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前 回の報 告Dで,発 育 極初期 の集 落の貼付標本につい

て観察 した結果 は,常 に配列 の先 端に位 置す る細胞のみ

が,塩 基好性 を示 し,か つ同時 に異染 性顆 粒 を持つ とこ

ろか ら,こ れ らの細胞 は,そ れ らの後に連 る多数の細胞

…塩基好性 でな く,異 染性顆粒 もまた持たない … と

は明 らか に区別せ られ ねばな らない ことを指 摘 した。 し

か もこれ らの塩基好性 の細胞 は,著 者2)が 従来発育 に直

接関与す る細胞 として重要視 せなければな らない ことを

主張 して きた ところの,配 列 の先 端の易染性 の細胞に よ

く一致す る ことを知 り,こ れ ら易染性 の紬胞を立脚点 と

す る発育様式 の考 え方に,さ らに一つの新 しい よ りどこ

ろを附加す ることがで きた。

今回 はさ らに進 んで,細 胞 の生活,発 育 上 よ り一層基

本的 な不可欠 の要素 であ るところの,核 物質 ない し核 小

体の所在 を明 らか にして,発 育様式 の考察 に資 したい と

考 えて,下 記 のよ うな観察 を試 みた。

ミコバ クテ リウムない し結核菌 の核物質 の観察 に も,

一般細菌の場合 とほぼ類似 の方法 が利用 せ られてい る。

すなわ ち染色法,お よび位相差顕微鏡,電 子顕微鏡 によ

る観察の方法が それで あつて,す で に多数 の研究者 によ

つて,種 々考 案,工 夫 を加 えつつ活用せ られ てい る。 それ

はい うまで もな く,Feimberg(1900),Nakanishi(1901),

Minder(1916),Kirchemstein(1922),Knaysi(1929),

Roman(1930),HoUamde(1932),Lindergrema.Me110n

(1932),Lewis(1941)ら 多 くの先進研究 者の流れ を汲 む

ものであ るが,染 色 法 としては,Piekarskiの 方法す なわ

ち塩酸加 水分解 後にFeulgen反 応 を試 み る方法,ま た

Robinowの 方法すなわ ち加水分解後 にギムザ液 で染色す

る方法,お よびLewisの 方法すなわ ち塩酸処理後にLoffl-

erの メチ レン青液 で染色 す る方法等,従 来一般細菌で よ

い結果 を与えた方法が,ミ コバ クテ リウムに もしばしば

利 用せ られてい る。 しか も最 近は これ らの染色法で得 た

所見を,位相 差顕微鏡,電 子顕微鏡 の所見 と対比 して検討

す ることが試 み られ3)～7),また さ らに は,在 来の各種染

色 法例 えば メチレン青 単染 色法,グ ラム法,ム ツフ法,

チ ール ・ネール ゼン法で観察で きる各種 の顆粒 との異同

が論議せ られてい る8～11)。

このよ うな観察,吟 味の結果 は,一 応の結論に近付 き

つつあ るやに も思 われ るが,ミ コバ クテ リウムに関す る

限 りは,残 念 なが ら,染 色 法において も,ま たその他 の

方法において も,未 だ的確に核物質ない し核小体 を捕捉

で きた とい うところまでは行つていない よ う に 思 わ れ

る。核染色 法の考 案,吟 味 その ものは,こ の研究 の直接

の 目的 ではないが,Chance12)が 四連菌 の核お よびCelI

waIIの 染色 のために考案 した方法か ら多少暗示 をえて,

少 し違 つた立場か ら染色法 に多少考 案 を加 えた ところ,

たまたま下 記の よ うな鮮明な所見 を与 える染色法 を得 た

ので,こ の染色 法 を前回の報告 と同様 にして,発 育極初

期 の集落 の貼 付標 本に適用 した結果 は,核 物質 は配列 中

の多数の菌体のすべての内部 に常 に見 る ものではな く,

配列 中一 定の位置,す なわ ち配列の先端 に在 る少数 の細

胞 内にのみ限 つて存在 す ることを知つた。 この よ うな事

実 およびその際 の核物質 の状態,数 等 に関す る所見 は,

著者 の従 来か らの発育様式 の考 え方 を支持す るよ うに思

われた。

1材 料および方法

菌株。人型菌 としてはH37Rvお よびFの 両株,鳥 型

菌 として は鳥京株,非 病原性 ミコバ クテ リウムとしては

ス メグマ菌 を供試 した。

発育極初期菌膜 の貼付標本 。前 回の報 告 と同様,上 記

各菌株 の菌液 の1滴 をキル ヒナ ー培 養基に加 えて37℃

に置 き,そ れ ぞれ適当 な 日数 の後,肉 眼 で辛 じて認 め う

る程度の初期菌膜 が発育 を始 めた とき,小 型 の白金 スパ

ーテルレで掬い とつて,予 め載物硝子上 に置 いた1滴 の蒸

溜水中に静かに浮べ,そ の まま孵卵器 内に静置,乾 燥せ

しめて初期菌膜 を硝子面 に固着せ しめ,貼 付 した。純 ア

ル コールで固定後染色 に供 した。

核染色法。(a)60℃ の1規 定塩酸 中に10分 間放置

して後,流 水中で5分 間水洗。1%ク リスタル紫水溶液

(pH3・5)で 染色 …非 病原菌は3分 間内外,鳥 型菌 は

5分 間内外,人 型菌 は10分 間 内外。水洗。1%コ ンゴー

し・ッド水溶液(pH3.5)で1分 間内外処理。水洗。

-注)色 素(結 晶 を乳鉢 中でよ く磨砕 しつつ,適 当量のpH3.5の
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蒸溜水を滴下して蔭解せしめ,一 旦濾紙で濾過しれ竜のを染色液

として使用した。

(b)塩 酸 に よ る処 理 は(a)と 同 じ,1%ク リス タル紫

水 溶 液(pH7.0)で30秒 間 染 色 。 軽 く水 洗 。1%コ ン ゴ

ー レ ツ ド水 溶 液(pH3.5)で1分 間 内外 処 理 。 水 洗 。

(c)塩 酸 に よ る処 理 は(a)と 同 じ,20× ギ ムザ液 で30

秒 間 染 色 。1%コ ン ゴ ー レ ッ ド水 溶液(pH3.5)で1分

間 内外 処 理 。 水 洗 。

上記3種 の染色法 中(a)が 最 も鮮 明な像 を与 えたが,

(b)(c)も また劣 らず興味が あつ た。 このよ うな簡単 な

考案 によつ て,鮮 明な染色像 をえた ところか ら見 ると,

在来 の染色法で今一歩分 明な像 を得難か つたのは,ギ ム

ザ染色液 にして も,ま た他 の染色液 に して も,pH7.0内

外 の一般 にやや濃厚 な染色液 を比較 的長時 間 作 用 せ し

め,し か も酸性色素液 によ る後処理 を試 みなか つた こと

にあ るいは原因 したのではないか が疑 われ る。非 病原性

ミコバ クテ リウムの多 くは,そ のよ うな方法 に よ っ て

も,核 を辛 じて認 めえない ことはないが,病 原性 の ミコ

バ クテ リウムでは,細 胞質 が濃染 す るため,核 の観察 を

困難 ない し不 可能 にす る …特 にpH7.0前 後 の染色液

を用 い るときに この ことが顕著 であ る。塩 酸処理 時間を

短縮 すれば,そ の傾 向はい よい よ強 くな る。逆に処理 時

間を延長 すれば,細 胞質 の染色性 が消失 す る時核の染色

性 もまたほぼ同時に失 われ る。 ここの ところに ミコバ ク

テ リウム特 に病原性の ミコバ クテ リウムの核染色の困難

があ るようであ るが,上 記3種 の染色法は この よ うな困

難 を或程度回避 しえた。

1【 成 績

ス メ グ マ菌 。

上記 の染色法 のいず れによつて も,他 の菌型 よ りも分

明な所見 を与 えた。 これは一 つには,そ の配 列が本 来や

や粗 であつて,一 般 に観察 が容 易なためであ ると も思 わ

れたが,図1に も明 らかな ように,配 列の最 も先端に常

に位置 を占め る菌糸形 は,よ く発 育,伸 長 した ものにお

いては,そ の前端に近 く1コ,後 端に近 く1コ 計2コ の

濃 染 した一般 に円形 の核小体 を見 るのが通常で あつ た。

後端 に近い核 はほとんど常 によ く濃染 したが,前 端 に近

い もの は往 々引伸 ばされ たよ うな形で あった り,あ るい

は淡染す るにす ぎない よ うな場合 もあつた。 また前端 の

核は,菌 糸形の前端部が分節 した時 には,相 接す る2コ

の核 として出現 した。菌糸形に続いて連 る1な い し2コ

の桿状形で は,そ れ ぞれ その中央部 よ りは前,後 端 のい

ずれか に偏っ て,濃 染 した1コ の核 を見 た。 さ らに続い

て連った桿状形 内 には,も はや核 を見 ることはで きず,

その前,後 端のいずれかか ら出 た発芽の うちには,必 ず

といつて よい よ うに,相 接 した濃染 した2コ の核 を観察

した。以下 に連 る多数 の桿状形 の内部には,も はや核 小

体 を見 ることはで きなか つた。ただ しそれ らの桿状形 か

らで た発芽 は,や や発育,伸 長 した ものでは,2コ の核

がその前,後 端 に分 れて存在 した ことは,上 記菌糸形 に

おけ ると全 く同 じで あつた。また比較 的長 い側枝 を出 し

た場合 は …その中の配列 は上記 主幹の配 列 と全 く同様

で あつたが …その先端 部の菌糸形,続 く1な い し2コ

の桿状形 内に,上 記 と同様な数お よび配置の核 を見た。

因 みに この染色性 は,0.05%RNase55℃30分 間 の

処理 によって も著 し くは影響せ られ なかつ た。

鳥型菌 。

(a)の 染色法 で比較 的分明な所見 をえた。配列が スメ

グマ菌 に比 較 して本 来やや密であ るた めに,ま た上記 の

如 き塩酸処理後 に もなお,配 列先端部の細胞 の塩基好性

が多 少 と も残つたために,観 察は必ず し も常 に容易で は

なか ったが,配 列 の比 較的粗 な集落 の部分 を選 んで観察

した結果 は,図2の 如 くで あつて,所 見 は概 して上記 の

スメグマ菌 に近似で あつ た。

すなわ ち配列 の先端の菌糸形内 には通常 その前,後 端

にそれぞれ1コ あて計2コ の核 を見,前 端部が分節 した

ものでは,そ の部の核は相接 した2核 として現 われた。

菌 糸形に続いて連つた1な い し2コ の桿状形 内には通常

1コ の核 を見たが,こ れ らの後 に続 いて連 つた多数 の桿

状形内には,核 を見出す ことはで きなか つた。因 みに発

芽 は菌糸形の前端部 の分節 した もの と同様で あつて,常

に濃染 した相接 した2コ の核 を示 した。集落全体 として

見 た とき,発 育極初期 の集落で あつたに もかか わ らず,

核 を持 たない細胞が大多数 を占め,一 部 少数 の細胞すな

わち上記 の如 くそれぞれ配列 の先端 に位置 した細胞 のみ

が核 を示 した ことは注意 を引いた。

入型菌 。

菌体 が一般 に短 小であ り,し か も発育 初期集 落中で も

す でに徐 々に コー ドを形成 しつつ出現 す る傾向が顕著で

あつたために,配 列 中の菌体 を順を追つて観察 す ること

が,上 記 鳥型菌 よ りもさ らに一段 困難 であつたが,初 期

集落 ない しコー ドの固縁 部の配列 の比 較的粗な部分 を選

んで観察 した結 果は図3の 如 くであった。

(a)の 染色 法がやは りこの場 合 もまた よい成績 を与 え

た。所見は概 して上記の鳥型 菌に類似 し,菌 体は仮令短

小ではあつて も,配 列の最先端の菌糸形内には通常2コ

の核 を見た。続 く1な い し2コ の桿状形内に1コ の核 を

見た。また発芽 の内部には相接 した2核 を見た。 これ ら

の細胞の後に連つた多数の細胞内には核 を染め出す こと

はで きなかつた。集落全体 として見 た場合,核 を持つた

細胞に比較 して それ を持たない細胞の数が意外に多い こ

とが注意 を引い た。

III総 括 ならび に考 案

上記のような染色法で種々の時期の核物質が剰すとこ
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うな く染 め出 されてい るか どうか,な お多 少疑問の余地

があ る。 しか も他 方,こ のよ うに して染 め出 された小体

が確 かに核 であ ると断定す るためには,DNaseに よる処

理 に際 して この小体 が どのよ うな態 度を とるか を確か め

る必要 があ ることはい うまで もない。 この点は また後程

報 告 したい と思 うが,ミ コバ クテ リウムに関す る限 りは,

この ような小体のDNase処 理に対す る態度は,他 の一

般 細菌,細 胞の核 とは大いに趣 を異にす ることだ けを附

記す るに留 めたい。

いずれに して も,こ の よ うな小体 はその染色性,形,

配置等か ら見 て,核 と見做 してまず まず大過 ない もので

はないか と思 う。特 に下記 において吟 味す るよ うに,発

育様式の考察か らして も,こ の小体 を核 と判 断 して著 し

い不都合が ない とい うよ りも,む しろそのよ うに判断す

るのが自然 なよ うに考 え られ る。

発育初期集落 の配列 中のすべ ての菌 体が この ような核

小体 を示す ので はな く,そ れは必ず配 列の先端に常に位

置 を占め る細胞 の内部にのみ見 られ る。すなわ ちこの よ

うな細胞 は従来著 者が易染性 の形態 として重要視 して き

た細胞であ り,ま た前 回の報 告で塩基好 性の細胞質 を持

つ ことを指 摘 した細胞 であ る。すなわ ちこれ らの 易 染

性,塩 基好 性の細胞内には,こ の よ うに して核 を見 るこ

とがで きるに もか かわ らず,こ れ らの細胞の後に連 る多

数 の細胞の内部には核 を染 め出す ことがで きない とい う

ことは,興 味あ る所見 といわねばな らない。か くて これ

らの易染性,塩 基好性 の細胞のみが ミコバ クテ リウムの

生活,発 育 に直 接関与す る細胞 であ るとす る著者の従来

か らの判断に,動 かす ことので きない一つの新 しい よ り

どころが追加 せ られた ことにな る。

次に このよ うに して見 出 した核物質 の態度 と発育 様式

との関係を眺 め ることは,極 めて興 味深 い。すなわ ち主

幹 の連鎖状 の配列 に して も,ま た それか ら分 れて出た多

数 の側枝様 の配列 に して も,そ こに配列 す る多数の細胞

の うちで,常 に配列 の先 端部に位 置を占め るのはやや長

い形 の菌糸形 であ るが,こ の菌糸形 の内部 では,前端 に近

く1コ と後端 に近 く1コ と計2コ の核 を見 るのが通常 で

ある。後端 に近い1コ の核 はほ とん ど毎常濃染 して分 明

に観察で きるが,前 端 に近 い核 は濃染す る場合 ももちろ

ん あるが,ま た淡染 して観察 のやや困難 な場合 もあ る。

この よ うに菌糸形の前端 に近 く存在す る核の態度 は興味

があって,菌 糸形の前端部が分節,分 離す る際 には,そ

の部分は全体 として濃染 す るか,な い しは濃染 した相接

した2コ の核を示す。菌糸形 に続いて連 る1な い し2コ

の桿 状形 では,核 は常に1コ であつて,桿 状形 の前,後

端のいずれかに偏つて存在す る……核が偏在す ることは

発芽 の様式 と関連 して眺め ると興 味があ る。更に後に続

いて連 る桿状形,通 常 この位置の桿状形か ら小 さい発芽

が出 るが,桿 状形 の内部にはすでに核 を見ないで,小 さ

い発芽 の内部 に濃 染 した相 接 した2核 を見 る。続い て連

る桿 状形 内に も核 は存在せず して,そ れか ら出たやや発

育,伸 長 した発芽 内では2コ の核 はそれ ぞれ前,後 端 に

分れて位 置 しようとす る傾向 を示す。以下 にさ らに連 る

多数の桿状形はいずれ も核 を示 さず,そ れぞれか ら出た

側枝様の配列 中で は,上 記 の主幹 の配列 中におけ ると全

く同様 に,や は り配列 の先端 部の細胞すなわ ち菌糸形 そ

れ に続 く1な いし2コ の桿 状形 お よび発芽のみが核 を保

持 す る。

上述の ことをスメグマ菌 にっ いて模型 図 として示 せば

図4の 如 き もの とな る。 なお前 回報告 の異染性顆粒 を同

時に附記 した。

図4核,ミ トコ ン ド リア と発 育 様 式

1.今 仮 りに1コ の発芽から発育が始まつたとすると,

2.発 芽の細胞が発育,伸 長するに件れて,2コ の核はそれぞれ前,

後端に分れて位置する。
5.充 分発育,伸 長して菌糸形 となれば,そ の傾向はいよいよ顕著に

なり,か つ異染性顆粒が図の位置に現われる。

4.概 略図の位置で分節する。 菌糸形の前端に在つた核は分裂して,

新 しく生じた先端の小細抱内に移行し,菌 糸形の後半は1コ の核

および2コ の異染性顆粒を持ったまま薪 しく1コ の桿状形を形造

る。

5.先 端刀小細胞は1.と 同様に発育,伸 長する。それに伴れて核はそ

れぞれ前,後 端に分れて位置する傾向を示す。

6.小 細胞は今や1コ の菌糸形に発育して,5と 同様2コ の核 と2ゴ

の異染性顆粒 とを示す。

7.充 分に発育しれ菌糸形は4と 同様にして,分 節して先端の小細胞

と1コ の桿状形とを作る。 概ねこの時期に基部の桿状形の核は分

裂して発芽に移行する。

8.先 端の小細胞は2,5と 匠様に発育,伸 長する。基部の桿状形から

出た発芽もま牝発育,伸 長する。
9.先 端の小細胞は今や菌糸形に発育し,基 部の桿状形から発芽して

出た小細胞 もまた,す でに菌糸形に発育 している。

10.先 端の菌糸形は分節し,先 端の小細胞の後にすでに3コ の桿状形

が連つて配列し,未 だ発芽していない最初の稗状形の内部には1

コの核 と2コ の異染性顆粒を見,続 いて連る桿状形の核は分裂 し

て発芽に移行し,基 部の桿状形から出た菌糸形は,す でに分節 し

て,1コ の小細胞 と1コ の桿状形 と楚生じる。発芽を完了 した桿

状形では異染性顆粒は次第に姿を消す。

核,異 染 性 顆 粒 と発 育 様 式 との 問 に は ほ ぼ 図4の よ う

な 関 係 が 成 立 つ の よ うで あ るが,こ こで まず 興 味 の あ る

こ と は,1コ の核 を持 つ細 胞 と2コ の核 を持 つ細 胞 との 区

別 で あ る。 発 芽,そ れ が 発 育,伸 長 し つ つ あ る菌 糸 形,

この よ うな 発 育 に 直 接 関 係 し,分 節 を繰 り返 えす と考 え

られ る細 胞 が2核 で あ るの に 対 し て,発 育 し ない と考 え

られ る細 胞,す な わ ち菌 糸 形 に 続 く1な い し2コ の桿 状

形 … … これ は む し ろ成熟 した 細 胞 で あつ て,菌 本 来 の 機

能 を営 み つ つ あ る もの と考 え られ る… … は 常 に1核 で あ
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る。ただ しこの よ うな桿状形 内の1核 も,や がて発芽す

るが,そ の際は2核 に分裂す る。このよ うに見 て行 くと,

発芽 内部の2核 は,前 端 に在 る もの と後端 に在 るもの と

は,そ の後の発 育過 程において,核 分裂 を繰 り返 えす速

さが違 うとい うことが注意 を引 く。詳 し くい えば,前 端

に在 る核 は,図4で お よそ1か ら4ま での週期で比較的

速か に分裂 を繰 り返 えし,し か も核の一半 は常 に配列先

端 の分 節内に留 まるた もかかわ らず,後 端の核 は一旦桿

状形 内に移行 し,図4で お よそ4か ら7ま での週期で比

較的遅 れて分裂 を繰 り返え して発芽 に移行す る。 この よ

うに発芽 内部 の2核 がそれぞれ違 つた フェースで分裂 を

繰 り返 えす とい うことに どの よ うな意味があ るのか,言

い換 え るとこの ことは結核菌 ない し一般 ミコバ クテ リウ

ムの どの ような特性 として表現 せ られてい るか,興 味の

あ ることで あ るが,こ の点 については後 目の報 告で検討

したい。

従来 と も,細 菌核 の分裂 が有糸分裂 であ るか それ と も

無糸分裂で あるか につい て多少論議せ られてい るが,上

記において観察 した ミコバ クテ リウ ムの核分裂 ……例 え

ば菌糸形の前端部が分節す る ときお よび桿状形か ら発芽

す るときに観 た ところの核分裂 は,上 記 の染色法,観 察

法では,そ れが果 して有糸分裂で あ るか,そ れ とも無糸

分裂 で あるか,そ の判断 は到底で き難 い。

要す るに,図4か らも分 るよ うに,核 は専 ら配列 の先

端に常 に位置す る細胞 内にのみ存在 し,か つ消長 す る。

この よ うにして核 を持つ細胞 は,と りも直 さず易染性,

塩基好性の細胞 に該当す る。す なわち配列 の先端 に常 に

位置す る易染性,塩 基好性 の細胞 こそは,ミ コバ クテ リ

ウムの発育 に直接関与す る細胞で あ るとして重要視すべ

きこ とを強調 して きた著者 の従来か らの主張 は,今 や こ

のよ うな一つ の新 しい具体的 な所見 によつて強固に支持

せ られた と同時 に,そ れに立脚 す る発育様式 の解 釈 もま

た,今 や確 固 とした基礎 の上に立 っ ことがで きた といい

うる。

結 論

1・ ミコバ クテ リウム(結 核菌)の 核染色法に考案 を

加 え,簡 単な方法で鮮明な所見 を得 た。

2.発 育極初期集落 の貼付標本に上記の如 き核染色法

を適用 した結果 は,配 列 の先端 に位置す る少数 の細胞 内

部にのみ核 を染 め出す こ とがで きた。 これ らの細胞 の後

に連 る多数の細胞には,核 を染 め出す こ とはで きなか っ

た。

3.菌 糸形 の前端部が分節 し,ま た桿状形か ら発芽す

る際,そ こに在つた核は2核 に分裂 して移行 した。

4.2核 の細胞 と1核 の細胞 とを区別す るこ とがで き

た。前 者は発芽,菌 糸形 等直接発育 に関与 し,分 節 を繰

り返 えす細胞 であつた。後 者はやや遅 れて発芽 を生 じる

細 胞であつた。

5.発 芽,菌 糸形 内の2コ の核は,そ れ ぞれ違つ たフ

エ ースで核分裂 を繰 り返 えした。

6.核 を持 つ細 胞は配 列の先端に常に位置 を占める易

染性,塩 基好性 の細胞に該 当 した。すなわ ちこの種細胞

こそ発育 に直接 関与す る もの として重要視せな けれ ばな

らない。 と同時 に,発 育様式 は この種 細胞に立脚 しての

み初 めて理解 が可能 であ る。
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Fig.1.ス メ グ マ菌 発 育 極 初 期 菌 膜 の 貼 付 標 本,塩 酸

60℃10分 間 処理 後,1%ク リス タル 紫 水溶 液墜

(pH3.5)3分 間,1%コ ン ゴ ー レ ツ ド水溶 液

(pH3.5)1分 間 染色,1,500×

Fig.2.鳥 型鳥京株の発育極初期菌膜の 貼 付標本,塩

酸60℃10分 間処理 後,1%ク リスタル紫水溶

液(pH3.5)5分 間,1%コ ンゴーレ ッド水溶

液(pH3.5)1分 間染色,1,500×

Fig.3.人 型H37Rvの 発育 極 初期 菌膜 の貼 付標 本,塩

酸60℃10分 間 処 理 後,1%ク リス タル紫 水 溶

液(pH3.5)10分 間,1%コ ン ゴ ー ソ ッ ド水 溶

液(pH3.5)1分 間 染 色,1,500×


