
大 腸 菌 フ ァ ー ジ の 実 験 的 研 究

第 二 編

血球核及び核様物に依 る大腸菌 ファージの増殖につ いて

岡山大学医学部衛生学教室(主 任　緒方教授)

專攻 生　 佐 々 木 峻

〔昭和29年4月8日 受稿〕

目 次

第1章　 緒論及び文献の大要

第2章　 実 験 材 料

第1項　 宿 主 細 菌

第2項　 大腸菌 ファージの分離及び純培

養

第3項　 有核赤血球

第4項　 血球の核分離

第5項　 核及び核様物中に於け る核酸の

存在

第6項　 細胞 質に於け る ミトコン ドリヤ

の存在

第7項　 核 中に於け る核蛋 白

第3章　 実 験 方 法

第1項　 Schiff試 薬の調整法 とDNA核 酸

第2項　 大腸菌 ファージの力価測定

第4章　 実 験 成 績

第1項　 大腸菌 ファージの溶菌斑計測

第2項　 大腸菌濾液添 加に よる大腸 菌フ

ァージの溶菌斑計測

第3項　 大腸 菌家兎免疫抗血清添加に よ

る大腸菌 ファージの溶菌斑計測

第4項　 第5項 以降の実験の対照 となる

大腸菌ファー ジの溶菌斑計測

第5項　 家鶏の未処置の血球核及び核様

物添加に よる大腸菌 ファージの

溶 菌斑計測

第6項　 亀の未処 置の血球核及 び核様物

添加に よる大腸菌 ファージの溶

菌斑計測

第7項　 家鶏の血球核及び核様物の濾液

添加 に よる大腸菌 ファー ジの溶

菌斑計測

第8項　 家鶏の56℃ 一時間加熱せ る血

球核及 び核様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶菌斑計測

第9項　 家鶏の60℃ 一時間加熱せ る血

球核及び核様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶菌斑計測

第10項　 家鶏の80℃ 一時 間加熱せ る血

球核及び核様物添加に よる大腸

菌ファージの溶 菌斑計測

第11項　 家鶏の100℃ 一時間加熱せ る血

球核及 び核様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶菌斑計測

第12項　 家鶏の120℃ 一時間加熱せ る血

球核及び核様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶 菌斑計 測

第13項　 家鶏 の血球核及び核様物に蒸溜

水を加え50℃ 3日 間重湯煎上

にて加熱 して添加せ る大腸菌 フ

ァージの溶菌斑計測

第14項　 第四表シャー レ番号3の ファー

ジ稀釈液に家鶏の血球核及 び核

様物を添加せ る大腸 菌ファージ

の溶 菌斑計 測

第15項　 家鶏血球核及 び核様物の熱に対

す る態度

第5章　 考 察

バ クテ リオファージの生活環

第1項　 吸着及び侵入

第2項　 増 殖

第3項　 溶 菌 現 象

第6章　 結 論



920　 佐 々 木 峻

第1章　 緒論及び文献の大要

1915年Twort, 1917年d'. Herelle1)に よ

つ て発見 されたバ クテ リオファージは生細 菌

に感染 して これを死 に至 らしめ,そ れ に依つ

て増殖を営む.

ウ ィールス粒子1箇 の大 きさは直径で10-5

cm以 下,質 量に して10-15gと 云 う微細 なも

のであ るか ら,そ の少数の ものが只散在的に

存在 してい る丈では,た とえそれが特殊の生

理的活性を持つてい ようとも,恐 ら くそれ丈

ではその作用は見逃 されて しまつたで あろ う

し,仮 に電 子顕微鏡の強 力な廓大力がその像

を捕 え得たに して もその ものの持つ意味を我

々は理解す る事が出来 なかつたであろ う.

然 し今 日に於ては電子顕微鏡の発達に依つ

て ウ ィール スの活動力の増大は我 々がはつ き

りとウ ィールス粒子 と定義す る特異性 物質粒

子の増殖であ る事 を疑 う余地はない.

この類推が正 しかつた事は決定的に証明 さ

れた.之 を以て ウ ィールス学の転換期である

と説 く論 も敢えて過言ではないのである2).

この類推に も拘 らず ウ ィールスの増殖 のた

めには,生 細胞の存 在が必要である事実は宿

主 とは 切 り離 された培養基上の病原細 菌の純

粋培養 と云 う事を金科玉 条とす る細菌学の方

法か ら見 ると両者の 間に重 大な溝を置 くもの

であ る.然 し一方か ら云えば,動 植物学に幾

多の 実例を見出 し得 る寄生現象の類推 を以て

すれば寄生体がその生活環,特 に 自己再生の

時期に於て特定の宿主の体内環境を必要 とす

る事か ら見れば,増 殖 と云つて も支障 ないで

あろ う.増 殖 とは単数 であつた個体が結果 と

して復数にな ると云 う事であ る.一 般に生物,

特 にそ の構成要素であ る細胞の増殖に当つて

は自体 の成長 と分裂 との反復が行われ る.

之を 自 己 再生(self-reproduction)と 名 付

け る.

之に 反して一つの母型がモデル として与え

られ る事に依つて同 じ形に成形 された もの ゝ

多数が 自体 の成長,分 裂によつてではな くて

作 り出 され ると云 う増殖の場 合があ る.

結果は 同 じであつて も,之 は複製(Repli

cation)と 呼 ばれ る可 きであ り,生 殖は自体

に よつては行われない3).

守山英雄は ウィールス とは生 きた原形質蛋

白に働 き,あ る蛋白の一部分の分子に起 きた

変化は それに隣接す る他の分子に伝わ り同様

な変化が伝播性に行われ る原形質蛋白の変性

素 と云 う名称を提唱 してい る4).

ファージの増殖は ファージが細菌に感染 し,

やがて菌体が崩壊 して新生 フ ァージが放出さ

れ る迄の期間,即 ち潜伏期 に於て行われ る.

ウ ィールスが生細胞内で如何 に し て増殖する

かは現在 ウ ィールス学が解 決す可 き重要な課

題であ るが,依 然 として残された謎 であ る.

ウ ィールスの増殖の ウ ィールス病学的輪廻を

考 える上には之に先だつ感染の成立 と云 う重

要な段階を軽視 す る事は出来ない.

正常細胞への ウ ィールスの感染 と云 う点に

於ては,電 子顕微鏡が既に明瞭に捕えている

ウ ィー ルス粒子が完体 として行動するもので

あろ う事は云 うまで もない.否 む しろあのお

た まじや くしの様な形態学的特徴は決定因子

であ るDNAの 担体 として,又 宿主細菌への

附 着 とDNAを その内部へ送 りこむための必

要 な部分をなしてい るものであ るか も知れな

い.最 近の遺伝学の生化学 的進歩は遺伝子の

決定す る型の保存に際 して核酸分子のつ とめ

る自己形成の能力 と云 う問題に正面か ら立ち

向 う事 になつた.核 酸分子 の大 きさ複雑さに

対 しては有機化学が未だ力及ぼずの感であ る

が,と もか く原 子の集合か ら成 る物質の単位

粒子を研究の対象 とす る立場に於 ては原子が

増殖す ると云 う事が全 くあ り得ない以上,も

はや自己再生 と云 う様 な生物学的な対象の取

扱方は存続 し得ない事は云 うまで もない.

特異性単位粒子の増殖 とは既構成原子の並

び替 えか,而 らざれば外部か ら集められる原

子の新 しい整列に依つて成就 され,自 己形成

は 特 異性 範型(Pattern)の 保存 と云 う形に

よつてなされ る.

そ してこの特異の能 力が核酸特にDNAの

自己触媒的性格に よるものである と解釈 され
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なければならない.

細胞内に於け るウ ィー ルスの増殖 に於ては

細胞固有のDNAと ウ ィー ルスのDNAと の

間の酷似か,或 は両者の競合が細胞 の正常代

謝系の切替を起す ものであ り,溶 原株 に於て

は一時的に正常 系 との共存があ るもの と考え

なければならない5).フ ァー ジの増殖 には 培

地中に酸化 され易い物 質の存在を必要 とし,

緩衝液 中では増殖は見 られな い.

又寄主細 菌の呼吸作用 を阻止す る事に依つ

てファージの増殖は停止す る.フ ァージの増

殖に促進的効果を もた らす物質 として挙げ ら

れ るものは酵 母の核酸,ア デ ノシンモノ燐酸,

数種のア ミノ酸,グ ル コースー6燐 酸,フ ォ

スフォグ リセ リン酸,等 で抑制的物質 として

は5メ チル トリプ トファン,マ スター ドガス,

メチオニンスルフォキシ ド,グ ラ ミヂン,シ

アン化 物,弗 化 物,ヨ ー ド醋 酸,プ ロ フラ ビ

ン,ス ルファチアゾール,ス トレプ トマイシ

ン等が数 えられ る.

私は先に大腸菌 ファージの純化 にペーパー

クロマ トグラフを用 いたが,此 の度はファー

ジの増殖 を高度にす るため,宿 主細菌の家兎

免疫抗血清並 びに宿主細菌濾液及び鶏並 びに

亀の血球核及び核様物を用い溶菌現象を試み

興味あ る成績を得たので報告 し大方の御批判

を仰 ぎ度い と思 う.

第2章　 実 験 材 料

第1項　 宿 主 細 菌

Kauffmann-Knipfschild-Vahlneの 抗 元 構

としてNo. 5に 相 当 す るColi-Strainsを 使 用

した.

第2項　 大 腸 菌 フ ァー ジ の分 離 及純 培 養

鶏の 糞便10gr.を20c.c.の 水 に よ く溶解

し濾 紙 で濾 過 し,斯 く して得 た濾 液 を60℃

30分 加 熱 殺 菌 しブ イ ヨ ンを同 量 加 え た後,対

応 菌 と してColi Strainsを 大 量 うえ つ け て

37℃ で1夜 培 養 す る.翌 日そ の1部 を と り

再 び60℃ 30分 加 熱 して 対応 菌 と共 に培 養 す

る.こ の操作 を更 に2～3回 繰 り返 せ ば 雑 菌

は略完 全 に除 去 され る と共 に フ ァー ジが著 し

く増殖 して来 る.

Scitz濾 過 器で濾過 し,そ の濾 液を寒 天 重

層法 に依 りPlaques Countを 行 いファージの

分離 された るを確認 し独立 した溶菌斑を白金

耳でひつかけて対応菌 と共 にブイヨン中に培

養す る事 を数回繰返せばファージの純培養液

を得る事が出来 る.こ の液を更に60℃ 30分

間加熱殺菌 して3000回30分 間遠 心 して菌体

を沈澱 させた 上清液をseitz濾 過器で濾過 し

た濾液を ファー ジ液 として保存す る6).

この ファージ液 をP1, P2と 称す.

その 力価は 夫々10-7, 10-3で あつた.

第3項　 有核赤 血球

有核赤血球 としては主 に家鶏赤血球を選び

必要に応 じ両棲 類の亀赤血 球を使用 した.

各種動物の中ラクダ とラマを除 く哺乳動物

以外は悉 く有核 楕円形赤血球に して中 央の核

附近が凸形に突 出一方が尖つた柳葉状,双 方

尖つた紡錘状 のもの もあ る7).

第4項　 血球核の分離

血球の核 を分離す る方法8)は 生化学者の種

々企て し所であ る.或 る学者は血球を氷結 し

て基質を破壊 した上核を分離せん と試み,又

或 る学者は種 々の稀塩酸ペプ トン液 中に浮游

せ しめ,之 を37℃ のふ らん器中にて他を消

化せ しめて核を蒐集せん とし,又 或る者はア

ル カ リを種 々な る割合の%に 蒸溜水に溶解 し

アルカ リと蒸溜水 との共同作用に依 り核の純

粋な ものを得 ようと試みた.

又Ploszは 水 及 びエーテルを用 いて 核 を

集 め之に附 着せ る血色素及び皮膜,其 の他 の

部分を稀塩酸 アル コール並びにエーテルを用

いて分離 し得べ しと云いPlengeは 分液 ロー

トの1箇 或は2箇 を用 いて,こ の内に3.0%

の食塩水 と血球を入れ攪拌 する事数回行いた

る後,ア ルコール及びエーテルを以て処 置す

れば得べ しと報 じてい る.又 内藤9)は 血球に

3乃 至11倍 量の蒸溜水を加え よ く振盪混和 し

原形質が蒸溜水に よ りて破壊せ られ 白色の核

が一様に浮游す るや,速 に之に大量の生理食

塩水 を加えて軽 く遠心沈澱 し,上 清 を捨て更

に数回遠心沈澱洗滌 して純 白な沈渣を得 ると
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報 じてい る.

私は鶏及 び亀の血液2c.c.を ビーカー内に

取 りガラス玉 にて脱繊維 し,繊 維素 と血清を

充分除 きた る残余の血液成分に生理食塩水 を

加 え,遠 心沈澱数回にして殆ん ど血清の存在

せ ざる血球浮游液を得 た.最 後の沈渣に5倍

量の蒸溜水を加え,良 く振盪混和 し以下内藤

の如 く処置 して得た純 白なる沈渣を生理食塩

水5c.c.に 溶解 し,完 全に溶解せ る溶液のみ

を実験に供 した.之 を ギムザ染色す るに濃染

せ る核及び周囲に淡染せ る小円形粒子を証明

す.

以下之を核及び核様物 と称す.

核様物 とは天野10)の云 う核が抛 出 して失わ

れて了 うのでな く核基質の上に結合 した好塩

基性 物質 としての核酸乃至は核蛋白が遊離す

る意味 での融解 に基 く好酸性 蛋白よ り成 る核

残物の意味であ る.

第5項　 核及 び核様物中に於け る核酸の

存在.

江上11)等は核酸について次の如 く記 載 して

いる.即1869年Miescherが 始めて核酸 と核

蛋 白を発見 し1871年 以来 核酸 は次第 に多 く

の生物材料か ら抽出され る様にな り幾人かの

化学者達の手に依つてその化学的性状 も次第

に明 になつた.核 酸 には窒素を含んだ塩基性

の環状化合物 とあ る種の糖 と無機 の燐酸があ

る事が分つた.吾 々は現在栄養素 として丈で

はな く,生 体 を構成する有機物質 としては,

蛋 白質,脂 肪,炭 水化物及び核酸の4つ を主

要グループ として数えあげねば ならない.

核酸 には細胞核に主 として存在す るデソキ

シペン トースを持 つた 核 酸DNAと 細 胞 基

質 に存在す るペン トースを持つた 核 酸RNA

があ る. Casperssonら の研究 によると細胞 の

基質 にペン トース核酸がた くさんあ る時は細

胞の蛋白質合成活動は非常に活溌であ ると云

う興味深 い事実が明 らかに された.

こ うして細胞質での蛋 白質合成にはペン ト

ース型核酸が
,核 の遺伝子 の蛋白質合成 には

デ ソキシペン トース核酸が主要 な役割 をする

事が主張 され る様になつた.

斯 くしてすべての 自己増殖 系には核酸が存

在す ると云 う主張が生 まれた.そ こで こゝに

核酸-蛋 白質合成-自 己増殖系-細 胞の増殖 と

云 う一貫 した連絡がはつ き りした.

第6項　 細胞質に於け る ミトコン ドリヤ

の存在.

細胞質12)の中に も核酸 と同 じ様に生物学的

意義を持 つてい る幾つかの物質が存在す る.

それは ミトコン ドリヤ,ゴ ルジ装置,ク ロ ミ

デ イア,エ ル ガス トプラスム,及 び色素体等

であ る.ミ トコン ドリヤを始めて観察 したの

はAltmann (1880～1890)だ と云 わ れ て い

る.

1930年 頃 ミトコン ドリヤは リポイ ドと蛋

白か ら成 る事,及 び細胞 の酸素呼吸 と深 い関

係があ る様に信ぜ られていた.結 局 ミトコン

ドリヤは呼吸 と蛋白合成の中心であると云 う

事,又 ミトコン ドリヤの中で酵素であ る所の

蛋白が リポイ ドに依つて固 く結ばれてい る事

が分つた.

ミトコン ドリヤ も染色体 も最近の研究では

両者共細胞質内に於け るRNAの 担い手であ

ると云 う点に於て共通性があ る.

要す るに ミトコン ドリヤは1940年 以 来 始

めは等滲透圧 の生理食塩水 中で組織をす りつ

ぶ して遠心沈 澱(2000回30分)に 依つて不

純な顆粒を得た.こ の顆粒は形態的に ミトコ

ン ドリヤ と認定 さる可 き厳格な資格を持ち合

わせ て いな かつ たが,と もか くチ トク ロム

(血色素 と同様に酸素 と結合す る組織酸化酵

素)a,及 びb,チ トクロム酸 酵 素, DOPA

酸化酵素, ATP13)(ア デ ノシン三燐酸 塩はア

デニル酸に更に, 2箇 の燐酸が結合 した形の

ものでその結合 の部分 に高いエネル ギーを含

んでいる,い わば脂肪や,炭 水化物,ア ミノ

酸な どの分解に よつて生ず る自由エネル ギー

の 「ためお き」の役割をす る物質であ る.即

ち之等 の物質 の分解 とATP合 成 反応 「アデ

ニル酸に燐酸 を付け加 える作用」 とが組み合

わ されて化学 エネル ギーが熱エネル ギーを仲

介 とす る事な しに,う まくうけわた されるの

であ る.核 酸の合成に もこの様 な形 でATP
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が関係 している と考え られ る).脱 水酵素,脂

肪酸化酵素,ア ミノ酸酸化酵素等 々の活性を

多かれ少かれ持 つてい る事が明にな り,こ の

結果は大型顆粒が不純な ものであつて も重 大

な意義を持つてい る.尚 江上は 「核酸及び核

蛋白質」に ミトコン ドリヤがRNAを 含んで

いる事を報告 してい る.

只 ミトコン ドリヤが小 さい もの程核酸 含量

の割合が大 き くなつてい る.

Swanson and Arton (1950)に 依れば ミト

コン ドリヤ中には燐 脂 質75%,コ レステロ

ール4 .4%,中 性脂肪 其 の他 の脂肪17%の

割合に脂質を含んでい る. Kielly and Kielly 

(1951)は 単離 した ミ トコン ドリヤのATP分

解酵素活性は単離後時間が経 つにつれ て増 大

すると報告 した.

第7項　 核中に於け る核 蛋白

江上14)等は核中に於け る核蛋白につ いて次

の如 く論 じている.即 ち核に含 まれている核

酸 の 主 要 成 分 はDNAで あ るが,そ の外に

RNAも 含 まれてい る.核 の 成分 として長い

間プロタ ミン.或 は ヒス トンと呼ばれ る塩基

性蛋白が知 られていた.之 等は何れ も塩基性

ア ミノ酸に富み,こ とに プロタ ミンでは,そ

のア ミノ酸の大部分がアル ギニ ンであ る事が

多い.動 物の核か らDNAは プロタ ミン,或

はヒス トンと塩類様に結合 した形 として,つ

まり核酸の酸性基が之等 の蛋 白の塩基性基 と

静電的に結合 した形で抽出 され る.

又核にはプロタ ミンや ヒス トンの外に もつ

と複雑な水に溶け難い高分子の蛋白があ る事

が示された.こ の蛋白はか な り大量の トリプ

トファンを含む点でプロタ ミンや ヒス トンと

区別 され る. Stedmanは この様な性質を持つ

た蛋白を精 子や多 くの体細胞の核か ら分離 し

て,ク ロモ ソ ミン と名付 けた,一 方Mirsky

とRisは 多 くの動物組織或は予め分離 した核

から静止核 の染色体 と考 えられ る様 な形態を

持つた ヒモ状の ものを分離 してその中心軸に

トリプ トファンを含む蛋 白質があ る事を示 し

た

核の酵素活性の うち しば しば仮定 されてい

た色 々のフォスフォターゼ活性はATPフ ォ

スフ ォターゼを含めて非常 に低い事,只 ヌク

レオシ ドの代謝に関連 のある,グ アナーゼ,

アデ ノシ ンデア ミナーゼ,ヌ クレオシ ドフオ

ス フォ リラーゼな どが特に核に多い事か ら核

では核酸ない しヌクレオチ ド系の呼吸酵素の

代謝が盛な事を予想 してい る.

核 それ 自体はATPの エネル ギーを殆ん ど

利用出来 ない様に も見えるが,之 は然 し,細

胞質に於け る酸化的燐酸結合に対 して何の影

響 も持つていない事を意味す るものだ と云 う

事にはならない.只 此迄に知 られた所では核

に呼吸酵素が豊富に含 まれてい ると云 う証拠

はない と云 う事を注意 して置かねばな らない

と云つてい る.

第3章　 実 験 方 法

第1項　 Schiff試 薬の調製法 とDNA

天野は新鮮な孵化卵血液の写 真に依つて生

活細胞の核 内の構造を観察 し生活細胞 の核は

無構造であ ると云 うLepeschkin等 の考は 賛

成出来ず,核 膜面に或程度 の核酸の濃化が行

われてい る外に核内部に も数 箇の濃化部の存

在を認めてい る.又 紫外線顕微鏡によつて色

素並びに胞体 内好塩基性 物質(天 野 の胞体核

酸RNA)核 質 の三者が 赤 血 球 内 紫 外線 吸

收 性 物 質 で あ るがurerythroblast乃 至は

proerythroblastの 名で 呼 ばれ る細 胞の 好 塩

基性 は この胞体核酸の存在に よるものであ り,

此の豊富な胞体核酸の存在は核 自体 の核酸に

よる紫外線吸收能 と全 く匹適す るか,或 にそ

れを凌 ぐ程の性質を示 し,単 に紫外線顕微鏡

所見 よ りすれば両者の核酸が カオスの如 く原

形質内に遍満せるかの観を与える.尤 も核内

の核酸は胸腺核酸でFeulgenの 核反応 陽性

であ るが,胞 体内核酸は恐ら く酵母核酸形式

の ものを主 としFeulgen反 応陰 性 と云 う点

で相違 してい るが,細 胞分裂の旺盛な此等細

胞 内で両者が別々に合成せ られ る筈は な く,

酵母核酸は核 中に移つて胸腺核酸形式に変 じ

核 の構成分 となるもの と推 測 している　即核

内核酸が核中か ら拡散 し来 つて胞体核酸の態
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度 に参 加 す る事は 否定 出来 な い と して も矢 張

り主 な る要 素 は胞 体 核 酸 に負 うもの とせ られ

なけ れ ば な らない.

天 野 は血 球 の 好塩 基性 を支 配 す る核 酸 の存

在 をFeulgen反 応 に 依 り略 指 適 し 得 る が

Feulgen反 応 陽 性 に現 われ る もの は 核 の み

で な く其 の他 に もあ り要 す るに 好塩 基性 組織

部 位 の一 部 分が 核 酸 反応 を 呈す るに過 ぎな い

と注意 して い る

Schiff16)試 薬 調 製 につ い てはColeman氏 法, 

Stowell氏 法, Lillie氏 法, Lillie氏 別 法 .

市川,小 倉氏 法等 が あ る.

Coleman氏 法 とは 塩 基 性 フク シ ン1grを

沸 水200c.c.に 溶 して 濾 過 す る.そ の 後 冷

却 させ 異 性 重 亜 硫酸 カ リ(K2S2O5) 2g及 び

1N塩 酸10c.c.を 加 え る . 24時 間放 置 して

脱 色 させ る　 そ の後 活性 炭0.5grを 加 え て約

1分 間振 盪 す る.濾 紙で 濾 過 す る と濾 液 は 無

色透 明 とな る.

市 川15)はDNAはRNAと 違 つ て酸 に よ る

加 水分 解 に 依つ てそ の プ リンを遊 離 させ,チ

ミン酸 ポ リヌ ク レオチ ドとな りデ ソキシ リボ

ース の アル デ ヒ ドが 露 出 す る
.従 つ てDNA

を薄 い塩 酸 で加 水 分解 して亜 硫酸 フ クシ ンを

働 かせ る と紫赤 色 に 着色 す る.

Feulgen反 応 の特 異性 の問 題 は 多 くの 人 々

に よ り論 議 され てい る.

1.　 Semens (1940)は 塩 酸 加水分 解 に 依つ

て遊 離 す るプ リンが 亜 硫酸 フク シ ンを発 色 さ

せ る と云 つ て い る .

2.　 Barber. Price (1940)は 之 に反 対 しプ

リンの 影 響 は塩 基性 の場 合で 酸性 の場 合 は無

関 係 で あ る事 を 明に した.

3.　 Stedman (1943)は 亜硫 酸 フクシ ンを

発 色 させ る もの はDNAで あ る が 発 色 は 必

ず し もDNA許 りで な くクロモ ソ ミンの染 色

反 応で あ る と主 張 した.

天野 はFeulgen反 応 な る ものはSchiffの

アル デ ヒ ド反応 を其 の 儘 組織 化学 に 応 用 した

もので あ る と云つ て い る.

アル デ ヒ ドに対 す るFeulgen反 応 の 特 異

性 も色 々 調べ られ て お り,

1.　 Osterは オ レイ ン酸,桂 皮 酸 は陽 性 を

示 しケ トス テ ロ イ ドも区別 が 付 か な い と云つ

て い る.

2.　 Oster (1946)は ア ル デ ヒ ドに 対 す る

特 異 的 な もの を真性 反 応 とし,他 の カル ボニ

ー ル化 合物 は偽 反応 として い る.

3.　 Oster, Mulinos (1944)に よ る と前者

の紫 色 は稀苛 性 ソー ダで脱 色 し塩 酸 に依 り補

強 出来 るが後 者 の赤 色 は脱 色 後酸 に よつ て強

さを回 復 出来 な い と して い る.

第2項　 大腸 菌ファージの力価測定

その方法17)は適 当に稀釈 した ファージ液の

一定 量を菌 と共に寒天平板に まいて独立 じた

溶菌斑を作 らせ,そ の数か ら原液中のファー

ジ粒子数を計算す る.即 ち ファージ液をブ イ

ヨンで10倍 階段稀釈 し各 稀 釈 液か ら一定 量

を とつて菌液で5倍 に うすめ る.そ の0.5ml

を透明な寒天平板上に流す.そ の上に重湯煎

の中で45℃ に保つてあ る1%の 半流動寒天

2mlを 流 し平 板 を軽 く廻 してファージ菌 液

と寒 天 とを よくまぜ て一面に拡げ る.寒 天平

板は10～15分 放置 して重層 した寒天が よく

固 まつてか らふ らん器の中で約1時 間乾燥 さ

せた後に倒置 して37℃ で培養 し,翌 日溶菌

斑の数を算 定する.

第4章　 実 験 成 績

第1項　 大 腸 菌 ファー ジ の溶 菌斑計 測

大腸 菌PhaseはP1を 用 い た.先 づP1を

同 量の ブ イ ヨ ンで 稀釈 し,之 を原 液 とし,ブ

イヨ ンで 以下10倍 階 段稀 釈 す る.

この0.1c.c.を 夫 々 菌液0.4c.c.に 加 え,五

倍 に うす め る,依 つ て最初 のP1は10倍 に 稀

釈 せ られ 以下10倍 階 段稀 釈 となつ て い る.

そ の0.5c.c.を 透 明 な 寒 天平 板上 に 流す.

そ の上 に 重湯 煎 で 予 め45℃ に保 つ て い る

1%の 半 流 動寒 天2cc.を 流 し,平 板 を軽 く

廻 して フ ァー ジ菌液 と寒 天 とを よ くまぜ て一

面 に拡 げ る. 37℃ に 置 く事 一 夜 に して翌 朝

溶 菌 斑 を測定 す る.そ の力 価 は第 一 表 の如 く

10-7で あ る.
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大腸 菌PhageはP1を 用 いた.

第1表 ・大 腸 菌 フ ァー ジ(P1)の 溶

菌斑 計 測

第2項　 大腸菌濾液添 加に よる大腸菌

ファージの溶 菌斑計測

大腸菌濾液 としては大腸 菌を数十代1‰ 石

炭酸加寒 天培地で培養 した所謂大腸菌O型 菌

のブイヨン培養せ るものをseitz濾 過 器で濾
せ

過 した濾 液 を 使用 した.

先づP1 0.5c.c.に 大 腸 菌濾 液0.25c.c.ブ

イヨ ン0.25c.c.を 加 えP1を2倍 稀 釈 し,之

を原 液 と して以下 ブ イ ヨ ンで10倍 階段 稀 釈 し,

菌液 で 夫 々五 倍に うす め る.故 に 最 初 のP1

は10倍 に 稀 釈せ られ 以 下順 次10倍 階 段 稀 釈

され てお る.以 下 第1項 の 如 く溶 菌斑 を測 定

す.そ の 力価 は第 二 表 の 如 く10-7で 対照 と変

化 が ない.

第2表　 大腸菌 ファージ(P1)の 溶菌斑計測

(大腸菌濾液添 加)

第3項　 大腸菌家兎免疫抗血清添加に よ

る大腸 菌ファージの溶菌斑計測

大腸菌 フアージはP1を 用 いた.大 腸菌を

家兎に型の如 く免疫 して得た抗血清を第2項

の大腸 菌濾液 と同 じ様に添加 して溶菌斑 を測

定 したるも,そ の力価は第三表の如 く10-7に

して た腸菌Phageの 増殖に促進 も認 め られ

ず抑制 も認め られなかつた.

第3表　 大腸菌 ファージ(P1)の 溶 菌斑計測

(大腸菌家兎免疫抗血清添加)

第4項　 第5項 以降 の実 験 の 対照 とな る

大腸 菌Phageの 溶 菌斑 計 測

大腸 菌Phageは 以 下P2を 使用 す.成 績

は第 四 表 に 示す 如 く,そ の力価 は10-3で あ る.

第4表　 大 腸 菌 フ ァー ジ(P2)の 溶 菌斑 計 測

第5項　 家鶏の未処置の血球核及び核様

物添加に よる大腸菌 ファー ジの

溶菌斑計測

家鶏の未処 置の血球核及び核様物を第2項

の如 く稀釈 し,溶 菌現象を試みたる所第五表

に示す如 く10-27迄 溶菌 した. 2～3回 繰返 し
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実験する も矢張 り同様な成績を得た.

第5表　 大腸菌フ ァージ(P2)の 溶菌斑計測

(家鶏の末処置の血球核及び核様

物添加)

第6項　 亀の未処置の血球核及 び核様物

添 加に よる大腸菌 ファージの溶

菌斑計測

第六表　に示す如 く第 四項 よ りは各稀釈倍数

共溶菌斑数少 く,斑 形 も正並びに不正円形の

小斑を認めた,之 も大腸 菌Phageの 増 殖に

前者程ではないが比較的高度に促進的に働 く

もの ゝ様であ る.

第6表　 大腸 菌フ ァージ(P2)の 溶菌斑計測

(亀 の末処置の血球核及び核様物

添加)

第7項　 家鶏の血球核及び核様物の濾液

添加に よる大腸菌 ファージの溶

菌斑計 測

家鶏の血球核及び核様物溶液 とブイヨンを

同量加え,試 験管にアスベス トを入れたる自

作の濾過器にて濾過 し,之 を原液 としブイヨ

ンにて10倍 階 段稀釈 し,之 等を夫 々菌液 に

て5倍 に稀釈する.此 所で も第七表に示す如

く10-20迄 溶菌 し血球核 及び核 様 物 濾液にて

もPhage増 殖に促進的に働 く事を認めた.

第8項　 家鶏 の56℃ 1時 間加熱せる血

球核及び核様物添加による大腸

菌 ファージの溶 菌斑計測
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第7表　 大腸菌 ファージ(P2)の 溶菌斑計測

(家鶏 の血球核及び核様物の濾液

添加)

第八表に示す如 く核及び核様物を加熱せ る

場合10-9迄 溶菌 した.然 し尚対照 よ りは発育

促進的に働 くもの ゝ様であ る.

第9項　 家鶏の60℃ 1時 間加熱せ る血

球核及び核 様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶菌斑計測

第九表に示す如 く核及 び核様物溶液を加熱

する温度上昇す るに連れ溶菌度は下降 してい

る. 10-3迄 溶 菌 してい る.

第10項　 家鶏 の80℃ 1時 間加熱せ る血

球核及 び核様物添加に よる大腸

菌 ファージの溶菌斑計測

第十表 に示す 如 く10-6迄 溶 菌 し, Phage

の発育促 進 は 次 第 に 減 少 す る を 示 し て い

る.

第8表　 大腸菌 ファージ(P2)の 溶菌斑計測

(家鶏の56℃ 1時 間加熱せ る血球

核及び核様物添加)

第9表　 大腸菌 ファージ(P2)の 溶菌斑計測

(家鶏の60℃ 1時 間加熱せ る血球

核及び核様物添加)

第11項　 家鶏の100℃ 1時 間加熱せ る

血球核及 び核 様 物 添 加に よる

大腸菌 ファージの溶菌斑計測
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第10表　 大腸菌 ファージ(P2)の 溶 菌斑計測

(家鶏の80℃ 1時 間加熱せ る血球

核及び核様物添加)

第十一表に示す如 く対照 と比較 して殆んど

Phageの 発育促進の効 力を失つた もの ゝ様で

あ る.成 績は第十一表の通 りであ る.

第11表　 大腸菌ファージ(P2)の 溶 菌斑計測

(家鶏の100℃ 1時 間加熱 せ る血

球核及び核様物添加)

第12項　 家鶏 の120℃ 1時 間加熱せる

血球核及び核様物添加に よる大

腸菌 ファー ジの溶菌斑計測

成績は第十二表に示す如 く対照に比 し全然

Phageの 発育促進の効 力を失つた もの ゝ様で

ある.

第13項　 家鶏の血球 核及び核様物に蒸

溜水を加え50℃ 3日 間重湯

煎上にて加熱 して添 加せ る大

腸 菌ファー ジの溶菌斑計測

第12表　 大腸 菌 フ ァー ジ(P2)の 溶 菌斑 計測

(家 鶏の120℃ 1時 間加熱せ る血

球核及び核様物添加)

実験成績は第十三 表 の如 くでPhageの 発

育促進の効力は殆ん どなきもの ゝ様であ る.

第13表　 大腸菌 ファージ(P2)の 溶菌斑計測

(家鶏の血核核及び核様物に蒸溜

水を 加え50℃ 3日 間加熱 して添加)

第14項　 策四表シャー レ番 号3の ファ
ー ジ稀釈液に家鶏の血球核及

び核様物を添加せ る大腸菌 フ

ァージの溶菌斑計測

既に ファージの増殖率の低化 した系に家鶏

の血球核及 び核様物を添加 し大腸 菌ファージ

の溶菌現象を試みたる所,再 び ファージの増

殖が旺盛 となつた.そ の実験成績は第十四表

の通 りであ る.

第15項　 家鶏血球核及び核様物の熱に

対する態度
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第14表　 大腸菌ファー ジ(P2)の 溶菌斑計測

(第4表 シャ ーレ番号3の ファー

ジ稀釈液 に家鶏の血球核及び核様

物 を添加)

その成績は第 十五表の通 りで家鶏の血球核

及び核様物は未処 置の場合は溷濁 してい るが

温度が上昇 するにつれ透明の度 を増 して来 る.

尚之等は フ ォイル ゲン反応何れ も陽性であつ

た.

第15表　 家鶏血球核及び核様物の熱に

対する態度

第5章　 考 察

バクテ リオファー ジの生活環

福見18)によればバ クテ リオファージの生活

現象を分析 し,そ れが どの様 な 基 本 形 態 を

とつてい るかを 解 明 し た の はDelbruckと

Luliaを 中心 とす るバ クテ リオファージ研 究

グループであ るとしている.彼 等に依ればバ

クテ リオファージは ファー ジに特定な細菌体

内で増殖す る.バ クテ リオファージは先づそ

の細菌の菌体表面に結合す る.結 合 したバク

テ リオファー ジは次のステツプ として細菌体

に侵入する.細 菌体内に入つた ファー ジ粒子

を中心に して一定 の反応が菌体内に起 り一定

の期間後に細菌体は急に溶け て了つて中か ら

成熟 した ファー ジがあ る数 丈 とび 出 して 来

る,斯 くしてファージの生活環は了 るとして

い る.

第1項　 フ ァージの吸着及び侵入.

バ クテ リオ ファー ジが寄生細菌体に拠つて

その生活環を完成す るためには,先 づ何等か

の方法に依つて細菌体に とりつかねばならな

い.

ファー ジの生活環は先づ細菌体への吸着に

始 まり侵入に移行 しなければな らない.

松井に依れば ファー ジの吸着機序について

は,今 猶充分には明かに されてはいないが,

一般の見解に従 えば吸着現象は細菌及び ファ

ージの浮游液 内での衝突 に依つ て起る として

いる.フ ァージ と細 菌 との衝突が如何 なる契

機に よつて不可逆的な結合をなすか と云 う事

は輓 近最 も興味 ある論議の対象 となつている

が,こ れに応える従来の見解 を代表す るもの

として抗元抗体 反応 と類似の仮定 ・即 ちファ

ージ粒子の表 面にはAntiphageと 結 合 す る

部分があ る許 りでな く,亦 細菌の表面 とも結

合す る部位がある とす る所謂Receptor spot 

theoryが 挙げ られ てい る. T. F. Andersonは

Phageの 吸着は酵素が関与す る極め て複雑微

妙な現象であるか も知れぬ と云 う事を明に し

た.彼 は ファージの吸着現象の協力因子 とし

て種 々のAmino酸 につ いて研 究 した結果,

L-triptophan,フ ェニールア ラニン, 2-ヨ ー

ドチ ロシン,チ ロシン等が有効で あ り就 中L-

triptophanが 特 に強力である事 を明に した.
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第2項　 増 殖

ファージの増殖は ファージが細菌に感染 し,

やがて菌体が崩壊 して新生 ファージが放出 さ

れ る迄の期間即 ち潜伏期に於 て行われ る.

ウ ィールスが生細胞 内で如何に して増殖す

るかは現在 ウ ィールス学が解決す可き重要な

課題であ るが依然 として残 された謎であ る.

同様な事は ファー ジの場合で も云 える.

ファージの生成に際 して寄主細菌並びに培

地中の物 質の運 命 についてはP32, C14, N15

等の同位元素の使用に依つて現に盛に研究 さ

れ ている.之 等 の研究に よると培地中の諸物

質は単に細菌の生活のために消費 され る許 り

でな く,亦 ファージ形成の上に も大 きな役割

を演 ずる事が明になつた.即 ち彼等に よると

T2 T4 T6中 に含 まれ る燐の70～80%は 培地

中の無機燐酸に由来す るもので細菌体か ら得

られ るものは僅 々20～30%に 過 ぎない.而

して寄主細菌が ファージに燐 の供給源 として

提供す る主な ものはDNAで ある.然 しその

形式は菌のDNAが 何等かの特異性決定因子

としてファージに与え られ るのでな く,む し

ろその分解産物が ファージ合成に利用 され る

と考 える方が よい らしい.

次に ファージの窒素 も燐の場合 と同様,そ

の供給源の大部分を培地に求め,寄 主細菌体

に仰 ぐものは11.6～38.8%に 過 ぎない.そ

してファー ジの蛋 白窒素の6～27%,核 酸窒

素 の17～43%が 寄主菌体に由来 した もので

あ る.

培地中のア ミノ酸 とファージの増殖 との関

係はCohen, Fowlerに よつて詳 細 に研究 さ

れ ている.フ ァージの感染に依 る寄主菌体の

物質代謝 の変化 も既に詳細に行われている.

之 に よる とファー ジが感染する と今迄行わ

れていた細菌の正常 な合成反応は直ちに ファ

ー ジのそれに転換 され る
.即 ちT2の 感染 し

た大腸菌B株 の蛋 白質 合成 は感染直後に,

又DNAの 合成は更に7～10分 遅れて始 まる

がその後は溶菌が起 る迄続 け られその増加率

は未感染の数倍に当る.フ ァー ジの感染を受

けな い細菌に於てはRNA合 成はDNA合 成

の約3倍 であるが,感 染 した細菌のRNA合

成は停止す る,こ の様に してファージ感染菌

の合成作用は凡そ2段 階に亙つ て行 われるも

の と見 られ る.

第3項　 溶 菌現象

寄主細菌体に吸着,侵 入 したファージは潜

伏期間中に菌体 内で増殖 しやが て菌体が崩壊

して新生 ファージが放 出されるに至つてその

生活環を一応完成す る.

私は大腸菌 ファー ジの増殖を図 るため宿主

細 菌の菌濾液,並 びに宿主細菌家兎免疫抗血

清及び家鶏並 びに亀の血液か ら核 を分離 して

之等を添加 し溶菌現象を試みたが,前 者に於

ては ファー ジ増殖は好結果を收めず,後 者に

於 ては強度に発育促進的に働いたが以下之を

考察 して見 よう.

ファー ジの 感 染 し な い 大 腸 菌に 於 て は

RNA合 成はDNA合 成の約3倍 に相 当する

ので,こ の大腸菌濾液の添加に於 てファー ジ

増殖に如何な る変化 を及ぼすかを見た るも,

対照に比 し促進的に働いていなかつた.

次に大腸菌を免疫 して得た家兎免疫抗血清

を添加 して見ても,之 亦 ファージ増殖には何

らの影響 も及ぼ さなかつた.

然 るに家鶏並 びに亀の血球 よ り核を分離 し

生理食塩水に溶解 した る溶液を添加す るに フ

ァージの増殖は対照に比 し著明に促進的効果

を示 した.私 は鶏並びに亀 より核を分離 した

るも純枠の核を得 る事殆ん ど不可能に して若

干血球基質の混入を認めない訳には行かない.

核 を生理食塩水に浮游 した る溶液の一滴を

ギムザ染色す るに濃染せ る核及びその周囲に

点在す る淡染せ る小顆粒状物質を認めた.

この小顆粒状物質は核 膜周辺及び血球基質

に存在す る ミトコン ドリヤではないか と想像

され る.核 に はDNAの 外RNAも 存 在す

ると云われ てい る.核 及 び核 様 物 溶 解 液 の

Feulgen反 応を試 みた るに陽性であつた.

私 の得た核及び核 様物中にはDNA, RNA.

ミトコン ドリヤ,及 びその他の蛋 白が存在す

るもの と思われ る.而 して之等は大腸菌 ファ

ー ジに 対し夫 々有機的に関連性を持つて発育



大腸菌 ファージの実験的研究　 931

増殖を促 した もの と思われ る.

大腸 菌ファージが増殖す るには必ず生 きた

大腸菌を必要 とす る.

T系 ファージ感染 の際大腸 菌の菌体 の核酸

の分布に どの様な変化が起 るかを形態学的に

追究 した研究 も幾つかあ る.そ れに よると先

づ細菌の表面にDNAが 現われ,つ いで核が

変化を受け て最後には菌体全部にDNAが 行

き渡 ると云われ る.之 に反 し先づ大腸 菌の核

の部分に最初の変化 が起 ると主張す る者 も居

る.大 腸菌 のDNAの 少 くとも一部が感染の

初期に ファージDNA合 成 の材料を供給す る

事は事実であ る.

然 し溶原株のあ る系統では蛋 白質 の合成は

す るが, DNAを 合成せず,形 をな した ファ

ージを作 らない ま ゝで溶菌す ると云 う事 も知

られ てい る.こ の場合そ こには確かに蛋白質

の合成は 起つて いてこの蛋 白質はProphase

とも呼ばれ るが, DNAの 合 成は 全 く見 られ

ない.つ まりこ ゝではProphase蛋 白の合成

は菌のRNA関 与の もとに起つ てい る可能性

はあつ ても,フ ァージのDNA関 与はないと

云える.蛋 白質合成 のカギはDNAで はな く

む しろRNAに あ ると見 て見 られ ぬ 事 は な

い

結局一つの可能性は ファー ジの特異性決定

要素はDNA丈 でな く,蛋 白質部分に もあ る

と云 う点に ももとめ られぬ事はない.こ の際

寄主のRNAが ファージ蛋白合成に果 して必

須の意味 を持つ ものかDNAの 合成 がどの様

な機作で起 きるか と云 う様 な問題は依然 とし

て残された 未解 決な問題である

第6章　 結 論

1.　 大腸 菌ファージの増殖を図 るため大腸

菌濾液,大 腸菌家兎免疫抗血清,及 び家鶏並

びに亀の血球核及び核様物を夫 々一定 量加え,

大腸 菌ファージの溶菌斑を対象 と比較 して測

定 した.

2.　 大腸菌濾液,大 腸 菌家兎免疫抗血清添

加に於 ては対照に比 し大腸菌 ファージの増殖

には何等 の影響 もなかつた.

3.　 家鶏並びに亀の血球核及び核様物添加

に於 ては著明な大腸菌 ファージ増殖を認めた.

特に家鶏に於 ては著明であつた.

4.　 家鶏核及び核様物溶液を濾過 した もの

ゝ添加に於 ても増殖促進が認め られた.

5.　 家鶏核及び核様物を夫 々56℃, 60℃, 

80℃, 100℃. 120℃ 1時 間加熱 して添加 し,

大腸 菌ファージの溶 菌 斑 を測 定 したが56℃

に於 ては尚増殖を認めたが加熱温度の上昇 と

共に漸次増殖促進の度を減 じ120℃ 1時 間加

熱に於て略 々完全にその効力を失 うもの ゝ様

である.

6.　血球核及び核様物 のホイル ゲン反応は

非 加熱,加 熱のものに於て も何れ も陽性であ

つた.

以上要約す るに家鶏並びに亀の血球核及び

核様物は大腸菌 ファー ジの発育,増 殖 の促進

に大きな役割を演ず る様であ る.

擱筆に当り終始御懇篤なる御指導と御校閲を辱う

せし緒方教授並びに終始御鞭韃を賜つた大田原教授

に衷心感謝の意を表す.

本論文要旨は昭和29年 第64回 岡山医学会総会に

於て発表した,
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The experimental study of Colibacteriophage 

Report II On the phage growth by nucleus & 

nuclear substance of blood corpuscle

By

K. Sasaki

In my method for the separation and purification of the colibacteriophage, I employed 

the chromatograph; but I examined the bacteriosolving phenomenon of the phage by using 

host bacteriofiltrate and rabitt antiserum for host bacterium, as well as, nucleus and 

nuclear substance of the blood corpuscle of cock and tortoise.

In the former I did not get a good result, but I found that the phage growth was accele

rated in a high degree in the latter, and consequently this report was written.

First, I defibrinierted the 2cc. blood of cook and tortoise, and made the bloodsuspen

sion by ordinary method and then centrifuged it; added distilled water to the blood-corpus

cle after the centrifugation, oscillated, mixed well, and demolished the protoplasm by 

distilled water.

As soon as the white nucleus is suspended uniformly, physiological salt, water is added 

to it in a large quantity; dissolving the pure dregs which were obtained after several

times of centrifugation in 5cc. salt water, I presented the same substance that was comple

tely solved for experiment.

Then I dyed and microscoped it, and noticed thickly dyeing nucleus as well as a large 

number of fine granular substance dottes arround it.

The strength of colibacteriophage as contrast was 10-3, but it rose to 10-27 when the 

nucleus and nuclear substance of cock was added to it so that it might he diluted same as 

the first.

Moreover, the strength of phage rose to 10-20 in the filtrate of this nucleus and nuclear 

substance. In regard to nucleus and nuclear substance of tortoise, the strength of phage 

was not so strong as cock, but it rose to 10-14

When I heated the nucleus and nuclear substance of cock bloodcorpuscle in the water 

bath, the degree of growth facility decreased together with the heat, and it seemed that 

the effect of growth facility is lostt almost at 100-120•Ž. "The Feulgen Reaktion" of nucleus 

and nuclear substance of the blood was all positive, and it increased the degree of trans

parence together with the heat. It was discovered that. DNA is contained in the nucleus of 

blood together with a little of RNA, and it is difficult to separate the pure nucleus from 

the blood, so it is considered apparently that the protoplasm has lost its way within it.

In a word, both the nucleus and the nuclear substance of the blood are considered 

that they play an important part in the growth of coli bacteriophage.


