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抗酸菌 ファージの感染に関す る研究

2.　 抗酸菌 フ ァージB-1株 の抗酸菌7株 への感染 時間
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Six tenths per cent of Sodium hydroxide was used to estimate the time required for the ad 

sorption-invasion of mycobacteriophage B-1 strain to 7 strains of mycobacteria which had different 

generation time and different latent period in infection with the same phage. Mycobacteria used 

were M. smegmatis, atypical mycobacterium P-17, P-18, P-22, P-40, P-44 and Mycobacterium 

tuberculosis var. hominis H37Ra.

The results obtained are summarized as follows.

1) B-1 Phage was adsorbed on and invaded into the host cells within 30 sec after mixing the 

phages and the host cells.
2) Adsorption-invasion time was the same in all the mycobacterial  phage and host systems 

used.

3) The number of plaque-formant increased logarithmically and showed the maximal value 

in 5 to 10 min after mixing the phages and the host cells.

先に萩原ら1)は,抗 酸菌の発育速度の解析を目的とし

て抗酸菌ファージB-1株 を分裂時間の異なる抗酸菌7

株に感染させ,そ の潜伏期を測定 し,分 裂時間の長い菌

は,B-1フ ァージ産生における潜伏期 も長いことを明ら

かにした。そこで,こ れらの菌株が同一ファージを産生

するために要する時間の異なるのはいかなる原因による

ものかを究明するために,ま ず感染成立時間について実

験を行なつた。

抗酸菌は,一 般に使用されている培地では菌塊を作つ

て発育する。それゆえに,一 般の細菌で行なわれている

ような方法で菌 とファージの関係について簡単に定量的

実験を行なうことは困難である。一方,菌 塊のできない

程度にTween80を 添加す ると,フ ァージの菌への吸着

が阻害されるのでこの方法は適用されない2)。

抗酸菌ファージの吸着に関 してはい くつかの報告があ

るが4)～9),吸着 の時間的関係についての研究は少ない。

今回われわれは,先 に萩原ら3)が行なつた実験に基づぎ,

苛性ソーダ(NaOH)に よつてfreephageを 不活化す
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る方法を用いてB-1フ ァージの感染成立時間を測定し

たので,そ の結果を報告する。

実験材料と方法

供試菌株:発 育速度の異なる抗酸菌7株(い ずれも教

室保存株)を 使用した。すなわち発育迅速株 としてMy-

cobacterium smegmatis (M. smegmatis) を,発 育遅延

株 として Mycobacterium tuberculosis var. hoininis

 H37Ra(H37Ra)を,ま た 中 間 の発 育 速 度 を 有 す る菌 株 と

して 非定 型 抗酸 菌P-17,P-18,P-22,P-40お よびP-44

の 各 株 を使 用 した1)。 これ らの うちP-17,P-40お よび

P-44の3株 はRunyonの 分 類 に よるphotochromogens

に 属 し,P-18お よびP-22の2株 はncnphotochromogens

に属 す る菌 で あ る。

供 試 フ ァー ジ:教 室 保 存 の抗 酸 菌 フ ァー ジB-1株(B-

1フ ァー ジ)を 使 用 した。B-1フ ァー ジは4%グ リセ リ

ンブ イ ヨ ソに培 養 したM.smegmtisで 増 強 し,遠 沈 濾

過 後,実 験 に供 した。

供試培地:4%グ リセリンブイヨソ,4%グ リセリソ

寒天培地,10%に 牛血清アルブミンを加えたキルヒナー

培地およびキルヒナー寒天培地を用いた。

実 験 方 法:.M.smgmtisは グ リセ リソ寒 天 培 地48時

間培 養菌 を,ま た他 の菌 は キ ル ヒナ ー寒 天 培 地2～3週

間培 養 の菌 を使 用 した。 これ らの菌 は ガ ラ ス玉 入 り コル

ベ ンを用 い て菌 塊 を磨 砕 し,M.smegmatisは グ リセ リ

ン ブ イ ヨ ンに,そ の他 の菌 は,キ ル ヒナ ー培 地 に浮 遊 後,

1,000回5分 遠 沈 し,そ の 上 清 を 比濁 法 に よ り約108/ml

に 合 わ せ た もの を菌 液 と した。 この菌 液3.5mlを37℃

に 保 ち,同 じ く37℃ に保 つ た1×109/mlの フ ァー ジ液

3.5mlを 加 え た後(MOI 10)経 時 的 にそ の0.5mlを 取

り出 して,1.2%にNaOHを 加 えた グ リセ リソ ブ イ ヨン

(M.smegmatisの 場 合)ま た は キ ル ヒナ ー培 地(そ の他

の菌 の場 合)0.5mlに 加 え,5分 放 置 してfree phage

を 不 活 化 した 。 そ の後NaOHの 作用 を 中 止 す る た め に,

こ の混 合 液 に グ リセ リン ブ イ ヨ ン また は キ ル ヒナ ー培 地

3mlを 加 え て よ く混 和 し,プ ラ ッ ク カ ウ ン ト法 に よ り,

生 ず る ブ ラ ック数 を 測 定 した 。 い ず れ の菌 株 の 実 験 に お

い て も指 示 菌 と して はM.smgmatisを 使 用 した 。 また

プ ラ ッ クカ ウ ソ ト用 の培 地 と して は テ ス ト菌 がM.sm-

gmatisの 場 合 に は グ リセ リン寒 天 培 地 お よび グ リセ リ

ン半 流 動 培 地 を,そ の他 の菌 の場 合 に は キ ル ヒナ ー寒 天

培 地 お よび キ ル ヒナ ー半 流 動 培 地 を 使 用 した 。 ブ ラ ック

数 は フ ァー ジ液 お よび 菌 液 の混 合 液1ml中 の 数 と して

算 出 した。

実 験 結 果

実験結果は,図1,2,3お よび4に 示す。いずれの実

験においても菌液とファージ液を混合した直後にNaOH

処理 を 行 な つ た材 料 に お い て は ブ ラ ッ クの形 成 は全 く認

め られ な か つ た 。 この こ とはNaOH処 理 後 の混 合 液 中

に はfree phageが 全 く存 在 しな い こ とを示 す と同時 に

フ ァ ー ジの 菌 へ の 感 染 が 成立 して い な い こ とを示 す もの

で あ る。菌 と フ ァー ジを 混 合 して30秒 後 の材 料 をNaOH

で処 理 した 場 合 に はM.smegmatis,P-17,P-18,P-22,

P-40,P-44お よびH37Raの いず れ の菌 の場 合 に もフ ァ

ー ジ との 混 合 液1ml当 り約10～102の ブ ラ ッ クの 出現 が

Fig.1. Increase in the Number of Plaque-formant 
after Mixing the Phages and the Host Cells

 (M. smegmatis)

() No. of experiment

Fig.2. Increase in the Number of Plaque-formant
 after Mixing the Phages and the Host Cells,

 (p-18. p-22)
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Fig. 3. Increase in the Number of Plaque-formant
 after Mixing the Phages and the Host Cells

 p-40, p-44)

Fig. 4. Increase in the Number of Plaque-formant
 after Mixing the Phages and the Host Cells 

(H37Ra)

(): No. of experiment

認 め られ た。 す なわ ち少 な くと も30秒 以 内に は,こ れ ら

の菌 へ のB-1フ ァー ジ の感 染 が 成 立 してい る こ とが 明 ら

か で あ る(後 述)。 ま た使 用 した す べ て の菌 に 対 す る感 染

に おけ る 感染 時 間 と して,同 じ結 果 が 得 られ た こ とは 注

目す べ き こ とで あ ろ う。 出現 す る ブ ラ ッ ク数 は 以 後 ほ ぼ

対 数 的 に増 加 し,約5～10分 後 にplateauに 達 した 。

Plateauに お け るブ ラ ッ ク数 は 宿主 菌 に よつ て 異 な つ て

お り,.M.smegmatisに お い て は105～106/ml,P-18お

よ びP-22に お い て は104～105/ml,P-17,P-40お よび

P-44に お い て は そ れ ぞ れ 約105,103お よび104/ml,ま

たH37Raに お い て は102～103/mlで あ つ た 。

考 察

萩 原 ら3)は,先 にB-1フ ァ ージ が0.6%NaOHに よ

つ て10秒 以 内 に99.99%,30秒 以 内 に 完 全 に不 活 化 され

る こ とを 報 告 した 。 更 に,こ のNaOHに よ る不 活 化 を

調 べ る一 方 法 と して,NaOHでB-1フ ァー ジ を 処 理

し,電 顕 で観 察 す る と,完 全 な 形 態 の フ ァ ー ジの み な ら

ずtailの 形 態 も全 く認 め られ な い とい う結 果 が 得 られ て

い る(未 発 表)。

本実験は,こ のB-1フ ァージのアルカリによる不活化

現象と抗酸菌の抗アルカリ性とを利用して,フ ァージと

宿主菌を混合 した後,経 時的にアルカリ処理を行ない,

感染中心数を調べることにより,フ ァージと菌を混合し

てから感染が成立するまでの時間を測定しようとしたも

のである。

ファージの宿主菌への感染の第1段 階は吸着であ り,

第2段 階は核酸の侵入である。今回の実験方法では,前

述のように,フ ァージのtai1部 分が完全に破壊されるた

めに,核 酸注入前の吸着段階のファージも失活するので,

測定された時間は,フ ァージと菌を混合 したのち菌体内

に侵入した核酸がNaOHの 影響を受けなくなるまでの

時間,す なわちファージの吸着およびそれに続 くファー

ジ核酸の侵入とい う二つのstepに 要する時間を測定し

たものである。

実験の結果,使 用 したいずれの抗酸菌においても,フ

ァージ核酸の菌体内侵入は最 も速いもので,フ プージと

菌の混合後3G秒 以内に完了したことを示唆 している。ま

た出現ブラック数は菌によつて異なるが,菌 とフプージ

混合後約5～10分 まで,対 数的な増加を示 し,以 後ほぼ

一定の値を示した。 これは集団としてみたファージの菌

への感染の完了を示すものと考えられ る。すなわち今回

の実験条件では,使 用した抗酸菌へのB-1フ ァージの感

染の最も速いものは30秒 以内に完了し,遅 いものでも約

10分 で完了した。

抗 酸 菌 フ ァー ジ の吸 着 に 関 す る研 究 に お い て,川 原5)

はM.juchoとB-1フ ァ ー ジが 接 触 後15分 で フ ァー ジの

92%が,Morrelliniら6)は フ ァー ジD-28とM.lacticola

 Mclarenの 系 に お い て 最 初 の40秒 で フ ァ ー ジの98.5%が

吸 着 す る こ とを 報 告 した 。 またWhiteら7)は,フ ァ ー ジ

D-29抗 酸 菌607株 系 に お い て30分 後 フ ァ ージ の62%が 減

少 した こ とを 記 載 して い る。 今 回 の実 験 で 得 られ た 値 は,

上 述 の よ うに 菌 と フ ァー ジを 混 合 して か ら感 染 が 成 立 す

る ま で の時 間 を 示 す もの で あ り,ま た 実 験 方 法 も異 な る

ので 彼 らが 報 告 した 吸 着 時 間 とか な りの差 が 見 られ るの

は 当 然 で あ ろ う。

われわれの用いた実験方法は抗酸菌の抗アルカリ性と

いう特性を利用 した極めてreasonableな ものであ り,
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抗酸菌-抗 酸菌ファージ系の関係を明らかにする うえで

従来の実験方法に比較 して新 しい有効な方法であると思

われる。

この実験では宿主菌 として発 育 速 度 の異 な るM. 

smegmatis,非 定型抗酸菌5株 およびM. tuberculosis H37

Raが 使用された。 これ らの菌は,既 報1)の ように,B-1

フ ァージ感染において.M. smegmatisで1時 間,非 定型

抗酸菌で2～2.5時 間,H37Raで 約3時 間とそれぞれ異

なる溶菌時間を示すものである。今回の実験で,こ れら

の抗酸菌すべてにおいて,B-1フ ァージ感染成立の時間

がほぼ同じであることが明らかになつたが,こ のことか

ら,こ れらの菌でみられた溶菌時間の差は,感 染以後の

B-1フ ァージ合成に関する代謝系の速度の差,ま たは溶

菌に関する時間の差によるものと思われる。

結 論

抗 酸 菌 の抗 アル カ リ性 と抗 酸 菌 フ ァ ー ジのNaOHに

よ る不 活 化 を 利 用 す る こ とに よ り,抗 酸 菌 フ ァー ジB-1

株 の.M. smegmatis,非 定 型 抗 酸 菌P-17, P-18, P-22 ,

P-40, P-44お よび ヒ ト型 結 核菌H37Ra計7株 の 異 な る

溶 菌時 間 を有 す る抗 酸 菌 へ の感 染(吸 着 一侵 入)時 間 を 測

定 し,次 の結 果 を得 た 。

1)　 感染は,使 用 した7株 すべての抗酸菌において,

最 も速い場合30秒 以内に完了した。

2)　 感染菌の数は対数的に増加し,5～10分 で最高値

を示した。

以上の結果から,こ れらの菌における溶菌時間の差は

吸着一侵入後の時間差によるものと思われる。

稿を終わるに臨み,ご 指導,ご 校閲を頂いた中村教授

(久留米大学医学部微生物学教室)に 心から感謝いたしま

す。また,ご 助言を頂いた松下教授(福 岡歯科大学生物
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