
181

結 核 菌 お よ び そ の 他 の ミ コ バ ク テ リ ウ ム

の 形 態 お よ び 発 育 様 式 に 関 す る 研 究 補 遺

.,塩 基好性の菌体 と異染性顆粒

植 田 三 郎

京 都大学結 核研究所細菌血清学部

受 付 昭 和51年10月9日

結 核菌ない し一般 ミコバ クテ リウムの発育 様式 と,発

育 に伴 う形 態,染 色性の変化,推 移 に関す る所見,お よ

び それについての著者1)の 判断は,す で に繰返 し公 にし

た。すなわ ち発育 極初期 の集 落の貼 付標本の染色所見か

ら判断で きることは,鎖 状の配列お よび それか ら出た多

数の側枝,こ れ らの配列 の先端に常 に位置 を占める易染

性 の菌体 …非抗酸 性であ ること もあ り,ま た場合 によ

っては易染 性であ ると同時 に多少 と も抗 酸性で あること

もあ る … こそは発育 に直接 関与す る細胞 として重要視

せ なければな らない とい うことであ る。

もち ろん このよ うな判断を下 すためには,配 列の様式

に注意 した ことは因 よ りであ るが,同 時 にまた,そ の よ

うな位 置の 細 胞 の グラム染色 性,ハ ィデ ンハ ィン染色

性,新 鮮標本 中での染色 性,テ ル ール酸還元 性等 を勘酌

した ことは言 うまで もない。 これだ けで も上述の よ うな

判 断が充分 可能 であ ると考 えるが,し か しなが らこの よ

うな判断に更に一 層確かな拠 りどころを附加す ることが

で きたな らば と考 えて,表 題 のよ うな観察を試みた。

結核菌 ない し ミコバ クテ リウムの菌 体内顆 粒 について

は,種 々な染色法 によ る,あ るいはまた位相差顕微 鏡,

電子顕微鏡 によ る観察 が少な くないが,そ の中では異染

性顆粒 に関す る最近 のWintersheida.Mudd2)3)の 観

察 がまず注意 を引 く。氏 らは さきに位 相差顕微 鏡で見出

し ミトコン ドリアではなか ろ うか と推 察 した菌体 内顆 粒

を,さ らに染色 の方法で検 討 した。すなわ ちT.T.C.お よ

びN.T.C.を 還元 して それぞれ特 異の色 調に染 め出 され る

顆粒 を観察 し,こ れ らの顆粒 がまた よ く熟 したLOffler

メチ レン青 の稀釈液 によつて も異染性 を示 す ことか ら,

ミ トコン ドリァであ ることの確 信を強 めた。

下記 の成績 は,氏 らの染色法 を多少変化せ しめ,し か

もそれ を上述 の如 く著者 が従来慣用 して きた発育極 初期

集落 の貼付標本 に適用 して得 た ものであ るが,そ れによ

れば,配 列 中の多数 の菌体 は塩基好性 の顕著 な もの とそ

うでない もの とに明 らか に区別 で き,し か も異染性顆 粒

はほ とん どこのよ うな塩基好性 の菌体 の内部 にのみ存在

した。 しか もこのよ うな菌 体は,発 育 に直接 関与す る菌

体 として著 者が従来重要視 して きた ところの菌体,す な

わ ち配列の先端に常 に位置 を占める易染性の菌体 その も

のであ ることを知った。

1材 料お よび方法

菌株。入型菌 としてはH37Rvお よびF株,鳥 型菌 と

しては鳥京株,非 病原性 の ミコバ クテ リウム としてはス

メグマ菌 を供試 した。

N.T.C.に よる染 色。上記の各菌株の稀薄 な菌液 の1滴

をキル とナ ー培養基 に混 じて37℃ に置 き,肉 眼で辛 じて

認 め うる程度の初期菌膜 が発育 した時 に,0.1%のN.T.

C.液 を培養基 中に1/10の割合 に成 るよ うに静か に加 えた。

370℃2時 間放置の後,型 の如 く小型の 白金 スパ ーテル

で初期菌 膜 を掬い とつて,予 め載物硝子上 に置い た1滴

の蒸溜 水中に静 かに浮ばせた。孵艀卵器 内で乾燥せ しめ,

初期 菌膜が載物 硝子の面 に固着,貼 付せ られ てか ら,純

アルレコールで固定 した。多 くの場合 この ままで油浸検鏡

したが,菌 体の輪廓 が不鮮明 な時 は,1%サ フ ラニ ンで

数秒 間染色 後検鏡 した。

稀 釈LOfflerメ チ レン青液 に よる染色。まず発育初期

菌 膜を上記同様 に して載物 硝子 に固着,貼 付 して エタノ

ールレで固定 した。LOfflerメ チ レン青 の よ く熟 した もの

を用意 し,蒸 溜 水で100× に稀釈 した液 で まず1分 間染

色 し,次 で1%エ オ ジン水溶液(pH3.5)で1分 間処置

したこ。

ヤ ーヌス緑 によ る染色 。上記 と比 較す るため念の ため

に試 みたのであ るが,１,000× 液 を用いてN.T.C.の 場合

と同様 に実施 した。

1[成 績

1.N.T.C.に よ る染色

言 うまで もな く,菌 型,菌 株 によつて配列 に粗密 の差

があ り,し たがって観察 に多少 の難易 はあつたが,い ず

れの菌型,菌 株 を問わず,N.T.C.に 染 ま る顆粒 は,概 し

て配列 の先端に位置 す る菌体 の内部 にのみ観察 で き,配

列 の基部 に連 る菌体 内には見 ることはで きなかつた。最

も観察 が容 易であつた スメグマ菌の場合 を示せば図1の

如 くで あつ た。
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顆粒 には大小,濃 淡 があ り,か つ配列の それ ぞれ の位

置 の菌体 内の その数 もまた必ず し も一定で は な か つ た

が,概 して言 えば,配 列の最 も先端に位置す る菌糸形 内

には通常2コ,続 く桿 状形 内には多 くの場合 その両極 に

1コ あて計2コ,さ らに続 いて連つた桿状形内で は,上

記桿状形 と同様 であ るか,あ るいは 一端にたこだ1コ で あ

つ た。 因みに短 小な発芽 の内部には通常顆 粒 を見 なかつ

た。 これ らの細胞の後に連 つた多数の桿状形内 には通常

顆粒 を見 ることはで きなかつた。

2.稀 釈Lofflerメ チ レン青液 によ る染 色

a.塩 基好性 の菌体

上記 のよ うな染色 法を用いてまず注意 を引 い た こ と

は,配 列 中の多数 の菌 体が青 染す る もの と淡 く赤染す る

もの とに劃然 と2種 類 に分 れた ことで あつ た。 くわ し く

言 えば,配 列 の先端に位置 す る菌糸形,続 い て連 る1な

い し2コ の桿状形 お よび それか らでたこ発芽 は青染 して塩

基好性 を示 したこに もか かわ らず,こ れ らの形態の後 に連

つた多数 の桿 状の形態 はすべて エオジンによつて淡赤色

に染 まつた。多少観察 に難易 の別は あつたが,上 記 の所

見 は供試 したいずれの菌型,菌 株 に も共通 した もので あ

つて,従 来著者が易染性の菌体 として重要視 して きた も

のは,こ こに見 た塩基 好性の菌体 に該当す るこ とを知つ

た。因みに この塩基好性 は0.05%RNase55℃30分 間

お よびN-HCl60℃10分 間の処理後 にはほ とんど消失

したこ。

b.異 染性顆粒

上記の染色法 によつて,図2,3,4に 示 したこ如 く,配

列 の先端 に在 る細胞 内に異染性 で赤紫色 に染 まつた円形

顆粒 が明瞭 に出現 した。その位置 お よび数 は上記N.T.C

.還元性 の顆粒 とほぼ一致 した。すなわ ち配列の最先端 の

菌 糸形 においては,そ の前端 に近 く1コ,そ の後端 に近

く1コ 計2コ を見,続 いて連つ たこ.な い し2コ の桿状形

におい ては,そ の 両 極 にそれぞれ1コ あて計2コ を見

た。続 いて連 つた桿状形す なわち通 常発芽 を完 了 した桿

状形 においては,そ の一 端すなわ ち発芽 のでたこ方の端部

にただ.コ の顆粒 を見たにす ぎない。 しか して これ らの

後に連 つた多数の桿状形 は上記の如 く後染色 のエオ ジン

に よって淡赤色 に染 まっ て塩基好性 を示す こ とな く,ま

た異染性 の顆粒 を も示 さなかつ た。因 みに短小 な発芽 の

内部 には異染性顆粒 を見 るこ とはで きなか つたが,そ の

や や発育伸長 した ものでは,上 記菌糸形 におけ ると同様

に2コ の異染性顆粒 を示 した。因みに このよ うな異染性

顆粒 は細胞質 の塩基好性 と同様 に,0.05%RNase55℃

30分 間 お よびN-HCl60℃10分 間の処理 後には,上 記

の染色 法に よっては出現 しなかった。

なお ヤーヌス緑 によつては,顆 粒状の染色 はほ とんど

起 らず,む しろ菌体の染色が起つ た。

III総 括 な らび に考案

通常 の塗抹の方法 で作 られたこ標本 中に分 散す る個 々の

菌体 につ いて,そ の形態,染 色性 ない しはその内部微 細

構造 を観察,検 討す るこ とに も因 よ り興 味があ るとは思

うが,こ のよ うな方法 においては,そ れぞれ個 々の菌 体

につい て観察 で きた所見 は,当 該菌 体についてのみ云 々

で きる ものであつて,標 本 中に散在 す る多数 の菌体 の多

少ずつ違 つた所見 を結 び合 せて考察 を加 え,一 貫 した系

統立 つた理解 を うることは到底 困難 であ る。 これを敢 て

しよ うとした ことが,今 日見 るよ うに結核菌 の形 態,染

色性,発 育様式 の理解 に混乱 を招 いた因ではないか と考

える。著者 は この点を特 に顧 慮 し,従 来専 ら発育 極初期

の集落 の貼付標本 を作 つて,発 育 してで きたままの配列

中のそれぞれの位置 の菌体 を順を追つて観 察す ることか

ら,結 核菌 ない し一般 ミコバ クテ リウムの発育 様式 を,

また同時 に発育 に伴 うそれぞれの菌 体の形 態,染 色性の

変化,推 移 を考察,理 解 しよ うとした。 その結 果は,鎖

状 に連 り,さ らにまた鎖 状に配列 した それ ぞれの菌体か

ら側枝状 の配列 を出す。 この特 異な配列 こそは,結 核菌

ない し一般 ミコバ クテ リウムの特殊 な発育 様式 を端的 に

示す ものであつて,し か もこの よ うな配列の先端 に常 に

位置 を占め る菌体 は,そ れ らの後に連 る多数 の 菌 体 と

は,そ の形,染 色性 が顕 著 に相違す る ところか ら,こ の

ような易染性 の菌体 こそ,発 育 に直接関与す る もの とし

て重要 視すべ きことを強調 した。

今回 もまた従来 とほぼ同様 な観察方法 を用 い,し か も

それ に上記の よ うな染色法 を組合せ て検討 したのであ る

が,そ の結果 は,従 来易染性 の菌体 として注意 して きた

ものは,上 記 のよ うな染色法 によつて もまた,そ れ らの

菌体 の後に連 る多数 の菌体 とは顕 著に染色性 を異 にし

その細胞質 は塩基好性 であつて,異 染性顆粒 もまた概 し

て この よ うな細胞の内部にのみ観察 した。す なわ ちこの

よ うに して,配 列の先端 に常 に位置 を占める易染性 の細

胞 こそは発育 に直接関与す る細胞で あろ うとす る考 え方

に,さ らに一つ の有力 なよ りどころが与 え られた。

それぞれの所見を今少 し く詳 し く吟味 したこい 。Winter-

scheid a.Muddは 結 核菌菌体内 に還元能 の強い,異 染

性 の顆粒 を見 出 して,こ れ こそは ミトコン ドリアに相違

ない と判 断 したこ。著 者は氏 らの方法 を変化 せ しめ,上 述

の よ うに高 度に稀釈 したLOfflerメ チ レン青液 に よる染

色 に,さ らに エオジン(あ るいは コンゴーレッ ド)による

後処置 を加 えることを試 みた。 しか もこの よ うな染色 法

を配列の正 しい発育極初期の集 落の貼付標本 に適用 した

結果 は,異 染性顆粒の染色像 を鮮明 にす るこ とがで きた

だ けで なしに,配 列の先端 に位置す る細胞 は塩基好性で

あるに もかかわ らず,そ れ らの細胞 の後 に連 る多数の細

胞 はほ とん どない しは全 く塩基好性 を欠 くこ とを知 るこ
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とがで きた。 しか も異染性顆粒 はほ とんど常 に これ ら塩

基好性の細胞の内部 にのみ観 察す ることがで きた。すな

わ ちこの よ うな塩基好性 の細胞質 内に還元能 の強 い,酵

素 活性の顕著 な顆粒 …恐 らくは ミトコンド リアであろ

う… を持つ細胞が,そ れ らのいず れを も欠 除す るとこ

ろの配列の基部の多数の細胞 と同列 には論ぜ られない重

要 な もので あることは容易 に理解せ られる。

この よ うな細胞の内部 にお ける異染性顆粒 の態度,消

長 を追 跡す ることは さ らに興味深い。図5は 鳥型菌 の場

合 を模型 図 として示 した もので あるが,配 列 の最先端 の

菌 糸形 では,顆 粒 は通常 中央部やや前端寄 りに1コ と後

端 よ りに1コ 計2コ を見 る。続いて連 る1な い し2コ の

桿 状形 では,顆 粒は両端 に1コ あて計2コ を見 る。続い

て連 る桿 状形 すなわ ちこの位 置の桿状形か ら通常発芽 し

つつあ るが,顆 粒 は発芽 には移行せないで,発 芽 を出 し

た側の桿 状形 の端部にただ1コ 残存す る場合 が 往 々 あ

る。以下 に連 る多数の桿状形 の内部 には顆粒 を見出す こ

とはで きない。因みに発 育 して上記菌糸形 と同様 に伸長

した発芽 では,上 記菌糸形 と同様 の位置 に2コ の顆粒 を

見 るのが通常 であ る。

図5

よ く熟 したLofflerメ チ レン青液 の稀 釈液 を用い た場

合 に,こ のよ うに異染性 を示 しつつ染 め出 さ れ る 顆 粒

が,T.T.C.あ るい はN.T.C.を 用 いた場合 に染 め出 され

る顆粒 と完全 に一致 す るか ど うか,ま た稀釈Lofflerメ

チ レン青液で は果 して異染性顆粒 のみが選択 的に染め出

されてい るか ど うか,あ るいはまた これ らの方法に よる

染色像 とヤ ーヌス緑 によ るそれ とが全 く異な るのは何故

か等 々なお検討 の余地 が残 きれてはい るが,い ずれに し

て も,上 述 の所見か らす れば,菌 糸形 は,異 染性顆 粒 を

欠 くところのその前半分 よ りは,そ れを持 つ ところの後

半分の方が よ り成熟 した部分 であ ると見做 す ことがで き

よ う。次 に連 る桿状形 は菌糸形 の後 半分 と全 く同一 の染

色像 を呈す る ところか らみて も,菌 糸形 の後半分 が分 節

してで きた もの とい うこ とは考 え易 い。 この桿状形 はや

がて さらに成熟 して後発芽す る。 しか して これ らの塩基

好性,易 染性の細胞の後 に連 る ところの多数 の細胞,す

なわ ち既 に発芽 を完了 した細胞 は,そ の配列 中の位置 か

ら判断 して も,ま たそれ らの細胞 がほ とん どない しは全

く塩基好性 を も欠 き,ま た酵素活性 が強い と見 られ る上

記の よ うな異染性顆粒 を も欠 除す ることか ら見て も,こ

れ らの細胞 は発育 に直接関与す る細胞 であ るとい うよ り

は,む しろ既 に生活物質… 核 物質 については次編に譲

るが … を失つ た細胞 と見做 さざ るをえない。

上記において は,抗 酸性 との関連 については触れなか

ったこ。 それ は次の よ うな理由か らであ る。すなわ ち従来

繰返 えし論 じた よ うに,抗 酸性 なる染色性 は本来細胞 の

一 次的な基本的な染色性 とい うよ りは,む しろ細胞 の変

性 に伴 れて出現す る二次的 な染色性 とも見做 す ことがで

きるだけでな しに,後 編 に もまた吟味す るよ うに,こ の

染色性 の所在が問題視せ られ,果 して細胞質 その ものの

染色性 であ るか ど うかが疑われ るか らである。

結 論

発育極 初期 の集落 にNT.C.を 添加 して,還 元能 の強 い

顆粒 を配列 の先端 に位 す る菌体内 にのみ観察 した。高 度

に稀釈 したLofflerメ チ レン青液 で短 時間染色 し,エ オ

ジ ン水溶液 で後処置 す る方法に よつて もま た,異 染性顆

粒 を鮮 明に染 め出す ことがで きた。

しか もこれ らの方法 によれば,配 列 の先端 に位置 した

菌体 は常 に塩基好性で あつ て,そ の内部 に異染性顆 粒 を

蔵 したに もかか わ らず,こ れ らの菌体 の後に連 つた多数

の菌体 はほ とんど塩基好性 を示 さず,異 染性顆 粒 を もま

た持た なかつ た。

これ らの所見は,配 列 の先端 に位置す る易染性,塩 基

好性 の菌体 こそは,発 育 に直接関与す るもの として重要

視 すべ きことを示す と同時 に,.こ れ らの菌体 に立脚 して

こそ初めて結 核菌(ミ コバ クテ リウム)の 発育様式 が理

解 で きることを示す もの と考 える。
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Fig.1ス メ グ マ菌 発 育 極 初 期 菌 膜,N.T.C.添 加2

時 間 後 貼 付,固 定,1,500×

Fig.3鳥 型 鳥京株発育極初期菌膜,同 上

Fig.2ス メ グ マ菌 発 育 極 初 期 菌 膜,貼 付,固 定 後,

100× レ フ レル,メ チ レ ン青 液.分 間,1%

エ オ ジ ン液(pH3.5)1分 間染 色,1 ,500×

Fig.4人 型H37Rv発 育極 初期菌 膜,同 上


