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    The earlier biochemical studies on the acting mechanism of kanamycin , one of aminogly-
coside antibiotics, have revealed that kanamycin acts on the ribosomes and inhibits the protein 

synthesis, and also causes a damage of the cell membrane and a decrease of the activities of 

respiratory enzymes in the bacterial cells . In this study, the fine structures and sites of 

activities of respiratory enzymes in the  tubercle bacilli treated with kanamycin were investigated 

with electron microscope . 

    Mycobacterium tuberculosis var. hominis  H37Ra cultivated in Dubos' medium for 7  days was 

incubated in the medium containing kanamycin  (10  mcg/rni) at  37CC for 24 and 48 hours . Suc-

cinic dehydrogenase activity was demonstrated by the method of Sedar and Burde using tetra-

nitro-blue tetrazolium (TNBT) and succinate. Cytochrome oxidase activity was demonstrated 

by the amine method of Burstone. The specimens were fixed in 1%  0s04 buffered with acetate-

veronal buffer of Michaelis (pH 6. 1). The fixed cells were treated in  0.  5% uranyl acetate, 

dehydrated in a graded series of ethanol and embedded in Epon 812 according to Luft. 

    In the tubercle bacilli treated with kanamycin, the cytoplasm appeared to be coarse. The 

fine granular structures of ribosomes were not obvious. The homogeneous, slightly dense, large 

granules and the vacuoles were occasionally observed in the cytoplasm. These morphological 

changes of the cytoplasm may be explained by the degeneration of ribosomes affected by ka-

namycin and the inhibition of the formation of  ribosomes caused by the inhibition of the protein 

synthesis. 

   The mesosomes appeared to be poorly organized or to be broken into fragments. Enzyme 

activities of succinic dehydrogenase and cytochrome oxidase, as evidenced by the deposition of 

dense reaction products, were located on the mesosomes, but a remarkable decrease of enzyme 

activities was demonstrated in the kanamycin-treated cells. These cytochemical findings were 

also found to be consistent with the results of biochemical determinations. Accordingly, in 

the case of  tubercle bacilli, it is reasonable to suppose that the degeneration or the abortive 

formation of  mesosomes occurres under the influence of kanamycin, and that the mesosomes 

are essential to the activities of respiratory enzymes and the growth of the cells. The  elon-

gated membrane structures, occasionally to the proximity of the large dense granules and the 

vacuoles, were also observed in the cytoplasm. These membrane structures may corelate with 

the appearance of the large granules and the vacuoles. 

 * From the Research Institute for Tuberculosis , Leprosy and Cancer, Tohoku University, 
   Hirose-machi, Sendai 980 Japan.
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ヌ・ 緒 讐

　 カナマイシソ(KM>は 梅沢ら(1957)η に よ りStr.

kanamycetic"Sの 培養濾液より抽出された広域スペクト

ヲムの抗生物質で,各 種の細菌に作用し結核菌に対 して

も強い抗菌 作 用を 持 つ て い る。ス トレブ トマイシソ

(SM)等 と同じくアミノ糖類抗生物質で,そ の作用機序

に関しては菌体内にとりこまれた後リボゾーム(riboso・

me)系 における蛋白の合成を阻害するものと考えられて

いるS)　̀'t》。 また,現 在では二次的変化と考えられている

が,細 胞膜の損ase)や 呼吸酵素活性の低下●⊃もSMで 古

くから知られている事実である。

　 しかしこれらの薬剤が結核菌に及ぼす影響を形態学の

面から追求した研究報告はきわめて少ない。KMの 直接

の作用効果を菌体の微細構造の面から認識することは困

難かもしれないが,KMの 作用によつて起こる一連の菌

体の変化を超微形態学の面から把握することにより,作

用機序の理解を助け,ま た菌体の微細構造と機能の関連

性について理解を深めることが可能ではないかと考え,

本研究を試みた。すなわち発育阻止に十分な濃度でKM

を作用させた人型結核菌H87Ra株 で超薄切片を作製し,

微細構造の変化について電子顕微鏡観察を行なつた。ま

た超細胞化学的手技を用いてコハク酸脱水素酵素および

チ トクローム酸化酵素の活性を検出し,こ れらの酵素活

性とメソゾーム(mesosome)に 及ぼす影響を電子顕微鏡

下に観察した。コハク酸脱水素酵素の変化についてはさ

らにwhole　 cellの レベルで,生 成されたformazanを

抽出し,比 色法による検討も行なつた。

II.　 実験材料および方法

　 (i)　 使用菌株およびKMに よる処理の方法

　 DubOs培 地に7日 間培養した人型結核菌Hs7Ra株 を

用い,培 養液中に終末濃度が10mcg/mlに な るように

KM(硫 酸 カナマイシン)を 加え,37℃ で24時 間およ

び48時 間菌を浸潰した。

　 (ii)　 電子顕微鏡的観察法

　上記処理を行なつた菌を遠心集菌し,Michadisの 酢

酸ペロナール緩衝液(pH　 6.　1)で2回 洗浄,　Kellenber・

gerら の方法7,に 準 じて1%OsOaで4℃ で,3日 間

固定,そ の後O・　5%酢 酸 ウラニールで1時 間処理したう

えで,エ タノール系列で脱水,Epon　 812を 主剤とする

Luftの 方法s》で包埋し,　Porter-Blum　 MT-1型 ミクPt

トームで切片を作製して日立HU-11B型 電子顕微鏡(加

速電圧75kV)で 観察,撮 影を行なつた。

　 (iii)　呼吸酵素活性の検出法

　KMの 処理を受けなかつた対照菌お よび10　mcg/ml

のKMを48時 間作用させた菌については直接超薄切片

の作製を行なつたほか,次 のごとくコハク酸脱水素酵素
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およびチ トクローム酸化酵素の細胞化学的処理を行なつ

た うえで超薄切片を作襲し電子顕微鏡による観察を行な

つた。

　 a)コ ハ ク酸 脱 水 素酵 素 活牲 の 細 胞 化 学 的 検 出 法

　 主 と してSedarら の方 法 。,に従 つ た・ す な わ ちO・2

Mリ ソ酸 緩 衝 液(pH　 7、2)で2回 洗 浄 した 菌 を ・O・2M

リソ酸綬 衝 液(pH　 7,2)11、 　25　mt,　 O・8Mコ ハ ク酸 ソー

ダ3.75　 ml,1　 mg/mlの 割 りに 蒸 留 水 に 溶 解 したtetra・

nitro.blue　 tetrazolium(TNBT>15　 m'か らな る 反 応

液 に37℃ で20分 間 浸 潰,反 応 させ た。

　 b)チ トクPt・一 ム酸 化 酵 素 活 性 の 細 胞 化 学 的 検 出法

　 Bursteneのamine法 助 に 準 じて 行 な つ た。 す な わ

ち0.2Mト リス緩 衝 液(pH　 8.1)で2回 洗 浄 し た菌 を ・

p-amino-diphenylamine　 15　rng,　p-amino-p'-methoxy岬

diphenylamine　 12　rng,0.2Mト リス緩 衝 液(pH　 8・1)

15　ml,蒸 留 水35　 m'か らな る反 応 液 に 訂 ℃ で30分

間 浸漬,反 応 させ た 。

　 a)b)の 処 理 を行 な つ た菌 をそ れ ぞれ の 反 応 液 に 用 い

た綬 衝 液 で3回 洗 浄 した 後,上 記(ii》 の 方 法 に 従 い 固

定,包 埋 した 。

　 細 胞 化 学 的 方 法 と平 行 して,比 色 法 を 用 い てwhOle

cellの レペ ル でfermazanの 生 成 度 を 比 較 検 討 し た。

TNBTのformazanは 各 種 の 有 機 溶 媒 に 不 溶 性 で 抽 出

困 難 な た め,TNBTの 代 り にtriphenyltetrazelium

chloride(TTC)を 用 い たeす な わ ち 当ftのKM作 用

菌 お よび 対 照 菌 をTNBTの 代 りにTTCを 含 む 上 記

a)の 反 応 液 と同 様 組 成 の 反 応 液 に37℃ で20分 間 浸

潰 し,生 成 され たTTC-formazanを それ ぞれ 　"-butanol

で 抽 出 し,光 電 比 色 計(Hitachi　 Perkin-Elmer　 139)を

用 い 波 長490　 mPtで 比 色 した。

III.実 験 成 績

　KMに よる処理を受けなかつた結核菌(対 照菌)の 微

細構造 と呼吸酵素の活性部位

　図1は 無処置の人型結核菌Hs7Ra株 の 超薄切片像で

従来の報告11)にみ られるものとほぼ同様の所見を呈して

いる。すなわち最外層の細胞壁に接してその内側に細胞

質膜が存在し,菌 体内部には微細な線維状構造を示す楼

が存在していて,そ の外側をリボゾームの微細な穎粒に

よつて充たされた細胞質がとりまいている。菌体中央に

おいて蜂巣状のいわゆるメソゾームと呼ばれる膜構造が

細胞質内にみ られる。このメソゾームは明らかに細胞質

膜 と連絡 しており,メ ソゾームと細胞質膜は連続した一

つの"unit　 membrane"か ら成立つていることを示して

いる。また核 との接触も保たれている。

　図2はKMに よる処理を受 けなかつた結核菌でコハ

ク酸脱水素酵素活性部位検出の細胞化学的処理を行なつ

たものの超薄切片像であり・図3は チ トクPt・一ム酸化酵
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素活性部位検出の細胞化学的処理を行なつたものの超薄

切片像である。既報助噂覇 のごとく,コ ハク酸脱水素酵

素の活性部 位 を示 すTNBT-formazanのaggregate

は メソゾームに一致して顕著に観察され。一部細胞質膜

にも認められた。またチ トクローム酸化酵素の活性部位

も前者 とほぼ同様であり,図3に みるごとく反応産物の

dense　depositが メソゾームに一致して観察され,一 部

細胞質膜にも認められた。

　 KMで 処理 した結核菌の微細構造

　 図4は10=mcg/ralのKMで24時 間 処理 した人型結

核菌H"Ra株 の超薄切片像であり,図5～7は 同じ濃

度でさらに48時 間処理した菌の超薄切片像を示 してい

る◎

　 10mcg1mlの 濃度でKMを24時 間 作用させた菌で

は一般にあまり著明な変化はみられなかつたが,と きに

は図4に みるごとくリボゾームの穎粒構造が消失 し,細

胞質は一部homogene◎USに みえ,ま た一部においては

coarseに み え細胞質の欠損がみられた。 こ の ような菌

においては典型的なメソゾームの構造は少な く,メ ソゾ

ームの構造は単純でorganizatienの 低下が認め られた。

　 KM(10　 mcglmj)を48時 間作用させた菌の切片像を

みると,細 胞質は一般にcompactで な くな り不規則な

粗大穎粒状を呈し,リ ボゾームの穎粒構造は失われてい

る。またしばしば図5お よび図6に 示すように変性した

細胞質のaggregateと 思われる大 きなdense　 granule

がいくつか観察された。さらに変化の著しい菌体では空

胞状に細胞質の大きな欠損がみ られ た(図7)。KMを

48時 間作用させた菌では このように細胞質の変化 が顕

著であるが,同 時に メソゾームの変化も著明になつてい

る。すなわちerganitCさ れたメソゾームは少なく,メ

ソゾームの構造は単純で,あ るいはまたunit　membrane

が単層または多層になつて細胞質内に伸長し,し かもし

ばしば細胞質内に出現したdense　 granuleや 空胞 の部

位に接して伸長 している像が観察された(図5～7)。 変

化の著しい場合は構成単位膜が短桿状に切断され,膜 の

断片を認めるのみで,か ろ うじてメソゾームの存在が見

分けられる程度に変化している(図6,7)。 しかしいず

れの場合も細胞壁,核 の構造はよく保たれており,細 胞

質膜にも認むべき変化はみられなかつた。

　KMで 処理 した結核菌における呼吸酵素の活性

　図8に 示す切片像は10mcg!mlの 濃 度でKMを48

時 間作用させた人型結核菌H訂Ra株 で コハク酸脱水素

酵素活性の細胞化学的検出を行なつたものである。メソ

ゾームの内部の構造は比較的よく保たれているが,こ れ

らを包む共通の外膜に断裂がみ られ,メ ソゾームの構造

に一部崩壊,欠 損が起 こつている。このメソゾームにお

いてはごく一部分だけclectrgn　 denseで あつて,対 照

菌のメソゾーム(図2)と 比較してformazanの 沈着の
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度合いが著しく低下している。

　図9は 前者と同様にKMを 作用させ,そ の後チ トク

ローム酸化酵素活性の細胞化学的検出を行なつた人型結

核菌HsvRa株 の切片像である。 メソゾームの 内部の構

造は一部を除いてほとんど欠損 してお り,こ れらを包む

共通の外膜には断裂がみられ,そ の一端が細胞質内に長

く伸びている。このようにorganizationの 欠損が薯明

であるが,こ のメソゾームにおいてはチ トクローム酸化

酵素の活性を示す反応産物のdense　 depositが ほ とん

どみられない。

　以上のように超細胞化学的研究によつて,KMで 処理

された結核菌ではメソゾームのorganizatienの 低 下な

いしは欠損に伴つて,膜 系に結合してみられるコハク酸

脱水素酵素およびチ トクローム酸化酵素活性の著明な低

下が電子顕微鏡で明瞭に認められた。これ らの実験成績

をさらに検討する目的で,生 成されたformazanを 抽出

してwhole　 cellで のformazanの 生成量を比較した。

すなわち当量の対照菌およびKM作 用菌か ら得られた

TTC-formazanを 光電比色計を用い波長490　mμ で 測

定 した結果,吸 光度はそれぞれ048:0・06で あつた。

この実験成績からもKMで 処理 した菌では対照菌と比

較 して著明にfomazanの 生成が低下していることが明

らかであつた。

IV.考 察

　 SMやKMな どの ア ミ ノ塘 類 抗 生 物質 が細 菌 の 蛋 白

合 成 系 に 及 ぼ す影 響 に つ い て はmiscedingの 現 象1`》粉

が よ く知 られ て い る。 す な わ ち リボ ゾー ムの30S部 分

と くに23Score蛋 白に 作 用 し16}　"'　ao},　amineacyl-tRNA

と リ ボ ゾー ム(30S部 分)の 結 合 を 阻 害 し鋤 鱒筒,

codon-anticodenのinteractionが 阻 害 され てmiscod・

ingが 起 こ り,菌 体 内に 異 常 蛋 白 が蓄 積 す る もの と考 え

られ て い る。 一 方,近 年Luzzattoら 鋤 鋤 は 殺 菌 効 果 を

示 す に 十 分 な濃 度 で 大腸 菌にSMを 作 用 さ せ る と,

polyribOsomeや50　 Sお よび30　 Sの リボ ゾー ムは 消 失

し,70Sの 不 可 逆 的 なmonosome(str-monosome)が

つ く られ る こ とを 明 らか に し,SMでribOsome　 cycleが

阻 止 さ れ 蛋 白 合成 が初 期 段 階 で阻 害 され る可 能 性 が 示 さ

れ た 。

　 KMを 作 用 させ た 結核 菌 の微 細 構 造 で特 後 的 な こ とは

細 胞 質 の 変 化 で あ る。 リボ ゾー ムの穎 粒 構造 は 失 わ れ,

細 胞 質 は 一 部homogeneeusに み え,あ るい はcoarse

とな り細 胞 質 の崩 壊,欠 損 が み られ る。 こ の よ うな 細 胞

質 の 変 化 はKMの 作用 に よつ て 起 こ る直接 的 な リボ ゾ

ー ムの 変 性,崩 壊,あ るい は また 蛋 白 合成 の阻 害 か ら リ

ボ ゾー ム の 生 成 が阻 害 され るた め で は な いか と考 え られ

る。

　 メ ソ ゾー ム も ま た著 明 な 影 響 を 受け,organizationの
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低下ないしは欠損がみられ。機能の面では少なくとも呼

吸酵素活性の低下が明らかである。 しか し結核菌の膜系

には呼吸酵素のほかATPア ーゼや酸性7tス ファダー

ゼの活性も検出され恥勘,そ のほか メソゾームについて

は細胞壁の合成鋤瑠鋤あるいは核酸代謝への関与鋤.鋤 等

多様な機能が考えられており,こ こに得られたメソゾー

ムの変化を明確に意味付けすることは困難である。蛋白

合成の阻害作用によつてメソゾームの構造蛋白および酵

素蛋白に合成阻害が起こつているのかもしれない。また

蛋白合成に膜が関与している可能性SS)SS}についても考慮

しておく必要があるか もしれない。しかしメソゾームの

変化はKMだ けでなく他の抗鯖核剤 の作用によつても

み られる現象N}"se)で,KMに のみ特異的 な ものとは言

いがたいようである。一般に菌体の増殖が阻止されるよ

うな代謝異常に伴つてメソゾームの生成が阻害され。あ

るいは変性が起 こるのではなかろうか。いずれにせよメ

ソゾームのdisorganizationに 伴い膜系に結合した呼吸

酵素の活性が著明に低下していることはこれ らの酵素活

性が膜系のerganizati◎nと 密接な関連を有することを

示しており,メ ソゾームが菌体生理のうえで非常に重要

な要素であることを示唆しているものと思われる。

またしばしば細胞質の変性,欠 損部位に接して膜系が

層状に伸長している像が観察されたが,こ の現象はメソ

ゾームの単なる形成不全や変性とは異な り,膜 系の多様

な機能の一面を示しているように思われる。すなわち異

常代謝産物あるいは変性物質の出現に対応してなんらか

の反応を示 しているようであり,一 つの適応の現象とも

考えられる。

V.結 語

アミノ糖類抗生物質で蛋白合成阻害剤の一 つ で あ る

KMを 作用させ,発 育阻止の状態におかれた結核菌で微

細構造の変化と呼吸酵素活性の変化について電子顕微鏡

観察を行なつた.

KM作 用菌にお い て は リボゾームの穎粒構造は消失

し,細 胞質の変性,欠 損がみられた。同時にメソゾーム

のdisorganizationと 呼吸酵素の活性の低下が観察され

たe細 胞質の変化についてはKMの 作用に よる直接的

な リボゾームの変性,崩 壊 と蛋白合成の阻害によるリボ

ゾームの生成阻害が考えられた。メソゾームと呼吸酵素

の活性の変化については必ずしも明確な理解は得 られな

かつたが,蛋 白合成の阻害により菌の発育が阻止された

状態ではメソゾームに形成不全あるいは変性の起こるこ

とが明らかであり,さ らに膜系に結合した呼吸酵素の活

性がメソゾームのorganizationと 密接な関係にあつて,

菌体生理のうえで メソゾームの果たす役割りがきわめて

大きいことが示唆された。また膜系が菌の異常状態に対

応して適応を示 しているような所見も得られた。

結 核 第46巻 第3号

以上のようにKMを 作用させた結核菌で得られた趨

微形態学的知見は従来の生化学的知見とよく一致 してお

り,さ らに膜系の機能を理解するうえでもいくつかの貴

重な知見が得られた。
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(Fumio　 ARIJI　 et　 aL)　 (1)
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Fig.　 L　 Section　 of　untreated　 Mycobaeterium　 tuber`翼'05`3　 var.ぬo川f"f5　 H37Ra.　 The　 cytoplasm

is丘lled　 with丘ne　 granules　 of　ribosomes,　 Avesicular　 mesosome　 with　 surrounding　 membrane

which　 is　continuous　 with　 the　 cytoplasmic　 membrane　 is　seen　 in　 the　 central　 portion　 of　 the

celL　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　×95,000
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Fig.2.　 Mycobacterium励er`衡'05ゴ5　 vaLゐ 傭 幡

H37Ra　 incubated　 in　 a　 medium　 containing　 TNBT　 and

succinate.　 The　 formazan　 of　 TNBT,　 indicating　 the

activity　 of　 succinic　 dehydrogenase,　 is　 locali2ed　 on

the　 mesosome.　 　 　　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ×120,000

Fig.3.　 Mycobacteriu〃3　 tubercu'05`5　 var.　 hominis

H37Ra　 incubated　 in　 a　 medium　 containingρ 一amino-

dipheny且amine　 andρ 一amino一 ρ!-methoxy-diphenyla-

mine.　 Dense　 deposits　 of丘nal　 product,　 indicating

the　 activity　 of　 cytochrome　 oxidase,　 are　 localized　 on

the　 mesosome.　 　 　 　 　 　 　 　 　　 　 　 　 　 　 x90,000



(Fumio　 ARIJI　 et　 aL) (11)

Fig.4.　 ルfycoba`terium　　 tuber`u'osis　 var・ 　 hominis

H37Ra　 treated　 with　 kanamycin　 (10　mcg/mりfor　 24

hours.　 The　 cytop且asm　 appears　 to　 be　 coarse　 and

partially　 to　 be　 homogeneous.　 The　 mesosomes　 are

poorly　 organized,　 　　　　　　　　　　　　　　　　　 ズ92,000
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sosomes　 and　 the　 eiongatlon
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are　 also　 observed.
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Fig.6.　 Mycobacterium'uberculosis　 var.ゐo而"is　 H37Ra　 treated　 with　 kanamycin(10　 mcg/m')

for　 48　 hours.　 The　 cytoplasm　 appears　 to　 be　 coarse.　 The　 large　 dense　 granules　 are　 seen

in　the　 cytoplasm.　 The　 mesosomes　 apPear　 to　be　 broken　 into　 fragments,　 and　 to　be　 elongated

to　 the　 proximity　 of　 the　 dense　 granules.　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ×92,000



(Fumio　 ARIJI　 et　 al,) (III>

r

Fig・7・My伽eteri・m'・ ゐ・rcul・ ・i・va・ ・ ゐ・翻i・H、,R・treat・d　 with　 k・n・my・i・(10　 m・g/m')

for　 48　 hours.　 The　 vacuoles　 and　 the　 elongated　 membrane　 structures　 are　 seen　 in　 the　 cyto-

plasm.　 The　 membrane　 structures　 appear　 to　 be　 related　 with　 the　 vacuoles.　 　 　 ×53
,000
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Fig.8.　 Mycobacteriu〃3　 'uberculosis　 var .　 hominis

H37Ra　 treated　 with　 kanamycin　 (10mcg/m')for　 48

hours　 and　 incubated　 in　a　medium　 for　 the　 demonstra-

tion　 of　 the　 activity　 of　 succinic　 dehydrogenase　 as

described　 in　 the　 explanation　 of　 Fig.2.　 The　 meso-

some　 appears　 to　 be　 disrupted.　 The　 deposits　 of

TNBT-formazan　 are　 not　 obvious　 except　 on　 a　 portion

of　 the　 mesosome.　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ×96,000

Fig.9.　 ルlycobacterium　　 tuberculosis　 var.　 ho〃tinis

H37Ra　 treated　 with　 kanamycin　 (10　mcg/m')for　 48

hours　 and　 incubated　 in　a　medium　 for　the　 demonstra-

tion　 of　 the　 activity　 of　 cytochrome　 oxidase　 as　 des-

cribed　 in　 the　 explanation　 of　 Fig.3.　 The　 mesosome

appears　 to　 be　 highly　 disrupted.　 The　 deposits　 of

reaction　 product　 are　 scarcely　 observed.　 　×91,000




