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耐性結核菌の染色性ならびに形態学的変化 と臨床像の関係

第1編 髭耐性結核菌の電子顕微鏡的形態

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55年1月20日

1緒言

細菌 の形態学 的研究 は古 くよ り細菌学者 によつ て行 わ

れていたが,電 子顕微鏡 の発達 に伴 い,そ の研究 は飛躍

的に進歩す るに至つ た。結核菌 につ いての電 子顕微鏡 に

よる形態的研究は,1942年 以来Mudd,ScaRgaら を始

めとして広 く行われ,内 部構造 をほぼ明 らか にしたが,

耐性結核 菌の 形態 的研究についての 業績 は 乏 しく,か

つ,そ の意 昧づけ も明 らかに されていない。 しか し,試

験管 内において実験 的に耐性 を獲得 した菌 は,菌 体 の伸

長と顆粒 数に変化 を きたす といわれてい うが,生 休 内で

生 じた耐性菌についての研究 はない。

かか る点 よ り,私 は生体 内で耐 性 を獲 得 した結核菌の

形態 的変化 を電 子顕微鏡に よつて追究 した。すなわ ち,

各薬剤 によ る耐性菌の形態 的変化,耐 性の程度 と形態的

変化 の関係 および重複耐 性菌 との比較等 について詳 さに

観察 し,こ れ によつ て第1編 に述べ た染色性 の研究 とと

もに,耐 性菌の 発現機序に関 す る一端 を解 明せ ん とし

た。

ＩI文 献的考察

耐性菌の電 子顕微鏡 によ る形態学的研究 は金,河 野,

片 山 ら(1950)のPenicilliin耐性 萄球菌 およびSM

耐性大 腸菌に関す る報告 があ り,そ れによ ると耐性 の獲

得 とともに菌体 は膨化 し,電 子透過性が増加 す ると述べ

てい る。Mudd,Lurieお よびKnysi(1942)は 結核菌

は きわ めて繊細 な細胞膜 を有 し,原 形質 内には顆粒が密

在 してい ると述べ,わ が国におい て も伊藤,戸 田 ら(1953)

は同様な研究 成績 を報告 してい る。

次に耐性結核菌 の電 子顕微鏡学 的研究 は,Ruska(19

52),Gupta(1956)がSM,PAS,INAH,TB1

等の耐性結核菌 につい て行い,そ の結果,耐 性菌は全般

的に菌体の伸長 と電子透過性の増 加お よび菌体の不規 則

化 をきた してい ると報 告 し,ま たわが 国で も河野,片 山

(950)わ よび平本,多 賀(1953)ら は同様 な研究 を行

い,そ の結果,SM耐 性菌 は一般 に顆粒 の増加 を伴 う

菌体 の伸長をみ,PAS鰍 性菌 はほ とん ど変化 な く,

INAH耐 性菌 は 軽度 なが ら菌の 細長化が あ り,TB1

耐性菌は軽度の菌短縮 を認め,か つ 菌体 の電子透過性が

や や増加 してい るといつ てい る。篠原(1955)はSM,

PAS,INAH,TB1耐 性菌は と もに菌 体の伸長 は き

た さないが,顆 粒数は減少 ない し消失す ると報告 してい

る。

以上の研究は,す べて試 験管 内で人為的に耐性 を獲 得

せ しめた菌株 を対象に した実験であ り,生 体 内 よ りえた

耐性 菌 につ いての文献 はまだ見 当 らない。

ＩII各 種薬剤 別耐性菌の形 態

1)実 験材料 な らびに方法

使 用 した菌 株は完 全耐性 菌(10γ 以上)30株,不 完

全耐性菌(5r以 下)8株,無 耐性菌20株 で,こ れ ら

はすべ てが切 除肺病巣内よ り分離 した もので,完 全耐性

菌 の うち,SM耐 性菌11株,PAS耐 性 菌6株,

INAH耐 性菌5株,TB1耐 性菌8株 で,こ れ らはす

べ て単独 に耐性 を獲得 してい る菌 である。 なお,対 照 と

して人型結核菌青 山B株3株 を用い た。

電 子顕 微鏡標 本の作 製法は,小 川培地4週 間培養 よ り

えた コロニ ーを,水 晶球 を用 い る手振 法にて生食 水菌 浮

游液 を作 り,コロ ヂオ ン膜面 に塗抹 し,クロ ムシャドー

を施 した。電 子顕微鏡は,電 子光学JEMT4型 および

口立HS2型 顕微鏡 を使用 し,直 接倍率5,000倍,引

伸倍率15,000倍 に して観 察 した。

検 査基 準 として,1枚 の標本中では菌体は種 々な形態

を呈 してい るが,一 定 の形態 を呈す る ものが80%以 上

ある場合 をこの標本の菌形態 と決定 した。

2)菌 体の大 きさの変化

菌体 の長 さを測定す る と(図1),標 準菌 は2～3μ

平均2～3μ,無 耐性菌は2～6μ 平均3.8μ であ るが,

SM耐 性菌は5～15μ の ものが 多 く平均8.7μ で

耐性菌中 もつ と も長大 であ り,INAH耐 性菌は平均5.2μ

で これにつ ぎ,PAS耐 性 菌 は平均4.2μ で短か く,

SM不 完 全耐性菌 は平均4.6μ,TB1耐 性菌は4.6μ

でこの中 間 に位 す る。 また無耐性菌 は5μ 以上の もの

が わず か10%で あ るのに比 し,SM耐 性菌 は5μ 以

上の ものは100%で,10μ 以Lの ものが36%を 占めて

い ろ。SM不 完 全耐性菌 で も5μ 以 上の ものが50%

で,SM耐 性菌は無耐性菌 に比 して菌 の伸長が著 しい 。

PAS,INAH耐 性菌 は5μ 以上 の ものが50～80%
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であ るが,10μ 以上 の もの は1株 もな く,TB王 では

5μ 以 上の ものがわずか20%に す ぎない 。

図1耐 性菌の長さ

菌の 巾を測定す る と(図2),標 準菌 は0.9～1.0μ

平均0.9μ であ り,無 耐性菌 も ほぼ これ と等 し く平均

0.9μ である。SM不 完全耐性菌 は平均1.1μ で無耐

性菌 に比 して やや 大 きいが,完 全耐性菌 は 平均1.4μ

で著 し く太 い。INAH耐 性菌は平均1.3μ であ るがP

AS耐 性菌 は平均1.0μ,TB1耐 性 菌 は 平均1.0μ

で無 耐性菌 に近 い。 この中で1.5μ 以 上の ものはSM

耐性菌 に25%を み うの みで他の菌群 にはない、。

図2耐 性菌の巾

菌体 の平面積 を算 出 して比較 す ると(図3),標 準菌

はすべて5μ2以 下 で平均4.3μ2で あるが,SM耐 性

菌 はすべ て5μ2以 上 であ り しか も10μ2以 上 の もの

が40%を 占め,平 均10.4μ2で 耐性 菌の中で もつ と も

大 である。 しか るに無耐性菌,PAS,INAH,TB1耐

性菌 およびSM不 完全耐性菌 はすべ て10μ2以 内 で,

5μ2以 上の ものはINAH耐 性菌 の80%を 除けば 他

は50～60%で,標 準菌 に比 し軽度なが ら大 きいにす ぎ

ない,,

図3耐 性菌の平面積

3)菌 体の膨化 な らび に屈 曲度

菌体 の膨化 の程度 を,正 常 の ものを(一)と し,膨 化

の程度 を(+)(廾)(卅)に 分けて比 較す ると(図4)

SM耐 性菌では90%に 膨化 が み られ,INAH耐 性菌

では80%,PAS耐 性菌 は65%で あ るが,無 耐性菌

およびTB1耐 性菌 に は わず か10%で あ る。すなわ

ち,SM耐 性菌 では膨化度が著 しい。

図4耐 性菌の膨化

菌体 屈曲度を計 測す ると(図5),標 準菌は150～180

°∠であ るが,SM耐 性菌 は140～180° ∠,PAS160

～1800/,INAHは170～180°∠,TB1165～180°∠,

無耐性菌お よびSM不 完 全 耐性菌 も150～180°∠ で

屈曲度 と耐性の間には著 しい関係は み られ ない。

図5耐 性菌の屈曲度

4)菌 体の電子透過性 および顆粒数

菌体の電子透過性 は(図6),標 準菌 は 透過性の ない

ものが 多いが,SM耐 性菌 には透過性 を有す る ものが

約70%,PASに は65%,INAHに は80%,TB1

は100%で ある。 また無耐性菌 では55%,SM不 完

全耐性菌 には60%に み られ る。 したがつ て耐性菌 は電

子 の透過性が増加す る傾 向が あ る。 しかし菌体の膨化 ほ

図6耐 性菌の電子透過性
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ど密 接な関係はない。

菌体 内の顆 粒は不透過性小体 と名付 け られてい るごと

く,電 子線 を全 く透 さない密な もので,標 準菌 ではほぼ

円形 で,大 小 数個 を有 してい る。 これを大顆 粒,小顆 粒

に分 けて検討す るに,大顆 粒 は(図7),標 準菌,無 耐

性菌お よびSM不 完全耐性菌 はおの おの2～4個 で,

SM耐 性菌 もほぼ これ と等 しい。 しか るにPAS ,IN

AHTB1耐 性菌 は2個 あ るいは それ以下 の ものが 多

く,平 均値 では2個 以下で,か つ顆 粒の不 明瞭 の ものが

み られ る。次 に小顆 粒 をみる と(図8),標 準菌 は5～

6個 であ るが,SM耐 性 菌 は3～10個 で,そ の40彩

は増加 し,平 均値 も多い。PASは3～7個,INAH

は3～4個,TB1は2～3個 でいずれ も標 准 菌に比

し減少 の傾 向が あ り,顆 粒 不明瞭の ものがみ られ る。

図7耐 性菌体内顆粒(大顆 粒)

慶8耐 性菌体内顆粒(小顆 粒)

5)菌 体細胞膜の 肥厚

標 準菌は菲薄な細胞膜 に よつて被われ て,こ れ を原形

質膜 あ るいは菌体膜等 と呼んでい る。細胞膜 の肥厚の程

度 を(+)(廾)(卅)に 分 けて比 較す ると(図9),

標準菌 には肥厚 が1株 もみ られないが,SM耐 性菌は

肥厚 してい る ものが55%を 占め,PAS,INAHお よ

図9耐 性菌体細胞膜の肥厚

園10標 準菌 青 山B株 ×15,000

図11SM耐 性菌 ×15,000

図12PAS耐 性 菌 ×15,000

図13INAH耐 性 菊 ×15,000
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図14TB1耐 性 菌 ×15,000

びTB1耐 性菌 も50%が 肥厚 してい る。 これに反 し,

無 耐性菌 には わず か5%,SM不 完 全耐性菌 には10

%の 肥厚 をみ るにす ぎない。 すなわ ち 耐性菌 は使用薬

剤 のいかんにかかわ らず,明 らかに細 胞膜 の肥厚 がみ ら

れ る(図10～14)。

IV耐 性の程度 と形態の変化

各耐性菌の耐性獲 得の程度 とその形態的変化に はいか

な る関係があ るか を検討 した。なお,耐 性の程度 を1γ,

10γ,100γ に分 け,図 表 には平均値 を もつ て示 した。

1)菌 体の大 きさと耐性 度の関係

菌体の 長さ との 関係は(図15),無耐 性菌 は5μ 以

下 であるが,SM耐 性菌では1γ 群 は7μ,10γ 群は8

μ,100γ 群 は12μ とな り,耐 生度の上昇 につ れて長 く

なつ てい る。 しか し,PAS,INAH,TB1耐 性菌 は

と もに無耐 性菌 に比 し長大 ではあ るが,耐 性の程度 と並

行す るとは限 らない。

巾 と耐性 度 との関係 も長 さの場合 とほぼ同様で,SM

耐性菌のみが耐性 度の上昇 につ れ太 くなつてゆ く傾 向が

み られ る。 したがつて菌体の平面積 もSM耐 性菌 は耐

性度の進むにつれて増 大 してい る。

図 お 菌の長さと耐性度との関係

2)菌 体の透過性と耐性度との関係

菌体の透過性は耐性度の増大と一定の関係は見出しが

たい。

3)菌 体の顆粒数と耐性度との関係

菌体 の顆粒 数は(図16),不 完全耐性菌 ではやや 減少

す る傾 向が あ るが,SM耐性 菌 は 耐 性上昇 とと もに大

小顆 粒 数が ともに 増加 する。PAS,INAH,TB1耐

性菌 は耐性上昇 とは無 関係のよ うであ る。

図16願 粒数 と1耐性度 との関係

4)菌 体の膨化 と耐性 度 との関係

菌 体の膨化 はSM耐 性菌 は耐性の上昇 につ れ増大す

るが,PAS,INAH耐性 菌は 一時膨化 して も耐性 度

が増加 して も並行せず,と くにTB1耐 性菌 には 全 く

膨化が み られない 。

5)細胞 膜 の肥厚 と耐 性度 との関係

細胞 膜 の肥厚 は(図17),SM耐 性菌は 耐性の上 昇

に伴つて 明 らかに 増 大 してい るが,PAS,INAH,

TBI耐性 菌には明 らかな関係がみ られ ない。

図17細胞 膜肥厚と耐性度との関係

以上形態 的変化 は,SM耐性 菌 のみが 耐性 度 の上昇

に伴つ て強 く変化 し,TB1は もつ とも少 な く,他 の も

のは この中間にあるよ うであ る。

V重 複耐性結核菌の形態

前 章にて各種薬剤 によ る耐 性菌 の形態 および耐性度 と

形態 の関係について述 べたが,本 章においては,重 複耐

性菌 の 形態 変化 に つ いて 検 討を試 みた。 二 重耐性菌 と

は,1つ の菌 が同時に2剤 に対 して耐性を 有 す る もの

で,主 としてSM+PAS耐 性であ るが,PAS+IN

AH,SM+INAH,SM十TB1等 の 場合 もある。 三

重耐性菌 とは私 の研究 材料 ではSM+PAS+INAH

の3剤 に同時に耐性 のあ る場合 のみで,三 重耐性菌21
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株,二 重耐性菌50株 であ る。 対照 として 単 独耐 性菌

22株 を用いた。

1)重 複耐性菌の大 きさの変化(表1)

二重耐性 菌お よび三重耐性菌は と もに単独 耐性菌 に比

較 して明 らかに伸 長が 著 しく,菌 体の巾 も同様であ る。

したがつ て菌 体平面積 も耐性 の重 復につれて増大 す る。

表1重 複耐性菌の長さ

2)重 複耐性菌の膨化(表2)

膨化 は耐性菌全般 に認 め られ,重 複耐性菌 と単独耐二生

菌の 間は有意 の差 はないが,強 度の膨化 を呈 す る もの は

三重9耐性 菌に もつ と も多い。

表2重 複耐性菌の膨化

3)重 複耐性菌の顆 粒お よび透過独

大顆 粒 は(表3),単 独耐性 菌 と二重耐性菌 の 間に大

差が ないが,三重耐性 には耐 粒数の増 加がみ られ る。

小耐 粒 は11個 以 上に増加 す るものが 三重 耐性菌 に33

%も あ り,大耐 粒 と同様の傾向 を示 してい ろ。電 子透過

性 は,全 般的 に増加 し3群 の 間に有意 の 差 がみ られな

い 。

表3重 複耐性菌の大願粒

4)重 複耐性菌 の細胞 膜の肥厚

細胞膜 の肥厚 は,単 独,二 重,三 重耐性 の3群7)閥 に

著 しい差は認め られ ないが三重耐性菌 の肥厚力や や 強度

で ある。

以 上,重 複耐性菌 とくに三重耐性 菌は形態的変化 が強

いが,単 独耐性菌 と二重耐性菌 との間にほ とん ど差 のな

いのは,二 重耐性 菌は形態 変化 の少ないPAS,TB、

耐性菌が 多 く存在 してい るためであろ う。

VI形 態変化の相 関関係

個 々の形態 変化の 問にはいか なる関係 を有す うかにつ

い て菌の長 さを主体 として検討 を行つた。

1)長 さと巾の関係(図18)

長 さ5μ 以内の菌には 巾が1.0μ 以内の ものが多い

が,5μ 以Lの ものでは長 さと巾は正 の相 関関係にあ る

が,一 般 に巾の増加 の方が上廻つてい るよ うであ る。

図18耐 性菌の長さと巾の関係

2)長 さ と面積の関係 は,長 さ5μ 以内 の菌 は面積

が5μ2以 内であ り,5μ 以上 となる と,面 積 もそれに

比 して増大 し,正 の相 関関係を示 してい る。

3)長 さと透過性 の関係(図19)

菌体の長い もの は必ず し も透過性が 強い とは限 らず,

むしろ透過性の強 い ものは短かい もの に多 く,逆 の関係

が認 め られ る。

図19耐 性菌の長さと透過性の関係

4)長 さと細胞膜肥厚 との関係

長 さ5μ 以 内の菌には細胞膜の肥厚 がみ られないが,

5μ 以 上の ものでは細胞膜の肥厚9してい る ものが多 くみ

られ ろ。 しか し10以上μ とな ろと肥 厚は それに伴わな

い。

5)長 さと膨化 との関{系

長 さに比 して膨化 の方が優位 にあるが,ほ ぼ正の相関
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関係を認 め る。

6)面 積9と小顆 粒数の関係(図20)

面積の広い ものほ ど顆粒数が多 く,ほ ぼ並 行関係があ

るが,大顆 粒数 との間には明 らかな関係はない。

図20耐 性菌の面積と小顆粒の関係

VI実 験的作成耐性菌 との比鮫

次 にこれ ら切除肺病巣 内の自然耐 性菌 と,試 験管 内で

人工 的に獲得 させ た耐性菌 を比 較す ると(表4),SM

耐 性菌 では菌の増大,顆 数の増加 および菌 体透 過性な

らびに膨化が,自 然耐 性菌 は人工耐 性菌 に比 し明 らかに

その程度 が顕著 であ る。 これに反 してPAS,INAH

では,自 然耐性菌は人工耐性菌に比 し菌体の膨化,透 過

性の増大,細 胞膜の肥厚 の点 では変化が顕著 であるが

,形態の増大,顆 粒の増加 の点では著 しい差が み られない 。

表4人 工耐性菌と自然耐性菌の形態変化

以 上の ごとく自然耐性菌 は,人 工耐 性菌 に比 しては る

かに形態変化が著 しい 。 これは人工耐性 菌 に比 べて 自然

耐 性菌 は,薬 剤 の使用箪 および使用期 間 とい う問題 と,

病 巣におけ る種 々な免疫 および防禦機転に因す る もの と

推定で きる。

VIII総 括ならび に考案

以上 の成績 を総 括 し,形 態 的の各変化 の比 率 を標 準菌

および無耐性菌 を1と して,比 較検討 す ると以下の ごと

くであ る(図21)。

す なわ ち,耐 性菌 を電 子顕微鏡 に よつて その形態的変

化 を検討 す ると,ま ず菌体 の大 きさの変化 が明 らかに認

め られ,菌 体 の膨化,細 胞膜 の肥厚等 の変化 を きた し

,と くにSM耐 性菌では その度が強 く,INAH,PAS

が これにつ ぎ,TB1耐 性菌が一番変化が弱い。 また,

各薬剤 の耐 性 の程度(1γ,10γ,100γ)に よつ てその

変化が増大 し,と くにSM耐 性菌 に強 く現 わ れ て お

り,重 複耐 性菌 では,さ らに このよ うな変化が強く,と

くに三重耐性菌 に著 し く,使 用 薬剤 の相乗 的変化 とい う

ことが で きる。

この よ うな変化 を もつてただ ちに耐性の問冠に直結す

ることは もちろん危険であ り,そ の意義は結核菌の代謝

と薬 剤の作用機 序が 明 らかに されない限 り憶測の域 を脱

しないが,少 な くと も,こ の よ うな変化 の著 しい もの で

は,臨 床像 も悪 い ことを考 え合わせ ると,こ の よ うな変

化 は菌体の薬剤 に対す る防禦作用 の現 われ と考 え ること

は大 きな誤 ま りでない とい える。す なわ ち,菌 面積 の増

大 と被膜の肥厚 は薬剤に 対す る自己防禦 として好 都合な

ことと推定 で きる。また,顆 粒 不明僚 および透過性増 大

等 は,菌 の大 きさの変化 と逆 の関係があ るので,こ れ を

薬 剤によつ て受 けた障 害を意 味す る もの とす るな らば,

SM耐性 菌 はその よ うな変化 が もつ と も少な く,TB1

耐性菌に強 く起つ てい る。すなわ ち,こ れ らの変化は薬

剤の種類に よつ て 差異が あ り,SM耐性 菌 は菌体 の増

大,被 膜の肥厚 が他 に比 して著 し く,顆 粒増加等の増強

的傾向が 認め られ る点 か ら老 える と,真 の意味 での抵抗

質、を獲得 した もの と想定 で きる。 これ に類 した所見 はま

たINAH耐.生 菌に もみ られる。 これ に反 し,PASお

よびTB1耐性 生菌 は 菌 本の 大 きさおよび被膜肥 厚9等は

もつ とも軽度 で,む しろ顆 粒不明瞭化 および透過 蝉増 大

等 の障 害的傾向が多い。

以上の ことは前編 で述べ た染色.の 変化 と全 く一致す

るので,SMお よびINAH耐性 菌 とTB1お よびP

AS耐性 菌 では1耐性の様相が異 な ろのではないか と考

え られ る。また,試 験管 内で作成 した耐性菌 では,こ の

よ うな変化が少 ないので,病 巣 内耐性菌 とは別個 に考 え

るべ きであ る。

以上の よ うな電顕像 に よる耐性菌の形態的変化 の状況
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図21耐 性 菌 の 形 態 変 化 の 比 率

よ り判断 して,耐 性 とい うこ とに2つ の考 えが想定 し う

る。す なわ ち1つ は積極的 に防禦 力を増大 して耐 生を獲

得 した もので あ り,他 は防禦力 の増大 を伴わ ないいわ ば

消極的 な 耐性 であつ て,臨 床上 は前者の状態 はSM耐

性菌に多 くみ られ る点か ら,こ れ らの薬 剤によつて耐性

を獲得 した ものは もつ と も好 ましか らざる もの で,薬 剤

の 効果 はそれ以上期待 で きないの である。後者の状態 は

TB1に 強 くみ られ,PAS,INAHは この 中間に位

す るのであ るが,こ れ らの もの は臨床上 は耐性 を得 て も

薬剤 を継 続投 与すれば,さ らに菌 の生活力 を抑 圧 し うる

司能性 があ ることを示唆 してい ると思 われ る。

ＩX(結 論

1)耐 性菌 を電子顕微鏡 によ り その 形態 を 検討 した

が,SM耐 性菌が もつ とも著 しい 変化 を示 し,つ いで

PAS,INAH耐 性菌 の順で,TB1耐 性 菌は ほ とん

ど標準菌 および無耐性菌 に近い 。

2)重 複耐 性菌は 単独耐性菌 よ りも形態変化が著 し

く,と くに三重耐性菌が もつ と も強い。

3)形 態 の個 々の変化 との相関関係は,菌 が 長 くな る

ものほ ど巾 も太 くかつ面積 も広 く,膨 化 も強 くな り,面

積 の広い ものほ ど顆粒 数 も増 し,こ れ らの変化 は ともに

増 強的であ る。

4)試 験管 内での実験的作 成耐性菌は生 体耐性菌 よ り

形態 的変化 は僅少 であ る。

(参考文献 は第III編に記載す)


