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電 子 顕 微 鏡 的 考 察 を 加 え た

結 核 菌 の 細 胞 学 的 研 究

国 立 神 奈 川 療 養 所

伊 藤 忠 雄

(昭和28年5月23日 受付)

緒 言

電子 顕 微鍍 に よ る結 核 菌 の形 態 に つ い ては す で にMu-

ddetal(1942),〕 しurieetal(1942),R◎semblatteta1

(1942),Scanga(1948),Knaysieta1(1950)の 研究

が知 られ て い る。 す なわ ちMudd,Pelevitzky及 び

Andersoni)は 結 核 菌 に は極 め て繊 細 な細 胞 膜 が あ り,原

形 質 内顯 粒 の 密 在 して い る こ と を観察 し,Lurie,Kna-

ysi及 びMudd2,は 人 。牛 及 び 鳥 型結 穣 菌 にお い て 原 形

質 は 等 質 で,半 透 明 で あ るが 常 に1乃 至2個 の 不透 明穎

粒 を有 し,薄 い細 胞 壁 で と り囲 まれ て い る こ とを述 べ,

Rα ・enblatt,Fullan}及 びGessler3)は 末梢 端 或 いは 菌

体 の 長軸 に そつ て 核物 質 の存 在 す る こ とを記載 し,Sca-

nga4)は 原 形 質 内小 体 はこ二種 類 あつ て,・ 一つ は不 透 明 で

均密 で あ り,他 は半 透 明 で繊 細 不 透 明 な線 で囲 まれ て い

る こ と を示 した。Knaysi,HiUi敬 及 びFabricant5)

は鳥 型結 核 菌 を用 い 詳 細 な研 究 を行 い,多 くの知 見 を加

之た。Kmaysi等 は(1)細 胞 膜 は非 常 に 薄 く230鼠 の厚 さ

を有 し伸展 性 を持 つ ◎(2)原 形 質 には2種 の 小 体 が あつ

て か りに これ をA小 体 及 びC小 体 と命 名 して い る◎(3)

A小 体 の性 質 は 極 め て緻 密 で球 形 また は楕 円 形,数 は 多

く,通 常1乃 至5個,大 き さは790～7,330x830～8,630
ゆ
Aで,若 い培養に特 に多 く分裂 の証拠である◎(4)C小

体 の性質は細胞質 よりも透明であ り,薄 い緻密 な膜で分
む

離 されてお り,大 きさは500～3,000A,数 は少数 の も

のか ら20個 迄 で,時 に対 をな してい る もの もある◎若

い培養に見られ,均 一透 明で恐 ら く液状の濃い物質 の沈

着を示 す もの であ る◎(5)C小 体の周囲に桿状 ミセルが

多 く集積 してTonoplastと なる◎(6)小 体 のない中央

部 にCeUPユateが でき,娘 細胞の求心的 な分離が見 ら

れ る◎(7)A小 体の生化学的成分は蛋 白,リ ポイ ド,

DNAで あること等 を紹 介 したe

私 も人型結核菌について細胞学的研究 を行つていたの

でその成績 を報告する◎本研究に当つては多 くの標本 は

私の考案 した スライ ド。認ロヂオン ・カルチ ユア(以 下

rs.C・.C.」 と略記す)6)に よ り用意 され,そ して主に人

型結核菌青山B株 につ きKftaysiの 分類命 名に準拠 して

確造が調べ られた他 その生化 学的組 成を考 えるに当つて

は培養時問を異にせ る菌 に種 々の溶媒を作 場せ しめ,さ

らに核酸 。蛋白 ・リボイ ド等菌体 構成物質 をそれぞれ除

去 した後の構造 につき検討 を加え,同 時 にこれ等の試料

につ き各種染色法及びFeulggk反 応等種 々の呈色反応

を笑施 し,光 学顕微鐘所 見と対比検討が試みられた。

実 験 方 法

A供 試菌株

国 立神奈川療 養所細菌研究室保存の人型結核菌青山B

株 。同Frankfurt株 。烏型結 核菌抗研 株 等 を供試 し

たo

B染 色法及び呈色反応

i)抗 酸性はZiehl。Neelsen氏 法(Gdnther変 法)7♪を

用い判定 した◎

ii)Gram染 色はHucker9)の 変法9)に よつた。

iii)Much氏 穎粒染色法は メチ ール ・ヴィオッ レ トの酒

精飽和溶液1ccと2%石 炭酸水90ccと の新鮮混和液 に

室温 で1～2日 浸 し或いは加温染色を行いLugol氏 液

を注いで5～10分 間放置,5%硝 酸水 で1分 聞,次 いで

3%塩 酸水 で10秒 閥脱色,さ らにアセ トン ・アルコー

ル等 分液で無 色になる迄脱色水洗後1%サ フラニン水溶

液 で復染色 を行つた。

iv)ピ ロニ ン 。メチル緑染色10)

0・3%精 製メチル緑2i容 に対 しピロニン1容 を加え,

液色が青紫乃至紫色 にな るよ5に 調製 し25分 染色後軽

く水洗 し,プ タノールで分別 した。

v)IFeU!geB反 応ll)12)

60。CでN塩 酸 に4分 間作用せ しめ,亜 硫酸 フクシン

に1～1・5時 聞つけ,亜 硫酸水 で洗つて脱水。要に応 じ

て後染 色を行つた。

vDリ ポイ ドは75%ア ル コールの ズダ ン皿飽和溶液で

検査 した◎

応)蛋 白質は ニンヒ ドリン及び ビ 藷一レ ツト反応 により

証明 した。

viii)多 糖類はHetchkissの 多糖類染色法によつた。

C電 子顕微鏡

電子顕微鏡 による観察は 日本電子光学J.E.M.L型 に

よつてな され,同 顕微鏡に附属 するカメラにより富士 プ

ロセ ス乾板に記録 した◎

D電 子顕微鏡試 料作製法

Irs・Co・C・ 」 による試 料の作製法

「S・Co・C・」についてはすでに報告せ るも6)略記 すると
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縦に半切 せ る ス ラ イ ド。グ ラ スに無 菌 的 に 財 ロヂ オ ン膜

をは り,そ の コ ロヂ オ ソ膜 面 上 に菌 液 を塗 抹 し,乾 燥 の

上Kireh・ ・er-Sy・-Ser・培 地 に投 入 培 養 して試 料 を作 製 す

るので あつて,本 法 は比 較的 操 作 が 簡 単 で 外 力 の影 響 を

受け る こ と少 な く,電 子 顕 微 鏡 並 び に 光学 顕 微鏡 下 に菌

の形態 的 変化 と増 殖過 程 の相 関 々係 を 自然 な姿 で 観 察 す

ることが で き る◎ 私はSautQn培 地 に1ヵ 月培 養 の人 型

結核菌青 山B株 のfS.Co.S。 」30,60,90,120,150,180

及び210時 間 につ き無 処理 標 本 並 び に フtル マ リ ン固 定

を行つ た標 本 を用 意 しク ロ ーム ・シャ ドー及 び シャ ドー

を施 さな い試 料 を作 つ た。

亙 陳 旧培 養 にお け る試 料 の作 製 法

人型結 核 菌青 山B株 のSaut◎n培 地3カ 月及 び5ヵ 月

培養 せ る菌膜 を手 振 法 に て磨 砕 し,蒸 溜 水 に よ る菌浮 游

液を作 り,コ ロ ヂオ ン膜 面 に塗 抹 し試 料 を作 製 した ◎

皿 除 核酸 を施 した試 料 の作 製 法13)

i)リ ボ核酸 及 び デv・オ キ シ リボ核酸 除去

P◎11isterl4)15)の三 塩 素 酷 酸 並 び にMirskry16)17)の1M

食塩水 に よ り,リ ボ核 酸(以 下RNAと 略記 す)及 び

デ スォ キ シ リボ 核酸(以 下DNAと 略 記 す)の 除 去 を

行つ た。

(a)人 型結 核 菌 青 山B株 「S.Co.C.」210時 聞培 養iの

管底 集 落 を純 アル コ ール に て 固定 後10%三 塩 素 酷

酸90。C,40分 処 理 を行 つ た。

(b)同 「S.Co.C.」150時 間 につ き1M食 塩 水37。C,

3時 間 処理 を行 つ た。

ii)RNA除 去

RNA除 去 は リボ核酸 酵素 に よ るRNAの 消化18)19)20)

とE鴛ickson2Dに よ る過 塩 素酸 処 理,N塩 酸 加水 分 解22)23)

2り及 び0・14M食 塩水 処 理25)に よつ て行 つ た。

(a)上 記rs.Co.C.」210時 間 につ き純 ア ル コ ・…ル固

定後0・03%リ ボ核 酸 酵 素60。C,40分 処 理 を行 つ

た◎ なお リボ核 酸 酵素 は ミノフ ァ ー ゲ ソ製 薬 研 究 部

市川 収 博士 よ り分 譲 され た もの で あ り,緩 衝 液 に用

い る塩類 溶 液 の核酸 に 対 す る影 響 を考 慮 し特 に酵 素

の蒸 溜 水溶 液 を使 用 した20)2G)◎

(b>人型 結 核 菌 青 出B株 の1mg/ec菌 浮 游液o・lccを

Kirohner-Sy.-Ser.培 地 に 植 え,210時 間 培 養 の管

底集 落 を純 ア ル コ ・-m一ル に て 固定 後10%過 塩 素 酸

50C,5時 間 処 理 を行 つ た2D◎

(o>同rS.C(〉.C.」150時 間 に つ きN塩 酸60。C,4分 及

び10分 間処 理 を行 つ た22)23)24)◎

(d>同 「S。C(〉.C.」150時 問 につ き0・14M食 塩水37eC,

3時 間 処 理 を行 つ た25)。

W除 蛋 白 を行 え る試 料 の作 製 法

i)パ ン ク レア チ ンに よ る除 蛋 白

1%パ ンク レア チ ン水 溶 液 を作 り,炭 酸 曹達 に てpH9.0

に修 正 の 上,シ ャ ンベ ラ ン細 菌 濾過 器 にて 濾 過 して調 製

したパ ソクレアチ ン溶液 を用い,「s・C◎・C・」150時 問の

ものにつ き37◎C,48時 開処理 を実施 したe

li)ア ウ トリ・・ゼによる除蛋白27)

rs.Co.C.」150時 間の ものにつ き滅菌蒸 溜水 を分注せ る

試験管内に投 入,37◎C贈 卵器 に12及 び24時 間入れ

試料 を作製 したっ

iii)40%三 塩素酷酸 による除蛋 白

SaRtoll培 地 に1ヵ 月培養の菌膜に40%三 塩素酷酸を

加え,手 振法 にて磨砕 し90つC,30分 加熱 して試料 を作

製 した。

V人 型結核菌Frankfurt株 の4%グ リセ リン ・ブ

イヨン及びSautoユ 培地50乃 至60fl培 養の菌膜 を手

振法 にて磨砕 しク ロ{ム ・シヤ ドーを施 した試 親を作製

した。

E光 学顕微鏡標本作製法

i)上 記 人型結核菌青山B株 のrS・C◎・C・」 及 びこれの

三塩素酷酸 ・1M食 塩水 ・リボ核酸酵素 。過塩素酸 。N

塩酸 及びO.14M食 塩水処理等 による除核酸標本 につい

てはZiehl-Neelsen,Gram,Giemsa,Alueh及 び ピu

ニン ・メチル緑染色 を行い,さ らにFeulgexx反 応等呈

色反応 を実施 した。

ii)陳 旧培養 の試料について も同様各種染色法及び呈色

反応を行 つた◎

iii)除 蛋 白を行 える標本 に 対 して はZiehl-Neei8en,

Gram,ビ ロニン ・メチル緑染色並び にFeulgen反 応

を行い,要 に応 じて ニンヒ ドリン及 び ビュ ーレッ ト反応

を実施 した。

実 験 成 績

IrS.Co.C.」 の無処理及び フォル マ リン固定

rs.Co.C」120時 問 の無処理(第1図)及 び同8日 の10

%フ ォルマ リソ固定(第2図)で は28)細胞は薄い透 明な

細胞膜 で囲まれてお り,そ の内側 の原形質は等 質ではな

いがかな り透過性の部分が あつて その殆ん ど両端 に大型

で球形時 に楕円形の電 子不透過性小 体 が あ る◎これは

KMaysi5)のA小 体 に相当 する もので中闘部にはこれ よ

り小 型ではあるが1乃 至数個の電子不透過性小体が 見ら

れ,原 形質 の外側 に規則正 しく対 をな してい る如 く排列

してい るもの も見 られ る。そ して諸処 に大小不同の原形

質 より透過性の小体が不規則 に連続 し,そ の数は数個か

ら多 きは20個 に及ぶ もの も見 られ,こ れはKnaysi5)の

C小 体 に相当するものである◎原形質 には桿状 ミセルが

あ り,し ば しば密在せ るTonoplastが 見 られ る◎A小

体 とC小 体 とが接触ナ る部分ではC小 体 の輪廓に一致 し

てA小 体の変形が見 られ る(第1図)◎ 幼若 な伸び行 く

細胞 においてはA小 体は延長軸 に一致す る楕円 の形を示

す(第2図)◎ クPt-・ム ・シャ ド{で は両端または一端

にふ くれた部分が見 られ,こ の部分はA小 体の位置に一

致 し,中 間部には不規則な凹凸が見 られ る(第3図)◎
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Ziehl-Neeユsen,Gram,Mueh及 びGiemsa染 色を

得 うに各染色 に お い て顯粒が1乃 至数個明瞭に認 めら

れ,透 過性小体はZieh1-NeelseR,Gram,Much及 び

Giemsa染 色において染色 された背景 に諸処不染性 の小

体 として認 められ る。菌体は それぞれ染色 され,集 落周

辺部の菌体 の中 には抗酸性 の減弱,Gτ 餓}陰 性化 の傾 向

を示す もの 蛤見 られ る一e菌体 は ピロ=ソ 好性でH(rteh-

k納 多糖類染色は淡赤色 で陽性を示 した。

il陳 旧培養

Saut◎me、培養5カ 月の無処理では一端時 に両端 に極め

て大 型のA小 体が あつて,こ の末梢端は輪廓がはつ き り

してお り,中 問部 に面す る部 はぼけてい るものが見 られ

る。A小 体 は大部分が単在 で大型 の擶円形又 は西洋梨形

を呈 してお り,菌 体 の大部分 を占拠 してい るよ うに見 え

るものが多数観察 され る◎C小 体は不明であるが桿状 ミ

セルが見 られ,周 囲には細胞膜が認め られ る◎A小 体は

幼若 菌に較べ るとその大 きさを増大 してい るが,こ れ に

反 しC小 体 は古い培養においては消失す ることを示す。

これ ば各種染色 を行 うに明瞭 にそれぞれ大 型顯粒が認め

られ,C小 体 は不明であ り,菌 体はZieh1-Neelse1・ 染色

では輪廓明瞭で短い ものも長い もの も見 られ るが,Gr-

am染 色では輪廓やや不明瞭 とな り,Much染 色 では穎

粒 のみ著明に認 められ,菌 体 の染色性は低下 す る◎瓢粒

のFeulgen反 応は陽性で あるが ピロニン ・メチル緑染

色 においてはメチル緑好性穎粒 とピロニン好性顯粒が認

め られ,菌 体 は淡紫赤色 を示 した。

皿 除核酸

i)RNA及 びDNA除 去

(a)Pollister法 によるRNA及 びDNA除 去14)15)

rs,Co.C.」150時 問 の純 アル コール固定後三塩素

酷酸処理 では,A小 体 は著明 に透過 性を増 し,そ の

輸廓がぼけ るもの も消失す るもの も見 られる。C小

体は不明で桿状 ミセルは不明 とな り,菌 体 の萎縮変

形が見 られ る◎A小 体消失 の事実は後 述の リボ核酸

酵素及び過塩素酸処理 においてA小 体 が依然 として

認め られ るの と対比 し特記 さるべ きものである◎ こ

れ に各種染色 を行 うに穎粒 は不明 とな り,Feulgen

陰性 とな る。菌体はZieh1-Neelsen染 色 で淡紫赤

色,Gram陰 性 とな り,ピ ロ=ン 好性を失 う傾向が

見 られ,Much染 色において穎 粒,菌 体 と もに不明

となる。 ここにおいてA小 体 にD]NAの 存在 するこ

.とが理解 され るとと もに不透過性 小体 と各稀染 色に

おいて認 められ る瓢粒 とは本態的に同… の ものであ

ることが予想 され るのである○

(b>Mirsky法 に よるRNA及 びDNA除 去16)17)

「S・Co・C・」150時 闘 につ き1M食 塩水,3時 間処

理 ではA小 体は著 しく透過性 を増 しその大部分は消

失 する。C小 体は不明瞭 でかすかに濃淡 を示す◎菌

体 は萎縮変形 し,周 辺は不規則であ る。各麺染色に

おいて顯 粒は小 型∫ヒ乃至消失 の傾向を示 しFeu】9顕

反応 は概ね陰性である◎菌体 はGram陰 性で ピロ

ニン好性 を失 う傾向が 見られ る◎ これのニ ンヒドリ

ン反応は概ね陰性であるが{董か に紫青色顯粒 として

見 られ るところ もある◎

ii)R]∫A除 去

(a)リボ核酸酵素 に よるRNAの 消化コ8)19)20)

rs・Ce・C・」210時 間 の純 アル コーノ個 定後 リボ捜

酸酵素処理 ではA小 体 の輪廓 は不明瞭になるものも

あるが大部分は明瞭に不透過性小体 と して 見 られ

る。C小 体は縮小消失 し,ミ セルは藏少消失の傾向

を示 す◎菌体は全体 として細 くな りやや不透過性を

増 すとと もにその周 囲にかな り厚い透過性の層力:一

様 に見られ る(第4図)。

Ziehl-Neeユsen,Gram,Much及 びGiemSzzの

各種染色 において顯粒はそれ ぞれ染色 され る。C小

体不明で,菌 体 はZiehl-Neelsen法 で赤色,Gram

染色 でその陰性化が見 られ,Much染 色 で淡紫赤色

を呈 する。穎粒はFeulgeR陽 性,メ チル緑好性を

示 し,菌 体は ピロニン好性 を失 う傾向が見られ る。

A小 体 は リボ核酸酵素 で消化 されないのに反 し,菌

体 は非常 にほつそ りしてきて同時に ピロニン好性を

失 うことは菌体 にRNAの 分布す ることを予想せ し

め る。 ミセルは減少消失 の傾 向を示す ことも同様 に

興 朱が ある◎なお純 アル=・・一ル固定ではA小 体は若

干透過性 を増 し,や や不整形 を示す もの も見られ

る◎C小 体 は縮 小,菌 体 は濃縮 し原形質分離 の像の

見 られ る もの もあ る◎原形質分離の形状 は軽度に凹

形(K◎ 醸a鴨Plasm◎1yse)を 示 し,こ れは原形質

外層の粘性 を示す ものである◎

(b)過塩素酸 によるRNA除 去21)

210時 間培養せ る集落 の純 アル コ・・ル固定後過塩

素酸処理 ではA小 体の輪廓 は,は つ きりしているも

の もあるが,か な りその透過性 を増 している。菌体

には破壊溶出の像が見 られ る。各種染色を行 うに穎

粒 はそれぞれ染色 され るも減少小型化 が見 られ,そ

の ピロニ ン・メチル緑染色 では ピロニン好性を示 し

た。C小 体は不 明,菌 体は輪廓やや不明瞭 となるも

Gram染 色 において淡紫赤色,Much染 色において

淡赤 で,ピ ロニン好性 を失 う傾向が見 られ る◎

{c)塩酸加水分解に よるRNA除 去ee)23)24)

「S。Co.C.」150時闘のN塩 酸60。C,4分 では(第

5図)A小 体は透過性 を増 し概 ね消失す る。C小 体

は縮小不規則 とな るもところどころに見 られ,菌 体

は萎縮変形 し,そ の周囲 にかな り厚い透過性 の層が

見 えて来,原 形質分離 の像 も見 られ る。瓢粒はFe・

ulgeM陽 性,ビ ロnン 。メチル緑染色 では ビロニン
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好性瓢粒として見られ,DNAの 低分子化が観察 さ

れ,こ こにA小 体 におけ る高分子DNAの 存在が確

認 されるのである。C小 体は不染性で菌体 は淡紫赤

色を示 した。Gram染 色では菌体は陽性文は陰性の

ものが見 られ,さ らに塩酸加水分解後 の低分fDNA

を確めるために リボ核酸酵素処理後 ヒロニン ・メチ

ル緑染色を行 うに穎粒は依然 ピロニ ソ好性であつて

低分子DNAの 存在が確認 される◎す なわち塩酸加

水分解 によ りDNAの 低 分子化が見 られ るとと もに

低分子D〕NAは 電子透過性であることが理解 され る

と同時にRNAの 消失乃至稀薄化叉は多糖類 メタク

ロマジアが考え られ る◎

(d)侃4M食 塩水に よるRNA除 去2δ)

「S・Co・C・」150時 間のO・14M食 塩水37◎C,3

時間処理ではA小 体は・一部透過性を増 しその輪廓の

ぼけるもの も消失 する もの も見 られ る◎C小 体 はか

なり不明瞭 となる。菌体は濃縮 され→ 投に透過性 を

減 じ変形 を示す ものも見 られ,原 形質分離の像 を示

すものが見 られる。各種染色において穎粒 は認め ら

れるも小型化乃至消失 の傾が あ り,Femlgen反 応陽

性で,ピv=ン 好性 を示 し,C小 体は概 ね不明であ

る◎菌体は萎縮変形が認 められ,Zieh1-Neelsen染

色で赤色,Gram陰 性化並 びにピロニ ン好性消失 の

傾向が認められ る。すなわ ちDNAの 一部低分子化

とRNAの 稀薄化乃 至消失が見 られ る。

痒 蛋白除去

i)「S・Co・C・」150時 間 の1%パ ンクレアチン処理 では

A小 体は輪廓明瞭であるが,中 に変形 の見 られ るものが

ある。C小 体不鮮 明で菌体の輪廓はぼ け て く る(第6

図)。このニンヒドリン及び ビュ ーレッ ト反応 は陰性 で穎

粒はFeulgen陽 性,メ チル緑好牲で,さ らにN塩 酸加

水分解後 ピロニン ・メチル緑染色 を行 うに顯粒 は ピロニ

ン好性 で,A小 体 の陰影は主 に高分子DNAの 投影であ

ることが理解 され る。

ii)「S・C・・C・」150時 間 のアウ トリ∴ ゼ24時 間による

除蛋白27)で はA小 体 はか な り透過性 を増 し僅かに不透

過性の小顯粒 と して見えるところ もある◎C小 体 は不規

則ではあるが見 られ,菌 体の外穀 には厚い不整形透過層

が見られ る(第7図)◎

なお顯粒はFeulgen陽 性,ピ ロニン好性の小穎粒 と

して僅かに見 られ るところもあ り,菌 体は全般 に ピロ轟

ン好性 を失 う傾向が見 られ,Gram陰 性である。すなわ

ちDNAの 溶解,低 分子化 とR]9Aの 稀薄化乃至消失 の

像を示す。

iii)Sauton培 地 に1カ 月培養せ る集結の40%三 塩素酷

酸処理による除蛋 白では,A小 体は不明 で菌体は萎縮変

形す る。各種染色においズそれぞれ瓢粒が認め られ るが

小型化 の傾向の見 られる ものもあ り,FeulgeR陽 牲,ピ

ロこ ン ・メチル緑 染色で紫赤色顯粒 として見え るところ

もあ り,そ のニ ンヒ ドリン反応 は概ね陰性である燈 ズダ

ン盗染色 において赤褐色瓢粒 の認 められ るもの もある。

菌体は萎縮変形 を示 しピロニ ン好性 を示す。

V鞭 毛について

人型結核菌Frankfurt株 の4%グ リセ リン・ブイヨ

ン及びSaut◎R培 地50乃 至60日 培養の ものにおいて

大約半数 に鞭毛を有する菌体が見出 された(第8図)◎

鞭毛は極毛 で数 は1本 時 に2本 で,そ の長 さは5～10μ,

柔軟 に屈曲 していてほぼ等間隔 にふ ぐらみ29)が 見られ

る。普通寒 天 。ブイ 避ン 。血液寒天 ・嫌気培養等 による

雑菌試験 はすべて陰性で,集 落 の性状 ・発育状況 ・染色

所見は勿論結核菌 を否定 しうる事笑を認 めず,抗 酸 性 ・

抗 アル カ リ性を示 し,Prei§鋤 の抗煮沸性試験 を行 うに

Kf・7分,そ のカタラ{ゼ 試験 は泡沫発生20秒,Honse11

法赤染保持 であつた◎ ツベル ク リン反応陰性の雄性海狸

に よる動物試験 においては極めて毒力弱 きもツベルク リ

ン ・ア レル ギーの発現,淋 巴腺 腫脹 を認め,結 核結節 を

発生せ しめ うる ものの如 くである。各種抗酸性菌につい

て鞭毛 の存在 を検討 しているが人型結 捜菌青山 お株,牛

型結核菌については未だに見出 しえない。鳥型結核菌抗

研株 に同様鞭毛 を見出 した。

考 按

1不 透過小体

1)A小 体は球形時に擶 円形 を示 し,そ の両端 に見られ

るものは大型の もの多 く,中 閥部には小 型ではあ るが数

個に及ん で見 られ る ものが ある。A小 体 とC小 体 とが接

触 する部分ではC小 体 の輪廓に一致 してA小 体の変形が

見 られ,又,幼 若 な伸 び行 く細胞 においてはA小 体 は延

長軸 に一致 する擶円 の形 を示す ことよ りA小 体はその条

件 に適応 す る如 くその形態を変 え うる物質か らできてい

ることを示す。Kpaysi等5)はA小 体 の態度 とその構造

に関 してA小 体は外層と中心 とが構造上 区別 され,申 心

の性状は不詳 であるがGiemsa液 で赤染 され,電 子分離

に対 しては外層 よ り蓬かに抵抗が少 ない ことを述べてい

るが細胞分裂並び にChromati孤 形成機序 より考 えて核

小 体如 きものの存在を考 える外 にはA小 体の内外両層構

成物質 の生化学的 組成については著 しい相違 はない もの

と思考 され る。

2)陳 旧培養の ものにおいては,A小 体は幼若 菌に比 し

その大 きさを増大 し,大 部分は単在であつて菌体 の大部

分 を占拠 してい るものが見 られ る◎

3)A小 体は蛋 白に対す るニン ヒドリン及 び ビュPtレ ッ

ト反応 において も また,ズ ダン 紐に よる リポイ ド試験

において も強陽性 を示 した。

4)リ ボ核酸酵素 処理 では,A小 体は消化 されず明 らか

に認められ,菌 体 は ピtsニ ン好性を失 いRNAが 除かれ

た ものと考 えられる。

～45-一 一
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5)A小 体は メチル緑好性,FeulgeB反 応陽性 で,三塩素

酷 酸及び1M食 塩水にて消失 しDNAの 存在が 立証 され る。

6)N塩 酸加水分解ではA小 体は透過性 となるもFeu1-

gen陽 性,ピ ロニン好性穎粒 と して認め られ,DNAの 低

分子化が観察 され る◎すなわち塩酸加水分解を通 じてA

小体 に存在 するDNAは 高分子DNAで あ ることが確認 さ

れ るとと もに高分子DNAは 明らか に電子不透過性 であ

り,低分子DNAは 電子透過性 であることが理解 され る。

7)0.14M食 塩水 ではDNAの 一部低分子化 とRNAの

稀 薄化乃至消失 が見られる◎

8)1%パ ンク レアチ ンではA小 体 は明瞭 に見 られ,菌

体 の輪廓はぼけて くる。穎粒はFe"1gen陽 性,メ チル

緑好性でA小 体 の不透過像は主 として高分子DNAの 投

影 像であることが解 る◎

9)い わゆ るZiehl-Neelsen,Gram及 びMuch氏 穎

粒 なるものの本態 はともに同・一の ものでDNAを 含むA

小体すなわ ちChr◎matinと 考 えたい◎それは次 に述べ

る理 由か ら納得 されるであろ う◎

i)陳 旧培養の菌体 においてはA小 体が菌体の大 部分を

占拠 してい るものを多数見 るが,こ れについて上記各種

染色 を行 うに穎粒がそれぞれ明瞭 に染色 され,そ のFe-

ulgen反 応 は陽性 であ る◎

ii)c小 体は塩基性色素 に対 し不染 性である◎

iii2菌 体 に リボ核酸酵素処理 を実施 した後各種染色 を行

うに穎粒 は明 らかに認 められFeulgen陽 性,メ チル緑

好性 を示す◎

.V)三 塩素酷酸処理後各種染色を行 うに穎粒は不 明とな
ユ

る。

▼)パ ンク レアチン処理後各種染色 を行 うにそれぞれ穎

粒が認められ,リ ポイ ドを除去 した後 も同様 に顯粒が認

め られる。

vi)高 分子DNAは 電子不透過性であ り,低 分子DNA

は電子透過 性である。

vii)不 透過 性小体 と各種染色標本 におけ る顎粒とは,必

ず しもその数において一致 しない場 合が ある。すなわち

電子顕微鏡所見上のA小 体 の数が染色標本 におけ る穎粒

より少 ない場合が認められ るが塩酸加水分解の例で も解

る ように低分子DNAは 電子透過性であるが これ に対 し

各 種染色 を行つて見 るとそれぞ才癩 粒が 認められ,細 胞

の増殖過程 において も核酸 の合成機序 と関連 して類似の

現 象は考 えられ るところであるo

ここ、において鮮明な る生活環 の欠除に もかか わらず今

迄 に確認 しえた種 々の知 見か ら,そ してDNAの 細胞全

体 に対す る関連性 と動的な現 象において も細菌細胞の細

胞学的意昧 づけが できそ うに思われ る。すなわち陳 旧培

養 で観察 した単在す る大型A小 体は安定せ る静止核であ

つて,幼 若 で分裂 の盛んな時期 はこれ に反 してC小 体 も

明 らかに,し か も多 く認め られ,分 裂前期か ら後期 を通

じ核質の原形質内分散が著明 に認め られ(Hyperchre-

matose),次 いで分裂 終期 に入 り両極性細胞分体が行わ

れる ものと信ぜ られ る◎

璽 透過性小体

1)C小 体は原形質申最 も電子透過性であ り,そ の数は

数個 から20個 迄で,大 小不同 であ り,原 形 質中に不規

則に連続 して存在 し,幼 若菌 に多 く陳旧培 養では消失の

傾向が見られ る。 この ことは細胞の分裂並 びに増殖 と密

接 な関係があ ることを示す ものであ る。

2)A小 体 との接触部 より考 える時,C小 体 は強い内圧

を有す ることが容易 に考え られる◎

3)c小 体 は化学的及び物理的操作 で容易 に破壊消失す

る傾向を有 しているよ うであ り,そ の出現条件 について

色 々いわれている5)が 表層並 びに管底培養 において も形

成 され うる◎

4)C小 体 は塩基性及び中性色素 に対 し不染性 で各穂染

色 において染 色され た背景を対照 として不染性穎粒 とし

て認め られ る。

5)現 在迄 の微量化学反応 を通 じC小 体 には蛋白及び リ

ポイ ドを証 明す ることはできなかつたが多糖類の存在す

る可能性は大 きい◎

坦 ミセル

ミセルは原形質 に撒布 されているよ う に思 わ れる。

Knay.gi及 びBake驚3DはBac。Myo◎idesの 原形質膜中

に桿状顯 粒を,HMier,Mndd及 びSmith32)はE.c。li

において原形 質その ものの中に存在 してい るもの と考え

た。 また,K・ ・aysi5)は形態学的に類似 の桿状顯粒は原形

質膜及び原形 質申に撒布 されているよ うに見え,こ れ等

の穎粒は大 きい複雑 な大型粒子であ るか も知れぬし,乾

燥 によつて もたらされ たやや小 さい分子 の凝集の結果で

あるか も知れ ぬが高度 の表面活性 を示 し,空 胞の周囲に

集積 しT◎llOPlastを 形成 すること等 を述 ぺているが さ

きに示 した如 くリボ核酸酵素処理 で ミセルは減少消失の

傾向 を示す ことは注 目すべ きで化学 的成分はRNA及 び

これ に関連す る蛋 白 と密接な関係が考えら払 抗酸菌の

染色性 に関す る問題 と も関連 してい る よ う に考 えられ

る◎すなわち私は菌体 のGram染 色性 に関 し検討を進

めて きたが リボ核酸酵素,ア ウ トリ・・ゼ,1M食 塩水及

びO.14M食 塩水処理 を行い,電 子顕微鏡並び に光学顕

微鏡 によ り検討 を加 えた結果 これ等 の処理 によりRNA

の消失乃至稀薄化が見られ ると同時 にGram陰 性化乃

至その傾向が観察 され,且 つ その電子頸 微鏡所見はいず

も形態学的 に近似性多 く,Gram染 色にはRNAの 介在

が必要 であるよ うに考えられ る。なおパ ンクレアチ ソ並

びに40%三 塩素酷酸による除蛋白 においてG凱m陰

性化は見 られなかつ た。

rv細 胞膜及 び原形質膜

細胞膜 の存在については諸家の意見が大 体一致 してい
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るように思われる も,Kmy8i等 のは抗酸菌の細胞膜 は粘

着性 で伸展性に富む ことを述べてい る◎私 も細胞膜 の存

在を認めると共 に現在迄観察 され た多 くの原形質分離の

像等から細胞膜 は伸展性に富 み しか も原形質の粘性は高

いものと考えてい る。なお原形質膜について言及す るな

らば原形質が好水性膠 質を基礎 とし種 々の表面活性物質

を含有することか らも,そ の表面に被膜 を生ず ることは

当然でTonoPlastも4ま ぼ同様 の性質の もの と考えられ る。

v鞭 毛

人型結核菌FraRkfurt株,鳥 型結核菌抗研株 に鞭毛

を有する菌体 を認めた◎ このFrankfurt株 の鞭毛 にお

いては手振法による試料作製過程 よ り考え,著 しく強靱

であることは想像 に難 くない◎若 い培養 では見出されな

いで50乃 至60日 の古 い培養 の もの に多数認 められた

ことは,成 熟 してEetoplaSmath:発 達 しこの時代 には特

に補助運動器官 と しての鞭毛 の存在が生活の適応 と分化

の上に必要なのではなか ろ うか。

結 論

1)人 型結核菌には細胞膜 と多 くの ミセルを含有す る原

形質と電子不透過性小体及 び透過性小体 とが存在す る。

2)不 透過性小体は1乃 至数個で,DNA,蛋 白及び リ

ボイドが証明 されChromatinと 考え られ,分 裂期には

原形質内分散が見 られ る◎不透過性陰影 は主 と して高分

子DNAの 投影であるe

3)透 過性小体は若 い培養 では明瞭に多数認め られ,強

い内圧 を有 し,塩 基性並 びに中性色素 に不染性で,蛋 白

及び リボイ ドを証明することはできな い が,細 胞 の分

臥 増殖 と密接 な関係 を有す るもののよ うであ る◎

4)菌 体にはRNA及 び多糖類の分布が認め られる◎

5)い わゆるZiehl-Neolsen,Gram及 びMuch氏 穎粒

なるものの本態は ともに同一の ものでChrGmatinに 由

来するものである。

7)Gram染 色性は菌体 に分布 されたRNAの 介在 と密

蟄な関係があるものと考え られ る◎

6)人 型結核菌Frankfurt株,,霞 型結核菌抗研株 に鞭

毛を有す る菌体を見 出 した◎

(本研究に御懇篤なる御指導 と御校閲を賜 つた慶大石田

=郎 教授,同 牛場大蔵教授に深甚 なる謝意を捧 げるとと

もに,旧 ミノフ ァーゲン製薬研究部長市川 収博士 の御好

意ある御教示を深謝 し又,電 子顕 微鏡使用の便 を供 され

た日本専売公社察野 たば こ試験場病虫部長 日高醇博士の

御厚情 を謝 し併せて増井準治学士並び に杉山育 男学兄 の

御助力に謝意 を表す◎

本論文の一部は第26回 日塞 結核病学会総 会において

口述 した。なお本研究 に対 しては厚生省 よ り研究費の補

助を受けたことを附記 しここに感謝の意 を表す)
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実験的腸結核に関する研究知見補遺(第2報) 木 村 重 男

写真1第 皿群(7週SM群)の 腸粘膜

細網状類上皮細胞及び線維素様物質が疎なる網状を形成す

写真2第 皿群(7週SM群)の 腸粘膜
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議熱 繋屍.
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絨毛の一 部剥離 して粘膜面荒廃 す

写真3firv群(15週SM群)の 腸粘膜
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纏
ミ ご ら ゆ

一

粘膜の表眉に結締織芽細胞増殖し肉芽を形成す
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