた り,あ るいは逆に平易 に過 ぎた りす る点が ある と思

われるので,あ らか じめ ご容赦をいただ きたい。

II.　 ミコバクテ リアの遺伝物質

細菌 細胞 は2分 裂に よ り増殖す るが,そ の子孫は どれ

だけ分裂 を繰返 して も親 の細菌の基本的性質 を 失 わ な

い。 この ことが遺伝 とい うことの本質であろ うが,こ の

遺伝 を コン トロール している物 質は,細 胞の 核 の 中 の

DNAで ある。DNAは 二 重 らせん構造を もち,そ の う

えにアデニ ン(A),チ ミン(T),グ アニ ン(G),シ トシ

ン(C)と い う4種 類 の塩基 が並 んでいるが,す べての生

物の遺伝情報 は,最 小 のウイルスか ら人間に至 るまで,

この4種 類 の塩基 の並 び方 の順 序 と,そ の鎖の長 さに よ

って規定 され ている。

ミコバ クテ リアの遺伝物質 もそ の例外 でないが,そ の

Table 1. DNA Composition of Mycobacteria and

 Mycobacteriophagess)3)6)15)
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特色 の1つ は,DNA中 のGCの 含量が大変高い ことで

ある。表1に ミコバ クテ リア とそ のフ ァージのDNAの

塩基 組成 について,私 どもの成績 を示 した3)6)15)。高 等

動物細 胞のGC比 は約40%で あ るが,ミ コバ クテ リア

のそれは60%を 大 き く上回 るものが多 く,す べての生

物中最高の部類に属す る。 この点か らも ミコバクテ リア

は,遺 伝的に きわめて風変 りな生物 であるとい うことが

で きよ う。

Fig. 1. Intercellular Gene-transfer in Bacteria 

1. Transformation

2. Transduction

3. Conjugation

1'Transfection

Fig. 2. Growth Curve of Mycobacterium (ATCC 607) 
and its Susceptibility to B1 DNA Infection.

III.　 ミコバ クテ リア の トランスフ ェク ション

遺伝学 の材料 として細菌 は種 々有利な性質を もってい

るが,そ の1つ に遺伝 物質を細胞か ら細胞へ と伝達 させ

うる とい う性 質があ り,そ の性質を利用 して,微 生物遺

伝学 だけでな く,す べての生物の遺伝学に大 きな貢献 を

果 た してきた。その遣伝物質伝達の形式は大別 して,図

1に 示 す よ うに,transformation(形 質転換),transduc-

tion(形 質 導 入),conjugation(接 合)の3つ

が あ る。 この 形 質 転 換 と よ く似 た 現 象 にtrans-

fection(ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン)と 呼 ば れ る も

の が あ る。 これ は 菌 のDNAの 代 りに フ ァー ジ

か ら取 り出 したDNAを,特 定 の細 菌 細 胞 が と

り込 む こ とに よ っ て起 る。 図1に 示 し た よ う

に,こ の場 合 は と り込 んだDNAが 細 胞 内 で増

殖 して フ ァ ー ジ を作 る た め,最 終 的 に は宿 主菌

は 溶 菌 を起 す 。 この現 象 は一 種 の 感 染 で あ っ

て,正 確 には 遺 伝 子 伝 達(transmission)で は

ない 。 しか し遺 伝 子 移 行(transfer)と み な す

こ とが で き,ま たtransformationの 可 能 な菌

で は す べ て トラ ンス フ ェ クシ ョンが 見 出 され て

い る。 そ して ミ コバ クテ リア で は まず この トラ

ン ス フ ェ ク シ ョン の現 象 が見 つ か った 。

1962年,演 者 は カ リフ ォル ニ ア 大 学 で,フ

ァ ー ジ か ら 抽 出 し たDNAがM.smegmartis

(ス メグ マ)に 感 染 し,子 孫 フ ァ ー ジ を 産 生 し

うる こ とを見 出 した5)7)。この よ うな 現 象 は 同年

Romigに よ っ て枯 草 菌 で も報 告 さ れ8),そ の 後

相 つ い で 幾 つ か の菌 で も 見 出 さ れ た の で,

transformationと 区 別 す るた め にtransfection

と呼称 さ れ る こ と とな った9)。

ミコバ クテ リア の トラ ンス フ ェ ク シ ョ ンが,

抽 出 され た 裸 のDNAに よ って 起 る こ とを 示 す

次 の よ うな 証 拠 が あ る5)6)10)～17)。(1)DNA分

解 酵 素 が 存 在 す る と こ の現 象 は起 ら な い 。(2)

RNAや 蛋 白 の分 解 酵 素 の存 在 に よ っ て は 妨 げ

られ な い 。(3)フ ァ ー ジ吸 着 を阻 止 す るtween

80は そ れ を 妨 げ な い 。(4)フ ァー ジ耐 性 菌 に

対 して も感 染 が 起 り,フ ァー ジ産 出 が 見 ら れ

る。(5)被 感 染 菌の ぼ うに も,感 染 を受 け や す

い特 定 の状 態(competent state)が あ る 。

このcompetentな 状 態 は,図2に 示 す よ う

に,ブ イ ヨン中 で は菌 の対 数 増 殖 後期 に 高 くな

る が11)15),ま た 人工 的 に も作 りう る こ とが わ か

っ た 。す なわ ち 対数 増 殖 中 の ス メグ マ 菌 液 に グ

リシ ン を添 加 す る と,菌 は増 殖 を とめ るが,そ

の時 期 に フ ァ ージDNAを 添 加 す る と トラ ン ス

フ ェ クシ ョンが 認 め られ る(図3)12)～14)。
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Fig. 3. Transfection of Glycine-sensitized 
Mycobacterium (ATCC 607) with DNA

 Extracted from B1 Phage

この よ うな現象は,グ リシンの代 りに 観 セ リン,d-

リシ ン,d-ス レオ ニン,グ ア ラニ ン,あ るいはサ イクロ

セ リンを用 いて も見 られ15),私 どもは これを ア ミノ酸感

作35)による人工的 コンピテ ンス16)と呼んだ。 この よ うな

状態 は酸 性培地 中で も得 られた 1 8 ) 。

そ の後 ミコバ クテ リアの トランス フェクシ ョンは各国

で種 々研究 されたが,特 にRieberら は1本 鎖DNAは

とり込 まれ ない ことな どを報告 した3 2 ) 。

IV.　 ミコバクテ リアの形質転換の試み

前述 の ように トランス フェクシ ョンが認め られた菌で

はすべ て形質転換 が認め られたか ら,ミ コバ クテ リアで

もそ の可能 性に期待 が抱 かれた。 しか し各国で行われた

すべ ての試み は失敗 に終 った。

一般 に形質転換 に成功 するためには,少 な くとも次の

4条 件 のすべ てが揃 わね ばな らぬ と考え られる。

1)　 菌体 か らDNA分 子 を傷 つけぬ よう温和に抽出す

ること。

2)　 このDNAを とり込む コンピテ ン トな細胞が得 ら

れ ること。

3) DNAを と り込 んだ細胞が,そ れ を 自己 の染 色体

に組込む機構を もってい ること。

4)　 組込みを完了 した細胞が,引 き続 き分裂増殖 をす

ること。

この うち(1)に ご関 しては,ミ コバ クテ リア細胞 が脂 質

の多い強 固な細胞壁 に囲まれ ているために,DNAを 温

Fig. 4. Outline of Gentle Method for Isolation: 

of DNA from Mycobacteria

Fig. 5. UV Inactivation and Photoreactivation (PR) 
of M. smegmatis and Reference Survival Curves 

for Micrococcus lysodeikticus, E. coli

和 に抽 出す る ことは困難 であ り,私 どもも1968年 ころ

までは,フ レンチ プ レスや超音波 な どを用 いて菌体 を破

壊 し,DNA抽 出を行 っていた。 ところが前述 の ように,

「ア ミノ酸感作」 した細胞 は,リ ゾチームに よ り 容易に

溶菌す ることが知 られた52)～54)ので,図4の ようなDNA

抽出の温和 な方法 を考案す る ことが できた19)。この方 法

で抽 出 した スメグ マ菌 のDNAの 分子量は8,4×106で

あ った1 9 ) 。

(2)の 問題 につ いては,種 々な コンピテ ン ト細胞 が得

られ る ことを前述 したが,(3)の 遺伝子組込 み機構 の存

否 については,の ちに私 どもが接合系 を発見 する まで直

接確か める方法が なか った。 しか しこの機構 の一部 は紫

外線傷害 の修復機構 と関連が ある ことが大腸菌 な どで知

られ てい るので,こ の面か らのアプローチを 試 み る こ
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と ヒ した.図51こ ス ズグ マ 菌 とMicrococrus lysodeik

ticusな どの 紫 外 線 照 射 こよ る殺 菌 カ ーブ を示 したが20),

この2つ の 菌 は 共 に 強 い 紫 外 線 抵 抗 性 を 示 した 。紫 外線

の第 一 次作 用 点 は,細 胞 内 のDNAの 中 にチ ミンダ イ マ

ー を作 る こ とに あ るが ,上 記 の2菌 種 のDNAは チ ミ ン

含 量 が 低 い こ とが 紫 外 線 抵 抗 性 が 強 い 理 由の1つ と考 え

られ る 。 しか しそ の ほ か に,紫 外 線 で 損 傷 したDNAを

修 復 す る2つ の機 溝(光 活 性 化 酵 素 と暗 回 復 機 構)の 両

者 を,ミ コバ クテ リアは きわ め て 豊 富 に 有 して い る こ と

が 明 らか とな った20)。 この 事 実 は,ミ コバ クテ リアに 組

換 え機 構 が 存在 す る こ とを 示 唆 す る もの で あ るが,こ の

こ とは,2種 類 の温 度 感 受 性 フ ァ ー ジ を混 合感 染 させ た

場 合,フ ァー ジ の 組 換 え 体 形成 が 見 られ る とい う実 験21)

に よ って も裏 づ け られ た 。 そ して の ち に 接 合 系 が 発 見 さ

れ る に 及 び22)～25),動 か しに くい事 実 とな った 。

この よ うに 概観 す る と,ミ コバ クテ リアで 形 質 転 換 が

成 功 しな い理 由 は,(4)の 段 階 に 問題 が あ る とい うこ と

に な ろ う。 この点 が 目下 検 討 され つ つ あ るが,将 来 は ミ

コバ クテ リア で も形 質転 換 が行 わ れ る可 能 性 が 十 分 に あ

る と考 え られ る。

V.　 ミコ バ ク テ リア の 形 質導 入

あ る特 定 の フ ァー ジ は,細 菌 細 胞 内 で 増 殖 す る際 そ の

頭 部 内 に宿 主 染 色体 の 一 部 を と り込 み,そ れ を 別 の 細 胞

に運 び込 む こ とに よ って,宿 主 遺 伝子 の 伝達 を 可 能 に す

る こ とが,大 腸 菌 な どで知 られ て い る(図1参 照)。 実

際 に形 質 導 入 を行 う フ ァ ー ジ(transducing phage)は

数 少 な く,通 常 は 溶 原 化(lysogenization)を 行 い うる

フ ァー ジ の中 か ら見 出 さ れ る。 ミ コバ クテ リア の 溶 原 菌

を 自然 界 か ら分 離 した 報 告 は,Bowmann28),道 家29),瀬

川30),Imaedaら31)の もの が あ る。 私 ど もも 多 くの 人 為

的 溶 原 菌 を作 り,紫 外 線 や マ イ トマ イシ ンに よる 誘 発 を

行 うな ど種 々検 討 を 行 った33)～38)。

この よ うな 溶 原 性 フ ァー ジを 用 い て形 質 導 入の試 み も

数 多 く行 わ れ た が,再 現 挫 の あ る証 拠 は なか な か 得 ら れ

Table 2. Transduction of M. smegmatis SN 2

 Auxotrophs by Phage 13 Propagated

 on Wild Strain SN 2

な か っ た。1970年Ramakrishnanら は,13フ ァ ー ジ

に よ ウス メグ マ のSN2株 に形 質導 入 す る こ とに 成 功 し

た39)。 私 ども も この フ ァー ジ を用 い,種 々の菌 株 へ の導

入 を試 み たが,成 功 した の はSN2株 だ け で あ った,表

2にRamakrishnanの 成 績 と私 ど もの成 績 とを示 した 。

13フ ア ー ジは,大 腸 菌 の λフ ァー ジ の よ うに特 定 の 遺

伝 子 だけ を導 入 す る の で は な く,種 々な マ ー カ ー を導 入

す る いわ ゆ る普 遍 形 質 導 入 フ ァー ジ で あ る こ とは 明 らか

で あ る。

この13フ ァ ー ジが 今 日知 られ る唯 一 の形 質 導 天フ ァ

ー ジで あ るが ,将 来 さ らに,種 々 の フ ァー ジが 見 出 され

る可 能 性 が あ る。 た だ し フ ァ ー ジは 自己 の遺 伝 物 質 よ り

大 きなDNAを 運 搬 す る こ とは で き な いの で,導 入し う

る遺 伝 子は 菌 染 色 体 の ご く一 部 にす ぎ ない と い う制 限 が

あ る。そ の 意 味 で,細 菌 の 染 色体 全 般 にわ た る遺 伝解 析

に は 不 向 きで あ り,そ の 目的 には 接 合 系 が も っ と も便 利

と され る 。

VI.　 ミ コバ クテ リア接 合系 の発 見

1970年 に 私 ど もは,ス メグ ーマの あ る菌 株 の 中 て 接 合が

起 ころ こ とを発 見 した22)～25)。

Fig. 6. Colony Morphology of Jucho ((a) left), Lacticola ((b) right) and
 of a Mixture of Jucho and Lacticola(a) (b)
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Table 3. Composition of Karlsson's Minimal Medium

 (J. Bacterial., 63: 592, 1954)

図6の 写真は,獣 調株(Jucho)と ラクチ コラ株(Lac)

の菌をそれぞれ単独 に普通寒 天板 に播 いた場合 と,両 者

を混合培養 してい ったん寒天培地上で培養 した のち,さ

らに寒 天平板上にひ らいた場合 とに得 られ る集落を比較

した ものである。混合培養 した場合には集落の形態が き

わ めて多様 であ って,両 菌株間になん らかの相互作用が

起 ってい ることが示 唆 され る。

ス メグマ菌は一般に表3に 示す平板培地(最 少培地)

に発育可能であ るが,ニ トロソグ アニジンや紫外線 で処

理 して最少培地に発育で きない栄養要求変異株 を とるこ

とがで きる。た とえば最少培地にグ リシンを加 えない と

発 育で きない獣調株変異菌をJucho(gly)と 書 き,ア

ルギニ ンを加えぬ と発育 で き ぬ ラクチ コラ株変異菌 を

Lac(ａrg)と 書 くが,こ の両者をい ったん通常の寒天培

地(完 全培地)上 で2日 間混合培養 したのち水浮遊菌液

とし,最 少培地 上に播 くと,そ れぞれの菌単独では全 く

集落 を作 りえないが,こ の場合は103コ 播 けば数 コの割

合 で集落 を生 じる。 これ らの集落は最少培地 に継代 して

も安 定である。

この ような現象 が遺伝 的組換 え(recombination)に よ

って生 じている ことを確 認するためには,複 数 のマー カ

ーのついた変異菌 の間でかけ合せ を行 い,特 定マーカ ー

で選択 して集落 を得 たのち,そ の集落 のおのおので選択

にご用 いなか ったマーカー(unselected marker)が どの

よ うに分離(segregate)し ているかを しらべな く て は

な らない。表4にRab(arg,met)(Rabは ラビノイ ッ

チ株)とJucho(gly,leu)と を最少培地 に 適当なア ミ

ノ酸 を2種 類ず つ添加 した選択 培地上 でかけ合せた場合

の成績 を示 した。 その表 の一部 を説 明する と,ア ルギニ

Table 5. Results of Crosses R-15 (arg, met)

 J-5 (gly, leu)

ンとグ リシ ンを添 加 し た 最 少培地 に1.3×107の 混合菌

液を播 いた場合,そ れ ぞれの菌 が単独では1コ の集落 も

得 られ ないのに対 し,460コ の集落が得 られた ことを示

している。この460集 落 は,メ チオニ ンとロイシ ンの添 加

が な くとも発育 しえた菌 であるが,ア ルギユ ンとグ リシ

ンについては どうであるかを しらべたのが表5で ある。

この例では133コ の集落について し らべた結果,113コ

はグ リシン要求性,5コ はグ リシ ンとアルギニ ン要 求性,

1コ は アルギ ニ ン要求性,そ して14コ は野生型 であ っ

た。 この よ うに,非 選択 マーカーが種 々な型 に分離 する

ことが,と りも直 さず,こ れ らの集落 が遺伝子 の組換 え

に よ り生 じた もので あるこ とを示す決 定的 な 証 拠 であ

る27)。

この よ うな ミコバ クテ リアの遺伝的組換 え現象が今 日

まで見出 されなか った理 由を考 えてみ るのに,こ の現象

が液体培地中では認め られず,平 板上で の混合培養が必

要 であ ることがその1つ であろ う。 また同一菌株の間で

は起 らず,同 じス メグマ とい う種の中ではあ るが,異 な

った株間で しか認め られない こと(interstrain mating)

も,大 きな理 由の1つ と思われ る。

ところで,こ の組 換え現象が,一 方の菌のDNAに よ

る形質変換や,あ るいは ファージに よる形質導入に よ今

Table 4. Results of Crosses R-15 (arg, met) •~J-5(gly, leu)
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て起 るものでは な く,異 株 細胞 間の直接 の接触 す なわ

ち接合 によるもので ある ことは,次 の ような事実 か ら知

ることがで きる25)27)。

1)　 一方 の菌 のDNAを 抽 出 して,他 方 の菌 と平板 上

で混合培養 しても組換 え体 を作 らない。

2)　 かけ合せ培地中 にDNA分 解酵素 を添 加 しておい

て も集落形成に影響がない。

3)　 形質転 換や形質導 入な ら同一株 間の系のぼ うが高

頻度 に組換 え体を作 るが,こ の系では同一株間のかけ合

せ は成立 しない。

4)　 一方 の菌 の培養濾 液 と他方の菌を混合培養 しても

組換 え体形成はみ られない。

5)　 培養濾液中には活性 ファージは見 出され ない。

6)　 形 質転換や形質導入 は通常液体培地中 で成立す る

が,こ の系では成立 しない。

VII.　 接合における雄性 と雌性

細胞間の接合に よって遺伝的組換 え体が できる ことは

ほぼ確実 と考 えられたが,そ の場合,ミ コバクテ リアで

も大腸菌の よ うに雄性 と雌牲の細胞が あって,遺 伝物質

は雄性か ら雌性ヘ一方 向的に伝達 され るのであろ うか,

あ るいは動物の細胞 な どで知 られ てい るよ うに,2種 の

細胞が融合す ること(cell fusion)に よって両方 の親細

胞の性質を もつ組換 え体が作 られ るので あろ うか。

私 どもの実験に よると,ミ コバ クテ リアの 場 合 は 前

者,す なわち性的接合に よるもの と考 えられ る。そ の理

由 としては次の3つ があ る。

1)　 かけ合せの結果生 じる組換 え体を しらべ ると,一

方 の親の性質を圧倒的に多 くもってい る27)。た とえば表

5に 示 した よ うに,獣 調株 とRab株 間 に生 じた組換 え

体 では,非 選択 マーカーの大部分が獣調 由来 のものであ

って,Rab由 来 のマーカーはご く一部 に しかみ られ ない。

これはHabが 雄性,獣 調が雌性 であって,遺 伝 物 質

はRebか ら獣調へ と1方 向的 に移入 した ことを示唆 して

い る。 この傾 向は,そ の他 の系,た とえばRabとPM5

株 との間で も認め られた窪7)。

2)　 かけ合せ の一方 をス トレプ トマイシ ン(SM)耐 性

に してお き,SM加 平板上 でかけ合せを行 う場合,も し

も組換 え体形成が性的接合に よるものと仮定す ると,雄

細胞は単にそ の遺伝物質を雌細胞 に移入す る役割 を果た

せば,あ とは生残す る必要 はないわけであ るか ら,雌 細

胞 のぼ うさえSM耐 性であれば,組 換 え体は正常に形成

され るはずで ある。 しか し雌細胞がSM耐 性で ない場合

には,た とえ雄か らSM耐 性遺伝子を受け取 った として

も,そ の形質はす ぐには発現で きないか ら,組 換 え体形

成はみ られない と考 えられ る。一方 もし組換え体が細胞

融 合に よって形成 され ると仮定すれば,こ の場合両細胞

の機能 はequivalentで あ るか ら,親 細胞 の どち らが

Table 6. Effect of SM on Frequencies of Prototrophic

 Colony Formation in Crosses between

 Rab and Jucho

SM感 受性 であろ うと,等 しい結果 が得 られるはずであ

る。実際 にRab(arg)とJucho(gly)の かけ合せの系

で,一 方 をSM耐 性 とした場合生 じた組換 え体形成の頻

度 を表6に 示 した。双方 ともにSM感 受性菌 の場合は組

換 え体 は認 め られず,ま た両方 が耐 性の場合の組換え体

形成頻度 は1.3×10-6で あ ったが,こ れ らに対 し,Rab

だけがSM耐 性の場合は組換え体 は形成 され ず,Jucho

だけが耐性 の場合 の形成 頻度は1.6×10-6で あ った。 こ

の結果 は,組 換 え体形成 が性 的接合に よる と仮定 した場

合 に予想 した成績 と完全 に一致す るものであ り,Rabが

雄性,Juchoが 雌性で あることを示す ものである27)。

3)　 かけ合せに用い る菌 の中 か ら紫外線感 受性の高い

変異菌 を採 る方法が あ り,さ らにそれ らの中か ら組 換え

体形能 を失 った菌(rec-変 異菌)を とる ことが できる。

かけ合せ の一方 に この ようなrec-菌 を用 いる場合,組

換 え体形成が性的接合 によるもの と仮定す る と,雌 細胞

がrec-で あれば組換 え体 は形成 され ないが,雄 がrec-

であっても影響 はない はず である。 しか しも しそれ が細

胞融合 に よる もの と仮定 する と,ど ち らがrec-で あ っ

ても一方がrec+で あれば等 しい結果が得 られるはず で

ある。 と ころ が 実際に,た と え ばRab(arg,met)と

PM5(leu,his)の 一方 をrec-と して,arg+his+の 組

換 え体形成能 を しらべた と ころ,Rabがrec-の 場 合は

4,000コ の集落形成 が認め られたのに,PM5がrec-の

場合に は1コ の集落形成 も認め られ なか った。す なわ ち

Habは 雄,PM5は 雌 とい うことになる鋤。

以上 の事実 か ら,ミ コバ クテ リアで認め られた遺伝的

組換 え現象 は,細 胞融合 に よるものではな く,性 的接合

に よるものであ り,遺 伝物質 は雄細胞 か ら雌細胞 へone

wayに 伝達 され ることが明 らか とな った。

VIII.　 ミコバクテ リアの性因子

大腸菌や緑膿菌に は雄性を決定す るF因 子やFP因 子

があ り,こ れ らは接合に よ り高頻度に雌細胞へ移行 し,

そ の結果雌細胞を雄細胞へ と性転換す る ことが知 られ て

い る。 しか しミコバクテ リアの雄 には,こ のよ うに高頻
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Table 7. Segregation of Mating Ability in 
Recombinants from Crosses of Lac

 (arg, thi) by Jucbo (gly, leu)

度 に移行 する雄 性因子 は見出 されない24)25)27)。

一方 ,大 腸 菌の雌には特別な雌決定因子を見 出せ ない

の に,ミ コバ クテ リアの雌細胞には雌性を決定す る積極

的 な性 因子 がある26)27)。そ して雄因子が雌細胞に入 った

場合,そ れ らはそれぞれ独立 して機能を発揮す るので,

そ の細胞 はあたか も雌 雄同体の よ うに振舞 う こ と に な

る26)27)。Lac(arg,thi)とJucho(gly,leu)の 間の組

換 え体74コ について,親 株 とのかけ合せ能を しらべた成

績 を表7に 示 した。その うち67コ はLacと だけかけ合

せ 可能(す なわ ち雌性),3株 はJuchoと だ け 可能(す

なわち雄性),3株 は両方 と可能(雌 雄 同体),そ し て残

り1株 は どち らともかけ合せが不能 であ った。

大腸菌 のF因 子 な ど は,高 温培 養や,ア ク リフ ラビ

ン,SDS処 理 な どによ り高率 に消去 で きるが,ミ コバ ク

テ リアの場合,こ のよ うな消去 は,雌 雄 いずれ の因子 で

も認め られなか った25)27)。

IX.　 多 極 的 な 性

この よ うに ミコバ クテ リアの性 は,大 腸菌 な どとは大

変 異な った特徴を もってい るが,ス メグマに属す る多数

の菌株についての性関係を しらべ ている うちに,私 ども

は さらに不思議な現象に 当面 した。

前述の よ うに,Rab,Lac,Jucho,PM5の4株 間 のか

け合せでは,前2者 は雄であ り,後2者 は雌で あるよ う

に みえたが,JuchoとPM5の 間のかけ合 せ で は,組

換 え体 の形成 がみ られたのであ る。 しか もそ の場合遺伝

物 質は,Juchoか らPM5へ の方 向と,逆 にPM5か

らJuchoの 方 向 との2方 向に移行 する こ と が 知 ら れ

た40)。

さ らに株数 を増 して しらべ た結果,図7に 示 す よ う

に,18株 のス メグマ菌 は性的に5群 に分か れ て,も は

や単一 の雌雄 とい う関係 では律 しきれぬ こ と が わ か っ

た。た とえば,Rabは どの菌 に対 しても雄 であ り,PM

5はJuchoに 対す る場合を除 くと常に雌で あ る が,西

1は,JuchoやPM5に は雄,RabやF21に 対 して

は雌 とな るのであ る40)41)。Rabに 対す る雌 と しての能力

身 消去 したJuchoの 変異菌 を とることがで き る が,こ

Fig. 7. Multiple Inte rs train Matin gs

 in M. smegmatis

Note. R: Strain Rabinowitchi and 4 other strains.

 J: Strain Jucho and 7 other strains.
 N: Strain Nishi-1.

 P: Strain PM 5 and 1 strain.
 F: Strain ATCC 607.

の菌 は西1に 対す る雌 の能 力を必ず しも失 っていないの

で,Juchoは,Habに 対す る雌 因子 とは異 な る,西1

に対す る雌因子 を別に持 っている ことになる40)41)。

この よ うな 多極 的性関係(multiple sexuality)は,

これ まで どの細菌で も知 られ てい ない し,ま た生物界全

体を考えて もきわめて珍 しい現象で,あ る種 のカ ビの中

に多少類似の現象を見出 し うるにす ぎない。

しか し,遺 伝物質を供与す る側 と受容す る側 との多角

的な関係,と い う観点か らこれ と類似の現象を探す なら

ば,そ れは ファージとその レセ プターの関係に似 てい な

くもない41)。1968年 に私 どもは ミコバ クテ リア の ファ

ージが脂 質を もつ可能性を指摘 したが42),そ の後 ファー

ジが特異 的に吸着 する ミコバ クテ リア表面 の レセ プター

も脂質 である ことを見出 した43)～47)。特にD4フ ァージ

の ンセプターは,ミ コシ ドCと 呼ばれるペプチ ドグ リコ

リピ ドであ り,そ の レセプター活性部 分の構 造を も明 ら

か に した47)。いまス メグマのF21株 を例 に とる と,こ

の菌 の表面 には,D4の ぼかに,こ れ とは血清学 的性状

な どを異にす る B1, A6, C3, Y7, Y1O, Y13, L1,

 L4, PR, PL, D29, D32, GS4, HC, HPな どの多数

の ファージが吸着 し うるか ら,ミ コシ ドCの ぼかに,少

な くともこれ らの ファージに対応す る数の多種類の レセ

プ ター構造が存在す るはずであ る。そ して この よ うに も

多種 類の物質のモザイ ク構造の間に,ま たい くつかの種

類 の雄性や雌性を決める構造物が存在 している と想像す

る ことは,そ れほ ど不 自然ではない よ うに思われる41)。

この ような多極 的性 関係 は,将来 もう少 し整理 されて,

よ り単純化 され る可能性 もあるが,一 方 さらに多極化 す

る可能性 もあろ う。 いずれ にせ よ,性 を決定す る細胞表
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Fig. 8. Pili-like Structure of M. smegmatis

 Strain Rabinowitchi

面構造が,形 態学的 に,あ るいは物 質 として,捉 え られ

る ことが必要 である。

X.　 ミコバ クテ リア の線毛様構造

細胞表面 の性的構造物 としては,大 腸菌の雄性特異線

毛(Fpiliあ るいはsexpili)が 知 られ て お り,雌 雄

はこの線 毛の架 橋に より接合 し,雄 染色体は この中を通

って雌細 胞へ 移行する もの とされ る。

ミコバ クテ リアの電子顕微鏡に よる微細構造の研究は

古 くか ら活発 に行わ れているが,細 胞表層小器管の存在

に関す る明確 な報 告は少な く,否 定的な見解が常識化 し

ている。私 どもは,性 的接合が固型培地 上で しか認め ら

れ ぬ ことか ら,固 型 培地上で しか産出 されぬ小器管の存

在 を仮 定 し,寒 天平板上に張 った コロジオ ン膜 上で洗浄

菌 を培養す ることに よ り,そ の探索を試みた。

その結果,平 板上で増殖中のRab株 で,図8に 示す

ような線 毛様構造を見出 した。 この構造物は きわめて細

長 く,時 に捩れて縄状構造を示 し,細 胞 当 り1～2本 の

ものか ら,図 の よ うに密生 してみ えるもの もあ る。 しか

も,Rabの みでな く,F21,PM5,人 型結核菌(H37Ra),

牛型菌(BCG)で も見 出された49)。

この構造物の化学性状や機能に関す る検討は今後の課

題であ る。 また性的接合 との関連 も明 らかでな く(最 少

培地上では形成が認め られず,42℃ では形成 され る49)),

その点の検討 も続行中であ る。

XI.　 発育のおそ いミコバクテ リアのかけ合せ

これ まで述べて きた接合 は,ス メグマ種 の中で広 く認

Fig. 9. Kinetics of Gene-transfer from Ra
 to PM 5 (lys, leu, his)

め られ るが,発 育 のお そい ミコバクテ リアではまだ見 出

され ていない。

H37Ra,BCG,ト リ型菌Kirchberg,非 定 型 抗 酸 菌

SP5,SP19,NP25,NP41,NP55の8株 か ら,そ れ

ぞれSM,PASあ るいはINHに 耐性 の菌 を とり,そ の

中 の薬剤耐性 の異 なる2種 の菌(た とえばH37RaのSM

耐性菌 とBCGのINH耐 性菌)を 普通小川培地 上で混

合培養 し,発 育 した菌塊 をかき とって菌 液と し,2剤(上

の例 ではSMとINH)を 含有す る小 川培地 上に 塗布 し

て菌 の増殖 の有 無を観 察 した24)。しか し接 合が生 じた と

思われ る集落形成 の異常増 加は認め られなか った。

ただ し,結 核菌 な どで も線 毛様 構造が認め られている

ので,こ の構 造が接合 のcompatibilityに 関連があ ると

すれ ば,こ れ らの菌 で も接合系 が見 出 され る可能性 もあ

ろ う。 さ らに適切 な条件 の設 定が必要 と考 え られ る。

XII.　 接 合に及ぼす環境条件の影響

接 合培地 中に0.1％ のtween80が 存在する と,接 合

が妨 げ られ る40)。tween80は,ミ コバ クテ リオ ファー

ジの吸着 を妨げ る ことが知 られ ているので,こ の現 象の

機作 は,雄 と雌 の接合 の最初 のステ ップである接触 の阻

害 にあると思われ る。

また ミコバクテ リアの接合 に特徴 的な ことは,そ の接

合 は42℃ の培養 で阻止 され る40)。ただ し,そ れ ぞれの

親株 を42℃ で前培養 しても影響 はない。種 々の理 由か

ら,雄 細胞 か ら雌細胞 への移行に際 して,DNAが42℃

では急速 に流産 するため と考 え られ る。

また最 少培地 中に窒素源を欠 くと接合が起 らない40)。

接合過程 には新 しい蛋 白合成が必要 なため であろ う。一

方 グ リセ リンの存在 は,組 換 え頻度 をむ しろ 低 下 さ せ

た。 この理 由は不 明である。
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Fig. 10. Genetic Map of M. smegmatis Strain PM 5

XIII.遺 伝子移行 のカイネテ ィクス

Rab(野 生型)とPM5(lys,leu,his,str-r)の かけ

合せ の系 で,個 々のマーカーが混合培養開始後 どの くら

いの時 間で移行す るかを しらべた。一 定時 間後混合培養

菌 をか きと り,再 接合 を妨げ るためtween80とSMを

含む選択培地上 に播 いて得 られ た結果 を図9に 示 した。

テス トした3マ ーカーは,混 合培養 開始約15時 間後 よ

り雌細胞中に見出 され,24時 間後 にはほぼ移行 を 完 了

している らしい ことが知 られた。 この結果に 関 す る 限

り,遺 伝子移行 の性状は,大 腸菌のF+に 似 てい るよ う

にみ えるが,前 述 の ように高頻 度に移 行する雄因子は見

出され ていない。私 どもは 目下 の ところ,次 項 で述べ る

よ うに,雄 因子 はむ しろ染色体性 の もの と考えている。

XIV. 薬剤耐性 の遺伝解析

接合系を用いて26),あ るいは 同 調 培 養 系 を 用 い て

の50)51)遺伝子地図作製の試みは,急 速 に展 開す るよ うに

考え られたが,し か し詳細に検討す ると,必 ず しも容易

でない ことがわ か つた27)40)。なぜな ら,雄 の染色体遺伝

子が かな り広範 囲に雌 細胞 中に入 つてい ると考え られ る

デ ータが い くつ も得 られ るに もかかわ らず,そ れ らが雌

染色体 に組込 まれ る場 合,あ たか も多数 の破片に千切れ

てあち こちに組み込 まれ たかのよ うに,相 互 に一定の関

連(linkage)を 示 さないのである。

この現象を説明す るのに い くつか の可能性が考 え られ

るが,私 どもは種 々の理 由によ り,1コ の雌細胞が,多

数 の雄細胞 と接合を くり返 す(multiple rounds)可 能

性は少ない と考えそい る。む しろそれは,(1)雄 細胞 の

染色体の移 行の起点が一定 しない こと,(2)い つたん雌

細胞に入 つた雄の染色体の うち,雌 の染色体 とは異質 の

部 分が排 除 される こと(heterologous exclusion)の 両

方,あ るいはいず れかに よる もの と考え られ る。

ところで幸運 な ことに,RabとPM5の 系 で私 ども

は,カ ナマイシ ン(KM)と バ イオマ イシン(VM)の 耐

性遺伝子が,ア ルギ ニン合成 遺伝子 と密接に リンクして

いる ことを発見 した(図10)。 さ らにネオマイシ ン耐性

遺伝子 はKM耐 性 と全 く同一箇所 に位置 し,カ プ レオ

マイシ ン耐性遺伝子 はVM耐 性 とも全 く同一部位 にあっ

た。 しか しKM耐 性遺伝子 とVM耐 性遺伝子 とはご く

わず かなが ら離れ てお り,ま たSM耐 性遺伝子 とこれ ら

の遺伝子 との間には一定 の連 関を見 出す ことができなか

った40)。

各種薬剤 の存在下で,ポ リ-URNAをpmimerと しポ

リフェルア ラニン合成能をチ ェックした結果,こ れ ら遺

伝子に よるSM,KM,VM耐 性の機構は,リ ボ ソーム

性 の ものである ことが知 られた(阪 大微研:増 田,山 田

両 氏に よる)。 大腸菌な どでは,こ の よ うな リボ ソーム

性遺伝子(ribosomal gene)は 染色体上 に ク ラス ター

(cluster)を 作 つて密集 して存在す るが,ミ コバ クテ リ

アで はSM遺 伝子だけが離れて存在す る こと は 興味深

い。

XV. お わ り に

ミコバ クテ リアの遺伝学は,性 的接合系の発見に よ り

近代 的な遺 伝解 析の方法論を獲得 し,こ れ まで どの細菌

で も知 られ なか つた ミコバ クテ リアに独 特な遺 伝様式が

明 らか にされ てきた。 それ は,あ る点 では大腸菌に似て

いるが,あ る点 ではア クチノ ミセスや,さ らに高等 なカ

ビ類 に類似 してお り,ま たある点 では類 例がみ られ ぬな

ど,ミ コバクテ リアが生物界 に占める分類学上,な い し

系統発生学上 の位置 とも考 え合せ て興味深 い。

しか し一方,接 合系 自体の解析に も不 明の点が多 く,

ほ とん どは まだ現象論の域を出 ていない。そ の全体像が

明 らかになるにはなお永い 日時を必要 とす るもの と思わ

れ る。

また生体 内遺 伝子伝達 系の有無,多 剤耐性伝達因子の

有無 あるいは毒力の解 析な ど,結 核病 との関連 におい

て重要 な問題 は,手 つかず の まま残 されている。 これ ら

の解析 のためには,人 型 結核菌 での遺 伝子伝達系の発見

の成否が重要 な関門 である。

このほか微生物遺伝学 の近代 的な応用面 としては,た

とえば 自然界 に存在 しない新 し い 型 の バクテ リアを作

り,必 要 な菌体成分 を人為的 に生合成 させ る な ど の 夢

が,現 実の もの とな りつつ ある。 ミコバクテ リアの遺伝

学において も,い つの 日か,こ うした応用面に まで発展

の可能性が開ける ときが くるか もしれない。
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