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耐性結核菌 の染色性並に形態学的変化 と臨床像の関係

第1編 耐性結核菌の染色性について

助 手 中 村 智

東京医科大学外科教室(指 導 篠井金吾教授)

受 付 昭 和32年6月17日

1緒 言

肺結核 に対 す る抗結核剤 の普及 に伴 い,こ れ ら薬剤 に

対 す る耐性獲得菌 の出現が問題 とな り,こ れ に関 しては

1951年 以来内外共 に広 く研究 され,わ が 国において も賃

比 野,小 酒 井 らの研究 を始 め として,現 在 まで多 くの報

省 があ る。教室 の打越 は140例 の肺結核 の切 除肺病巣 内

におけ る結核菌 の動態 についての研 究を行 った結果,切

除肺病巣 内の約40%に 耐性菌が 出現 してい ると報告 して

い る。

長期 間に亘 る多量 の抗結核剤 の使用 に対 して,結 核菌

はそれに対 す る防禦 反応 として形態 的および機能 的に異

常 を起 す ことは理論 的に考 え られ ることで あ る。また各

薬剤 の作用機序が相異 な る点 よ り考 え ると,こ のよ うな

変異 も抗結核剤 の種類 によっては異 な るので はないか と

予想 され る。しか しなが らかか る考 えか ら結核菌 の耐性

獲得 の機序 を解 明す る一端 として,耐 性菌 の形態 な らび

に性状 の変化 を研究 した業績 は少 ない。

かかる点より私は耐性菌の特性を,主 として染色性の

変化および電子顕微鏡による形態的変化の面か ら追究

し,さ らに形態的に強い変化を示した耐性菌を保有して

いる症例の臨床像と菌形態との関係について研究を行っ

たが,本 編においては染色性の変化について述べる。

II文 献 的考察

一般 に耐性 を獲得 した菌が染色性 に変化 を示 すか否か

に ついては,Hunter(1953)は 葡萄i球菌の スル ファチア

ゾ ール耐性菌 では核染色が容易 にな る と 述べ,Shama-

han(1954)は ペニシ リン耐性大腸菌の核 染 色 で,通 常

light pinkを 呈 す る核が,light blueに 染色 され ると報

告 してい る。

耐性結核菌 についてはERuska(1952)は 試験管内

で実験的 に作成 したSM,PAS,TB1耐 性菌 の染色

性 を検討 した ところ,染 色性 の低下 と顆粒 の不規則化 を

きた してい ると述べ,わ が 国で も平本(1953)はPAS

耐性菌の18%,TB1耐 性菌 の8%に 染色性 の低 下が見

られ ると言い,ま た多賀(1953)も 同様 にSM耐 性菌 に

染色 性の低下 と顆粒 の不規則化 を認 め,INAH耐 性菌 は

抗 酸性を失 つた ものが 多数見 られ ると述べ てい る。馬場

(1955)も 顆粒染色 によってほぼ同様 な結果 を示 してい

る。 しか しなが らこれ らの研究 はすべ て試験管 内で実験

的 に耐性 を獲得せ しめた結核菌 を対象 とした もので,生

体 よ り分離 した耐性菌の染 色性 を系統的に追究 した研究

報 告 は見 当 らない。

しか し この問題は 日常結 核菌の検索 を行 う臨床医に と

って は重要 なことで あろ うと考 え,私 は 当教室にお ける

切除肺病巣 内よ り分離 した耐性菌について,そ の染色性

を検討 した。

なお,実 験 に使用 した菌株 は,肺 結核患者40例 よ り3

%の 小川培地にて分離 したSM,PAS,INAH,TB1

耐性菌お のお の10株 ずつで,対 照 には標準結核菌青 山B

株10株(培 養時期別)を 使用 した。

まず分離 した コロニーを標 準白金 耳を用いて1エ ーゼ

採 り,2ccの 蒸溜 水に入 れ均等化 して菌浮游液 を作 り,

これの1エ ーゼを載物 グラスに薄 く塗 抹 し,全 標 本を同

時に一定条件下にチ ール ネル セン染色,グ ラム染色 お よ

びFontes顆 粒染色 を行い,一 標 本について,100個 の

菌数 を数 え,そ の染色 状態 を標 準菌 と比 較 した。

III抗 酸染色性の変化な らびにその複元性

チ ール ネル セン染色 法で菌体 の抗酸染色性 を 見 る と

(表1),SM耐 性菌では,正 常に染色 されてい る ものは

表1耐 性結核菌の抗酸染色性

61%,や や淡染の もの11%,淡 染26%で,さ らに染色性

が著減 してい る もの は28%で あ る。PAS耐 性菌で は,

正常染色 は50%,淡 染41%で,染 色性の低下が著 しい。

またINAH耐 性菌で は正常染色が80%,中 等度の淡染が

10%で,染 色 の著減 は全 く な く,染 色性 は標 準菌に近

い。 しか しTB1の 耐性菌 は正常染色が36%,淡 染が61

%で,4剤 に対す る耐性菌 の中で は最 も抗酸性が低下 し
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て い る。

これ をさらに グラム染色 法で検討 す ると(表2),染

表2耐 性結核菌のグラム氏法による可染性

色性 はSM耐 性菌 は87%,PAS耐 性菌 は85%,INAH

耐性菌 は92%,TB1耐 性菌 は97%が 正 常染色 で,こ の

4者 は標準菌 の89%と 比 較 して著明な差異 は認 め られな

い。

以上の両染色 法に よる実験 成績 を,標 準菌 を100と し

て比 較検討 す ると(図1),グ ラム氏 法の染色性 にはほ

図1抗 酸染色性 の低下 度(50例)

とん ど変化が ないが,抗 酸性が標 準菌に近 い もの は,

INAH耐 性菌(85%),SM耐 性菌(66%),PAS耐 性

菌(56%),TB1耐 性菌(39%)の 順 で,INAH耐 性

菌 以外 は低 下 してい る。

図2各 種pH濃 度における抗酸性の減衰および復元性

次に,こ れ ら結核菌 を各濃 度のpH緩 衡 液に24時 間作

用 させた後 に,チ ール染色 を施 してその抗酸性 の増 減を

検討 す ると(図2),pH7に おい ては抗酸 性は標 準菌 で

は91%,耐 性菌 ではINAH75%,SM59%,PAS57%

TB139%に 保 たれ てい るが,そ れ よ り酸性が増 すにつ

れ抗酸性 は急激 に低下 し,pH1～2で は全 く抗酸性 を

失 うが,こ れ をアル カリ性液 に作用 させ ると,標 準菌で

は酸性液 と同様 に抗酸性低下 の傾向 を示す のに反 して,

耐性菌で は,さ らに抗酸性は増大 し,そ の復元性 を示 し

てい る。以上の成績 よ り,耐 性結核菌 は標準菌 と同様に

酸性 メヂ ューム中において はその抗酸性が 弱 め られ る

が,ア ル カ リ性液 に作用 させ ると,標 準菌 はpH7以 上

境地で は酸性液 と同様 に抗酸性 は低 下 す る 傾向が ある

が,耐 性菌では逆 に抗酸性が復元す るよ うで ある。

IV顆 粒染色性の変化

Fontes氏 の顆粒染色 を施 し,耐 性結 核菌の顆粒数お

よび顆粒の形態の変化 につい て検討 した。

表3耐 性結核菌の顆粒数の変異

まず顆粒数 を算定す ると(表3)SM耐 性菌で は顆粒

1～2個 の正常数の ものが52%,3～5個 の軽度増加の

ものが17%,5個 以上 に増加著明 な もの27%を 占め,ま

た,顆 粒の不明瞭な ものは4%に す ぎない。 し か る に

TB1耐 性菌は正 常数の ものは37%の 低 率で,不 明瞭の

ものが40%の 高率を占め,PASお よびINAH耐 性菌 は

この中間に ある。

以上の如 く耐性菌 の顆 粒数は 一定 せず,SM耐 性菌 で

は顆 粒数の増加 す るものが 多いが,PAS,INAHお よ

びTBl耐 性菌 では顆粒 数の増加 す るものは少な く,む

しろ顆粒 の不明瞭 な ものが 多 く見 られ,特 にTB1耐 性

菌 では これが著 しい。

表4耐 性結核菌の顆粒の可染性
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顆 粒の染 色性において も(表4),SM耐 性 菌では正

常に染色 されてい る ものは82%で,軽 度に淡染 されてい

る ものは14%,ま た,顆 粒の染色 性が不明瞭 な ものは4

%で 標 準菌に近 いが,TB1耐 性菌 では正常が わずか41

%で,染 色性 の著 減および不明瞭 な ものが44%を 占め,

PASお よびINAH耐 性 菌は この中間にあ る。

以上 の如 く顆粒 の染色性低 下を標準菌 に比べ ると,T

B1が 最 も悪 く,次 いでPAS,INAH ,SM耐 性菌 の

順であ る。

V実 験的作成耐性菌との比較

試験管 内で人工的 に薬剤耐性 を獲得せ しめた耐性菌 の

染色性 を,病 巣 よ り分離 した自然発生 の耐性菌 と比較す

ると(表5),実 験的耐性菌 の染色性の低下 は,SM,P

表5実 験的耐性菌と生体内耐性菌の可染性の低下率

ASお よびTB1は 共 に自然発生の耐性菌 に比 して遥か

に染色性が低下 してい るが,INAH耐 性菌 のみは両者が

近 似 してい る。

VI総 括ならび に考案

以上の実験を総括す ると,耐 性結 核菌の グラム氏 液に

よ る染色性 には著 しい変化 が見 られないが,抗 酸染色 性

は全般 的に低 下 し,そ の順位 は下記の如 くであ る。

標準 菌<lNAH<SM<PAS<TB1

次 に耐性結核菌 の菌体 内顆粒 は,実 験 的耐性菌 ではS

M耐 性菌 の顆粒数が著 しい変動 を見 るといわ れ て い る

が,私 の生体 内よ りの分離菌 では,SM耐 性菌 は顆粒数

の増加 を きたすに反 し,PAS,INAH耐 性 菌で は数 の

変化 よ りも,顆 粒不明瞭の ものが多 く,特 にTB1耐 性

菌に著 しい。

さらに顆粒 の染 色性 を見 ると,SM耐 性菌では著明な

低 下は見 られないが,PAS,INAH,TB1で は染色

の不 良な ものが 多 く,そ の変化 の順位 は下記の如 くであ

る。

標準菌<SM<INAH=PAS<TB1

細菌 の生活力 は,培 養基上の発育状態,動 物 に対 す る

病原性 によつ て決定 されてい るが,形 態的 あるいは染色

性の変化に よつて,そ の菌の生態 を憶測す ることは必ず

し も容易ではない。 しか し菌の染色性に よって菌の生態

を推知す ることがで きるとすれば,一 定の色素 に対す る

親和性 を もって判定す る以外にな く,こ の意味において

以上 の実験成果か ら考 え ると,耐 性菌 は一般 に抗酸性 を

失 うもので あつて,そ の程度は,INAHお よびSM耐 性

菌は抗酸性 を失 うことが比 較的少な く,PAS,TB1

耐性菌は その率が高 く,特 にTB1は 顕 著であ る。また

菌 を酸性 メヂ ューム中に一 定時間作用 させ る と,そ の

pHの 低下につれて耐性菌 も標準菌 も共 に抗酸性が著 し

く阻害 され る。 しか るにpH7以 上のアル カ リ性 メヂュ

ームに作 用 させ ると,標 準菌 では同様に抗酸性 が低 下す

るに反 し,耐 性菌 ではかえって抗 酸性が増加 し復元 され

る。 この ことは,耐 性菌 はその環境 によっては本来 の姿

に復元 し うることを示 してい る。

また,顆 粒の数お よび その染色性 の点か ら見 る と,耐

性菌 は一般 に顆粒数が増加す る傾向 にあ り,そ の程度 は

SM耐 性菌が最 も著明で ある。 これ に反 し,顆 粒の染色

性が悪 くなる もの はTB1耐 性菌が最 も多 くSM耐 性菌

はその1/10にす ぎない 。

以上の よ うな点か ら考 えると,同 じ耐性菌 で は あ る

が,SMお よびINAH耐 性菌 は,そ の生活力がか えつ て

増 大 してい る感 をいだかせ,PASお よびTB1(特 に

TB1)は その生活 力を抑圧 されてい るよ うに考 えられ

る。

なお,こ のよ うな変化 の起 る理 由は,各 薬剤 の結核菌

に対 す る作用機序 が朗 らかに されない限 り決 定的な こと

は主張で きないが,TB1耐 性菌 の変化が最 も強 く,S

M耐 性菌 に少 ない ことは,そ の作用機序 に差異 のあ るこ

とを予想 され る。

次 に染色性 の変化が臨床的 に如何 なる意義 を有 す るか

を考察す るに,耐 性菌が抗酸性 を失 うよ うな場合 には,

臨床上抗酸性染色 によつ て結核菌 の有無 を判定 す ること

は,耐 性菌 を対象 とした場合 には十分 な検索法で ない と

い える。 しか し私の研究 によれ ば,こ のよ うな もので も

pH9の アル カ リ性液に24時 間作用 させ ると,そ の抗酸

染色 性が復元 され るので,耐 性菌の塗 抹検査に対 す る1

つの新 しい方 法 ともな るのではないか と考 え る。また,

この ことは治療 上 に も1つ の示唆 を与え る もので,耐 性

菌が抗酸性 を復元 す ることが,無 耐性菌へ復元 す ること

を意味 する もの と仮定 すれば,治 療 上におけ る意 義は大

で あ る。 この点 については 目下引続 き研究 中であ る。

VII結 論

1954年 よ り1956年 までの間に,東 京医大外 科 に お い

て,肺 結核 患者よ り耐性菌を分離 し,そ の染色性につい

て観 察 した ところ,耐 性菌 は一般 に抗酸染色 性の低下が

見 られ るが,顆 粒数 および顆粒 の染色性 は増加 す る場 合

と減少あ るいは消失 す る場合が ある。SMお よびINAH

耐性菌 では この変化 が軽度であ るが,PASお よびTB
1

耐性菌では変化 が著 しい。(文 献は第III編に記載)


