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われわれの1人 申村は抗酸菌の発育形式について研究

を続行中であり,そ の成績り2)S)を公 にしてきたが,抗

酸菌の発育形式を観察するに抗酸菌体内に存す る穎粒が

その発育に際 して多 くの重大な役割を演ずるごとき結果

を生体染色抗酸菌についてえたのである。

従つて今回はその顯粒の化学的本質をいくらかでも解

明せんとして近時特に聞題視されてきた捜酸及び核蛋白

を中心にしてFe滋lge鷺 の法並びにR◎bin◎w法 により

検討,k◎b沁 ◎w法 についてはk◎biliow5),及 び鶴見6)

の報告を参考にして実験を行つたのでここに報告したい

と思 ㌔

実験方法並びに成績

1予 備 実 験

予傭実験においては,核 酸の証明として用 い られ る

F¢鷺lge澄及びRob泌 ◎曾法が抗酸菌の穎粒について行つ

て果 して妥当であるか否かを検討 した。

C1)第1予 備 実 験

この予備実験においてはRobi且 ◎W染 色法が抗酸菌の

願粒染色に施して意義があるか否かをみたのである。

a)供 試菌株:教 室保存のチモテー菌を用いた◎

b)実 験方法;岡 ・片倉培地に3日 聞培養 したチモテ

ρ菌を生塩水で適当量の浮游液として塗抹標本を作製 し,

乾 燥し,次 の染色を施した。

i)1N-HC'60。C中 で20分 前処置

ii)水 洗

iii)Gie斑 脇 染色15分 →水洗→乾燥

iマ)鏡 検

なお,対 照 として標本に直ちにGiGln8a染 色15分

を施したものを用いたc

の 実験成績:

第1図 の如 く攣この方法によればGienユsa染 色 そのも

ので抗酸菌の顯粒を染めだして,単 にGiem脇 染色によ

る瓢粒とR◎b沁 ◎W染 色法による顯粒 とを区別すること

ができない¢従つてR◎bi難OW染 色法は抗酸菌の核酸染

色として適当でないことになる。

(2)第2予 備 実 験

第1予 備実験でR◎bi捻◎W染 色が不適当のことが判つ

たため他の核蛋白の染色として用いられているF¢ulge鉱

染色法の検討をこの予備実験では行つた。

の 供試菌株:前 実験に同じ。

、 第1図一
G玲 短s3染 色Rob加 ◎w染 色

ll
b)笑 験方法:岡 ・片倉培地に3日 聞培養 したチモテ

ー菌の約2拠gを 約5¢ ¢の滅菌生塩水に浮游させ,そ れ

より塗抹撰本を作製 し,次 の4群 に分けて60。Cに 加温

した1N-Hα による前処置を行つた。

i)1群 …1N-HC♂ に よる加水分解時間3分 問

ii)皿i群 … 〃6分 聞

iii)皿 群_〃12分 聞

iv)W群 …対照群としてHα による加水分解を行わ

ない。

以上4群 ともすぺて,前 処置後,対 照では無処置のの

ち,Fe建 ヱgen染 色 を行い,さ らに後染色としてPfe五飾z

液 を用いて2分 間染色を施 した。

o)実 験成績:

第1表 の如くである。

第1表

＼＼
.劃1∬ 皿 御

鹸 麟 舗6分 ・2分陶

所 見+⊥L⊥ 二

駐:一;菌 体に穎粒の全 く認められない所見.

+;穎 粒 のうすく認められる所見

朴3穎 粒はやや淡染するが境界不明瞭のもの

帯;穎 粒は濃染し,境 界明瞭のもの

すなわち以上の所見にみえる如く,1N-Hα による菌

体の加水分解時間は6分 間が最 も適当であるという成績

をえた。

(3)第3予 備 実 験

第1予 備実験によつてF6削g鋤 顯粒の証明にもつと

もよき条件を決定しえたが,前 実験では後染色が不適当

で,穎 粒と菌体との関係すなわち菌体内における纈粒の



娚

位 置が 明 瞭 で な い ため に この予 備 実験 では 後 染 色 の検 討

を行 つ た。

a)供 試 菌 株:第1予 備 笑験 に同 じ◎

b)笑 験 方 法:前 笑 験 と同 様 に して 菌塗 抹 標 本 を作 製

じ,60。Cに 加 温 し た1N-HCl中 で6分 聞 前 処 置 した

標本 につ い て次 の染 色 液 を 用 いて 染 色 を行 つ た 。

す なわ ち,Neutral-tiot,Mffler,Pfeiffer,Ziehl,

Eosin,+]駿alachitgreen,Brilliantgreen,Picrinacid,

Bismarkbrewn,及 びCOngo-rot液 を用 い た(ラ イ ト

緑は入 手 で きず 笑 験 に 供 し得 なか つ た)。

。)笑 験成 績=

第2表 の如 くで あ る。

第2表

染 色 液 陣 時剛 染鰍 況

三%…t曲 ◎t水 鰍12分 十

L5ffler氏 液 2到 苔

Pfeiffer氏 液
12分!井

Ziehl氏 液
i3・ 秒

十

1%E◎sinホ 溶 液 2到+
'
・%,M漁chitg・ecn水 謙i2分i暮

α瞼iuiantg… 水綱2分/昔

1%Pierinacid71く 溶 液

BiSmarkbrown原 液

12到 朴
2到 帯

1%COng◎-rot水 溶 液 12到+

駐:十;菌 体が不明瞭にして穎粒 との対比困難なるも

9

升;菌 体はやや萌瞭に認めうるも穎粒 との対比困

難なるもの

帯;菌 体が明瞭に認められ,し かも穎粒 との対比

明瞭なるもの

すなわちこの成績によればビスマルク・ブラウンによ

る2分 間染色が もつともよく菌体と穎粒とをともに明瞭

に染色しうる結果をえた◎

(4)第4予 備実験

この実験においては生体染色により証明され る穎粒が

化学的に如何なる性質の成秀を有 しているかを検討する

目的で行 う実験のために生体染色により染色された穎粒

の消滅の方法を検討した。

の 供試菌株:前 実験に同 じ。

b)実 験方法:岡 ・片倉培地に培養したチモテー・…菌を

適当量白金耳で鈎菌し滅菌1%メ チレン青液にて菌液を

作製,15分 間静置ののち,そ の液から塗抹標本を作製 し

乾燥 ・観察その所見をズヶッチしたのち,そ の部をマー

クし,そ の標本を

i)1N-HCI60。C中 に6分 聞浸漬する群

ii)3%塩 酸 アルコ・・ルに30秒 浸清→水溌すも群

とに分けて実験を行つた。

c)笑 験成績:

1%メ チ レン青液による生体染色所見は嘗て報膏3)し

たものと同様の所見で・菌体に明瞭にメチレン青で好染

する穎粒を認めえた。さてこれを消襯せ しめんとして二

つの方法を用いたが,前 者すなわち1N・ ・HCI処 理では

思わ しき成績をえず,穎 粒は完全に消襯せ しめることが

できなかつた◎しかし媛者の実験すなわち3%塩 酸アル

コールを用いての方法によれば完全にメチレソ青好染穎

粒を消徳することができた◎

以上の予備笑験の成績からして次の本実験を行つたの

である。

五 本 実 験

まず生体染色を行い,次 に顯粒消滅処理を施 して,さ

らにFeulgen反 応を行つて穎粒と菌体 との相互の関係

を見たのであるがその方法の細目は次のようなものであ
撫

る。

a)供 試菌株:予 備実験に同じ

b)笑 験方法;

i)菌 液を塗抹,自 然乾燥

ii)1%メ チレン青染色3分 聞一 いわゆる,生 体染

色

iii)水 洗

iv)検 鏡(標 本の上に水道水をおき,そ の上にカバー

グラスをのせ,そ の上より油浸を使用して観察,ス ケツ

チ,部 位にマークしてお く)

V)カ パーグラスを除去

vi)3%塩 酸 アルコール30秒 処理一 メチレン青穎

粒消裾

vli)水 洗

vlii)検 鏡(顯 粒消槌をたしかめる)

ix)カ パ ーグラスを除去

x)冷1N-・HCJ1分 聞浸漬 、

xi)60◎CINHCI6分 間浸漬後加水分解

・xii)冷 ユN-HCI1分 聞浸漬

xiii)亜硫酸 フクシンで2時 間染色

xiv)水 洗せずに,亜 硫酸水第1液3分 間洗浄

xv)〃 第2液3分 聞洗浄

xvi)〃 第3液3分 聞洗浄

xvii)水 道水で3分 間洗浄

xviii)蒸 溜水で洗浄

xix)ビ ス マルク・ブラウン原液,2分 間後染魯

xx)水 洗 ・乾燥 ・鏡検

c)実 験成績:`

実騨成績を図示すれば第2図 の如 くである◎

すなわち,メ チレン青で染出された穎粒はFeulgeN

一19-h



染色を行えばデスオキシリボ核酸 としての性格を有する

もののようである◎ただし,図 中3及 び12の よ5に メ

チレン青で染出された穎粒が菌体内に多 く認められたに

かかわらず,後 のFeulgen染 色 によつて,そ のメチレ

ン青染色穎粒中,き わめて小さい穎粒がFeulgen穎 粒

として証明されない ものもあつたが,こ の場合この小穎

粒が果 して穎粒や否やの決定ができないためその点多少

の疑義がある。

総括並びに考按

われわれは抗酸菌の形態並びに発育形式に関する研究

を続行している5ち,と くにフィルム培養法を用いて,抗

酸菌の発育に際 しての抗酸菌の穎粒の意義を一方ではテ

ルー-7Y酸カ リ還元穎粒について2),他 方ではメチレン青

による生体染色菌の顯粒について3)実 験をすすめ,概 ね

これら穎粒が抗酸菌の発育に とつ て重大なる意義をも

ち,と くにこれら頴粒ヵ:分裂分枝増殖に際 しての生命源

とさえ思われ る所見に到逮 した。

、 なお穎粒についてはすでに各種の染色法を施 して比較

染色を試みて,次 の所見1)を えている。すなわち,テ ル

ール酸カリ還元する黒色穎粒はLδMer染 色,Ziehl・

Nee'lselt染色,Giemsa染 色 により検出される穎粒とすw

ぺて同一であり,こ れら穎粒と一部同一,一 部不同の顯

粒としてはFont6s染 色 により検出される穎粒であり,

Gram染 色 によれば前者Ziehエ ーNeelsen染 色等により

ゆ検出される顎粒の外にぎらに無数の小穎粒を証明しうる

成績をえた。

そこで今回はL6Mer染 色穎粒の生物学的意義がたし

かめられている関係上,と りあえずLδ 「aer染 色穎粒の

本態にふれんとしてこの瓢粒の化学的成分の検討をいさ

さか行つた次第である◎この実験に際 してはたまたま近

時,Knaysi7),Dub◎sg),Bisset9),

Eisenstarklの 等,本 邦においては鶴

見6)等 の研究によつて,細 菌をFeul-

gelt及 びRobin◎W法 により染色す

ることによつて細菌の内部構造を光学

顕微鏡のもとでみとめることができる

という報告に示唆をえた◎ただこの方

法を援用する場合,抗 酸菌は他の細菌

一 と異 り,す でに菌体内に穎粒を有して

いるために,こ れ ら方法の検討を予め

行 う必要があつた。従つてこの予備実

験の成績によると抗酸菌の場 合 には

Robin◎w染 色は妥当でなかつた◇そ

のためにFeulgen染 色 によつて研究

をすすめた結果,メ チレン青により検
欄脚聯鰍

μ4C4L「")7tlP・t↑/.!t.と 《臥 ノ!、4rl9〆 ノ 嚇 、敏 敢 鷲

ある成績をえた。もつとも,こ れら実験方法については

実験方法の選択そのものに多少の疑問はあるが,抗 酸菌

の穎粒のみをとりだして集め,'これについて化学分析を

行いえない現在,か かる聞接的方法を用いた訳である。

生物学的重大なる意義をもつと思われるメチレン青染色

穎粒がデスオキシリボ核酸であることは多 くの示唆を含

有するものと考えられる。

結 論

抗酸菌の菌体成分の検討を組織化学の方法を援用して

行つたが,そ の結果,生 物学的意義をもつと思われるズ

チレン青染色穎粒はデスオキシリポ核酸であろ5と いう

成績をえた。

(申川教授の御指導を深謝す)
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