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結 核 菌 にお け る多糖 類 の細 胞 化 学

(ミ ノ フ ァ ー ゲ ン 製 薬 本 舗 研 究 部)

市州 収 ●小森 博武 ○武 田 ス ミ

(昭和27年8月7日 受付)

結核 菌は病変内でH◎tehkiss過3一 ド酸Schifr反 応

陽性 となること市川D,大 野2)ら によつて報告 された◎

市川は結核結節内容 の周辺部,類 上皮細胞内に多糖類陽

性 の桿菌 を認めた◎Mudd3)の 発表 した細菌穣 空胞の電

子顕微鏡的証明に対 して行つた。MacM鍛u$の 質疑追

加 中細菌 には過 ヨー ド酸法陽性の多糖類が あ り,ア セチ

ル化4)後 の同法では認め られない とい う所説 を引用 し,

過 ヨρ ト酸 法陽性 の菌塊様 のものは細菌であ り,こ の場

合結核菌ではなか ろ うか とのぺた。大野 は同 じく病変中

の結 核菌をMaCMaRUS法 で染 めているが,単 球の細

胞質に含 まれ る多糖類は果 して寄生す る結核菌が生産 し

たか ど うか を吟味 し,こ の多糖類 を結核菌に由来 す る

ものと主張 した。われ われ は小川培地 に生 えた人型結核

菌H-2株 の6週 間培養 した結核菌集落 をパラフィン切

片 として,結 核菌における多糖類 の存在を明 らかに しよ

うと した◎

結核菌体成分を詳 しくしらべ たAuderso解)の 成績 を

見 ると,H-37株 の燐脂体 区分 にはMaRndse-glyeer◎ ユー

2燐 酸 とMa曲h≧ositase燐 酸の2種 の含燐多糖類が含

まれ,ま たWaxの 部分に も同種炭水化合物が 含まれ て

い る◎ さらにRenfreRら は脱脂菌体の蛋白分劃 に も

Arabinaseを 含む多糖 類が あるとい うeい ずれ に して も

菌体成 分か らいつて,結 核菌の細胞 化学的形態 は興昧 を

呼ぶ もので,ど の部分かに多糖類反応陽性 のところが見

出 されて よいわけであるc

しか る にLillie5)は 細 菌 キ チ ン に対 す る多 糖 類 を し

らべ て い るが,次 の よ うな成 績 を 出 して い る(下 表)。

Lillieの 成 績 か らい うと外 被膜 は 多 糖 類 で そ ま ら ない

瀞 とい う結 果 で あ る
◎

われ われ は結 核 菌 集 落 の 切片 に対 し各 種 の多 糖 類 染色

を施 し,多 くの知 見 を あ げ る こ とが で き た ◎

研 究 方'法

多 糖 類 の 細 胞 化 学 的 術 式 と して は,Hotchkissの

HIO,-Schiff反 応9),Lillieの(Na2103十HNO,)-Schiff

反 応5・7),唾 液 消化 後 の 同 法,LillieのPiere-methyl

BloeHIO,-Schiff反 応,BauerのCrO3-Sehiff反 応8)

CasellaのKMRO,-Schiff反 応9),Haleの 酸 性 多 糖類

反 応 ユo),大 野 のPHを 異 にす る トル イ ジ ン青 メ タクv

マ ジ ア法 支D,Brachetの ピ ロ ニ ン ・メチ ル 緑 染 色 に よる

ピロ ニ ンの メ タク ロ マジ ア法 藁⑳な ど を試 みた 。

そ の 術式 を簡 単 に紹 介 す る と,小 川 培 地 に 生 え た人型

結 核 菌H-2株6週 問 培 養 の もの を カル ノア第2液(純

アル コ ール6:ク ロ ロホ ル ム3:氷 酷 酸1)に6～12

時 間 固定 の上,水 洗 せ ず,70%ア ル コ ール を経 て 脱水,

透 明,パ ラ フ ィ ン包 埋 し切 片 とす る。

HotchkissのHIO,の 多糖 類 染 色 は,過 ヨ ー ド酸

(HIO,+2H,O)に よつ て糖 のOH基 に作 用 し,ア ル デ

ヒ ド基 を遊 離 させ て,Schiffの 無 色 亜碗 酸 フク シ ンと結

び発 色 させ る◎ 広 義 の多 糖 類 は 全 て 反応 す る。 植 物 では

澱 粉,セ ル ロ ー ズ,ヘ ミセ ル ロ 幽 ズ,ペ ク チ ン,動 物 で

細菌Chit盈 に対 す る多糖 類 反 応(Lillie1951)
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は グ リ コ ρ ゲ ソ,ム チ ソ,

糖 蛋 白,コ ソ ドロ イチ ン硫

酸 お そ ら く ピ アル 嶽 ン酸,

キ チ ン も反 応 す るで あ ろ う

とい うΦ核 酸 の糖 は置 換 さ

れ て 反応 しな い 。

切 片 を過 ヨ ー ド酸B液

(過 ヨ ー ド酸400mg,溜 水

45ee,M/5霞 片酸 ソー・タ撃5ce)

に5分 聞 お き,70%ア ル コ

ール にて 洗 い ,ヨ ー ドチオ

硫 酸 液(ヨ ー ド加 里lg,

チ オ硫 酸 ソー ダ19,溜 水

20ee,2N塩 酸O.5ecを 加
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え た アル コ ール30eの に5分 聞 移 して,再 び70%ア

ル コ ・-bルで洗 う。 そ の後Schiff試 薬 に15～45分 間 入

れ,亜 硫 酸水(濃 塩 酸0・56ら10%異 性 重 亜硫 酸 加 里2cc,

溜 水50ec)で 洗 つ て,脱 水 封 入 す る◎ 多 糖 類 は 紫 の フ
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DeLamater13>に よ る染色反応機構iは多糖類Schiff

反応を理解す るため必 要 と思5の で紹介 してお く。
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Liuieの(Na210:{+HNO3)-Schiff反 応 はLiule液

(KIO43こ ξまNaalO30.89,70%石 肖酸Ol3ee水100ee)

に10分 入 れ 酸化 させ,水 洗 後Schiff試 薬 に15-45

分間 反 応 の の ち,亜 硫 酸 水 で 分 別,脱 水,封 入 す る。

Lillieの 方 法 はMcManus法 よ り よ く染 ま る。

BauerのCrO3-Sehiff反 応 は5%ク ロ ム酸 に て60

分 酸化 させ,水 染 後Schiff試 薬 に15～45分 間反 応 さ

せ 亜硫 酸 水 で 分別,脱 水,封 入 す る。 従 来Bauerの グ

リコ ーゲ ン染 色 とい わ れ て い たが,わ れ わ れ の しらべ た

と ころ で はMcManusよ り反 応 の 弱 い 多糖 類 染 色 と解

した 方 が よい よ うで あ るo

CasellaのKMnO4-Sehiff反 応 は0。5～1%過 マ ン ガ

ソ酸 加 里液 に20分 間 お い て酸 化 後 同 じ よ うにSehiff

試 薬 の 申 に入 れ て 反応 させ る。

多 糖i類染 色 の 強 さか らい うと,Lillie法>McManus

法>Bauer法>Casella法 の順 序 で あつ て,組 織 の 種 類

に よつ て そ れ ぞれ の方 法 で陽 性 陰 性 の 区別 をみ る こ とが

あ るか ら,多 糖 類 の種 類 の ちが い が あ る もの と思 わ れ る。

Haleの 酸 性 多 糖 類 染 色 法 を のべ る。 切 片 を 酷酸 鉄 液

(水 酸 化 鉄1Mに 対 し酷 酸3Mの 比 に とか した も?)

に10分 つ け,溜 水 で よ く洗 う。 黄 血塩 液(0。14M塩

酸 にO・02M黄 血 塩 を とか した もの)に10分 つ け て 水

洗 の上,フ ク》 ンで共 染,脱 水,透 明,パ ル サ ム封入 す る。

と,酸 性 多 糖 類 は青 色 或 いは イ ン ジ ゴ ー色 に反 応 す る 。

LillieのHIO4-Schiff・ ・Picr◎覗ethylblue反 応 はLiI一

1ieのMO4-Schiff反 応 ののち ビク ロ ・メチル青液(飽

和 ピクリン酸100ee,メ チル青50mg)に6分 間染め,

95%,100%ア ル コールに2回 脱水,分 別 し,ア ルコ・・

ル,キ シ ロール等分液 に入れ キシロ{ル を経 て, .パル サ

ムに封入す る◎染 め上 りはHIO4-Schiff反 応陽性部位が

ピク リン酸及びメチ レン青 によつて染色度 をことに し,

allochr◎matieな 色 調を とる。

大野 のPHを 異にす るメタクロマジア反応は次 の よ

うな染色機溝 による◎高分子の酸 性基 は塩基性色素 と結

合 して メタ クロマジアをお こすが,-SO4,-COOHの

順 に強 く,-PQ茎 は最 も弱い◎従つて,-SO4を もつ

コン ドロイチ ン硫酸の方が,-COOHし か もたない ピ

アル ロン酸 よりも強い反応 を示 し,叉 核酸 よ りもピアル

ロ ン酸ははるか に明 らかな反応 をおこす。 一一COOHの

如 き弱酸 は塩基性溶液では完全 に解離す るが,強 い酸性

溶液では全 く酸 としての働きを示 さない。叉 モ デル実験

によつて も明らか で,PH2.5以 下では,ビ アル ロン酸

は全 く,ト ルイジン青を結 合 しない し,PH4・1で は リ

ボ核酸 の等電点 に相当す るので核酸 の メタクロマジアが

見 られ ない ◎しか しコン ドロィチ ン硫酸 と ピアル ロン酸

との メタクロマジアは.E:!,く判るo

染色するには0.05%ト ル イジン青PH2.5,4.1,

7・0の 緩衝液 を作 るには次 のよ5に す るが,そ れに よつ

て染色 した場合 のメタクロマジア反応 の結果 を表示 して

み る。

～27-一 一
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脱パ ラフィンした切 片を3枚 と り,そ れ ぞれPHを

ことにす る0・05%ト ル イジン青液 に5～ ユ0分 闘染 色

す る。90%ア ルコ…一一ルで分別,純 アルコールで脱水 の上,

手早 く純 アルコール 。キ シロール等分液,キ シロールを

経 て,透 明パルサム封入o

ピロニン ・メチル緑染色 による リボ核酸,デ ゾキシ リ

ボ核酸の染色を行 うと,リ ボ核 酸は ピロニ ンによ り真紅

色 を示すが,多 糖類は オレンジ色 の メタクロマ ジアを起

すので,一一jl区別がつ くeリ ボ ヌク レアPゼ 消化 ののち

同染色す ると リボ核駿は消化 され るが,多 糖類 のメタク

ロマジアは残 るo

得 たる成績のあ らま し

ビ獅こン ・メチル緑染色す ると,結 核菌集落の申心部

は ビ切轟ン好性であるが,皮 質部は オレンジ色で ヒロニ

ンによる多糖類 メタクロマジアをおこ してい る◎ リボヌ

クレア ーゼ消化後中心部の ビロニ ン好性は リボ核酸 であ

ろ うが1ゴ1化は不完全であ り,周 辺 の皮質部のtレ ンジ色

唾ま依然 と して残つてい るO

PH7・0ト ルイ ジン青緩衝液染色では中心部濃 青色,

周辺皮質部 は濃紫色 メタク ロマジアを起 してい る◎PH

5・4で は中心部淡青色 ・皮質部淡紫色,PH2.5で は中

心部濃普色,皮 質部濃青 色でいずれ も皮質部 はメタクロ

マジアを示 してい る◎大野の所 説に よると コン ドロイチ

ン硫酸 があるとい うことになるが,こ れだけ では確た る

ことはいえない◎とにか く,結核菌にはPH2.5～7.eま で

の緩衝液て染 まる多糖類があ り,PH4・1で は染ま りが弱

い ことよりその附近に等電点 を もつ物質があ るか もしれ

ない し,PH2・5で メタクロマジアを起す ことか ら一一SO4

基 を もつ多糖類 も考 えられ るΦ叉 リボヌクレア ーゼ消化

後 中心部 に ビロニン好性 のところがあ るこ とよりも核酸

の低分子の ものか,一 一PO,基のあ るものが存在する もの

か もしれなV。Ander$oRの 分析 を参照す ると含燐多糖

類が含 まれているよ うであ るから,こ の紬胞化学的研究

の結果が妥当であるか ど うかは今 ただちに決定 し難 い。

1・illieのHIO4-Schiff反 応 によると,申 心 部 弱陽

性,皮 質部強陽性で,多 糖類は極めて多い◎Hotchkis8

のHIO弓 一Sehiff反応ではその程度やや弱い。唾液 にて消

化 させ てからHIO,-S◎hiff反 応 を行 うと,真 紅色か ら

パ ラ色 に弱 つ て くる。 ピ ク ロ 。メ チ ル青HIO・-Schiff

反応 を行 うと申 心 部 は 青色,赤 色 とが 混 合 し・ 培 養 基 に

近 い と こ ろは 全 く濃 青色 で あ る。 皮 質 部 は 赤 色 が 強 い 。

詳 し く見 る と,中 心 部 で は赤 色 多 糖 類 反 応 強 陽 性 の もの

よ り陰 性 で メチ ル青 好 性 の もの が 多 い 。BauerのCrO;r

Schiff反 応 は(hsellaのKMnOrSchiff反 応 よ り弱

い が,H◎tchki$x文 はLillieのHIO・-Schifi'反 応 は

Ba"ex反 応 よ りも強 い とい う順 序 で あ る◎ 興 昧 あ るこ

とはBauer,Ca,sellaの 両 法 で は,皮 質 部 ・中 心 部 と も

に同 じ程 度 で 区別 が な い こ とで あ る◎

これ らの成 績 を表 示 して み る と次 の よ うに な る。一
HotchkissのHIO.Schiff

工iuieのHIO4-Sehiff

唾 液 消 化 後Liuie法

Lillieの1'icr・-Alethyl

Blu{}-HIOザS¢hiff

BauerのC}・Q,-S¢hiff

CasellaのKMItO4-Sehiff

大 野 のPH7.0ト ル イジ ン青

大 野 のPH5.4ト ル イジ ン青

大野 のPH2.0ト ル イ ジ ン青

帯(R)

脳(R)

帯(R)

冊(R)

+～ 苔

(RP)
+～ 斗←

(PR)

帯(V)

升(V)

帯(V)

+(R)

+～-H-(R)

+(PR)

朴(R)

柵(B)

+(RP)

+(PR)

帯(B)

+(B)

昔(B)

駐:Rは 赤,Vは 紫,Pは バ ラ色,Bは 青

これ らの諸染色か ら見て,LillieのHIO4-Schiff反

応が最 も強い し,ど の方法 で も結捜 菌は多糖類染色で極

めて明 らか に見え る◎

∬Ul¢ が発表 してい る結核菌 キチ ンは全 く諸反応陰性

であ るとい うことは今後多 くの問題 を残す であ ろ う。

強拡 大 して しらべた成績 では1個 の細菌 に焦点を合せ

てみると光つた透明 な大顯粒のまわ りに多糖類がみられ

るよ うである◎大瓢粒その ものに も陽性であ ることがあ

る。これ らの ことについては後 日よ くしらべる必要渉あ

るので詳 しい ことは発表を差 し控 えたいが,最 外囲 には

不染帯 を もつてい ることは事実であ る◎Lillieの い う細

菌Chitinに 多糖類が ないとい うのはこの最 外層不染帯

を意昧す るものであろ うが,結 僕菌 自体 には強陽性の多

糖類が存在 してい るのである○

ま と め

われ われ は培地上 に生 えた結核菌集落の多糖類を しら

べ明らか にその存在 を新 らし く知 ることが で きた◎市川

が結核結節中 にみた多糖 類陽性 の桿菌,大 野が単球 に見

られ る多糖類は結核菌に由来 す るものであろ うと した所

見は明 らか に結 核菌 その ものを多糖類染色 で見た もので

あろ うo工iUieの 成績は陰性であるが,キ チ ンと して し

らべ よ うとしたが ・菌体内多糖類は厳 に存在ナることを

知 り得 た。

結 核菌集落で知 りえた ことは
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1)皮 質部は ピu二yの メタクロ マジア色 であ るオレ

ンジ色,中 心部 はピロニンの赤色で,リ ボ ヌクレアρゼ

処理 により,皮 質 には多糖 類多 く,中 心部 には リボ核酸

が多 い。

2)PHを ことにす るメタクロマジアはPH7・0～2・5

までいずれ も皮質部 はメタク ロマジアを示 してい る。

3)結 核 菌の多糖類 はSchiff反 応陽性 でHIO4>

CrO3>KMnO4の 順序 でいずれの酸化方法で も反 応 す

る。唾液消化では陰性 である。

4)強 拡大す ると菌体内では大空胞穎粒 のまわ りに存

在す るか,そ のものに存在 している。

5)最 外層被膜は多糖類染色に不染 であ る◎

要するに結核菌体内にはHIOrSchiff反 応 で強陽性

の多糖類 を もち,AnderSORの 分析 したMannose-glyee-

rO1・-2燐酸,Mann◎sein◎sitol燐 酸 の如 き含燐多糖i類

であるか どうかわか らぬが,極 めて強い染色性 を示ナ。

これ に反 し,AndersOnの い うWax 、部である最外層に

は同 ごよ うな含燐多糖類 が含 まれてい るといわれてい る

に拘 らず,Lillieも われわれ もHIO4-Schiff反 応始めい

ずれの反応 で も陰性 であつた ことは興味があ る。

果 して外層被膜が存在 しているものか どうかを疑わ し

む る所 見である。透明な外層は物理 的な光学的人工産物

であるか ど うか は もつ としらべてみ る必要が ある◎

この論文の大要は昭和27年7月24日 予研伝研集談

会席上講演発表された◎
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