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抗 酸 性 菌 の 発 育 形 態 お よ び 染 色 性 の 研 究:

と くにAgarfixierungsmethodeに よ るMycobacterium 607の 集 落 の観 察

広 谷 交 雄

慶応義塾大学医学部細菌学教窒(主 任 牛場大蔵教授)

受付 昭和34年4月8日

固形培地に発育 したMycobacterium 607(以 下M.

607)をZiebl-Neelsen法 で染色 す ると,形 態 な らびに

染色性 を異にす る種 々の菌群 を認 め る。それ ら相互 の関

係 を観察す る日的で下記の諸実験を試 みた。またAgar-

fixierungsmethode3)～5)(以 下AFM)を 援用 して,

Kirchner寒 天平板 培養24時 間後の 集落に ス トレプ ト

マ イシン(以 下SM)お よび イ ソニ コチ ン酸 ヒドラジ

ド(以 下INH)を 作 用 させ た 場合 の 形態染色性 を観

察 し,そ れが石炭酸 水,低 温等 の影響 による変化 とどう

違 うか等の点につ き検討 した。

実 験 方 法

1)使 用菌液

M.607の0.1% Tween 80含 有Kirchner培 液 隔

日継代培養菌液 を東洋濾紙No.131で 濾過 し 原液 とし

た。

2)AFM4)に よる集落 の観察

原液 を滅菌蒸溜 水 で2倍 稀釈 し その0.1ccを1.5

%寒 天含有Kirchner平 板 に硝 手棒 で 塗抹 し ふ らん器

(36.6℃)に 入れ,2,4,6,8,17,24時 間 目 ご とに

AFMを 実 施した。す なわ ち寒天平板 をほぼ7mm間

隔 の縦横の割線で切 り,こ の直方形 寒天片の菌 塗抹面 を

下 にして静か に清浄 なス ライ ド上に密着 させ る。 この寒

天 片が浸 る程 度にPicro-formal (Bouin)〔Picric acid,

 saturated aqueous solution 75 parts, Formol 25

 Parts, Glacial acetic acid 5 Parts〕 を注 ぎ約30分 放置

後 寒天片 を取去 り,ス ライ ドは流 水中で水洗 す る。染色

はZiehl-Neelsen原 法1)(以 下 原法 と略。 すなわ ち,

Ziehl液 で10分 加 温染色後4倍 稀釈硫酸水 で30秒

きらに 純 酒 精 で5分 脱色 水 洗後 メチ レン青後染色

60秒)お よび変 法(60℃ に加温 したZiehl液 で 染色

2分 後3%塩 酸酒精脱色15秒,水 洗後Lofflerの メ

チ レン青 後染色2分)と し,Zeiss製 双眼 顕微鏡(接 眼

鏡8×,対 物鏡100×)で 観察 した。人工光源 はOsram

 H 152 6V, 15W(電 源244前 後,絞 り全開)を 用い

た。

3)肉 眼でみ える集落の観察

原液 を105～106倍 稀釈 しその0.1ccをKirchner

寒天平板に硝子榛 で塗抹 し36.6℃ のふ らん器に保 ち2,

4,7日 欝ごとに集落30コ(小 集落 は その全部,大 集

落 はその一部 をスラ イドに塗抹 しPicro-formal(Bou-

in)で 固定)宛 原法お よび変法で染色観 察 した。

4)グ リセ リン含有濃 度を 異に した 培地 に 発育 した

M.607の 観察

Kirchner培 液 の組 成中 グ リセ リン含有量 の みを0,

0.2,2,5%に 変 えた4種 類 の 培地でM.607を2

日目ごとに継代 し約30日 後に原法お よび変法で染色(

察 した。

5)"Beaded form"7)8)の 観察

ことに"Beaded form"(以 下BF)と 使用 した塩基

性 フクシンとの 関係 を 知 るため,M.607の(Kirchner

寒天 斜面 隔 日継代菌苔 を用いて下記 の実験を行つた 。菌

苔は硝子玉入 りコル ベン手振 法で蒸溜 水菌液 としこれ を

表1塩 基 性 フ クシ ン(国 産化 学)に よる

"Beaded form"の 消長

1)Yegian, Baisdenの 染 色 法

2)Ziehl-Neelsen原 法

3)Ziehl-Neelsen変 法

注:NaCl…B染 色液で染色 した場 合

Distilled water…A染 色液で染色 した場合
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東洋濾紙N0.131で 濾過,濾 液 を スライ ドに 塗抹,乾

燥後 火焔 固定 し原法,変 法,Yegian and Baisden洪7)

〔1.塩 基 性 フク シン(国 産化学)11.gを 磁製乳鉢 で

磨砕 し純 エ タノール100ccを 加 え原液 とす る。2.原

液10cc,エ タノール10cc,5%石 炭酸水180CCを

混 和(以 下Carbol fuchsin)。3. A: 95 cc Carbol

 fuchsin+5 cc Distilled water , B: 95 cc Carbol

 fuchsin+5 cc 10%食 塩水 。4 .Aま たはB色 素液

で染色す る。 この さい90℃ に保っ た蒸 し 器の中で20

分染色 し脱色は3%塩 酸酒精30秒 〕で染色す る。観

察菌200コ 中のBFを 百分率で示 した(表1)。

6)SM,INH,5%石 炭酸水 ,低 温等 の 影響下

におけ るM.607の 形態染色性観察

(1)2借 稀釈 の原液0.1ccを1.5%のKirchner寒

天平板 に硝子棒で塗抹 し血温ふ らん器に保っ。(2)24時

間後各平板 ごとにAFMを 実施 しこれ を対照 とす る。そ

の後 あ らか じめ滅菌生理的食塩 水で所 定濃度 に調製 して

おいたSM(硫 酸 ヂ ヒ ドロス トレプ トマ イシン 明治 の

10,20,500γ/cc)お よびINH(イ ソニ コチ ン酸 ヒ

ドラジド中外 の50,100,500γ/cc)な らびに5%石

炭酸水 のおのおの15cc宛 を 各平板 に注加 して ふ らん

器 に入れ1,3,7日 目ごとにAFMを 実施 した。1

群の平板は5℃ の 電気冷蔵庫 に 放置 し,1,3,7日 目ご

とにAFMを 実施 した。(3)各標本 は変法 で染色 し観察

に供 した。

実 験 成 績

1)AFMに よる早期集落 の 逐時的観察 では
,4時

間 日までは まだ単在菌 が70～80%を 占めその多 くは

赤染 した桿状形 であるが他 に赤染 した"Granular form"

(以下GF),青 染 した桿状形 あるい はGF ,青 赤 染

した桿状形 あるい はGFも み られた。6 ,8時 間 日に

は複数個の菌群 よ りな る初発集落 と思 われ るものが認 め

られた。 それ らの多 くは淡青 染 した桿部 とそれよ りや や

濃青染 した顆粒状部 とを もったGFの 菌群 で構成 され

た ものであつた。そのほか に少数 の青染桿状菌群のみ あ

るいは赤染菌群 のみで構成 され た集落 も認め られた。単

個 の菌 には赤青染 したGFが 目立った。17時 間 日 に

はか な り増大 した集落が認め られ るよ うにな り観察 も容

易 となつた。すなわ ち集落 はおおむね不整網眼状 を して

増大 し,しか もGF菌 群 で構 成 さ才した ものが 日立つ た。

そうしてそれ らのある ものは淡青染桿部 とそれ よ りやや

濃青染 した顆粒状部 を もっ たGF菌 群のみで,ま だ他

の もの は集落全体の菌が一様に淡青赤 染(集 落 によつて

青 色調の強い場合 と赤色調 の方 が強 い場合 とが あ るが一

般 に培養 時間が長 くなる と赤色調の強い集落が多 くな り

また染 色性 も増 して くる)し たGF菌 群で構成 されて

いた(写 真1)。 以上の ほかに全体 が 青 染桿 状形菌群 で

構成 されて いるよ うにみ える もの,そ の中に数 コの赤 染

樺状菌が認め られ る もの(写 真2),あ るいは すでに赤

染菌群のみで構 成 されて い るもの等 が み られ た。24時

閥後 では一般 に集落 の染色 性が増 して くるが ことに既述

した青染桿状形菌群 のみで構成 され た集落 は減少 しその

中に 赤染桿状形菌 ない しはGFの 混在数が 増 して く

る。 これ らの赤染菌群は集 落 を形 成 してい る菌密度の大

なる部分で しか も培地に接 した方の側に多 く認 め られ

た。以上の所見は変 法の場 合におけ るほ ど明 らか には原

法で観察 で きなか った。原 法では一般 に赤色調 が強 くこ

とに変法 で赤 青染 したよ うな場合 に原法で はそれが赤色

調 の濃淡 の差 として現われ ることが多かった。 しか しな

が ら赤 と青 との対比 とい う点では原法が勝っていた。

2)培 地面に肉眼で 認 め られ るよ うな 集落 はAFM

に不適 であ る。 この集落 は ス ライドに 塗抹 して 観察 し

た。培養後2日 日で はなお青染菌 を認 めるが4日 目で

はほ とん ど青染菌群 を認 めず。7日 目には濃赤 ない し赤

青(粒 が密集 してい るよ うにみ える部分に しば しば遭

遇す る。 この場合詳細にみ ると比較 的染色 性の弱 い短細

な桿状部を認 め ることがで きる。 これが いわゆ るBF

として観察 され る。また同色調 で乳棒状 を呈 した もの も

認 め られ る。多数 の孤立集落 を観察 したが青染菌 群のみ

で構成 されてい る集落は認め えなかった。

3)グ リセ リンの濃度差は そこに発育 した菌 の形態染

色性に著変 を与 えなかった。 グ リセ リン含有0な いし

0.2%で は全体に混濁 して発育 し管底 に絮状沈澱物 を認

めた。2な いし5%で は培地表面 に厚い苔 を作つて発

育 し液 層はあま り混濁 しない。 これ らの菌群 を染色 観察

す る とグ リセ リン含有濃度の少ない場合ほ ど青染菌 が多

い。 また0お よび0.2%で は菌配列に定方向な く,塗抹

に さい してパ ラパ ラ にな りやすいが2お よび5%で

は束 状配列 を し単個 にな りに くか った。

4)表1に 示す よ うに食塩 の存否,染 色法の 差 異等

でBFの 消長に著 しい影響 をみず。

5)SM影 響下のM.607早 期集落 の観察

SM 10お よび20γ/ccを 作 用 させ た 場合,注 加薬

液 層に絮 状浮游物ない しは集落形 成を認めず,,そ のAF

M標 本を変 法で染色観察 した場 合,対 照 では 淡青赤染

(青色調 がやや強 い)し たGF菌 群 で構成 され た集落

が主 として認 め られ た。 薬剤作用1日 後の 標 本では淡

赤 ない しは 券染 したGFで 構成 された 集落 が 目立 っ

た。3お よび7日 を 経過 した もの ではGFの 桿部 に

相当す る部分(以 下桿部)の 染色性が低下 しはなはだ し

い場合 にはほ とん ど識別 で きぬ くらいわずかに赤色調 を

保っ ているよ うな菌群か らなる集 落が多 くみ られた。 こ

の よ うなGFの 顆粒状部分 似 下顆粒)の 染色 性 も一

般に低下 した ものが多いが中に きわめて濃染 した顆粒 も

認 め られ る。 ことに7日 目の 標本では赤 黒色の比 較的



写真1,2M.607のKirchner寒 天平板培養24時 間後のAFM

写真1"Granular form"の 菌群で構成 されてい る。桿

状部 はやや淡青赤染 し,顆 粒状部は それよ りや

や濃青赤染 してい る。

写真2「 桿状形」の菌群で構成 されてい る1淡 黒色

にみ える部分 は青 染部,黒 色 にみえ る部分は

赤染部に相当す る。

写真3SM10γ/cc影 響下7日 日にお けるAFM。

淡赤染 したこ桿状部 と赤染(と きに濃赤染)し たこ

顆粒 状部よ りな る"Granular form","Beade

dform"を み る。顆粒化 はINHの 場合 ほど

迅速か っ著 明に現 われ ない。

写真4SM500γ/cc影 響下1日 目にお けるAFM。

SM低 濃度 では作用後 も抗酸酒精性,染 色性
の増強が認め られ るが,高 濃 度では 目立たな

い。顆 粒化は低濃度の場合 よ り早い。

写真5INH500γ/cc影 響 下1日 目におけ るAFM。

顆粒状部は青赤染 し,桿 状部は きわめて うす く

青赤染 してい る。すなわ ち作用後 ただちにこ顆粒

化 しは じめ,SMの 場合 にみ られ たこよ うな抗酸

酒精 性,染 色 性の増強がみ られ ない。
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大 きな顆粒 や同色調 の乳棒状 ないし短桿菌状 を呈 した も

の がしばしば認 め られ詳細 にみる と淡赤染桿部 を観察 で

き る。1集 落中 の顆粒数が著増 して いると愚われ る所見

はなかつた。SM500γ/ccの 場合 も薬液 層の 絮状浮游

物ない し集落形 成を認 めず。作 用後1日 目 では 低濃 度

におけ るよ うな色調 の変化 が 目立た ずか えっ てGFの

桿部 に強 い染色性 の低下 を認めた 。3お よび7日 目の所

見は低濃度の場 合と類似 していた。 なおSM0 .57/60

では注加薬液 層に絮状浮游物を認め これ をスライ ドにぬ

つてBouin液 で処理 し変 法で 染色観察 す ると比較 的染

色 されやす い赤染桿状形お よびGFを 中心 にその他 の

あ らゆる形態 染色性 の菌群 を認めた が この場合に特異 な

所 見はなかった 。

6)INH影 響下M .607早 期集落 の観察

INH50お よび100γ/ccを 作用 させた 場合注加薬

液 層に僅 少の絮状浮游物発生 をみた。AFM実 施 にさ

い しては これ らが寒 天面 に付着 しない よ うに した。対照

では淡赤青染(赤 色調 がやや強 い)した 桿部 と,同 色 調

でやや濃染 した顆粒 よ りなるGF菌 群 で構成 された集

落が主 にみ られ た。薬剤作用1日 後 には すで に 桿部 の

強い染色性低下 と顆粒 出現 による短縮がみ られ場合 によ

っては青 赤色顆 粒のみが密集 してい るよ うにみ えた。3

日日では顆粒 の染色 性 もまた低 下 していた。7日 目では

染色 性の弱 い顆粒 に混つ て紫黒色 の顆粒や短桿状菌(と

きに紡錘状 あ るい はまゆ形 を呈す)も 認 め られた 。INH

500γ/ccで は絮状浮游物 を認めず。AFM標 本は 対照

では淡青 赤染(赤 色調がやや強い)し たGF菌 群で構

成 された集落 が多かった。 薬剤作 用1日 目では 低濃度

におけ るよ りやや強 い 色 調の変化(こ とに 染色 性の低

下)が あ り日とともに著 し くなつた 。7日 日にわけ る紫

黒色顆粒 ない しは短桿菌の 出現 は低濃度にお けるほ ど著

し くなかった。低濃度にお ける絮状浮游物 はSMの 場

合 と同法で観察 したが一般 にSMの 場合に比 較 して桿

部 の染色 性の弱いGFが 日立 った ほか にSMの それ

と著 しい所見 上の差異 はみ られ なかっ た。

7)5%石 炭酸の影響下において は 薬液層 に 絮状浮

游物 を認めず。AFMで は7日 後 と対照 との間に著 し

い差 異を認 めず。わずかに7日 目の標 本で 色 調の 変化

(染色 性 と抗酸酒精 性の低 下)が み られた程度 で菌 の顆

粒化 も著明 でない 。また7日 目に 黒赤染桿状菌 を 認 め

た。

8)5℃ 電気冷蔵庫申に 放置 した場合,1日 目までは

対照 の所見 とほ とん ど差 はない。3日 目にな ると桿 部の

染色 性の低下 した ものが多 くな り顆粒 数の増加 がみ られ

た。7日 日には大部分 の ものは さらに染色 性低下 し観察

困難 になるが しばしば 赤染顆 粒 と 淡赤染桿部 を もっ た

GFが 認め られた 。

総括 な らびに考案

AFMを 援用す ることによ り発育 途 .上の 早期集落の

形 態染色性 をで きるだ け本来の配列 を乱 さない状態 で観

察 し,非 抗酸 酒精 性で比 較的染 色 され に くい桿部 と比較

的染色 されやす い顆粒状部 を もったいわ ゆるGFの 菌

群で構成 され てい る集落 のほか に,非 抗 酸酒精性 あるい

は抗 酸酒糟 性で比較的染色 されや すい菌群 で構 成 きれて

い る集落 を認 めた。やや時間 を経過す るとGF菌 群 で

構成 され た集落 は増大 す るとと もに全体が 同程度 に染色

性 と抗酸酒精性 を増 した状態 の集 落が多 くな り中には そ

の培地に接 した方の側 に抗酸酒精 性で染 ま りやすい樺 状

形 を認め る もの もあ る。 また非抗酸酒精 性で染 ま りや す

い桿状形菌群 で構 成 された集 落 の中に も抗酸 酒精 性の桿

状形 を認 め るよ うにな る。か くて培養継続 とと もに染色

性 な らび に抗酸酒精性 の増強 した菌がふ えてゆ くが一方

次第 に顆 粒が密集 してい るよ うにみえ る もの も日立って

くる。

非抗酸酒精 性菌株 を分離 す る鼠的で 多数の孤立集落 を

観察 しまた その分離培養の ため2,3の 実験を行った が

成功 せず。

結核 菌の形態染色性 な らびに発育様式 に関す る報告 は

すで に多い。その集落 を組織学 的方 法で観察 しSubstance

 cyanophileを 発育 の始 ま りとしたBezancon
,Philibert

2)ら の報告はAFMに おけ る比較 的染色 されやす く

か つ非抗 酸酒精性の集落 の辿 る過程 に相 当 してい るよ う

に思 われ る。ただ しこの様式 の ものは多 くない。Kahn
,

Nodienz9)ら は 結 核菌集落の 切片標本で 最表層(抗 酸

性菌,非 抗酸性菌お よび 顆粒か らな る),中 間層(弱 抗

酸性菌 よ りな る),最 下層(培 地 に接 した所 で主 として抗

酸性菌 よ りな る)を 分 けその結果非抗酸酒精性で メチ レ

ン青 に染 ま りやすい顆粒 か ら,非 抗酸酒精性で メチ レン

青 に染 ま りやす い桿状形,つ いで抗酸酒精 性桿状形へ と

発育す ると報告 した。 また植 田2)は 結核菌初期集落 を

スライ ドにと り,Ziehl-Neeisenの 植 田変法で観察 した

結果,発 芽 とそれが発育 伸長 した糸 状形(非 抗酸 酒精性

で易染 性),糸 状形 の基部 が成熟 して生 じた顆 粒 お よび

糸状形 の基部が分離 して生 じた桿状形(抗 酸酒精性)と い

う形式 を述べ,こ れ らの うちい わゆる抗酸酒精性形態は

発育 能力のない変性過 程の もの とした。両説 ともに早期

の ものをいわゆ るGFと してお りか つそれが非抗酸酒

精 性で メチ レン青 で良染す るとしてい る。 この形態染色

性 を示す ものはAFMの 場合比較的遅い時期 に現われ,

ご く早期においては 一般 に 染色 性が 弱い ことは 既述 し

た。すなわ ち発育過 程を考 え る場 合,非 抗酸酒精 性よ り

抗酸 酒精 性へ の過 程のほか に,染 色 され やす くな るとい

う点を考慮 す る必要が あ る。

形態 的には桿 状形,GF,顆 粒 お よびBF(お よび

その類似形)が 認 め られ た。後の2者 は 晩期集落で し

ば しば遭遇 した。M.607の 形態 な らび に染色性の 複雑
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きは上述 した3要 素 の種 々な組 合せ に 由来す る。 しか

して抗 酸酒精 性の強 弱は原法によって,染 色 性の難易 は

変法 によって観察す ることが望 ましい。なお早期 すでに

抗酸酒精性菌群 で構成 された 微小集落 を認 めた ことは興

味 あ る所見 と思 われ る。

BFに ついてYegian,Baisden6)7)ら は これ は人

工 産物で とくに 使用 した フクシンと その 濃度 に 影響 き

れ,ま た使用 した フ クシ ンの製品別に関係な く溶媒の邸

に一定箪のNaClを 加 え る ことに よ り著増す ると報 告

した 。国産化学製塩基性 フク シン使用 にさい しこの点 を

検討 した 。その結果食塩 の存在 によ り僅少 なが らBFの

増加 を示 した と思 われた のはYegianら の 法に 従 つて

染色 した 場合 と 原法の場含 とで,変 法では 認 めなかっ

た。 いずれ にして もYegianら が 報告 した よ うな 成績

は え られなかった。BFが 晩期集落において しばしば

観察 された ことはむ しろM.607の 形態変化 中の一過程

と考 えたい。

AFMに 適 したM.607の 発育 時間は24時 間前後

までであ るが一方 この時期 の大部 分の菌 は薬剤 の影響 を

受 けやすい状態 にあ ると考 え られ る。 この時期 にこSM

を作用 させた 場合に認め られた 所見か ら推定 され ること

は,発 育 阻止濃 度のSMに よって菌の分裂増殖 は停止

す るがすで に発育 してい る菌 に対 して はINHほ ど強い

影響 を与 えない 。そ うしてそれ らの菌 は自然 の過程 をへ

て顆粒化 す る。SM濃 度が大 な る場 合にはすでに発育増

殖 してい る菌 に対 して も多少 の影響 を与 え る。石 炭酸 の

影響下 におけ る変化 がSMの 場合 とやや似てい るが,

顆粒化は石炭酸の場合の方が遅 く現われ る。氷室 中にお

いては一時変化 が停止す るが間 もな くINHで み られ

るよ うな変化が 個 々の菌 に 現 われ て くる。INHの 影

響下 におい ては比較 的短 時間の うちに既存 の全菌 に対 し

著 明な 影響 を与え,そ の状態 で 速 やかな 顆 粒化 を きた

す。 これ らの 所 見を スライ ドカルチ ュァ法を 援用 して

Ziehl-Neelsen法 で観察 したH37Rvの 抗結核剤 による

形態変化10)と 比較検討す ると,次 のよ うな共通 点が認

め られ る。す なわち抗結核剤 の種類 に関係な く,そ の影

響下 で発育増 殖 した菌 の形態 は薬剤 の影響 下にない場合

のそれ と共通 してい ること。抗結核 剤の影響で示す形態

変化 と変性過 程 としての それ との問 に特異 な所見上の差

異がみ られない こと等で ある。

結 論

1)Kirchner寒 天平板 に発育 したM.607の 早期集

落 をAgarfixierungsmethode,Ziehl-Nedsen染 色法で

観察 し,(1)桿 状形(均 等 に染 ま っ て い る)あ る い は

Granular form"(不 均等 に染 まっ てお り濃染部が顆粒 の

よ うにみえ る)の顆 粒化,(2)非 抗酸 酒精 性か ら移行形 を

へ て抗酸酒精性 へ(た だ し早期 すでに抗 酸酒精性の もの

が あ る),(3)染 色 されに くい形 か ら染色 されやすい形へ

(ただし早期 すでに染色 されやすい形が存在す る)の 変

化 を認 めた 。M.607菌 体の種 々な形態 な らびに 染色 性

は この3因 子の複雑 な組合せ に起因す る。

2)非 抗酸酒精性M.607菌 株 の分離 は成功 しなかつ

た。

3)塩 基 性 フクシン(国 産化 学)は"Beadedform"

形成 に著 しい影響 を与 えなかった 。"Beadedform"を

人工産物 とす ることには なお検討 の余地 があ る。

4)M.607のKirchner寒 天 平板培養24時 間後に

SM,INH-い ずれ も発育阻止濃度),5%石 炭酸

水,低 温(5℃)を 作 用 させてか ら1,3,7日 日ご とに

Agarfixierungsmethode,Ziehl-Neelsen染 色法 でその

形態染 色性の変化 を観察 した。 その結果 ある原因 によつ

て起った と思 われ るよ うな特有な所見はなかつ た。す な

わ ちいずれ の場 合に も共 通 して顆粒化が み られ,INH

で は他の場合 に比較 して それが早期 に認 め られた 。また

薬剤 中で発育増 殖 した と思われ る菌 の形態染色 性は普通

培地 でのそれ と著 しい差異 はみ られ なか った 。

稿 を終 るにあた り御指導,御 校 閲を賜 わった牛場大蔵

教授 に深 甚の謝意 を表 し,あ わせ て種 々御助力,御 助言

戴 いた 教室員各位 ことに氏 家,深 沢 両学士に厚 く御礼申

し上げ ます。
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