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結核菌チール・ニール ゼン染色法 と浜崎ケ ト

ェノル頼粒染色法 との関係

(ミノフアーゲン製薬本舗研究部)

市 川 収 。武 田 ス ミ●小 森 博武

(昭 和27年7月28日 受 付)

浜崎Dに よると,浜 崎ケ トエノル穎粒(KEG)を 含有

す る生物は哺乳類 ・鳥類 ・両 擾 類 。爬虫 類 ・魚類 ・酵

母・細菌の一部 ・植物などあつて,お そらく核酸と同様i

に生物である以上ウィールスにいたるまでケトエノル顯

粒をもつているであろ うと推定 している◎浜崎が細菌の

一部にケ トエノル頴粒を認めているので,結 核菌におい

ても当然ケ トエノル顯粒の存在が予想できる◎

これに加えて,石 炭酸 フクシソ。ヨード法によるケト

エノル顎粒染色法が結核菌のチール ・ニールゼン氏染色

融 に極めて近似する点に興昧を感 じ研究に着手 した。
ゴ ケトエノル顯粒染色の化学は,チPル 。二戸ルゼン法

とちがつているところは,浜 崎クロム固定による酸化で

あり,(・一一CH,-HOCH-)の 構造をもつている核酸構

造中の五炭糖であるデゾキシリボーゼ,或 いは脂肪酸,

或いは胆汁酸は脱水素されてケむンとなり,の ちエノル

化によつて水素移動を生 じ,新 たにOHを 生 じ,隣 接す

るCの 問に2重 結合の(-OH。C=C・H-)を 作 る点であ

る。叉かかるOHはe一 ドによつてヨード化されさら

にヨードが塩基性 フクシソと置き換わつてヨード水素酸

フクシンを作るといわれている◎要約するとチール ・凱

一ルゼソとちがつて,浜 崎ケ トヱノル穎粒染色法はクロ

ム固定の上,ヨ ード化する点に特徴がある。

カルノア固定,フ オルマリン固定,ク ロム固定の上チー

ル・ニールゼン結核染色 したものと,カ ルノア固定,フ
爵

オルマリン固定,ク ロム固定の上浜崎ケトエノル穎粒染

色 したものとを比較 してみた。

その結果チール ・ニールゼン法と浜崎ケトエノル顎粒

染色法とは極めて近似の成績にあり特にクロム固定の場

合にいずれも最も強度に染まることを知 り得た。浜崎1)

が主張 し,お れわれ2)に よつて追試 され明らかになつた

ところの浜崎ケトエノル顯粒の実態すなわちデゾキシリ

ボヌクレォチ ド或いは リボイドの性状を明らかにした。

そのためには切片に対 して,ア ルカリ性および酸性ヌク

レオチダーゼ,リ パーゼ消化或いはパ リツト処理を行つ

てその可染物質を同定 したのである◎

これ らの研究を通 してリボイ ドを主とす る結核菌成分

がチ_ル ・二」ルゼン法及び浜崎ケトエノル穎粒染色に

大きな役割 りを演 じていることを知 り得たのでここに報

告 す る こ とに した い ◎

研 究 方 法

材 料 は 小 川培 地 上 に は えた 人 型結 核 菌(H-2株)の6

週 聞 培 養 され た菌 集 落 の パ ラ フ ィン切 片 を用 い た 。材 料

はCam◎y第2液(純 アル コ ・・ル6,クuロ ホル ム3,

氷 酷 酸1),ホ ル マ リ ン緩 衝 液(フ オル マ リン10ce,溜

水90cc,第1燐 酸 ソー ダNaH2PO4。rrのo.4y,第2燐

酸 ソPダNa211PO40.56y,の 混液 で7PH70),浜 崎

ク ロ ムKEG固 定液(重 ク ロ ム酸 加 里2・5y,硫 酸 ソ ーダ

1ρ,水100ec,氷 酷酸6ec)に 固 定 した◎Camoy第2液

3時 聞 固 定 後,水 洗 せ ず,70%ア ル コール,純 ア ル コ・・一

ル を経 て パ ラ フ ィン包 埋 。 フ ォル マ リン緩 衝 液 固定 で は

3日 固 定 後,水 洗 ・脱 水 パ ラ フ ィン包 埋 す ろ。 クPム 固

定 液 で は2-3日 固 定 して,水 洗 の の ち包 埋 す るbチ ー

ル ・ニール ゼ ン染 色 は従 前 の通 り。 と

浜 崎 ケ トエ ノル騒 粒 染 色 法 は 次 の よ うに して 行 う。切

片 は石 炭 酸 フ ク シ ン液(塩 基 性 フ ク シ ンo・59,純 ア ル コ

ール5ee,3%石 炭 酸 水95ご の で1時 間 染色 す る。水

洗5分 の の ち1%塩 酸水 で分 別10分,水 洗3分 の の ち,

ル ゴ ール液 に30分 浸 し,1%次 亜 硫酸 ソー ダ5分,水

洗 瞬 時,3%塩 酸 水 分 別15分,水 洗10分 ・ 脱 水 ・i封

入 す る。

浜崎 ケ トエ ノル 瓢 粒 の化 学 的 性 状 を 明 らか にす るた め

に は,切 片 を酸 性 及 び アル カ リ性 ヌク レオ チ ダ ー ゼ或 い

は リパ ーゼ に よ る消 化 及 び パ リ ツ ト処 理 を行 つて の ち石

炭 酸 フ ク シ ン ・ヨ ー ド法 で染 色 す る◎ そ の結 果 ヌク レオ

チ ダ ーゼ で消 化 され 不 染 性 とな らば ヌ ク レオ チ ドの存 在

を,リ パ ーゼ に て消 化 され 不染 性 なれ ば リポ イ ドの存 在

を,バ リ ソ ト処 理 で可 染 性 なれ ば リポ イ ドの 存在 を 同定

す る こ とが で き る。

わ れ わ れ の 用 い た酵 素 抽 出 法 は 浜崎 の それ と ちが うが 塗

酸 フ ォス フ ァタ ーゼす な わ ち酸 ヌ ク レ オヂ ダー ゼは 浜崎

はSehmidt3)法,わ れ われ はCo漁rdiD法 で あつ て,ア

ル カ リ性 フ オ 柔プ アタ ーゼす なわ ち アル カ リ性 ヌク レオ

チ ガ ーゼ は浜 崎 はDeutsh5)法,わ れ わ れ はKleing)法

を用 いた ◎ 浜 崎 が 行 つ て い な いが わ れ わ れ が 行 つ た リパ

Pゼ の抽 出 法 はWillsttttter7)法 に よつ た◎ これ らに つ

い て は既 報 告 に ゆ ず る ◎酸 性 ヌク レォ チ ダ ー ゼ消化 に は
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切片を酷酸 ・酷酸 ソーダ緩衝液にてPH5.5と した酵

素液に入れ24時 間37。Cで 作用させるeア ルカリ性r

ク レ才チダー・ゼ消化には切片を塩化アンモン・アンモニ

ア縮衝液でPH9.0と した酵素液に入れ24時 間37。C

で作用させる◎リパーゼ消化には切片を塩化アンモン。

アンモニア緩衝液でPH8・2と した酵素液に入れ12時

間作用させる◎消化至適時聞は基礎実験を行いわれわれ

によつて明らかになつたデーターに基づいて行つたもの

である。

得 た結 果 の あ らま し

菌集落は中心部と周囲にある皮質部とでは菌の性状が

ちがつている。結核菌集落を固定法 ・染色法の差異によ

つてしらべ,或 いは酵素消化法で物質同定を試みた場合

の成績をのぶれば次のようになるe

チ ー ル ・ニ ー ル ゼ ン法 と浜 崎 ヶ トエ ノル 穎 粒染 色 法
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結核菌集落ではリパーゼに消化され ヌクレオチダーゼ

で消化 されない浜崎ケ トエノル顯粒がみられ,ア サリ中

毒時8)腎 上皮細胞にはヌクレオチダーゼで消化され リパ

ρゼで消化 されない浜崎ケ トエノル瓢粒が認められる◎

対照 として笑施 してみたが24時 闘消化 さす場合酵素液

の溶媒であるグリセリン或いは水によつての影響は大 し

てなく,醇 素消化法の意昧があることもわかる◎チール

・ニールゼン法ではその染色度はクロム固定〉フォルマ

リン固定〉カルノア固定の順でクロム固定が最 も強い◎

チ■・…ル ・=Pル ゼン陽性物質はアルコール溶性のもので

あり,ク ロム固定によつて難溶性となる物質であろ うこ

とが想像せられる◎フオル?リ ン固定によつては比較的

に可染物質が残ることをも示 している。部位的には皮質

部に抗酸性のもの多 く,中 心部に非抗酸性のものが多い◇

この場合,カ ルノア固定では抗酸性の もの全く見られず,

クμム固定〉フォルマリン間定の癩序で多 く見られ るの

と概きをことに している。非抗酸性の ものもクロム固定,

フ オルマリン固定は多いが,カ ルノア周定では少い◎い

ずれにしてもアルコール溶性のものがカルノア周定では

失われ,チ ール ・ニールゼン法陽性物質が少い し,中心部

とはいえクロム周定,フ 牢ルマリン固定ではアルコール

溶性物質を保つため,チ ール・∴一ルゼン陽性物質を多く

見ているのでなかろ うか。カルノア周定,フ オルマ リン固

定,ク ロム固定の上浜崎ケトエノル瓢粒染色すると,結核

菌はクロム周定〉フオルマリン固定〉カルノア固定の順

に強 く証明される。 しかしク賀ム固定以外の固定による

h∫染物は浜崎のい うケ トエノル物質であるとは,そ の染

色機構からしていえない◎この場合にもアルコールをさ

けた固定液の方が可染物質の多いことから,ア ルコール

にて溶出する性質のものであろ うということはいえると

思 う。

クロム固定の結核菌をアルカリ性及び酸性ヌクレオチ

ダーゼで消化さす と消化 しないが,リ パーゼでは完全消

化するので,結 核菌のケ トエノル穎粒染色陽性物質はリ

ポイドであろ うということがいえる¢対照に用いたアサ

リ中毒腎上皮細胞に多いケ トエノル顯粒が,こ れと全 く

ちがつて両ヌクレオチダーゼで完全消化され,リ ボイド

に消化されないので,デ ゾキシリボヌクレオチ ドを主と

するものであると考えられるが,結 核菌に対 しては非常

によい比較対照材料と思える。酪素以外のケ トエノル穎

粒化学的性質の証明法としていろいろあるが,そ の内バ

リツト処理が重要である◎0.25%パ リ ツト水,10つC,

15時 聞作用によつて結核菌のケ トエノル穎粒は完全抽出

されるが,ア サ リ中毒時のケ トエノル穎粒は不完全で納

出されない。

パリツト以外の薬品によるケトエノル顯粒の除去の状

態を結核菌とアサ リ申毒のものとで比較 してみよう○冷

過クロール酸ではRNA,熱 過クロール酸ではRNA,DNA

冷 トリクロール酷酸では酸可溶性部すなわちヌクレオチ
　

ッド,熱 トリクロール酷酸ではDNA,RNAが 除去せら

れる◎過クロール酸 ・トリクロール酸処理では熱のため

リポイ ドが失われるはずである◎結核菌とアサ リ中毒腎

の材料では同じような態度で区別 しにくいが,や や結核

菌の方が温過ク撰一ル酸 ・温 トリクロール酷酸で抽出さ
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FO%5湯 儒 磁10%数 ξゑ轡10%ト 路7鰍110%騰7酪 酸

結 核 草 朴(赤)帯(赤)～+(淡 赤)帯(赤)帯 ～ 昔

アサ7羅 腎 柵 一 丁 一 二 帯}一

れないからリポイ ドの存在を思わ しめる。

3種 固定の上チール・ニールゼン法及びケ トエノル瓢

粒染色法によつた場合,強 拡大 して見ると,菌 体内の穎

粒はいずれも類似 したフクシン好性を示 している◎

われわれは既に別論文で結核菌の隣i脂体とリパーゼの

細胞化学9)結 核菌穎粒とミトコンドリア1のについて発表

している◎結核菌瓢粒には隣脂体をもち,Sudan好 性 で

脂肪をもち,リパーゼの位置を確め,基質に用いたtw㏄n

80,60,40,か ら してオレイン酸 〉パル ミチン酸～ ステ

アリン酸をもつものであ り,ミ トコンドリア染色陽性で

あることを知 り得た。

これらのことからして結捜菌に対するケ トエノル穎粒

染色は リポイ ドを主体として把み得たものであ り,チ ー

ル。二戸ルゼン法は何らかの意味においてリポイドに関

係ある物質を染めているのでなかろうかとの考えを抱 く

にいたつた。

さらに検討すべきものがあるが,取 敢えず得た成績を

発表 し,チ ール 。ニールゼン法研究上浜崎ケ トエノル顯

粒染色法が極めて興昧ある関係を持つべきことをのべた

いのであるn.

稿を終るにのぞみ,終 始一貫基礎研究を奨励せ られた
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