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An investigation of the distribution of bacteriophage susceptibilities was carried out by 

using 99 strains of M. tuberculosis isolated from patients with pulmonary tuberculosis in 

Japan, 99 strains obtained from Netherland and 54 strains obtained from Ceylon.

Phage susceptibilities were tested by spotting phage suspensions of routine test dilution 

(RTD) and 10•~RTD on the lawn of mycobacteria. The name of the phages employed and 

the number of plaque forming unit being contained in RTD of each phage were shown in 

Table 1.

All of the 11 mycobacteriophages (DS6A, AG1, BK1, BG1, GS4E, PH, Clark, Legendre, 

Sedge, DNA 1118, and D34) were employed in the case of Japanese and Netherland strains. 

The results obtained were as follows (Table 2): All strains except 3 were susceptible to 

DS6A and AG1. These 3 exceptional strains were resistant to all phages even by the 

spotting of 10•~RTD. Number of strains susceptible to D34 was 4 in Japanese strains and 

2 in Netherland strains. Susceptibility of Netherland strains to the remaining 8 phages were 

generally higher than that of Japanese strains (Table 3). For instance, the number of strains 

susceptible to all phages except D34 by RTD was 18 in Japanese strains and 34 in 

Netherland strains. Forty one Japanese strains and 11 Netherland strains were susceptible 

only to DS6A and AG1 by RTD. However, when 10•~RTD phage suspensions were 

employed for spotting, most of them showed susceptibility to one or more phages in 

addition to DS6A and AG1. Especially, in the case of BK1 and BG1, marked differences in 

the number of strains lysed by 10 x RTD and by RTD were noted (Table 3). In this case, a 

possibility of nonspecific growth inhibition by concentrated phage particles was excluded, 

since the number of plaque forming units being contained in one drop of 10•~RTD ranged 

from about 102 to 5•~104. Therefore, this phenomenon indicates that there are many 

strains which show intermediate susceptibility against these phages.

*From the Department of Tuberculosis , National Institute of Health, Kamiosaki, Shinaga
waku, Tokyo 141 Japan.
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Phage susceptibility patterns of the 54 Ceylon strains against DS6A, BK1, PH and D34 

were shown in Table 4. In general, they were more susceptible to those phages than 

Japanese and Netherland strains: 87% were BK1 sensitive, 68% were PH sensitive, and 8% 

were D34 sensitive by the spotting of RTD.

Distribution of bacteriophage types of these strains was compared using the scheme 

proposed by Bates and Fitzhugh. The distribution of Type A, B and C in Japan andin. 

Netherland was almost thesame. On the contrary, significant difference was observed 

between Japanese and Ceylon strains in the distribution of phage types (Table 5).

Based on the results obtained, we thought that the following conditions should be taken 

into account in the selection of a typing phage set of M. tuberculosis: (1) select the phages 

which render a clear cut, easily detectablelysis; (2) select the phages which lyse similar 

number of strains by the use of both10•~RTD and RTD; (3) select the phages which do 

not lyse too manystrains:i.e. those which lyse approximately 10 to 20% of strains are 

preferable; (4) select the phages the lytic pattern of which overlap each other as little as 

possible; (5) select the phages so as to make the distribution of strains of certain phage 

types evenly and minimize the number of untypable strains.

It was found that the mycobacteriophages employed in this study do not necessarily

 satisfy the above mentioned conditions, although it was possible tosubdivide M. 

tuberculosis strains to a certain extent.

緒 言

人型結核菌をファージ感受性の違いに基づいて分類し

ようというファージ型別の試みは,他 の生物学的,生 化

学的方法によつては人型菌を分類できないために,ミ コ

パクテリア属全体のファージ型別の中でも主要な研究課

題になるであろうことを1964年 に徳永1)が 述べている

が,そ の後実際に人型結核菌の菌株によつて異 な つ た

感受性を示す ファージがいくつか発見,分 離され,そ れ

らを用 い て タイピングを行つた成績がBatesら2)3),

Baess4),徳 永 ら5),北 原 ら6)な どによつて報告されてい

る。一方ミコバクテリアのファージ型別に関するワーキ

ンググループが世界的な規模で組織され,こ れまでの5

回にわたる会議によつて人型結核菌のファージ型別の方

法論が徐 々にではあるが確立されてきつつある。

このような背景のもとで,わ れわれは99株 の日本国

内分離株と,同 じく99株 のオランダより送付された株

および54株 のセイロン由来の結核菌株の11種 のファー

ジに対する感受性を検討 したのでその成績を報告し,あ

わせて人型結核菌のファージ型別の現時点での問題点に

ついて考察を行 う。

Table 1. Mycobacteriophages Employed
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材 料 と 方 法

培地:宿 主菌が発育の早い非病原性のミコバクテリア

の場合,フ ァージ増殖などのための液体培地にはトリプ

トソイブイヨン(栄 研)を,ま たRTD濃 度決定のため

の力価測定用の固型培地 としては,上 記 トリプトソイブ

イヨンに1.5%な らびに0.6%に 寒天を加えた2種 類の

培地を用いた。また宿主菌が発育の遅いミコバクテリア

の場合のファージ増殖および力価測定,ま た人型菌のフ

ァージ感受性試験の場合にはRVA7)培 地 を用いた。 な

おタイピングの際の被検菌株の前培養にはMiddlebrook

の7H9培 地(ADC enrichment加,Difco)を 用いた。

ファージおよび宿主菌:用 いたファージはPHを 除い

てオランダか ら凍結乾燥して送られ た もの で,そ の名

称,由 来,宿 主菌およびroutine test dilution (RTD)

濃度 中に含まれるファージ粒子数を表1に 示した。この

うちPH8)を 除 く10種 の ファージは上記ワーキンググ

ループで共同実験中のものである。ファージの増殖は通

気培養法もしくは平板法で行つた。

ファージ感受性試験:第4回 ワーキンググループで合

意のみられた方法によつた。すなわち被検結核菌を比較

的大量7H9培 地に接種し5～7日 間増殖させたのち,

その約1mlを 十分に表面を乾燥させたRVAプ レート

上に均等に広げた。10分 ほど放置 して菌を寒天培地に吸

Table 2. Lytic Patterns of Tubercle Bacilli Isolated in Japan and in 
r and by the RTD Spot Method
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い取 らせたあと,余 分の 菌液を 除去した。そのまま24

時 間放置したのち,半 流動寒天を重層するこ とな しに

あらかじめ力価を測定しRTD濃 度に調製したファージ

液,お よびその10倍 濃度のファージ液を約1/100ml量

スポットした。1枚 のプレート当り5～6種 のファージ

をスポットし,以 後37℃ で 培 養 を 続け溶菌の有無を

観察 した。最終判定は溶菌域の広さやその程度がそれ以

上変化しなくなつたとき,通 常10～14日 目に行つた。

実験ごとに必ず宿主菌を対照として用い,RTD濃 度 の

スポットによつて完全溶菌が起ることを確かめた。溶菌

の程度の判定には完全溶菌を柑,そ れよりやや溶菌程度

が低いものを不完全溶菌升,さ らにご溶菌程度が低 くプラ

ークが独立 してみえるものを+ ,溶 菌の認められないも

のを一としたが,溶 菌の程度によつて3段 階に分けて成

績をまとめると,パ ターンをひどく復雑にするので,本

報告においては+～ 帯を一括 して+と した。また感受性

テス トは2枚 のプレー トについて行つたので,一 方で溶

菌が認められ一方で溶菌が認められない場合でも,明 ら

かにそれが溶菌によるもので非特異的な発育阻止斑では

ないと判定されたものは+と した。

被検菌株:タ イピングにご使用 した人型菌は日本国内分

離株99株,オ ラソダ株99株,セ イ官ソ株54株 である。

この うち国内分離株は国立公衆衛生院の川村達博士より

分与を受けたもので,療 研共同研究に使用された菌株の

一部であ り,そ の うち35株 は昭和41年 に全国より集め

られた新入院患者よりの分離菌,残 りは昭和45～46年

にかけ集められた重症難治患者よりの分離菌である。オ

ラソダ株ばワーキソググループの共同研究用 として送 ら

れたもの,ま たセイ官ン株 は結核のbaselinesurvey

の際に分離されてWHOのreferencelaboratoryと し

ての当研究所に昭和46年 に送られてきた菌株である。

成 績

1.日 本株およびオラソダ株のフプージ感受性

表1に 示した11種 のファージのRTD濃 度のスポヅ

下に対する日本株とオラソダ株の感受性のパターンをま

とめて表2に 示した。また表3はRTDと10倍RTD

の2段 階濃度のファージをスポットした場合,そ れぞれ

のファージが何株の菌を溶菌したかを示した もの で あ

る。このうちRTD濃 度で得られた成績からDS6Aと

AG1の 両 ファージには日本株は2株 を除いて,ま たオ

ラソダ株は1株 以外はすべて感受性を示すこと,し かも

溶菌の程度はそのほとんどが完全溶菌かそれに近いもの

であることが知 られた。一方D34に 感受性を示す菌は

逆に日本株では4株,オ ラソダ株では2株 のみ で あつ

た。それ以外のファージのRTD濃 度のスポットに対し

てはBK1を 除 いて日本株とオラソダ株で感受性の分布

に大きな差がみられた。すなわち表3に おいてRTD濃

度 で溶菌された菌株数を比較すると,た とえばClarkフ

ァージにおいては,日 本株では30株 が感受性を示すに

すぎなかつたがオラソダ株は84株 が感受性 で あ り,

DNAIII8に 対 しては日本株は25株,オ ランダ株は59

株がそれぞれ感受性であるなど,全 体 として日本株に比

しオラソダ株のほうが,感 受性の菌株数が多かつた。

表2に 示したパターソから,被 検菌株をいくつかのブ

ァージタイプにまとめることは,の ちに述べるように必

ずしも簡単ではないが,そ の うちD34を 除いたすべて

のファージに感受性を示す菌は,こ れを1つ のタイプと

してまとめて考えることが可能であるように思われる。

このタイプに属する菌はこれらファージのRTD濃 度 の

スポットにほぼ完全溶菌を示す 高 感 受 性 の も の で,

H37Ra,H37Rvは ファージタイプとしては このグループ

に属する。なおBatesら3)の 分類によるTypeBに 属

する菌の大部分はこのグループに入るものと思われる。

また 日本株の場合,昭 和41年 分離株35株 中 このタイプ

に属するものは4株(約11%),昭 和46年 分離株の場

合は64株 中14株(約22%)で あつた。 次 にD34フ

ァージ感受性グループがある。このグループに属する菌

は 日本株では4株,オ ランダ株では2株 であるが,の ち

に述べるようにD34フ ァージ感受性はBatesら2),北

原 ら6)にお いては重要なマーカーであ り,後 者において

はこのグループがさらに2つ のタイフ.にご分かれることに

なる。またすべてのファージに感受性を示さない菌がオ

ランダ株に1株,日 本株に2株 存在したが,こ の うちオ

ランダ株はナイアシン陰性であ り人型菌ではないものと

思われた。 このようにすべてのファージ(特 にDS6A)

に感受性を示さない菌については,こ の菌が人型菌であ

ることを確認する必要がある。以上にあげた以外の菌株

Table 3. Number of Strains Lysed by  10  X RTD and RTD Spot Method
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Table 4. Lytic Patterns of Tubercle 

Bacilli Isolated in Ceylon

について溶菌のパターンからこれをいくつ

か のタイプにまとめるためにはさらに検討

を要するが,そ の理由は溶菌のパターンが

非常に多様であること,ま た中間的な感受性を示すため

に再現性の点で問題がある菌株が この中に多いか らであ

る。たとえばBK1お よびBG1フ ァージの場合,表3

に示 したように10倍RTDと1倍RTDに よる感受性

菌数の差が著明であるが,RTDで 溶菌がみ られ ず10

倍RTDで 溶菌のみられた菌株のほとんどすべて,ま た

2枚 のプレートで異なる成績を示した菌株の大部分はこ

の中に含まれていた。

IIセ イロン株のファージ感受性

セイロン由来の株に関しては,11種 の ファージのう

ちDS6A,BK1,PH,1)34の み を用いた。その結果を

表4に 示 したが,全 体 としてこれらのファージに対する

感受性の菌の比率が高 く,DS6Aは 別 として,BK1フ

ァージの場合,RTD濃 度では87%,10倍RTD濃 度

では100%が 感受性であつた。PHフ ァージにおいても

RTDで68%が,10倍RTDで85%が それぞれ感受

性を示し,D34感 受性菌もRTDで54株 中4株(7%)

とやや多いように思われた。

IIIBatesら の分類方式による3カ 国由来の菌株の感

受性の分布の比較

Batesら3)は 人型結核 菌 をDS6A,GS4E(ま た は

BK1)お よびD34の3種 のファージに対する感受性で

分類 している。彼らの方式に従つて 日本 株,オ ランダ

株,セ イロン株を分類した結果を表5に 示した。 この方

式によると,日 本株とオランダ株の場合,そ れぞれのタ

イプに属する菌株数のパーセントはほとんど一致するこ

とがわかる。それに比べてセイロン株ではtype Aが 非

常に少なくtype Bが 圧倒的多数を占めてお り,こ の間

には有意の差がみ られることがわかつた。なお彼らの分

類ではみられない型,す なわちBK1非 感受性でD34

感受性の菌がそれぞれわずかではあるが認められた。

IV.適 応 ファージ応用の可能性について

チフス菌においてはViフ ァージのように宿主適応に

Table 5. Distribution of Bacteriophage Types* of Tubercle Bacilli 

Isolated from Patients in Japan, Netherland and Ceylon

*According to the scheme of J.H. Bates and J.K. Fitzhugh2)

よる単一ファージ由来のものを用いてタイピングが行わ

れている。人型菌のタイピングにおいてそのようなファ

ージを得ることが可能であるか否かを確か め る た め,

GS4Eフ ァージを用いてこのファージに対 し感受性の

ごく低いBCGお よびH2株5)を 高度に溶菌する適応フ

ァージを得,セ イロン株を用いて感受性を調べてみた。

対照 としてGS4Eフ ァージの原株を用いたが,同 一濃

度のファージスポットにより,原 株は54株 中29株 を溶

菌したのに対し,適 応を行つたGS4Eは 両者とも全株

を溶菌し,少 な くともGS4Eに 関 しては適応ファージ

を応用しうる可能挫はないものと考えられた。

考 察

11種 のファージを用いて人型結核菌 の ファージ感受

性を検討 した。これ らのファージの うちDS6AとAG1

フ ァージは人型菌のほとんどの株を溶菌することが知ら

れた。一方D34フ ァージについては 日本株99株 中4

株,オ ランダ株99株 中2株,セ イロン株54株 中4株 と

地域によつてわずかな差は認められたが,い ずれも感受

性を示す菌株は少ないことが知られた。それ以外のファ

ージに対する感受性菌株の比率は,そ の菌株の分離され

た上述の国別によつて相当な差の認められるものがあつ

た。たとえばBK1フ ァージではRTD濃 度 で 日本株

の場合,41%が 感受性,オ ランダ株は40%,セ イロン

株は87%が それぞれ感受性,PHフ ァージでは日本株

25%,オ ラ ンダ株40%,セ イロン株68%,GS4Eフ ァ

ージは 日本株25% ,オ ランダ株36%,セ イロン株54%,

Clarkフ ァージでは日本株30%,オ ランダ株84%な ど

であつた。すなわち全体として日本株は感受性の低いも

のが多く,オ ランダ株がそれに次ぎ,セ イロン株は感受

性の高いものが多かつた。成績の皿の項でBatesら の方

式で分類した場合,日 本株 とオランダ株の間で感受性の

分布に差がなかつた理由は,た またまBK1フ ァージに
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対する感受性の菌株数が一致していたことから起つたも

ので,た とえば表2に 示したようにD34以 外のすべて

のファージに感受性を示す菌株数は 日本株18株,オ ラン

ダ株34株 で後者がほぼ2倍 近い値を示しており,Clark,

 Sedge, Legendre, DNAIII8フ ァージなどに 対する感

受性菌株 もオランダ株のほうが明らかに多かつた。この

ように地域によつてファージ感受性の分布が異なること

はすでにBatesら3)も 認めて報告している。

これらの成績を参考にして,人 型結核菌のタイピング

に用いるファージとして望ましい条件を考えてみると,

個 々のファージにおいては,(1)溶 菌斑が鮮明で,判 定

の日までの培養 日数の多少の違いや,判 定者の主観によ

つて結果が左右されないもの。(2)そ の ファージに対し

中間的な感受性を示すような菌株がないか非常に少ない

こと。(3)被 検菌株のあまり多 くを溶かさないもの。な

どが考えられる。まず(1)で あるが,本 研究で用いたフ

ァージは多くの場合,溶 菌の有無の判定は比較的容易で

あつたが,時 にLegendre, Sedge, Clarkの3種 のファ

ージにおいては,不 鮮明な溶菌斑 もしくはプラークがみ

られる場合があつた。判定の困難さはむしろ一般的に被

検菌の発育により依存し,RVA培 地 上での発育が非常

に遅い菌においてはすべてのファージにおいて溶菌の有

無を判定することが困難であつた。次に(2)で あ るが,

日常に行 う方法としてのタイピングを考えた場合,今 回

行つたような1フ ァージ2段 階濃度スポット法は時間や

材料の面から考えてあまり望ましくな く,RTD1段 階

のスポットのみで成績を判定するべきであろう。その場

合スポットされる小滴中に含まれるファージ粒子の数が

問題になる。仮に100コ 前後のものを考えた場合(た と

えばBK1,PH等),も し被検菌のそのファージに対す

るプレート効率が1～10-1前 後であれば,そ こに溶菌斑

またはプラークが生 じ,10-3以 下であれば溶菌はほとん

どみ られないし,も し10-2前 後であれば,ス ポットし

た部位に平均1コ のプラークが生 じることになる。した

がつてある場合には感受性あり,あ る場合には感受性な

しと判定されるようになる。成績の項で述べたように,

2枚 のプレー ト間で異なつた成績を示 したも の の 多 く

や,10倍RTDで 溶菌され,RTDで 溶菌がみ られなか

つたものは,こ のような菌 とファージの関係を持つた場

合であろ うと思われる。そもそもファージタイピングに

おいて高濃度のファージ液をスポットしない理由は,真

の溶菌でない非特異的な溶菌斑様の菌の発育阻止帯を作

らせないためと,ま れに存在する宿主域変異ファージに

よる溶菌の可能性を除 くためである。 ミコバクテリアに

おいても,溶菌-フ ァージ増殖を伴わないで致死的に作用

す るファージ ・宿主の系が存在することはすでに報告さ

れている9)。しかしRTD濃 度を表1に 示したように設定

すると,そ の10倍 濃度を仮にスポットした としてもそ

こで起る発育阻止帯はそのほとんどすべてが真の溶菌に

よるものである。したがつてタイピングファージとして

は10倍RTDとRTD濃 度におけ る感受性菌株数の

差がほとん どないもの,い いかえるとスポットされるフ

ァージ粒子数に多少の変動があつても溶菌されるものと

されないものがはつきり分かれるようなもの が 望 ま し

い。この点から考えるとBK1やBG1フ ァージはRTD

濃度 として表1に 示したような濃度を使用する限 りにお

いてはあまり望ましくないといえる。ただしあるファー

ジに対する菌株の感受性の分布はさきに述べたように地

域によつて相当に異なつてお り,BK1フ ァージにおい

ては,10倍RTDとRTDに よる溶菌菌株数の差は49

株 であつたが,オ ランダ株では21株 であり,Baess4)に

よるとデンマーク株では205の 被検菌株 の うち10倍

RTD濃 度相当のファージスポットで溶菌62株,RTD

で の溶菌57株 でわずかに5株 の差しかみられ て い な

い。またGS4Eフ ァージの場合,日 本株ではその差は

2株 のみであつたが,オ ランダ株は10株 の差があつた。

したがつてタイピングファージとしてあるファージが適

当か否か,ま た どの程度のファージをスポットすれば非

特異的な溶菌斑様の発育阻止斑の出現が避けられ,か つ

再現性のある結果が得 られるかを知るには,多 数の菌株

を用いて種々の濃度のファージをスポットし,感 受性の

分布を検討する必要があるように思われる。(3)の条件に

ついてであるが,用 いたファージのうちDS6AやAG1

の よ うにほとん どすべての菌を溶菌するようなファージ

をタイピングファージとして用いるの は あ まり意味が

な く,い くつかのファージをセットとして用いることを

考えると,理 想的には被検菌の10～20%前 後を溶菌す

るようなものが望ましい。ただしDS6Aフ ァージは人

型または牛型菌のみに感受性を示すので,こ れらの菌を

他の菌種から区別するファージとしては重要である。

次にタイピングファージセットとしていくつかのもの

を選び出す場合,そ れぞれのファージの溶菌域によつて

被検菌全体をいくつかのタイプに分けるわけ で あ るか

ら,そ のためには(1)溶 菌域がオーバーラップしないも

の,(2)特 定 のファージタイプが多数を占めないように

ファージを選び出すこと,が 望ましい。まず(1)の 条件

であるが,成 績の項で述べたように現段階では ミコバク

テリアにおいては適応ファージをタイピングに応用しう

る可能性は少ないと考えられるので,サ ルモネラな どの

場合のように1種 のファージから出発したタイピングフ

ァージセットを求めるのではなく,異 なつた種類のファ

ージを用いてのタイピングという線で考えを進める必要

がある。表2の 成績からみると,D34,DS6A,AG1の

3プ ァージを除けば,残 りの8種 類のファージの溶菌域

は全体として重な りが大きいが,そ の中 で もSedge,

 Legendreお よびDNAIII8の3フ ァージは特 に そ の
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重なりが著明であつた。そこでこれまでに考察した事項

を参考にしてタイピングファージを選ぶとすれば,GS4

E,PH,Clark,DNAIII8お よびD34が 一応考 慮 に

あげられるが,こ の うち前4者 は溶菌域の相当部分がオ

ーバーラップしてお り,最 終的にはGS4E(ま たはBK

1)とD34フ ァージに対する感受性の差で型別を行つた

Batesら3),北 原 ら6)の 方法とあまり変らないものにな

る。ただしその場合特定のファージタイプが多数を占め

ないという(2)の 条件が満足されない。このようにKey

phageと して適切なものがない現在,比 較的条件をみた

すようなものを2～3選 んで第一次の型別を行い,さ ら

に別のファージに対する感受性によつて細別を行 うとい

う2段 階の方式がよいように思われる。その際第一次,

第二次のファージとしてなにを選ぶべきかについては地

域によるファージ感受性分布の違いも考慮に入れる必要

があり,さ らに検討を要する。理想的な形でのタイピン

グファージセットによる人型結核菌の型別化は,今 後既

存のファージとは溶菌域を異にする新しいファージが分

離されて初めて可能になるように思われる。

なお,日 本株の一部についてファージ感受性と薬剤耐

性の関係を調べたがその限 りにおいてはこれらの間に関

連性は認められなかつた。

結 論

日本,オ ランダ,セ イロン由来の結核菌の11種 のフ

アージに対する感受性を検討した結果,地 域によつて分

離される結核菌のファージ感受性の分布が異なることが

知 られた。

本研究を行 うにあた り,国 立公衆衛生院の川村達博士

に多数の菌株の供与を,東 京女子医大の須子田キヨ博士

にPHフ ァージの分与を,ま た当結核部徳永徹博士より

種々の助言をいただいた。記して感謝の意を表する。
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