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緒 言

前報1)～3)に おいてはSMお よびINHを 結 核菌

およびその他のMycobacteriumの 発育初期集落に作用

せしめた場合,配 列の先端部の菌体は変化 を示すが,配

列の基部の菌体は変化しないこと,さ らに休止あるいは

死滅状態の菌に薬剤を作用せしめた場合には形態的変化

を起さないこと等が明 らかとなつた。さて菌に薬剤を作

用せしめる場合,そ の条件によつてはその数に多少の差

はあるとしても,多 くの場合に一部の菌体が生残 しうる

ことはよく知 られている。ことにMycobacteriumの 場

合それぞれの菌体は発育段階によつてその形態,染 色性

に著 しい差異があ り,上 記か らも明 らかなごとく薬剤に

対する態度 もまたそれぞれの菌体で異なるが,こ れ らの

菌体中にはさらに薬剤に比較的よく抵抗して生残しうる

ような発育段階の ものがあるのではなかろうか と考えら

れる。本報においてはこのような点を検討すべ く,前 報

と同様な方法で発育初期集落に薬剤を作用せしめ,一 定

時間後,薬 剤を除去 し,集 落中配列のいかなる部位のい

かなる菌体か ら再発育が起 るかを観察し,こ れか ら生残

菌の状態およびその菌体の元の発育段階を推測しようと

した。

材料および方法

方法の前半は前報1)と 同様で,各 菌型の初期集落に薬

剤(SMあ るいはINH)を 作用せしめ,一定時間後,

薬剤の作用を除 く操作 を行い,さ らに一定時間再発育が

起 るまで培養し,そ の配列 を乱さないように固定し観察

に供した。

薬剤を除 く操作としてはSMの 場合は無効な濃度と

なるまで十分に稀釈する方法によつた。Cysteinに よる

Competitionを 利用する方法4)も 記載されているが,こ

れはよい結果は得 られなかつた。INHの 場合 には新

しい培養基による稀釈のほかに,活 性炭を添加すること

によつてよい結果が得 られた。この場合INH10γ/cc

に対 し活性炭を1%の 割合に加 えると十分にINH

の作用を除 きえた。しかし欠点としては炭末によつて標

本が汚染 され,と きに観察が妨げ られた。酸化剤による

INHの 不活性化の報告5)も あるが,生 残菌の酸化剤

による障害を顧慮して用いなかつた。

実 験 成 績

一般に高濃度の薬剤を長時間作用せしめた場合,生 残

した菌か らの再発育は非常に遅れ,ま たその数も非常に

少なかつた。しかし比較的低濃度(も ちろん阻止濃度以

上ではあるが)の 場合には生残する菌体 も比較的多く,

また再発育 も速やかに起 つたために観察は容易 であつ

た。また形態,染 色性にまだ十分な薬剤による変化を起

さない以前に薬剤を除去 した場合には,薬 剤作用前にあ

つた菌体とそれ以後に発育 した菌体 とを区別す ることは

不可能であつたが,朗 瞭な形態的変化を示したのちに薬

剤を除いた場合には,再発育した菌体は強 く易染性に(と

きには同時に弱抗酸性にも)染 色 され,朗 瞭な形態を示

し,明 らかに判別しえた。

I.SM作 用後生残した菌体か らの再発育

(a)SM高 濃度あるいは 長時間作用後の生残およ

びそれか らの再発育

高濃度あるいは低濃度でも比較的長時間SMを 作用

せしめ,明 瞭な変化が起つたのちには,生 残,再 発育は

やや少数の菌体にのみ観察 された。この場合元の集落中

配列の先端部の変化を受けた菌体中で も,少 しく配列の

基部一スメグマ菌においては配列の最先端から4～6コ

目一に位置する菌体か ら,ま ず2コ の相接する発芽を生

ず る場合が多かつた(図1)。 それ以後の発育は通常の

ごとく続 くが,発 芽しないその他の菌体では変性が進む

のみであつて,そ れ らか らも遅れて順次発芽す るごとき

所見は得 られなかつた。

この場合薬剤によつて形態変化を受けなかつた配列基

部の菌体についてはとくに注意して観察したが,こ のよ

うな菌体か らの再発育を明 らかに認めた例はなかつた。

また鳥型菌,人 型菌がSM作 用後再発育す る場合に

は,再 発育する前にあ らかじめ膨大 した形態の形成があ

り,こ れか ら再発育が起るごとき所見を示す場合が多か

つた。いずれに して も元の集落中配列のほぼ一定部位の
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菌体から再発育が起 ることは同様に注目された(図5)。

(b)SM低 濃 度,短 時間作用後の生残 および それ

か らの再発育

たとえばスメグマ菌に対してSM10γ24時 間前後

作用後薬剤を除いた場合には,上 述のごとき強い作用を

まだ受けないためか,相 当多数の菌体 か ら再発育 が起

り,図2の ごとく(a)に 述べたごとき部位か らはもち

ろんのこと,配 列の先端の菌体か らも再発育が起 るのが

観察 された。この場合にもやはり再発育しえない菌体 も

もちろん存在 した。鳥型菌,人 型菌において もまたほぼ

同様であつた。

II.INH作 用後生残 した菌体か らの再発育

(a)INH高 濃 度 あるいは長時間作用後の生残お

よびそれか らの再発育

INHに よ る形態,染 色性の変化はSMの 場合に比

して本来顕著であるか ら,薬 剤除去時の変化 を受けた菌

体 と薬剤除去後の再発育した菌体との判別はより容易で

あつた。

ある程度 以上の作用を受けた場合は薬剤 を除 いての

ち,少 し遅れて6(48時 間前後か ら再発育 を開姶 した。

元の集落中配列の先端 か らやや基部 一A-1株 において

は最先端か ら4～6コ 目一の菌体か ら多くの場合まず2

コ(あ るいはそれ以上)の 相接する発芽がみ られた(図

3)。 その他の菌体か らは遅れて発芽することはなく,

発芽 したものか ら発育が 通常のごとく続 くのみであつ

た。また元の集落の配列基部に位置 した変化を受けなか

つた菌体か らの再発育についてはとくに注意して観察 し

たが,明 らかに再発育と判断された ものはなかつた。

またたとえばA-1株 に対して,INH1,000γ,100

γ,10γ を作用後,1～3日 後 になお生残 して再発育 し

うる菌体の数およびその様相には濃度によつて大 きな差

異はないようであつた。

ただINH10,000γ 作 用の場合は前報2)の ごとく,

その変化はSMに 類似していたが,こ の場合の再発育

も,上 述 と同様元の集落中配列のやや基部に位置した一

部少数の菌体か ら起るのが観察 された。

鳥京株,H37Rv株 において もまた ほぼ同様な所見で

あつて,配 列中のやや基部の菌体か ら再発育が起るごと

くであつた。

(b)INH低 濃度,短 時間作用後の生残およびそれ

か らの再発育

たとえばA-1株 についてはINH10γ 作 用8時 間

前後まではほとんど形態変化を認めず,INHの 作用

を除けばそのまま通常のごとく発育を再開す るごとくで

あつた。約10時 間以後 になれば ほぼ明らかなINH

に特徴的な変化が起 り,こ の時期にINHを 除去すれ

ば相当多数の菌体か ら再発育がみられた(図4)。 この

場合に もまた濃染する2コ の相接 した顆粒(核 であろう

と考 えられる)を もつ菌体を基にして2コ の相接する発

芽が出る場合が多かつた。INH作 用 時間 の延長 とと

もに再発育する菌体の数は減少した。

なお鳥型菌,人 型菌においてもまたほぼ同様の傾向を

認めた。

(なお上述の所見とともにSM,INHの 限界濃度か

らの再発育一これは多 くは耐性化による一 もまた配列中

のやや基部の菌体から起 ることをも観察 してい るが,こ

れについては耐性化の検討 とともに次報に述べたい。)

総括ならびに考案

一般に薬剤作用後の生残菌の定量的な測定は主 として

薬剤の 効果 を測ろうとす る目的で 行われて きたけれ ど

も,そ れをみるに化学療法剤が殺菌的に働 くと考えられ

る場合でさえ作用を受けた菌集団中の全生菌を死滅せし

めえない場合が少なくないことがわかる。この場合いわ

ゆる耐性菌の出現あるいは耐性化による生残 ももちろん

考えられ るが,そ のような考 え方に先立つて,ま ず薬剤

の作用を受けるそのときの各菌体の状態がそれぞれ異な

り,な かにはかなり抵抗しうる状態の菌体が存在するこ

とを考えなければならない.こ の点に関連して,た とえば

結核菌はかなり高濃度の酸 ・アル カリの影響にさえ耐え

うることがその特性の一つとしてよく知 られているが,

この場合にも一部の菌体のみが抵抗して生残するもので

あることが示 されている7)し,ま たSMに 抵抗し生残

した菌体は他の影響(た とえば熱等)に 対しても抵抗を

示すとい う成績 も得 られている8)。 近時一般細菌におい

て試み られてい るごとく菌の生理的状態(発 育段階)を

揃えようとす るSynchronous cultureの 提唱9は この

ような意味か ら非常に興味深い。以上のごとき見地か ら

前報に続いて,発 育した集落に薬剤を作用 させ種々なる

時間ののちに薬剤を除去し,元 の集落の配列を乱 さない

ようにして,そ の中の生残菌か らの再発育の模様を観察

しようとしアこ。

薬剤の影響が軽度である場合には単に一時的に発育が

抑制 されたのみで,薬 剤を除くとそのまま通常の発育が

続 くごとくであつた。また今少し影響が強い場合には薬

剤を除いて も再発育 しえない菌体が観察 され るようにな

るけれども,な お相当多数の菌体か ら再発育 がみられ

た。このような薬剤作用の段階では,ま だどのような菌

体が 比較的抵抗 するのかを推測することは 困難であつ

た。しかしさらに強い作用を受けて元の集落中の大部分

の菌体か らは もはや再発育が起 らず,ご く一部少数の菌

体のみか ら再発育がみ られるような場合にはその模様を

比較的容易に観察しえた。すなわち元の集落中配列の先

端部の朗らかに変化を受けた菌体中,配 列の少しく基部

に位置した菌体か ら再発育が起る場合が多かつた。また

このような場合にはまず相接した2コ の発芽 を生ず るの



図1ス メグマ菌SM10γ 作用2日 後SM除 去,さ ら

に20時 間培養,(↑)は 再発育,相 接した2コ

の発芽

図2ス メグマ菌SM10γ 作用16時 間後SM除 去,さ

らに20時 間培養,(↑)は 再発育した菌体

図3A-1株INH10γ 作用2日 後INH除 去,さ ら

に18時 間培養,(↑)は 再発育,相 接した2コ

の発芽

図4A-1株INH10γ16時 問作用後INH除 去,さ

らに20時 間培養,(↑)は 再発育 した菌体

図5H27Rv株SM1,000γ 作用3日 後SM除 去,さ ら

に6日 培養,(↑)は 再発育,相 接した2コ の発

芽
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が通常であった。このような所見か らその生残菌体の元

の状態についての推測が許 されるな らば,元 の集落中の

部位から考えて,少 しく成熟した段階の菌体であつたで

あろうことが考えられ,ま た2コ の相接した発芽がみ ら

れることが多かつた点か ら,そ の核 もある一定の状態に

あつたのではないか と考 えられた。すなわちこのような

発育の一定の段階にある菌体が薬剤に比較的よく抵抗し

うるのではなかろうか。(次 報に述べ られる耐性化によ

る再発育 も主としてほぼ同様な位署の菌体から起 るのが

観察 されている。)ま た前報1)に おいてSM作 用後,

NTC還 元顆粒が配列のやや基部の菌体中にのみ比較的

よく残存することが観察されたが,こ れと上述の生残,

再 発育する菌体とが配列中の位置を等しくすることはき

わめて興味深い。しかしこのようにして生残しえた菌体

が薬剤によつて明 らかに変化を受けていたことはとくに

注目されなければな らない。

しかしなが ら前報1)～3)に も述べたごとく集落中配列

のごく基部には薬剤によつて変化を起 さない抗酸性の菌

体が存在した。従来の見方か らすれば,こ のような菌体

こそ生残し再発育する菌体であるとせ られるのが通則で

あろうが,こ の点についてはとくに留意して観察を繰返

したが,こ のような菌体か らの再発育は認めがた く,一

方上述のごとく変化を受けた菌体の一部のものから明 ら

かに再発育を認めることは,こ のような配列基部の無変

化の抗酸性の菌体が薬剤に抵抗し生残する主たる菌体で

あるとは認めがたい結果となつた。このことは前報の所

見とともに このような菌体は進んだ発育段階の,古 い,

すでに生活力を失つた変性菌体であるとする植田10)の

考 え方を支持するごとくである。上記観察 に示 されたの

はSM,INHに 対 し抵抗を示す菌体であるが,酸,

アルカリその他熱等に対して も比較的抵抗性を示すもの

もまた同様な位置の菌体ではないかと考 えられる。この

ような結核菌の抵抗性あるいは発育力の保持について病

巣内の結核菌の生態 と関連して最近植田11)は 一定の見

解を公けにしたが,そ こでも強調されてい るごとく,こ

の種の菌の特異な抵抗性をいずれの菌型においても集団

中のすべての菌体が一様に もつ性質と見なそうとす る従

来の考 え方には再検討の要があることを上記の観察もま

た これを示している。

結 論

結核菌およびその他のMycobacteriumの 発育初期集

落にSM,INHを 作用せしめ,一 定時間後,薬 剤を

除去し,生 残した菌体か らの再発育を観察した。

1.薬 剤の影響が軽度である場合には単に一時発育が

抑制されたのみで,薬 剤を除けば通常の発育がそのまま

再開 されるか,あ るいは配列中の多数の菌体か ら再発育

が起つた。

2.薬 剤の影響がある程度以 上強 くなると薬剤を除い

たのちも一部分の菌体か らのみ再発育が起 るにすぎなく

なつた。この場合薬剤の作用に比較的よく抵抗しうるも

のは配列先端部の変化を受けた菌体中のやや基部に位置

した菌体が主であり,こ のような位置の菌体か ら多 くの

場合相接して2コ の発芽が生 じた。すなわちこのような

菌体は2核 の少しく成熟した菌体であると推測された。

3.集 落中の配列基部に位置し,薬 剤によつて変化を

受けなかつた抗酸性の菌体か らは再発育の徴は認められ

ず,前 報の成績 と考え併わせて,こ のような菌体はすで

に変性した菌体ではないかと考 えられた。

御指導御校閲を賜わつた植田三郎教授に満腔の謝意を
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