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Phage増加!の最柊段階が溶菌であるととは言うまでもたいが，� Phage副� hostceU系内ゆ於け

るPhageの増力nと裕菌とは必す干しも同一機序によるものではない。とのととは� Pro臼avineに

よる� bacteriophage増加阻害作用に関ナる� FosterCりの実験に於ても� Phage:増加!の紅い溶

菌を認めている。著者等附溶菌と� Phage増力11との関連性を知るため，ト日CI-CysteineCめによ

りで溶菌阻害を受けつつある� Phage-大腸菌系に，� KCNC~\ Penicil1in G(4)J Penicil1in及び、� 

Hyaluronidaseの混合剤を添加lして溶商法度を平やめ，溶菌現象と活性� Phage数増加との関

係を検した。との際� Hyaluronidaseの� Phage増加に対する特種の作用を認めた。本研究は

一般動物性ウイ{ルス増殖に対する抗生剤及び化学療法剤と� Hyaluronidase との関係に示唆

を与えるものと思う。

実験方法�  Plaque eount及び� 011eStep Growth Experi-

1. 培養は� NHi ，gO~5・.Cl. (NH4-)28o.j，… O.1g， mentは� Delbruck，Luria，Adamus民撃の方法

NaCl.・.0.1g，Mg80i 0.1g，Na2HP04 6g，… ・・� 

の1000mI.，・，溜7}c4g.，Glucose，3g....i，KH2PO

組成を宥する合成時地(以下� SM8と称ナ〉を使用

した。添加すべき薬物中� KCN，l-HCI-Cysteineは

摺水溶液とし石綿鴻過を行ぃ，その� O.5mlを試験培� 
M 

義管に加えて前者は� iifu/m1i奏者は� 20r/mlとなる

様に� 8M8培地を用ひで稀釈した。� Penicilli:o.Gは

結品のものを� SM8培地を用いて溶解し，その� 0.5 

mlを試験時養管に加えて� 50U/mlとなる様に稀釈

した。� Hyaluronidaseゅは持阿製薬学術課提供の� 

Testilar extractsを使用した。濃度は粉末を試験

培養管に投入溶解し� 200V~ R.U./mlCりの条件とし

た。� 

2‘宿主菌は� EscherichiaColi Fo， Phageは

Togくのを用ひ，� Fo株を上記組成の� SM8培地寒天� 

斜面に累代培養し，実験時370C10時間前培養の新

しu、奈!回培養菌を使用した。� PhageはSM8に発育

場 中rDF6菌に� Phage液を添加じ，この溶菌液のー� 

部を再び合成培地発育中の� F6菌に添加し，との操

作を� 10代以上繰返したものの無菌溶液を用いた。

培養は全て� 370C160rPm振渥培養を行った。� 

3. 総菌数及び溶菌曲線の観察には光電管i簡濁計

くのを使用した。� 

に準じで行い，一部培養中の� Phage-host混合管

より一定時間毎にその� O.5mlを取り出し， 稀釈後� 

Plaque countを行った。

実験成績�  

1. Fn菌並に� PhageT (jg に対ナる薬物の作用

合成培地� 8M8中に於け忍� Cysteineの作用に関

しでは先に報告くりしたが，特に� CysteineにJ:る� 

free phageの不活化及び、� Phageの� hostcellへ

の吸着阻害は認められなかった。� 50U/mlの� peni-

cil1in Gは� freephageを不活化せず，且つ� Phage

と同時に混合した場合は吸着阻害を示さなかった。� 

Hyaluronidaseが� Phageの� Hostcellへの破着

を早やめるか，又は� Phageの侵入を容易ならしめ� 

るかの点に関して，� Phageと同時に� 200V. R.U./ 

mlの量を加えて� 5分後の� freephage数を混合液

遠心上清について検したが対照と比較して大差争認

めず 90~94% 殴着の成績を示した。又 One Step 

Growth Experimentの結果も� Hyaluronidaseの

特殊な作用を示さなかったくFig.1)0 

2. l-HCI-Cysteine阻害� phage崎� hostcelI系の 

KCN による溶菌

発育中の� Fu菌� 10S/mlに� phageTog 1.5X 108! 
mlと同時に� l-HCI-Cysteine20 r/mlを加え，� 5 
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Fig. 1. When mixture tube of phage-hostcells 

and 20γ Imll-cysteine was cultured in succ-

ession，and each 0.5 ml of this tube was 

taken up at adequate times，and put into 

the medium containing M/100/ml KCN and 

20γ/ml l-cysteine，the multiplication of pha司� 

ge particles in phage infected hostcells was 

蜘

側 

同 

分，� 10分，� 15分，20分，� 25分，� 3.0分， 40分及び� 50

分後に夫々混合智の� O.5mlを取 P出し� 10-3に稀釈

された状態になあ様に� KCNJo/ml 及び� l-HCl司� 

Cysteine 20 r/mlを含む� SM8培地中に混合し，

各々� 370C，20分を経過した後に再び� 10-3に� SM8

培地を用いて稀釈し� Plaquecountを行った。その

成績は� Fig.1①の曲線にで示ナ如くであれ� 10分

にして� Plaque数暫加し，� 20分にして最高値に達し

その後減少を認めた。� 

Fig. 1②には�  l-HCI-Cysteine及び� KCNを含ま

ない� SM8のみによる� OneStep Growth Experi-

mentの成績を参考として示したが� KCN溶菌の場

合の方が早期に� Plaque数噌加し，� burst size込大

となって現はれた。� ζ の原因はilJjかではないが，と

にかく� l-HCI-Cysteine阻害中の� Phage-hostcell 

系内に於ては� phage噌加があり，� KCNによって

溶菌するととにより活性� Phageが放出されるとと

は明らかである(~) (Fig. 2)。� 

‘3. 実験2と同様の方法により� Phage.hostcell 

demonstrated as①，②� showing the control の混合管を1'F!J 

one step growth experiment. Details in Text. 
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Fig. 2. The e旺ectof 20γ Imll-cysteine，50 U/ 
ml penicillin G and 200V.R.U./ml hyaluroni蝿� 

dase on the lysis curve of phage T 6g infected 

coli F 6. Drugs and phage were added to the 

hostcells simultaneously. 

①:l-cysteine 

②:l-cysteine十� penicillinG 

③:l-cysteine +penicillin G +hyaluroni司� 

dase 

⑧:controI 

Phageξ

Cysteine を加え混合管のj閤濁度変化を遺跡すると

①の曲線を得否。既ち� 23分頃より徐々に溶菌を認

めた。� 

Phage-host ceU及び� 20γ/mI1・HCl-Cysteine

混合管に� Phage と同時に� PenicillinG 50 U/ml 

を添加ナると②に示した曲線の如く� 25分前後より

①よりも念搬な溶菌を示した。� 

Phage-host cell及び� 20γ/mll-HCI-Cysteine 

混合管に� Phageと同時に� Penicillin G 50 U/ml 

及び� Hyaluronidase200V.R.U.fmlを添加ずると

③の曲線の如く� 25分前後に②よりも急蹴な落菌を

起しでくるととが認められた。曲線'⑧は薬物添加

の全くない対照溶菌曲線でーあり� Phage混合後18分

乃至� 19分にして上越の何れの場合よりも急搬な溶

首を起した。命表示しなかったが� Phage混合後� 7

分後に長/mlの� KCNを添加した場合の糊曲線

は約9分にして対照と同速度の溶菌を起した。� 

4. 実験3に近似した実験を� OneStep Growth 

Experimentで、行った場合

前実験と同条件を以て Phage"hostcell混合管を ， 

作!J� Phageと同時に薬物を添加し，混合7分後に

稀;釈し，稀釈最終試験管は最初に混合した薬物を同

量だけ含有ナる� SM8培地として� OneStep Gro-

wth Experimentを行ったものである。

①は添加薬物として� l-HCI-Cysteine20γ Iml 

同時に� 20r/mlの l-HCl‘� -' 
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は対照の� OneStep Growth Experimentを示し

た。� 培地� pHの修Eは組成成分である� Na2HP04，T

Fig.3. 
KH2P04を焚へたものを用ひた。� 
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Fig. 4. The e任ectof 20γ Imll.cysteine and 50 

U/ml penici11in G on the 'one step growth 

experiments of phage T 6g infected coliF6・� 
① and③:l-cysteine 

②and④:l-cysteine +penicillin G 

①③and② ④ �  were practiced in di百erent 

way. Detail in Text. 

5. 混合管の時間的� Plaquecount 
Fig. 3. The effect of 20γ Iml I-cysteine，50 U / 

ml penicillin G and 200V.R.U. ml hyaluroni， 

dase on the one step growth experiments of 

phase T 6g infected coli Fo. Drugs and phage 

were added to the hostcells simultaneously. 

③1 : Ieysteine +penici11in G +hyaluroni司，� 

d.ase，medium，pH6.4 

③2: l-cysteine十� penidiIlinG十� hyaluroni-

dase，med.ium pH 7.0 

③3: Icysteine +penici11in G十� hyaluroni司，� 

dase，medium pH 8.0 

⑧:control one step growth experiment.， 
medium pH 7.0 

②は添加薬物として� 1.HCl .Cysteine 20γ Iml及

び� PenicillinG 50 U In:11 

③は添加薬物として� 1.HCI-Cysteine20γ Iml及

び� Penieil1inG 50 U Imlと� Hyaluronidase200 ，� 

V.R.U.jmlであり混合管起始培地 pH 6 7.0及び� .4， 

.4， pH6とL-，夫々に対応する最終稀釈管培地も8.0

7.0及び� 8.0とした� 3本について同時に� OneStep 

Growth Experimentを行った。

①及び②の場合は� Plaque数の噌加を認めず。

②は①よりも念蹴な減少を認めた。との関係を� 

Fig.4①及び②の曲線陀示した。

③の場合は� pH6.4の府地を使用した場合に最も

多く� Plaque数の噌加を認め� pH7.0とれに次ぎ，� 

pH 8.0の培地ではま骨加が僅かであった。との関係

をFig.3.③の�  1，③の� 2，③の� 3に示した。曲線K

One Step Growth Experimentの場合は混合管

の細菌数が� 103/ml程度陀稀釈され，同時に� Phage

添加前約 1時間の� FG菌発育による培地条件の変佑

も殆んど除かれあ。格菌nu諒観察の場合は混合管の

培養条件は� Phage、hostcelI数は不変匂あり，培地

条件は殆んどその委� L持続されるから� l-HCI-Cys邑� 

teineの濃度は次第に減少する。 ζ の点を確かめる� 

ために次の実験を行った。

発育中の� F6菌� 108/mlに� PhageTog 1.5xl08 

Im1を混合し，同時に③は� 20γImll-HCI-Cystei嘱� 

ne，④は�  20γImll司� CI-Cysteine及び� 50Ujml 

Penicil1in Gを混合し，夫々の混合管より各時間毎

にその� 0.5mlをとって念速に� SM8培地をもって締

釈し，� Plaque countを行った。稀釈に時間がかか

ると稀釈による� burst快復現象が現はれでくる。

③及び④の成績を�  Fig.4.③及び④の曲線に示し

た。この曲線はI話連実験4の①及び②の曲線と比

較して軽度の� Plaque数暫加を示しているが，これ

は� l-HCl.、Cysteineの濃度低下に依るものであろう

と考えられる。
 

考察 


との実験に於では� Phage.hostcell系の� burst-

sizeをE確に把握するととが難しい。その理由は第

ーに� SM8培地が� freephageを徐々ではあるが不

活化ナるとと，第二に� 20'Ylm1の� 1・HCl-Cysteine 

が徐々に� Phage-hostcelI系を不活化するととに‘

. 
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よる。しかし著明な� burstがあれば大なる� Plaque

数の噴加を認b得るものでああ。と� Lで� burst-size

と称したりは� Phage-host cell混合時最初の� Pha-

ge数計算値の何培にまで:最高値が達したかを指し

たものである c 対照に於ては� burst-sizeは20前後

であり，� KCN溶菌によるもむは� 23であった。又� 

pH 6.4の場合 Penicillin G と� Hyaluronidaseと

の混合作用を与へたものは� 12であった。� 

20γImlの� I-HCl‘Cysteineが� TagF(l系に与へ

る� Phage帯加阻止作用は� burstの阻止であって，

一部 TllgF6系の殺減を伴う溶菌を示し，これに� 

Penicillin Gの溶喜作用が加はって溶甫ー速度を帯し

でも� Phage数の噌加は現はれない。即ち� burstせ

ずに� T6"gF6系の殺減が速かになるだけである。� 

Penici11in G と� Hyaluronidaseの協同作用は更にJ

Phage-host cellの溶菌捷度をは苧め，こ� Lに始あ

て� burstを認め得る� Plaque数の晴加が起る。 と

の� burstは培地� pHが酸性側に傾くにつれて大と

なる。� Hyaluronidaseの説成及び作用機序が明ら

かでないから，どの作用が� Phage増加に関与ナる

かを知るととは出来たいが，� Phage司� hostcell系に

対ナる溶曹促進の因子をもつことが知られとう。

恐らく� Phage放出の最終段階は特殊な酵素的機

転によるもので� KCNの作用はこの酵素系に作用ナ� 

ることが出来るが，� penici11in Gは ζ の酵素系に

作用ナるととが出来ない。しかし� Penici1linG と� 

Hyaluronidaseの作用は� ζ の酵素系に作用し得る

ものでちると考えられる。

と Lに興味ある問題は� Phageを放出しない別惑

の溶菌が存在ナる� ζ とである。� ζ の場合� Phage-

host cell系� 1個当� Pの� burst合� izeが極めて少くな

るのか，� 1枯!当りの� burstsizeは不変であるが�  

Phage-host cell系の殺減により� A verage burst-

sizeが極めで小さく現はれるものであるかの問題

がちる。� 

l-HCI-Cysteineによる溶菌並に� l-HCI-Cysteine

と� PenicillinG との協同作用による洛菌との際は

明らかにf走者によ石ものであることが，� Phage-host 

cell系に夫々の薬物を加え，� SM8培地をもって高

度に稀釈し� single句� burstを行つでみ石ことによっ

て知られたが，その詳細は別に報告ナ.00

総括

合成培地発育中の� Phage-hostcell系に諸種の薬物を添加し，溶商現象と� Phage増加との

関係を検討した。実験結果を総括すると弐の如くであり，これ等の所見より� Phage増加!の最

格段階である溶菌は条件によって� Phage増加を伴わない溶菌を起し得るととが知られた。� 

1) 大腸菌 FGとその� PhageTGgは20r/mlの� l-HCI-Cysteineによって� Phage増加を強

く抑制され，徐々に溶菌を起し，� Phage-host cel1系の殺減を受けるが，残存の Phage-host 

cell系は� Phage混合� 10分以後に而
M
/mlKCNを添加するととによって� Phageを放出した。� 

2) 同上の� 1-HCI-Cysteineによって� Phage増加抑制を受けつ� Lある� T6gF6系は 50U/ml

の� Penicillin G添加によって溶菌速度ば増加されたが� Phage増加は認められなかった。� 

3) 同上の� 1-HCI-Cysteineによって� Phage増加抑制を受けつつある� T6gFG系に� 5りU/ml

の� PenicillinG 及び� 200V.R.U.jmlの� Hyaluronidaseが添加されれば� Penicil1in G のみの

添加の場合よりも溶菌速度が大とたり，� Phageの増加を認めた。

との際培地pHが 6.4の場合がpH7.0及びpH8.0の場合よりも� burst-sizeが犬であったo 

Hyaluronidaseは� l-HCl・Cysteineにより溶菌阻害を受けつ� Lある� TGgFu系に対し，� Peni圃� 

cillin 1容菌促進的措:作用を示し，その結果� Phage崎� hostcell系の� bUI・stが起ったものと考え

られるが，その作用の本質は明かでない。

終始御懇篤なる御指導と御稿閲を給わり主した谷川教授に深謝致し主ナ。岱特別に� Hyaluroni-

daseを精製し分与下された持田製薬株式会社に対し深甚の謝意を表し玄ナ。
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