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緒 口

結核菌およびその他のMycobacteriumは その環境の

条件によって形態・染色性が著しく異なることは古 くか

ら注 目されてお り,近 時植田1は 特に発育極初期の菌膜

を配列を乱さずに観察する方法によって,形 態,染 色性

を異にした菌体が順序よく配列していることを見,こ の

方法によってこれら各菌体の発育段階を推測することが

可能であることを示した。

さて抗結核剤の作用機作を結核菌の形態学的な変化か

ら追及しようとする報告は決して少な くない2)～15)
。 し

かし従来多 くの研究者が用いた方法は菌液(種 々なる発

育段階の菌体が雑然と混在 している)に 薬剤を作用せし

め観察す る方法であ り,こ のような方法によっては如何

なる発育段階の菌体が薬剤の影響によつてそれぞれ如何

に変化するかを知ることはほとんど不可能であるか ら適

切な方法とは考えられない。このような欠点を除き
,発

育の各段階の菌体に対す る抗結核剤の影響を正確に知ろ

うとい う目的で著者は次の如 き方法を用いた。すなわち

植田がその観察に用いた方法にな らって,結 核菌の発育

極初期の集落(上 記の如 く形態,染 色性を異にした菌体

が発育段階にしたがって順序よく配列 している)に 抗結

核剤を鯛 せしめ,そ の配列を乱さずに観察した
。こ の

よ うな方法によれば,さ きに児玉16)もSMを 用いて少し

く試みているが,作 用前の菌体と作用後の変化 した菌体

との関係・さらにその集落中配列の位置によって如何な

る発育段階の菌体がそれぞれ如何に変化するかを推測す

ることができる。

抗結核剤 としてはSMお よびINH腿 び,初 期集落

に対す る作用を観察すると共 に,薬 剤を作用せ しめる条

件を種々変化せしめた場合(例 えば氷室中で作用せしめ

る等)の 菌の起す変化の差異,さ らに両剤を同時にある

いは時を異にして作用せしめた場合の変化 ,ま た薬剤作

用後の菌の生残,耐 性化,耐 性菌の薬剤による変化等に

ついて も検討 したが,本 報ではまずSMに よつて発育初

期集落が如何に変化するかについて述べ る。

材料および方法

菌 株 として は 人 型H37Rv株,鳥 型 鳥 京 株,非 病 原 性

Mycobacteriumと し て ス メ グ マ菌 お よびA -1株(土

壌 よ り分 離)を 供 試 し た 。培 養 基 は キル ヒナ ー液 体 培 養

基 を用 い た。SMはDihydro-streptomycin sulfateを 用

い,適 当 な濃 度 とな るよ うに キル ヒナ ー培養 基 に 添 加 し

たこ。

湿室内スライド培養法て7),滅菌 スライド上にキル ヒナ

ー培養基を1滴 置 き
,こ れに極 く少量の菌液を混じて,

湿室内に納めて37℃ に一定時間培養 し,初 期集落を形

成せしめる。しか る後SMを 含むキルヒナー培養基を1

滴静かに添加 し,所 要のSM濃 度 となるようにした後,

さ らに37℃ で作用せしめ,一 定時間後に湿室か ら取出

し,そ のまま乾燥,固 定,染 色した。

キルヒナー表面菌膜貼布法1) ,キ ル ヒナー培養基の液

面に初期集落を形成せしめ,こ れにSMを 添加 し,さ ら

に37℃ で作用せしめ,一 定時間毎にこの作用を受けた

初期菌膜 をスパーテルにて掬いとり,予 めスライド上に

置いた1滴 の蒸溜水に静かに浮かばせ,孵 卵器中にて乾

燥,固 定,染 角 した。

染色法 としては主にZiehl-Neelsen法 を用いた。さら

に一部には以下の如 く核染色、NTC還 元染色を併せ行

つた。

核染色18,主 としてスメグマ菌について行った。N-HCl
60℃10分 処置後,充 分に流水水洗 し

,1%Crystalviolet

(pH3.5)液 にて数秒間染色した。(薬 剤作用後の菌体

においてはCrystalviolet液 によつて短時間染色するのみ

でEosin等 による後染色は行わない方がよい結果が得 ら

れたこ。)

NTC(Neo-tetrazo1ium chloride)還 元染色19)
,培

養基にSMを 添加作用せしめた後,こ れに予めAutoclave

にて滅菌した0.1%NTC水 溶液を約1/10話量静 か に添 加

し,37℃2時 間後,菌 膜を上述の如くスライド上に貼

布し,そ のままあるいは1%Eosin液 にて数秒間後染色

して観察した。
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位相差顕微鏡下における観察一,一 上述の如き方法で

は薬剤作用前の所見と対比することによって推断するわ

けであるが,直 接にその変化を追跡す るたこめに以下の如

く行つた。すなわち滅菌 スライド上にSMを 含むキル ヒ

ナー培養基を置き,こ れに予め形成せ しめたこ初期集落を

浮かばせ,滅 菌カバーグラスで覆い,周 囲を封蝋し,恒

温装置(37℃)内 の位相差顕微鏡にて初期集落の変化を

経過を追つて観察したこ。

実 験 成 績

集落の配列の乱れが少ないよい標本をうるたこめには湿

室内スライド培養法が優れていたこ。またこ各菌型の初期集

落を形成せしめるに要す る日数はH37Rv株 で は7日,

鳥京株では4日,ス メグマ菌では3日,A-1株 では1日

前後が適当であつた。

これ らの初期集落にSMの 各濃度を作 用 せ しめたこ場

合,そ の示す変化の相違によつて阻止濃度,限 界濃度,

および変化を起 さない濃度の3段 階に分けることがで き

表1各 菌型におけるSMの 濃度と形態的変化の関係

た。すなわち表1に 示す如く,例 えばH37Rv株 の 場

合,10,000γ ～10γの濃度範囲(阻 止濃度)に おいてほぼ

同様な変化がみ られ,阻 止限界の17(限 界濃度)に お

いては10γ 以上の阻止濃度の変化 とは少しく異なる変化

を示した。0.1γ以下(限 界以下)の 濃度においては形態

変化は認めず,発 育にも影響を示さなかつたこ。さらに他

の菌型においてもこの3段 階に分けることがで きたこ。

以下観察の比較的容易なスメグマ菌よ り順に各菌型の

変化を詳述する。

Iス メグマ菌-,-SM各 濃 度における変化

(a)阻 止濃度(10,000γ ～10γ/cc)こ の濃度におい

ては発育はもちろん阻止 され,1日 後にはすでに菌体の

膨化,染 色性の低下を主としたこSMに 特徴的な変化がみ

られ,さ らに数 日後にはこの変化が一層顕著にみ られたこ。

すなわちZ-N染 色で配列の先端部の易染性の菌体にお

いては菌体は膨化し,多 少 とも抗酸性を有していたこ菌体

では抗酸性は弱 くな り,全 般的に染色性が低下したこ。時

間の経過 と共にこれらの変化は次第に顕著 とな り,膨 化

したこ菌体はその内部に易染性の顆粒の点在す るのが辛 じ

て観察しうるにすぎないまでに変化 したこ。しかし抗酸性

は低下す るが完全に消失す るまでには至 らない場合が多

かった。これ らの変化を受けたこ菌体 と共 に配列の基部(集

落の中心部)に はほとんど変化を受けない抗酸性の菌体

が約2週 間後においてもなお観察 されたこ。このような変

化を受けない菌体はやや大 きな集落では,そ の中心部に

かな りの数存在したこ。以上の如き変化は10,0007～10γ

の範囲においては濃度に関せず常にほぼ同様 に観察 され

たこ(図3)。

(b)限 界濃度(1γ/cc)こ の濃度を作用せしめたこ

場合のキルヒナー培養基の表面菌膜を肉眼的に観察する

と,わ ずかながら1～2日 間はなお菌膜が多少とも広さ

を増すのがみ られ,そ の後はほぼ不変であるが,10日 目

頃か ら再び発育が起 り,さ らにその蜘 後においては対

照と大差のないまでに増殖がみられた。

これを顕微鏡的に観察 したこ場合 も同様な経過 を 示 し

たこ。すなわち限界濃度における変化は上述の阻止濃度の

場合とほぼ同様な特徴の変化がみ られたこが,全 般的に軽

度であつた。たこだ2～3日 後すなわち菌膜が大 きくなる

のが止まる時期に一致して一部少数の菌体ではその一部

分が特に膨大したこ(図2).こ のような形 態 変 化 は

107以 上の阻止濃度では観察 されなかつたこもの で あ つ

て,限 界濃度における特徴ある形態変化の1つ で あ つ

た。以上の如 き変化は配列の先端部の菌体にのみみ られ,

基部の菌体にはみ られなかつたこ。さらに10H目 前後か ら

再発育が観察 されたこが,こ の再発育は上記の膨大した形

態の一部のものか ら起 る如くであつた。

この限界附近の濃度についてさらに詳細に,ま たこ時間

的にも詳しく検討したこが,上 述と差異を示す所見は得 ら

れなかつたこ。すなわち特に伸長したこ形態等を示したこもの

もなく,ま たこ所謂刺戟帯を思わせ る所見 も得 られなかつ

たこ。

(c)限 界以下の濃度(0.1γ/cc以 下)こ の濃度では

発育,形 態共 に対照と同様な経過を示し,影 響は認めな

かったこ。

IIA-1株-,-SM各 濃 度におけ る変化

A-1株 はSMに 対 して感受性が低 く,10γ 以下では影

響を認めず,100γ において限界濃度の所見を,1,000γ 以

上において阻止濃度の所見を認め,そ の変化はスメグマ

菌とほぼ同様であつた。なお限界濃度附近において,濃

度,時 間共に詳しく検討したこが,ス メグマ菌の場合と同

様で差異を示す所見は得 られなかつた。

III核 染色およびNTC還 元染色

主にスメグマ菌,A-1株 について行つた。核染色にお

いて,阻 止濃度作用後の菌体は全体として膨化 している

が,染 色される核は数,大 きさ,位 置等ほとんど作用前

の対照にみられたこ核所見と同様であつて,SM作 用後に

核分裂が続いて起つたと考 えられる所見はなく,ま たこS

M作 用1週 後においてもほぼ同様に観察 され消失するこ
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とはなかつたこ。限界濃度において もほぼ類似の核所見で

あつたが,特 に膨大したこ形態内に2コ ないし3コ の核が

染色 されるのが注日された。NTC還 元顆粒は,阻 止濃

度において,特 に配列の先端に位置する菌体内のものは

早期に消失 したが,配 列の先端か らやや離れたこ位置の菌

体内には大形の顆粒の少数が数日後にも残存するのが観

察 された。

IV位 相差顕微鏡による観察

スメグマ菌を用い10γ および17を 作用せしめて観察し

たこ。10γ(阻 止濃度)で は発育は全然み られず,菌 体の

全体的な膨化のみが注目されたこ。これに対して17す なわ

ち限界濃度では初期の変化のみ追跡しえたにす ぎな い

が,こ の濃度ではSM作 用後 も発芽および分節がなお1

～2回 徐々に繰返された後に発育が停止するのが観察 さ

れたこ(図7,8)。

V鳥 京株-,-SM各 濃 度における変化

鳥京株は10,000γ～10γにおいて阻止濃度の変化を,1γ

においては限界濃度の変化を示したが,0。1γ以下では発

育,形 態共に何 ら影響を受けなかつた。

鳥型菌では対照の初期集落において易染性にのみ染色

される菌体はすでに比較的少数であつた。しかしその変

化は非病原性菌で観察した変化とほぼ同様な所見で本質

的な差異はないようであつた。ただその変化の推移がや

や遅く,ま た変化を受けない基部の抗酸性の菌体が比較

的多数認められた。また鳥型菌は限界濃度における上記

2菌株と同様な膨大した形態の形成が特に顕著で あつ

た。

VI人 型菌H37Rv株-,-SM各 濃 度における変化

H37Rv株 においてもその濃度と変化 との関係は上記

のスメグマ菌,鳥 型菌 と同様であったこ。配列の先端部の

菌体のみに変化がみられ,基 部の菌体には変化がみられ

なかったこともまた上記の3菌 株とほぼ同様であつた。

このような変化の推移は鳥型菌に比して遅 く,一 応明 ら

かな変化を認めるに要する時間はスメグマ菌 で 約15時

間,鳥 型菌で約1日 であるのに対して人型菌では約2～

3日 を要 した。また時間の経過 と共に変化を受ける菌体

の数が漸次多くなる(配 列の先端か ら基部に向つて変化

が及ぶ)が,約1週 後にはほぼ一定し,以 後変化を受け

ない基部の菌体の数は不変となる如 くであつた。人型菌

において もまた限界濃度では上記の3菌 株 と同様に数日

後に膨大 した形態が現われたが,そ の数は少なく顕著で

はなかったこ(図4,5,6)。

総括ならびに考按

以上予めMycobacteriumの 初期集落 を形 成 せしめ

て,こ れにSMを 添加して作用せしめ,配 列を乱さずに

観察した。このような方法によつて集落中の辺縁部に位

置する易染性の菌体(も ちろんこの中には同時に多少 と

も抗酸性に も染まる菌体が含まれているが)に のみ変化

がみられ,基 部(中 心部)に は変化を受けない抗酸性の

菌体が存在することが明 らかとなつた。ことに人型菌に

おいては配列の極 く先端部の菌体に比 してやや基部に位

置する同様の菌体は変化を受けるのが少しく遅れる傾向

を示すが,約2週 後においてもなお未だ変化を受けない

菌体が中心部に残存した。後報20〕 において明らかにな

るが,SMの 如 き抗結核剤が作用し特徴的な変化を起さ

しめうるのは,菌 が生活状態に在る時に限 られることか

ら考 えて,こ のような配列の基部の変化を受 けない菌体

は少なくとも生活状態にないものと考 えられた。このよ

うに初期集落においてすでにその基部に生活状態にない

あるいは生活力を失つた菌体が存在することは注目に値

いす る。またこのような所見は初期集落に薬剤を作用せ

しめしか も配列を乱さないようにして観察する上記の如

き方法によつて初めて得 られたこものであつて,従 来多く

の報告にみる如く,結 核菌菌液に直接薬剤を作用せしめ

る方法では大略の傾向は知 りえても,上 記の如 き所見は

得 られなかつたことは当然であろう。

次にSMを その作用の点か ら阻止濃度,限 界濃度およ

び全然作用を現わさない濃度の3段 階に大 きく分けうる

ことが明 らかとなつた。すなわち阻止濃度とはいわゆる

完全阻止濃度とも言 うべ きものであつて,こ のような濃

度ではSMに 特徴的な変化である菌体の膨化,染 色性の

下低を主とした変性過程を思わしめる変化が起つたこ。こ

の場合発育は直ちに止まることは位相差顕微鏡による直

接の追跡によつて も,ま た核所見か らも明 らかであ り,

SM作 用後か ら直 ちに変性過程が始まるものと考 えられ

た。また極 く高濃度に至るまでその所見はほとんど差異

を認めなかつたが,こ れは少なくとも形態学的には一定

以上の濃度 のSMは 同じ作用機作で菌に働 くことを示し

てい るものと考えられたこ。

これに対して限界濃度においては少しく異なつた所見

であつた。すなわちSMを 作用せしめた後で も少しく発

育増殖が許 される点がまず阻止濃度の場合との大 きな相

違であつた。このような高濃度と低濃度とのSMの 作用

の相違はBridgerら7),喜 多9)ら もその傾向を認めてい

る。またSMに よつて菌体の長さが延長する傾向を報告

するものが多いが,こ の点に関しては低濃度における菌

の微弱な発育の結果と見るな らば充分あ りうることと首

肯された。しかしなが ら上記の観察においては顕著二に伸

長した形態は出現しなかつた。さて少しく発育が許され

たこ後には,発 育が止まり,多 くの菌体は阻止濃度の場合

と同様に変性過程に移行するようであるが,そ の変化は

一般に軽度に留まつた
。しかし一部少数の菌体ではその

一部分が特に膨大するのが注目された
。しか もこのよう

な特殊な形態は発育が止まる時期に一致 して現われるこ

と,そ の内容が多核ないし多細胞であること,お よびそ
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のような形態か ら約1週 後に再び発育がみられること等

か らしても,こ のような形態は変性による変化と言 うよ

りもむしろ不適当な環境に対処す る形態変化であろうと

考 えられたこ。この点は次報21)に おいて明らかにするよ

うにINHの 限界濃度においてもまたこ類似の膨大 したこ形

態が出現すること,お よび高温下で培養 したこ場合にも同

様に出現すること22)と 考 え合せて興味深い。ここでは

しかしなが らいわゆる刺戟帯とも言 うべ き所見は得 られ

なかったこが,従 来の報告中にも同様の記載のない点か ら

見ても,い ずれにしても顕著には発現しないのではない

か と考えられたこ。限界以下の低濃度では,発 育,形 態共

に何 らの影響 も受けなかったこ。

供試 したこMycobacterium各 菌型において,変 化を起

すに要する濃度はおのおの少しく異なるが,SMに よつ

て起る変化には本質的な相違は認められなかつたこ。たこだ

その変化の推移の速度が各菌型の通常の培養基上での発

育速度によく比例したこ。このことは活動状態の菌にSM

が作用することの証左の1つ と考 えられたこ。ことに人型

菌では変化の発現が遅いたこめ,比 較的短時間後の観察の

みでは変化の全貌をとらええないのではないかというこ

とが憂慮される。

ここでSM作 用後の核およびNTC還 元 顆粒の所見に

ついて考察しよう。ここに用いたこ核染色法ではFeulgen

反応 あるいはDNAaseの 影響等は検討されてお らず,

またこSMの 作用で核以外のものが核と同様に染色され る

可能性 も考えられ るが一応上記の方法によつて染まつたこ

顆粒を核 として考察してきたこ。これは集落中における配

列中の菌体の位置とその菌体内の核 との関係か ら考 えて

さしたこる矛盾を示さないか らである。このような判断が

許されるならば,SMを 高濃度,長 時間作用せしめ,菌

体が崩解に近い像を示している場合で もなおかつ核は相

当よくその染色性を保持していることがわかつたこ。さら

にNTC還 元については菌液 としての活性をTTCあ る

いはNTCに よつて測定しようとしたこMacVandiviereら

23),金 井24),有 馬25)ら の報告および菌体内の還元顆粒

を観察しようとしたMuddら26)の 報告か らみて,こ の

反応は菌の活性の示標として興味深 く,近 時植田19)に

よつてさらに詳細に検討された。このNTC還 元顆粒の

うち配列の先端部の菌体内の顆粒はSMに よつて比較的

速やかにかつ容易にその還元能を失 うにもかかわらず配

列の少しく先端か ら離れたこ位置の菌体中のその少数はよ

く残存しうることが注目されたこ。これ ら核およびNTC

顆粒の所見はSM作 用後の菌の生残,再 発育の問題 と関

連して後報27)に おいて詳述される。

結 論

結核菌およびその他のMycobacteriumの 発育初期集

落にSMを 作用せしめ,そ の配列を乱 さずにSMに よる

菌体の変化を観察し次の如 きことを知 りえた。

1初 期集落の辺縁部の菌体には変化が起 るが,中 心部

のそれは変化を起さなかった。

2SMに よつて起 る変化の特徴として は,菌 体 の膨

化,染 色性の低下がみ られ,こ れらの変化は変性過程の

現われと考えられたこ。

3各 菌型においては作用を受ける濃度はそれぞれ異な

るが,変 化の様相によつて,阻 止濃度,限 界濃度および

それ以下の全然影響を示 さない濃度の3段 階に分け られ

たこ。阻止濃度では発育は直 ちに阻止され変性 が 起 つ たこ

が,こ れは高濃度までほとん ど同様の様相であつた。こ

れに対して限界濃度では少しく発育が許されて後,変 性

が起つたこが,菌 体の一部分が膨大したこ形態が出現す るこ

とが注 目されたこ。

4各 菌型における変化は本質的に差異はなかつたこ。たこ

だそれぞれの菌型の変化の推移には遅速がみ られたこが,

それはその菌型の通常の発育速度に比例したこ。

御指導御校閲を賜つた植田三郎教授に満腔の謝意を表

するとともに御援助を賜つた国立宇多野療養所日下部周

利所長に深甚なる謝意を表する。
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図1ス メグマ菌,発 育初期集落,対 照

Z-N染 色

図2ス メグマ菌,SM限 界濃度(1γ)作用3日 後,

膨大したこ形態が注目される。Z-N

図3ス メグマ菌,SM阻 止濃度(10γ)作 用3日 後,

菌体は膨化し,染 色性は低下している。Z-N

図7 a b

スメグマ菌,SM限 界濃度(1γ)作用,位 相差顕微

鏡によつて観察,(a)作 用直後,(b)3日 後,少 し

発育後停止している。

図4人 型H37Rv,発 育初期集落,対 照

Z-N

図5人 型H37Rv,SM限 界濃度(1γ)作用6日 後,

少 数ではあるが膨大した形態がみ られる。Z-N

図6人 型H37Rv,SM阻 止 濃 度(1,000γ)作 用

3属 後,図3と ほ ぼ 同様 の所 見 。Z-N

図8 a b

スメグマ菌,SM阻 止濃度(10γ)作 用,位 相差顕

微鏡によつて観察,(a)作 用直後,(b)4日 後,

全然発育せず菌体は膨化している。


