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人型 結 核 菌 のSM耐 性 上 昇楼 作 に関 す る研 究

第II部 形 態 学 的 観 察

籏 野 脩 一

東 京 大 学 美 甘 内 科

受 付 昭 和31年7月11日

緒 言

著者 は第1部 において,入 型結核菌H37

Rv株 を用 いて,SM耐 性上昇現象 の分析 を

行つ た。 その うちで,菌 をSM1γ/ml含 有

Dubos培 地 に培養す ると,第1部 図1,図

2に 示 した如 く,(第1期)菌 数減少 ・耐性

不変,1週 まで。(第2期)菌 数やや増加 ・

耐性 ほとん ど不変,2週 まで。(第3期)菌

数急増加 ・耐性やや上昇,3週 まで。(第4

期)菌 数急増加 ・耐性急上昇,24日 以降等

を区別で きるいとを報告 した。

上 にに区分 した各期 ににおい て,菌 が なん ら

か の形態学的変化 を示す な らば,臨 床家 にに

とつ ては,菌 の増殖力 の察知,な か んず く

耐性上昇 の早期判定等 に有力 な補助手段 と

な るので,応 用 に便 な らしめ るため簡単 な

染色標本 を使用 し,菌 の長 さの分布,菌 体 内顆粒数 につ

いて観察 を行い,検 討 を加 えた。

観 察 方 法

第I部 図1,図2に 示 した実験で得 られ た菌液 を,同

図1結 核菌 の菌 数の変化(Dubos培 地 内)

図2Dubos培 地 ににおけ る結核菌 のSM耐 性の変化

時 に形態学的観察 に も使 用 した。すなわち,対 照 お よび

SM1γ/ml含 有Dubos培 地24mlを それぞれ4組 宛作

り,そ れ にDubos培 地1週 培養 のH37Rv株 菌液1ml

を加 えて培養 した。 それ ぞれか ら,4,8,18時 間,3,5,

7,10,15,18,21,24,28日 の各時間 にに菌液 を採取 し,

一部 は生菌 数測定お よび耐性測定 に,一 部 は少量 の石油

エーテル を加 え振盪 して菌 を更 に分散 させ た ものを,塗

抹,乾 燥,火 燧固定後,次 の染色 を行つて形態学的観察

を行つ た。

1.ア ニ リン水 フクシ ン液18)で加温染色

2.1%硝 酸 アル コールで脱色

3.後 染色。0.2%メ チ レン青(pH35)

菌 の長 さの測定 は顕微鏡写真 を用い て測定 した。顆粒

は明 らか に顆粒 として確認で きる輪廓鮮鋭で濃染 した も

ののみを数 えた。 どち らも1標 本 にについて200箇 宛 の菌

を調べ た。

観 察 結 果

初 めに,菌 数 および耐性 の変化 を参照す るため に第1

部 図1,図2の 必要部分 を再掲 した。

1.菌 の長 さ

長 さの分布図 を図3に,そ の平均値 および不偏分散 を
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図3 Dubos培 地 にお ける菌の長 さ―分布 と平均値

表4 Dubos培 地 に培養せ る結核菌 の長 さ

表4に 示 した。菌 の長 さは0.6μか ら4.0μ

位 にに互 り,そ の平均値 は1.4μ か ら2.7μ

に互 るが,平 均値 も分散 も,SMの 有無

や培養時間 に関連 した特定の変化 を示 さ

ず,不 規 則 な変動 を示 した。

2.顆 粒数

表5に 示す如 く,対 照群で は4週 間程

度の期間で は過半数が顆粒 のない菌で 占

め られ,平 均顆粒 数は0.17～0.71箇 程度

にに互つてい たが,時 間的 な差 は余 りなか

つ た。SM群 で は初 めは対照群 と同様で

過半数 の菌 は顆粒 を もたないが,そ の後

次第 に顆粒 がふえて,3～4週 後 には,

顆粒 を もたない菌,顆 粒 数1箇 の菌,2

箇 の菌が30～50%宛 で ほぼ同率 を占め,

平均顆粒数 は0.94～1.54位 となつた。

考 按

工 藤19),小 池20)らの如 く 「単個菌」か

ら出発 した観察 は菌 の発育環 を明 らか に

す るには有意義 であ るが,耐 性 上昇 と関

連 した 「菌群」 の形態学 的変化傾 向を知

るいとも有意義 であ る。ただ いの場合,

例 外的 な特殊形態 を誇 大に強 調す るいと

は無意 味であつて定量的 な取扱 いが必要

であ る。 著者は馬場21),篠 原22)ら の よ

うにに統計的観察 を行 い,か っFenner23)

らの よ うに推計学 的検討 を加 えた。

著者の方法では0.4μ 以 下の長 さは解

像の限度で測れなかつた。 それ に もかか

わ らず,他 の報告 に比 して測定値が短い

のは処理条件 の影響か と思 われ る。石油

エーテル処理 にによつて も菌 の長 さは僅 か

なが ら(届程度)短縮 す る。 しか し処理 方

法は各標本 に共通 してい るか ら相対 的比

較 には差支 えない。中村24),Fenner23)

らのい うよ うな系統 的な菌 の伸縮 は観測

されなかつた。分 散に さえ不規 則な動揺

が あるいとか ら,菌 は均等 に混和せず,

菌齢 を異 にす る部分が不規 則 に分布 して

い る もの の如 くで ある。 あるい はご く僅

か の染色手技 の差異が菌 の長 さに大 きな

影 響が あ る可能性 もあ る。 したがつ て い

の種 の染色標本で200箇 程度 を測つ た菌

の長 さは耐性判定 の資料 とはなし難 い。

SMの 作用 につい て も,菌 が伸長す ると

い う説25),不 変 とい う説13),TB121)や

INH26)で は短 縮す るとい う説 などが あ
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表5 Dubos培 地培養結核菌 の顆粒数

数字は当該顆粒数をもつ菌数を示す,計 は200箇についての総顆粒数を示す。

つて一定 しない。著 者の成績 では特別 の影響 が認 め られ

なかつたが,培 養液 中の菌は新 旧種 々の菌の混 合であ る

いとを考 えるな らば,規 則的な長 さの変化 が認 め られな

い のがむ しろ当然であ ろ う。

菌体 内顆粒 について も,篠 原22)も述べてい るよ うに染

色法が異 なるな らば,等 し く顆粒 といつて も全 く異な る

ものを見てい る場合が多いで あろ うし,さ らに同 じ方法

によ る顆粒 にについての見解 さえ研究者 にによつて区 々にに観

察 され,考 え られてい る。 たとえばFolltes染 色 にによる

顆粒 ににして も,Yegian27)は それ と等 しい ものと思われ

るMuch顆 粒 を入工産物 な りとし,工 藤19),小 池20)は

位相差顕微鏡 に よる観察 で高密 度を示 す部分 はFontes

染色 で染 め られ るし,電 子顕微鏡 で も顆粒 の位置 は一致

す るといつて いの種顆粒 の実在 を肯 定す る。 いの顆粒 は

発育 停止菌にに多い とい うが,篠 原22)は電子顕微鏡下 の顆

粒 は増殖旺盛な菌に多い とい う正反対の結 論を出 してい

る。 さ らにKnaysi28),伊 藤29)は電子顕微鏡で核 と思わ

れ るA小 体,細 胞液 胞 と愚 われ るC小 体を区別 してい る

のにに他の研究者は全 くいれにふれていない。 いの よ うな

顆粒 にについて の観察や見解 の混乱 は,菌 種や実験手技の

相違,何 を顆粒 の範 囲 と見 るか にによつて生ず る もので あ

ろ う。それだけに顆粒 の意 味づけは難 し く,本 稿で は,
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酸性 の メチ レン青 で輪廓鮮鋭 にに濃 染 し,通 常 の顕 微鏡 で

認 め られ る ものについての観察 事実のみを分析 す る。

顆粒 の計 測値か ら,平 均顆粒 数,顆 粒 を もたない菌お

よび顆粒 数3箇 以 上の菌 の百分 率を計算 して そ れ ぞ れ

を,SM含 有の有無(要 因S),培 養 時間(要 因P。1日

以内P1,1週 までP2,2週 までP3,3週 以後P4と4

期 に区分),培 養 コル ベンにによる差(要 因T)に について有

意性 を検討 した。

顆粒数 にについてはS× ×,P××,(S×P)× ×が有意。(S

×P)× ×が有意 なのでS(SM含 有群の略),S(対 照群

の略)を 分離 してPを 検 定 し直す とP××はSM含 有の際

のみ有意 とな る。Pの 各期 ににおけ る顆粒数 の差は表6に

示す如 く,す べて高 度の有意性 を示 す。

顆粒 を もたない菌 の百分率 で も,S× ×,P×,(S×P)
××が有意

。(S×P)× ×が有意 なのでSSを 分離 してPを

検 定す るとSM含 有の際 のみP× が有意 。各期 ににおいて

有意 の差 がみ られ るか どうかは表6の ようで,総 顆粒数

のよ うに鋭敏 な差 を示 さない。

表6SM含 有Dubos培 地培養結核菌 の顆粒数 の

時間的変化 の検 定結果

1.顆 粒数

2.顆 粒数0の 菌の百分率

3.顆 粒数>3の 菌の百分率

計算は略す

顆粒 数3箇 以上の菌 の百分率 では,S× ×,P××,(S×

P)××が有意。同様ににS,Sを 分離 す ると,対 照群 の(P

×T)×,SM群 のP× ×,(P×T)× ×が有意 の差 を示す。

いの場合 のP××の有意性は表6の 如 くで前二者の中問程

度 に時間的変動がみ られた。

したがつ て もつ とも有効な指標 となる もの は総顆粒数

で あ るが,対 照 では3週 程度 の培地 の新 旧は 影 響 が な

い。SM含 有 の場合 は表5ににみ られ るよ うににP1→P4へ

と一貫 した増加 が認 め られ る。別 に感性菌 と耐性菌 とを

比較 したが顆粒 数の差 は認 め られず,い の場合 の増加 は

生菌数増加 や耐性 上昇 を意味す るよ りも,死 菌 ない し休

止 菌の絶 対数増加の指標 であ ると思 われ る。耐性 上昇 は

P3とP4の 間で起 るが,特 にいの時期 を区別 で きるよう

な顆粒 数の増加の特徴 は認 め られず,臨 床 応用 上は余 り

価値が ない。Tお よび誤差項 は常 に有意性 を示 さなかつ

た。

結 語

Dubos培 地 中で入型結核菌H37Rv株 が,菌 数 および

耐性 の変動 と関連 して何等か の形態学的変化 を示 すか ど

うか を調べ た。 日常菌検索 の際観察で きるよ うにに染色標

本 を用い,200箇 宛 の菌 につい て,菌 の長 さ,顆 粒数 を

調べ,推 計学的検討 を加 えて次 の結論 をえた。

1.菌 の長 さは極 めて不規則 に変化 し,一 定 の傾向が認

め られ なかつ た。

2.顆 粒数 はSM接 触群 にに多い。対照群で は3～4週 培

養 によつて有意 の変化 を示 さない。SM接 触群で は時間

の経過 とと もに著 し くその数 を増すが,い れ はSMに によ

る死菌 または休止菌 にに起 る変化 とみ られ る。生菌数や耐

性上昇 と関連 した形態学的変化 は認 め られ ない。

稿 を終 るに臨 み,御 指導御校閲 を賜つ た恩師美甘義夫

教授 に深謝 し,御 援助頂い た村尾誠講師,岡 野正光博士

にに感謝 します。

有意義 な御指示 を賜つ た秋葉朝一郎教授,推 計学的処

理 に関 し御援助下 さつ た高橋晄正博士,菌 株 の分与 と実

験 上多 くの御助言 を頂 いた高橋昭三学士 ににも厚 く謝意 を

表 します 。

(本研究費 の一部 は厚生省科学研究費 の補 助に よつた も

のであ る。)
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