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緒 言

前報1)に おいては結核菌 の発育初期集落 にSMを 作用

せ しめ,配 列 を乱 さず に観察 す ることによつ て,変 化 を

受 けるのは配列の先端部 の菌体であ り,基 部 には変化 を

受 けない抗 酸性の菌体が認め られ ることが注 目された。

SMと は作 用機作 が異 なると考 えられ るINHに つ いて

はSMと 趣 を異 にした形態学 的変化 すなわち菌 の長 さの

短縮,顆 粒状化,お よび とくに抗酸性 の顕著 な消失等が

Middlebrook2,Barclayら3,Suhaefer4)ら によつ て報

告 され てお り,SMと 比較 して興味深い薬剤 と考 え られ

た。本報 ではINHを 前報 と同様 な方法で初期集落 に作

用せ しめ,そ の変化 を観察 した 。

材料および方法

供試菌株,方 法いずれ もほぼ前報1)と 同様で ある。あ ら

か じめ各菌型の初期 集落 を形 成せ しめて後,こ れ にINH

を添加 し,37℃ にて一定 時間作用せ しめた後 に,配 列

を乱 さない よ うに して固定,染色,観 察 した。INH作 用

後 の集落 はSMの 場合 に比 して配列が乱れや す く湿室 内

ス ライド培養法 を用い た方が よい結果が得 られ た。

核染色,NTC還 元染色,位 相差顕微鏡 による観察等

の方法 はいずれ も前報 と同様 である。

INH(lsGnicotin他c acid hydrazide)は100mg/co

の水溶液 を100℃,20分 滅菌後稀釈 し,所 要濃 度 とな る

よ うに培養基 に1/10量添加 し作 用せ しめた。

実 験 成 績

INHに 対 して人型菌が最 も感 性であ り,鳥 型菌が最

も作用 を受 けに くかつ た。しか しなが ら各菌 型を通 じて

INHに よつ て起 る変化 は本質 的には差異 は認 め られ な

かつた。また変化 の様相 か らINHの 濃 度は以 下のご と

く分 け られ た。す なわ ち高濃度,中 等阻止濃度,限 界濃

度および限界以下 の全然影響 を示 さない濃度 の4段 階で

あつ た(表1)。

以下順 をおつ て各菌型 の変化 について詳述す る。

表1各 菌型 にお けるINH濃 度 と

形態 的変化 の関係

I.A-1株,INH各 濃度におけ る変化

土壌か ら分離 した非病原性の この菌株 は,発 育が速 く

観察 も容易で あるため用いた(図1)。

(a)中 等阻止濃 度(1,0007～10γ/60):こ の濃 度範 囲

においてINHに 最 も特 徴的な変化が み られ,少 な くと

も形 態学的には濃 度差 によ る差異 はほとん ど判別 されな

かつた。Z-N染 色 の所 見では配列 の先端部 の易染性 の

菌体は もとよ り,そ れに続 く多少 と も同時 に抗酸性 に も

染 ま る菌体 において もまた変化が起つ た。すなわ ちこの

抗酸 性がINH作 用後10時 間前後 にはす で に 全 く消失

し,し か もこれ ら変化 した菌体中 には それに加 えて さ ら

に易染性 に濃染す る顆粒が多数顕著 に形成 され るのが注

目され た。 この顆粒以外の細胞質の部分は時間の経過 と

ともに染色性が弱 くなつた。約24時 間前後で これ らの変

化 はほぼ一定 し,以 後菌体は膨化 し,細 胞質 も染 ま りに

くくな り濃染 した顆 粒のみは比 較的長 くその染 色性を保

持 し続 けるた め一見連鎖状球 菌 をみ るごと く顆粒 が連つ

て観察 され た。 しか しなが ら集落中配列 の基部(中 心部)

には全然影響 を受 けず抗酸性に留つて変化 しない菌体が

認 め られた(図3)。

(b)高 濃度(10,000γ/cc):高 濃度 とな ると肉眼 的には

もちろん上記(a)と 同様 に発育が 阻止 され てい るが,上

記の ご ときINHに 特 徴的な変化 は観察 されず,そ の変

化は むしろSMを 作用せ しめた場合の変化 に類似 した。

すなわ ち菌体は膨化 し,全 般 的に染色性が低下 したが,
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抗酸性が全 く消失す ること き所見 は み られ な か つ た

(図4)。

この濃度 付近 において さ らに詳細に10,000γ,7,500γ,

5,000γ,2,500γ,1,000γ について検討 した。5,000γまで

は10,000γ と同様 の変化 を,2,500γ 以下にお い て 上 述

1,000γ(中 等阻止濃度)と 同様 の変化 を示 した。

(C)限 界濃度(1γ/cc):次 に阻止 限界 の濃度につ い

ては,キ ル ヒナ ー培養基 におけ る肉眼 的発育 の様 子を観

察 す ると,INH添 加後1日 前後 は発育が抑 制 き れ る

が,以 後再 び発育 がみ られ4～5日 後 には対照 に劣 らず

発育 した。このよ うな経過 はSMの 限界濃度 における発

育 の経過 と大い に異 なる。Z-N染 色 によつ て もまた同

様な経過で変化が み られ た。すなわ ち限界濃度 におい て

もまた上記(a)の 中等阻止濃度にみ られたINHに 特

徴 的な変化が まず軽度に現われた。ただ異 な る主た る点

は抗酸 性の消失 が著明でな く,顆 粒形 成に大 小不同が 注

目され たこ とである。この大形 の顆粒 はSMの 限界濃 度

にみ られ た菌体 の一部分が膨大 した形態 と類似 の もので

はないか と考 える(図2)。 もちろんこの場合 に も集落

中配列の基部すなわ ち中心部 には変化 を示 さない菌体が

観察 された。 さ らに この よ うに変化 した菌体 内の大形顆

粒の一部 の ものか ら,INH作 用後15時 間内外の比 較的

短 かい時間後 にすでに再 発育が 起 るのが観 察 さ れ た。

(こ れは耐性化によ る もの と考 え られ るが,そ の詳細 は

後報 で考察 したい 。)以 後 この再発育 はほぼ通常 の速度

で続 くため,INII作 用1日 後 には変化 した集落 と新 し

い再発育 による集落 とが混在 し,し か も明瞭に区別 して

観察 された。

この限界濃度については,濃 度および時間を種 々に し

て詳細に検討 したが,と くに上 記 と異 なつ た所見 は得 ら

れず,ま たいわゆる刺戟帯 を考 えさせ る所見 も得 られな

かつ た。

(d)限 界以下の濃度(0.1γ/cc以 下):発 育,形 態 と

もに全然影響 を認 めなかつた。

II.ス メグマ菌,INH各 濃 度におけ る変化

各濃 度におけ る変化 はA-1株 ととくに差異 はない 。た

だその変化 の推移がや や遅い よ うで あつ た。

III.核 染色 およびNTC還 元染色

主 としてA-1株 について観察 した。INH中 等阻止濃

度 を作用せ しめた場合の核 染色所見で とくに注 目された

のは,対 照に比 して変化 を受 けた菌体 中に核 と見倣 され

る顆 粒が きわめて多数に,し か もその多 くは2コ ずつ相

接 して対をな して観察 された点であ る。このよ うに染色

された核 と見 做 され る顆粒 と上記Z-N染 色 で観察 され

た易染性の濃染顆粒 との関係 を確かめ るた め に,ま ず

Methylene blueで 単染色 して観察 し,次 に これをHCl

処置,核 染色 を行つて同一の菌体 について観察 した。そ

の結果易染性 に染 る顆粒のほ とん どが核 染色 において も

また染色 され ることがわかつた(図10)。

高濃度(10,000γ/cc)のINHを 作用せ しめた場合は

Z-N染 色ではSMの 変化 に類 似 していたが,核 染色に

おいて もまたSMの 場合 と同様対照 と大差のない所見を

示 した。

NTC還 元につい てはINHを 含 む培養基 にNTC液 を添

加 した場 合,培 養基が 暗紫色 に着色 す るのが まず注 目さ

れた。 さ らにINHに よつ て変化 を受 けた菌体 では濃 い顆

粒染色 を起す と同時に菌体全般 に紫色の呈色が み られか

つ対照 よ りも一般 に強 く呈色す るご とくで あつ た
。 しか

しなが ら菌の存在 に関係 な くNTCはINHと 反応 して

呈色す ることが明 らか となつたために,下 記に も考察す

るご とくINHの 存在す る場合には この よ うな反応 を利

用す る観察は 当を得た ものでな1、)とい うことが分つた。

IV.位 相差 顕微鏡 に よる観察

前報1)と 同様 な方法 でA-1株 の初期集落 をINHを 含

むキル ヒナ ー培養基 で封 じ,37℃ におい てその変化 を

追跡 した。

中等阻止濃度(10γ)に お ける変化 は図9に みるご と

く,伸 長が許 され ない ままで菌体 は1～2回 分節 を繰返

すのが注 目された。 また菌体 内部 には顆粒状の構造が顕

著 になつた。

限界濃 度(1γ)に おいて もまた中等阻止濃度 と同様

に菌体 の伸長が み られないままで,分 節 および菌体 内部

の顆粒形放が み られ た。これ は前報 のSMの 限界濃 度に

おい ては伸長,発 育が初期 に少 し く許 され るの と比較 し

て興味が あつた。 さ らに高濃度(10,000γ)を 作用せ し

めた場 合は上記の ごとくSM阻 止濃度を作用せ しめた場

合 と似 た所見 を示 したが,位 相差 において もまたSM阻

止濃度 の場 合 とほぼ同様 な所見で あつた。

V.鳥 京株,INH各 濃度 におけ る変化

鳥型菌はINHに 対 して感受 性が低 いが,そ れによつ

て起 る変化 は他の菌 型 と同 じ特 徴を示 した。INH添 加

後2週 歳で観察 したが,上 記A-1株 の場 合に比 して変化

の推移 はやや遅 れた。1γ以 下では発育 ,形態 ともに変化

はみ られず,10γ では限界濃度 の変化 を示 し,上 記A-1

株 の場合 と同様,大 小不 同の顆粒 の形成,そ の一一部か ら

の再発育(こ れ は2～3昭 後 よ り起つ た)が み られた。

100γ～1,000γにおい ては中等阻止濃度の変化 を示 した
。

すなわ ち配列の先端部の菌体に顆 粒の形 成,抗 酸 性の消

失 を特徴 とした変化 がみ られた。10,000γ においては上

記の菌型 と同様に高濃 度の変化,す なわ ち前報 のSM作

用時の それに類 似 した変化 であつ た。以 上の ごとき変化

を受 けた集落 の配列 の基部 にはほ とん ど変化 を示 さない

抗酸性の菌体が明 らかに観察 された ことは他の菌 型 と同

様であつた。

W.H37Rv株,INH各 濃度におけ る変化

人型菌において もまたINHの 中等阻止濃度 によつて
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変化 を受 けた菌体では抗酸 性が完全に消失 した。 しか し

基部には上記各菌 型 と同様に変化 しない菌 依が智察 され

た。

0.01γ 以下では変化 はみ られず,0.1γ 前後 において限

界濃度 の変化が み られた。すなわ ち変化はINHに 特 徴

的な変化で あるが,そ の程度は弱 く,大 形 の顆粒が出現

し,ま た数 日後 には再発育が一部か ら起つた(図6)。

1γ～1,000γ ではINHに 特徴的な変化が上記各菌型 と

ほほ同様 にみ られ(図7),10,000γ で はSMに 類似 し

た所見 を示 した(図8)。

これ らの変化 の推移 はそれ ぞれ の菌体 につい て必ず し

も一定ではないが,ほ とん ど大 多数 の菌体が一定 程度の

変化 に達 す るのには3～7日 を要 し,他 の菌 型に比 して

最 も緩 徐であつた。

総括獄 らびに考案

INHを 初期集落 に作用せ しめた場合に もまた前報1)

のSMの 場合 と同様 に配列の先端部の菌体 は変化 を受 け

るに もかか わ らず,配 列 の基部 の菌休 はINHの 濃度,

菌 型の如何 を問 わず変化 を受 けなかつ た。菌液 に直接I

NHを 作用せ しめた場合 に もまた上記 と同様 に変化 を受

けない抗酸性 の菌体が 当然あ る数観察 されなけれ ばな ら

ない と考 えるが,従 来 このよ うな記載 を した者が ほ とん

どないのは,こ れ らの研究 者が専 ら変化 した菌 休のみに

注意 しつつ観察 したためではなか ろ うか。 しか もこのよ

うな依 然抗 酸性に留ま る菌 体を見 出した場合には,従 来

一般の考 え方 に もとついて,こ の よ うな菌体 をただ ちに

抵抗性 の形態 に擬 した5)。 しか しなが ら植 田6)の 発育様

式 の考 え方 か らす れげ,集 落 の中心部 に位置 す るこの よ

うなINHの 影響 によつて変化 しない菌 体の多 くは,も

はや蛋活 力を失 いすでに変性 した菌体 であ ることを推断

す ることがで きる。後報 において さ らに検討 したい と考

えるが,こ の よ うな考 え方か らすればINH作 用後の菌

体中 になおかつ抗酸性の菌体が残存す るとい う所見 も一

応理解 し うるのではなか ろ うか。

次 に菌体がINHに よつて受 ける変化 をみれ は相 当高

い濃 度において さえ,作 用後菌体 の伸長が停止 したまま

でなおかつ しば らくは核分裂 および菌体 の分節 が起 りう

る。 この よ うな変化 はZ-N染 色 では多数の顆粒 の形 成

お よび この場合に特徴 的な抗酸 性の消失 として観察 せ ら

れ た。 この よ うな所見はSMの 該 当す る濃 度(阻 止濃 度)

におけるそれ と比較すれば,SMで は作用後ただ ちに菌

体 に変性過程が起 るのに対 して,INHで は一た ん菌休

構造 に顕著 な変化 を起 し,さ らに分節 を繰返 して後,変 性

過 程に移 る点か らみれ ば,こ の両剤 の作用機作が本質的

に異な ることが理解 で きよ う。Koch-Weserら5)はSM

およびINHを 比較 した報告 におい て,Tween-albumin

培 養基を用いた場 合にSMで はただ ちに濁度の上昇が止

ま るのに刻 して,INHで は濁度 は少 し く上昇 して後,下

降に移 ることを示 した。 また氏 らは菌液のTTC還 元能

はSMに 比 してINHで は長 く残存 す るこ と(こ れ は菌

の活 性の残存 と見做 され る)を 示 したが,こ れ らの記載

は著 者の上記の観 察結果 と軌 を一 にす るもの と考 え られ

る。上記の位相差顕微鏡 下におけ る追跡か らすれ ば,I

NHの 場 合分節が起つたために一 時濁度が上昇 す ること

は十分首 肯され るが,こ れは しか しなが ら通 常の意味で

の発育,増 殖が続 け られた のでない ことは 自明であ る。

INH作 用後TTCあ るいはNTC還 元 能が菌 液全体

として低下す ることはKoch-Wcserら5)有 馬 ら7の 示

す ご とく当然起 りうるで あろ うが,顕 微鏡的には,IN

Hそ の ものによつ て もNTCが 還元 され る ものの ごと く

であ るか ら,INH作 用後 の菌体個 々につい ての変化 を

追 及す ることは この方法 では不 可能 であつ た。

INHに よ る顕 著な抗酸性 の消失 につい てはMiddle-

brook以 来2～4)多 くの研究者 によつ て注 目され た。し

か し上記において繰 返 し述べ たご とく集落 中配列 の基部

に位置す る菌体の一部 はINH作 用後 もなおかつ抗酸 性

に留 まること もまた同時に留意 さるべ きであ る。Myco-

bacteriumの 抗酸 性の機構については今 日まだ十 分な説

明はないが,上 記 の所見か らすればINHが 菌体構造,

染色性 とくに抗酸性 に顕著 な変化 を起 きしめるこ とは興

味深 く,果 していか なる機転 によつ て このよ うな変化 を

惹 起するか を穿鑿 する ことは傍 ら抗鉱 性の解 明に役立つ

であ ろう。 このよ うな試 みの1つ としてRusseら8)に よ

つ てINH作 用後 の菌休 内脂質劃 分の変動 が報告 され て

い る。

以上INHの 中等阻止濃 度におけ る変化 につ いて論 じ

たが,INHの 高濃 度 では趣 を異 にした変化 を示 した。

すなわ ちSMの 阻止濃度の場 合 と類似 した変化 を示 し,

ただ ちに菌体に変性過程が起 るごと くで あつた。 この場

合 中等阻止濃度 でみ られ た顕著な抗酸性 の消失,濃 染顆

粒 の形成等 はみ られなかつ た。 このよ うな高濃度の変化

につ いてはまだ記載 はない よ うで あるが,上 記観察か ら

も明 らかなよ うにINHに 感 性を異 にす る各菌型 のいず

れにわいて も10,000γ 前後 ては作用 の様相が顕著 に変貌

す ることは(後 報 に述 べ るごとく,こ の ことはINH耐

性菌 におい て も同様で あるが),こ の よ うな高濃度 のI

NHの 作用機作が,そ れ以下の濃度 の作用機作 と本質的

に異 な ることを示唆す る ものではなか ろ うか。

阻止 限界 の濃度 における所見では中等阻止濃度の場合

と類似 して菌の伸長 は起 らない ままで,INHに 特徴的

な分節,顆 粒状化が 軽度にみ られ,一 部 に大形 の顆粒形

成がみ られた。 これはSMの 限界濃 度におい てみ られ た

膨大 した形態 の出現 と同様な意味の変化 すなわ ちINH

に多少 と も抵抗 しよ うとす る反応 の現われ と考 え ら れ

た。 これ らの所見 とSMの 限界濃度 のそれ との差 異を比
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較 すれば,SMで は薬剤作用後 なお少 しく発育増殖が許

され るのに対 して,INHで は菌 は伸長 は許 され ない こ

とお よびS殖 では一部 か らの再発育が約1週 後か ら起つ

たのに対 して,INHで は早期 に,A-1株 では約15時 間

後よ りすでに再 発育 が始 まつた ことが注 目せ られ よ う。

INHの 場 合には上記 のご とく比較 的早期 に再発育が起

ることを顧慮 すれば,通 常 の抗菌力試験 の判定 日数では

すでに対照 とほぼ同 じ程度 に再発育が起 り,た めに結 果

の判断 を誤 る場合が あるのではないか とい うことが気遣

われ る。 なおINHの 場合 において もまた前報 のSMと

同様 にい わゆ る刺戟帯 のごと き所見は得 られなかつた。

以上 のご とき濃度 につれて起 る変化は供試 した菌型の

いずれ におい て も常に同様であつて本質 的な差 異はない

よ うで あつた。ただSMに おいてみた と同様 に,そ の変

化の推移には遅速があつて,人 型菌 において最 も緩徐 で

あ り,非 病原性菌において最 も速 やかであつ た。 これ は

菌の薬剤 と反応 す る速 度がその菌 の活性 度 と比例 する も

の と考 え られ,生 活状態 にあ る菌体 のみがINHの 作用

を受 け ると考 え られ る根拠 の1つ といい えよ う。

結 論

結核菌 お。よび その他のMycobacteriumの 発育初期 集

落 にINHを 作用せ しめ,配 列 を乱 さず に観察す る方法

によつ て,次 のことを知 りえた。

1.集 落 中配列 の先端部の菌体には変化 がみ られ たが,

配列の基部の菌体には変化 が認め られなかつた。

2.INHに よる変化 の特徴は,中 等阻止濃 度において

最 も明 らかで,抗 酸 性の消失,顆 粒 の形成が み られた。

すなわ ち菌 は伸長 しない ままで核分裂 および分 節を起 し

た。 しか し高濃度 においてはSMに 類似 した変化 を示 し

た。阻止限界 の濃度 において もまたINHに 特徴 的な変

化 が起つたが,一 部 の菌 体か らは膨大 した形 態 が 出 現

し,比 較的早期 に再 発育 がみ られた。すなわち このよ う

な変化 の様 相か らINHの 作用 は高濃 慶,中 等 阻 止 濃

度,限 界濃 度およびそれ以下の影響 を示 さない濃 度の4

段階 に分 け られ た。

3.INHに 対 する感性 をおのおの少 しずつ異にす る上

記各菌 型においてみ られ た変化 は本質的 に同 様 で あ つ

て,た だ その変化 の推移 にそれぞれの菌の発育速 度に比

例 した遅速が み られた。
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図1A-1株,発 育初 期 集 落,対 照 。Z-N.

図2A-1株,INH限 界濃度(1γ)作用18時 間後,一

部(↑ 印)に 膨大 した形態 および それか らの再発管.
Z-N.

図3A-1株,INH中 等阻止濃 度(10γ)作 用1日 後,

顆粒 はいずれ も易染性,配 列 の基部 に無 変化 の抗酸

性 の菌 体(↑印)を 認 める。Z-N.

図4A-1株,INH高 濃 度(10,000γ)作 用1日 後,

変 化 はSM阻 止 濃 度 作 用 時 に 類似 して い る。Z-N.

図5人 型H37Rv,発 育初 期 集 落,対 照 。Z-N.

図6人 型H3TRv,INH限 界 濃 度(0.1ッ)作 用6日 後,

図2と 同様 で 一 部 か ら再 発 育(↑)が み られ る 。Z-N。

図7人 型H37Rv,INH中 等阻止濃 度(1γ)作用3日

後,変 化 を受 けた菌 体の抗酸性消失,顆 粒形成が顕

著 にみ られ る。Z-N.

図8人 型H37Rv,INH高 濃 度(10,000γ)作 用3貝

後,図4と 同様SMに よ る変 化 に類 似 し た所 見 。

Z-N.



図9 a b

A-1株,INH中 等阻止濃度(10γ)作 用,位 相差顕 微錠

に よつて観 察,(a)作 用直 後,(b)1日 後

菌は仲長 しないま ま,分 節お よび顆粒 状化 を明瞭に起 して

い る。

図10 a b

A-1株,INH中 等 阻止濃 度(10γ)作 用3日 後,菌 体 内

にmethyleneblue単 染 色で染 まる顆粒(a)の 大部分が,

これ に核染色 を した場合(b)に 核 として観察 され,さ

らに2コ ずつ対 をなした ものが 多い ことが注 目され る。


