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Mode of action of antituberculosis drugs was studied by electron microscopy and biochemical 

methods.

1) Fine structure of tubercle bacilli treated with kanamycin revealed disappearence of normal 

structure of ribosome and aggregation of the cytoplasm. By biochemical study, it was observed 

that kanamycin inhibits polypeptide synthesis, followed by the break down of polysomes and 

detachment of m-RNA.

2) Fine structure of tubercle bacilli treated with rifampicin revealed marked changes in the 

cytoplasm such as loss of compact structure of ribosomes. Destruction of mesosomes and 

condensation of nucleoid were also observed. The cytoplasmic membrane and the cell wall were 

well preserved. By biochemical study, purified DNA-dependent RNA polymerase prepared from 

BCG, inhibited 70% of activity of RNA polymerase at a concentration of 0.1ƒÊg per ml. 

Rifampicin seemed to affect the initiation of chain formation in RNA synthesis.

3) Fine structure of tubercle bacilli treated with ethambutol revealed the characteric changes 

in nuclear region. Numerous vesicles and a little fiber structures of DNA were seen in the 

nucleus.

4) Fine structure of tubercle bacilli treated with isoniazid revealed the numerous vesicles in the 

nucleus. Fiber structures of DNA are scarecely observed. Cell wall and cytoplasm are not affected. 

By biochemical methods, thymidine uptake of bacilli seemed to be affected by isoniazid.

5) Fine structure of tubercle bacilli treated with cycloserine revealed the destruction of cell 

walls. By ruthenium red staining, it was assumed that peptidglycan of cell wall was damaged.

は じめ に

結核化学療法剤の結核菌に対する作用機序については

一部判明 してい るもの もあ るが,結 核菌 が扱い難 い菌 で

あ ることもあ り,一 般細菌に対 す る化学療法剤の よ うに

は判 明 していない ところ も多い。殊にINHは 他の細菌

*From the Research Institute for Tuberculosis and Cancer, Tohoku University, 4-1 Seiryocho, Sendai 

980 Japan.
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に は抗菌 作用が な く結核菌に のみ効果 を示す大事な化学

療法剤 であるが,作 用機序は まだ不明であ る。 この稿で

は化学療法剤 の作用機序 を結核菌の超微形態 学的方面 と

生化学的 な方面 とか ら観察 した結果を報告す る。結核菌

の微細構造に対す る抗結核剤 の作用については結核菌 の

超薄切片 を作 る ことが難 しいので,諸 外 国 よ り報告 はほ

とん どない。

1)　 結核菌の超微細構造と酵素 ・ムコ多糖

結核菌 の超微細構造 をみ ると外 か ら細胞壁,細 胞 質膜

があ り,そ の内側にdenseな 細胞質 が存在 する。 細胞

質には ライ ボソームの穎粒が密に観察 され る。菌 体中央

はless denseな 核 でそ の中にDNAのfilamentous

 structureが見 られ る。 また細胞 質か ら核 にかけ て一つ の

膜 構造 が見 られ る。 この構造 は1957年,篠 原 らに よつ て

報 告 され た もので当初 ミトコン ドリア説 が提 唱されたが,

現在 は広 くメソソーム と呼ばれ ている。 メ ソソームは細

胞質膜 と連続 した膜構造 であるが,一 方 では常に核 と接

触 してお り,核 の形成 と重要 な関係があ ると考え られ る。

また メソソームは分裂時におい て隔壁形成 と密接な関係

を有 し,隔 壁形成部位に きまつ てこの構造が出現す る。

メ ソソームは次に述べ るよ うに各種膜酵素のにない手 と

なっているが,一 方DNAのreplicationへ の関 与あ

るいは隔壁形成,更 に細胞壁合成への関与等が考え られ

ている。写真1は コハク酸脱水素酵素,チ トクローム酸

化酵素,ATPア ーゼお よび酸 性 フォス ファターゼの局

在 をみた超薄切片像を一括 した ものであ る。 コハ ク酸脱

Photo. 1. Electron microscopic localization of enzymes 

in M. tuberculosis H37Ra. All enzymes examined 

such as succinic dehydrogenase, cytochrome oxidase, 

ATPase and acid phosphatase localize on the mem

brane system, especially on the mesosome.

Photo. 2. A thin section of M. smegmatis 4172 stai

ned with ruthenium red. Prominent increase of the 

electron density is observed at the slime layer
, the 

unilateral layer of the membrane of mesosome. Note 

the electron dense layer of the membrane of the 

mesosome is continuous with the outer layer of the 

cytoplasmic membrane. •~61 , 000

Photo. 3. M. smegmatis stained by osmium—black 

method. Similar findings as shown by ruthenium red, 

an increased density is observed at the slime layer
, 

the cell wall and at outer lay of the membrane system. •~

63, 000

水 素 酵 素 はSedarら のTNBT法,チ トク ロー ム酸 化

酵 素 はBurstoneのdiphenylamine法,フ ォ ス フ ァ ター

ゼ はGomoriの 硝 酸 鉛 泣ミを用 い てい る。 い ず れ の 酵 素 も

細 胞 質 膜 お よび メ ソ ソー ムに そ の活 性 が 検 出 され,特 に

メ ソ ソー ム に強 く観 察 され る。 以 上 の よ うに メ ソ ソ ー ム

は 呼 吸 酵 素 の 他,各 種 の膜 酵 素 のに な い 手 とな っ て お り,

単 に ミ トコ ン ドリア様 機 能 に と ど ま らず 多 様 な 機能 を 営

む も の と考 え られ る.

Smegma菌 と結 核 菌 を 用 い,細 菌 の 細 胞 膜 特 有 の ム コ

多 糖,す な わ ち ペ プチ ドグ リカ ンの染 色 を試 み,そ の電

顕 的 局 在 をみ よ うと した。 最 初 は ル テ ニ ウム レ ッ ド染 色

で,方 法 はLuftに 従 い そ れ ぞ れ0.5mg/mlの ル テ ニ ウ

ム レ ッ ドを 含 む グル ター ル ア ル デ ヒ ドと四酸 化 オ ス ミウ

ムで 二 重 固 定 を し,エ タ ノー ル脱 水後 エ ポ ンに 包埋 し,

超 薄 切 片 を 作 製 して 電顕 観 察 を 行 な つ た。 写 真2は ス メ
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グマで撮 つた ものであるが,菌 体表面 の粘液 層.細 胞壁

の最内層そ して細胞質膜 の外表 層 とメソソームの一層に

おいて著 明な電 子密度 の増加が み られ た。 この写真 では

メソソームのルテニ ウム レヅ ドで染色 され ている一層は

細胞 質膜 の外層 と連続 した ものであることが判 明 した。

ルテニ ウム レッ ドは6価 の陽性 荷電体 で酸性 ムコ多糖 で

み られ るような硫 酸基やCarboxyl基 等強 い酸性基 を有

す るpolymerを 染色す るものと考え られ ている。 また

ルテ ニウムレッ ドは滲透 性に問題が あ り,細 胞膜 の中に

は入つていかない。それ で次 にHankerら の過沃素酸 オ

ス ミウム黒 法を試 みた。Diglycolsを 過沃素酸て酸化 し

アルデ ヒ ドとし,こ れ にオス ミウム親和 性のthiosemi-

carbazideをconjugateし,最 終的に オス ミウムブラッ

ク としてglycolの 存在 を電子顕微鏡 でみ よ うとす るもの

である。 この方法 は特に滲透性に問題はない。

ルテニ ウム レッ ドで染色 され る部位はいずれ もこの方

法 で染色 され る。すなわち菌体表面 の粘液層,細 胞壁,

それ に細胞質膜 の外層 とこれに連続 した メ ソソームの一

層が染色 され てい る。ただル テニウム レッ ド法 と異な り

この方法 では細胞壁 の全層が染 まる(写真3)。

次は結核菌 で リパーゼに よる前処理を行なつた後,リ

ゾチームを作用 させ,ス フェロプラス ト化 した菌 でルテ

ニ ウム レッ ド染 色を行 なつた°方法は0.1Mの 燐酸B雌er

の中に リパーゼ6mgを 入れdeoxycholateを 加 え37℃

3時 間作用 させ,次 に リゾチー ムを37℃3時 間作用 させ

た。1例 を示す と写真4で は細胞壁は菌体 より遊 離 し,

細胞壁の最内層は所 どころ断裂像を示 し,ル テニウムレ

ッ ドに よ り菌体表面の粘液層は染 まつてい るが,細 胞壁

の最内層 と膜系は もはや染色 されなかつた。 リパーゼ,

あ るいは リゾチ-ム 単独では この よ うな結果 は得 られ て

Photo. 4. M. tuberculosis H37Ra stained with ruthe

nium red after treatment of lipase and lysozyme.

The slime layer is stained so densely as in control 

cells, but the inner most layer of the cell wall and 

the membrane system are not stained with ruthenium 

red. Note separation of the cell wall from the cyto

plasmic membrane and partial disruption of the inner 

most layer of the cell wall are recognized. •~64, 000

いない。 いずれ の影響かは確定 できないが,多 分に リゾ

チームの作用に よるものと考えてい る。 細胞壁 と膜系に

み られ る染色物質は この方法で消化 され,ペ プチ ドグ リ

カンと考えてい るが,粘 液層にみ られ る染色物 質は この

方法 では消化 されない ので異質の もの と思われ る。

2)　 結核菌に対す るカナマイシンの効果

ア ミノ配糖体 では ス トレプ トマイ シン(SM)と カナマ

イシン(KM)で は全 く同 じ結果を得 てい るのでKMに

つ いて報 告 す る。Dubos培 地 を用 い,対 数増殖 期に培

地 に10μg/mlのKMを 加 え,そ の後,経 時的 に超薄切

片 を作 つて観 察 した。12時 間作用菌 では特 にめだつた変

化はみ られなかつた。24時 間作用菌 で一部 細胞質 とメ ソ

ソームに軽微な変化がみ られ48時 間でそ の変化 は顕著 に

なつてい る。写 真5は48時 間作用菌 でみ た ものであるが,

細 胞質 は リボ ゾームの粒子構造が減 少 し,粗 大 な穎粒状

を呈 し,所 どころにdensityの 強い大 きなgranuleが み

られ る。 これはpolyphosphate granuleと は明 らかに異

な り変 性 した細 胞質 のaggregateに よる ものでは ないか

と考え られ る。 もう一 つは膜系 の変化 で,本 来 の メソソ

ームは崩壊 し,そ こか ら長 く伸び たlamellar structure

がみ られ る。 しか もそ の多 くはdenseなgranuleに 接

して伸 びている。更 に膜 に包 まれたdenseな 部位が空胞

様 に変 化 している像 もみ られた。更に極端 な例 では,細

胞質 は大 き く空胞様に崩壊 し,そ の周囲に長 く伸びた膜

の一端がみ られ る。細胞質 の空胞化に膜が積極的に働い

ている ことを思 わせ る。24時 間作用菌 で比較的変化 の少

ない菌 では,コ ハク酸 脱水素酵素,チ トク ローム酸化酵

素 の細 胞化学的検 出を試み たが,メ ソソームの形態変化

に伴つ て酵素活性 の低下がみ られ る。な お,こ の結果は

TTC法 に よ り酵 素活性 をみた結果 とよく一致 した。 こ

Photo. 5. M. tuberculosis H37Ra treated with 10ƒÊg/ml 

of kanamycin for 48 hours. Disappearance of the 

normal structure of ribosome and aggregation of the 

cytoplasm are observed. Some elongated lamellar 

structures from the disrupted mesosome and running 

to near the large dense aggregates are seen in the 

cytoplasm. •~50, 000
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の よ うにKM作 用下 で メソソームはそ の本来 の構造 と

機能を失 うが,そ こか ら伸びた膜 に よつて新 たにlamel-

lar structureが 形成 され,新 たな機能 が発揮 され ている

よ うであ る。 メソソームは流動 的で,か つ多 様な意 義を

もつ もの と思われ る1)。

ア ミノ配糖体で特徴的な ことは細胞 質の変 化で,細 胞

質 の変性,崩 壊が印象的である。 しか し結核菌 でそ の初

期 像を とらえ ることは非 常に困難 である。

KMの 結核菌に対す る作用機序 を生化学的 な 方 法 で

ペ プチ ド合成の阻害を観 察 した2)3)。Cell free systemで

の結核菌 のポ リペプチ ド合成 に対 するKMの 阻害 を観

察 す るため,BCGよ りライボ ソーム画分 お よび上清酵

素 群を調製 し,一 方f2フ ァージ粒子か ら精製 したRNA

をmessenger RNAと し14C-leucineの 熱TCA不 溶

画 分への取 り込 み,す なわ ちポ リペプチ ド生成量 を測定

し,こ れ に及ぼすKMの 作用 を観察 した。f2フ ァージ

粒 子の分離 お よび これ か らのRNAの 抽 出,精 製法,酵

母 か らの転移RNAの 調製法についてはすで に 報 告 し

た 。

BCGか らライボ ソームを含む画分,す な わ ちS-30

extractを 得 る方法はBCG菌 体を磨砕 し,緩 衝液を加

えペース ト状 に した ものをDNaseで 処理 し粘稠度を下

げ2万G15分 遠心 し上清 を再 び3万G,35分 間遠心 し,

上 清を透 析ののち-70℃ に 凍 結 保 存 し た。Amino-

acylase,Translocase等 の上清酵素群 を含むS-100画 分

は既 報の ごとくに して調製 した 。す なわ ち透析前 のS-30

画 分を105,0009,3時 間遠心 した ものの上 層2/3を 取

り透 析後,再 び105,000g,3時 間遠心 し上清 を-70℃

で保存 した。

BCGラ イボ ソームを用 いた ポ リペ プチ ド合成 のassay

 systemはGTP,ATP,ATP再 生系,お よびf2フ ァー

ジお よび酵 母か ら調 製 したmessenger RNAお よび

transfer RNA,BCGラ イボ ソー ムお よびS-100画 分,

それ に19種 のア ミノ酸 お よび14C-leucine等 か らなる。

生 成 され たポ リペプチ ド量 の測定 は経時的に一部 を取 り

bovine serum albuminを 加え5%TCAを 加 えた後,

90℃ に加熱 し熱TCA不 溶性物質 を ミリポアフ ィルター

上 に集め洗 浄の後,シ ンチ レーシ ョンカ ウンターで放射

活 性を測定 す ることに より行 なつた。 この反応系 でのポ

リペ プチ ド生成量 は経時 的に増加 し120分 でプラ トーに

達 す る。反応 が進 行 している系 に反応開始後25分 でKM

を添加す ると,以 後 の生成 が阻 害され る。す なわ ちKM

は ペ プチ ド鎖 の伸長を阻 害する ことが判 明 した。

KMを 種 々の濃度 に添加 した場 合のポ リペ プチ ド生成

では1μg/mlの 濃度 で コン トロールの58%,10μg/ml

で46%に 減少す る(表1)。

以上の ごと くファージRNAをmRNAと して用 いた

場 合に比 べpolyUを 用 いた場 合,こ の コー ドに相当す

Table 1. Amino Acid Incorporation into Polypeptide

 with Phage f2RNA by the Ribosomes from

 Mycobacterium Bovis, BCG in the Presence

 of Kanamycin

るポ リフェニル アラニン生成に対す るKMの 阻害効果

はKM10μgで81%,100μ9で80%と20%位 の減少 し

かな く軽度であった。一 方KMに よるコー ドのmisread-

ing(読 み誤 り)の ためPolyUの コー ドに 相 当 しな い

ポ リイソロシンの生成 も観察 され,そ の量はKMの 濃

度が増すにつれ て増加 してKM10μ9で は190%,100

μ9で は294%と 大幅 に増加す る。Davisら4)5)に よれば

SMは 大腸菌 の30Sラ イボ ソー ム上 の ア ミノアシルー

RNAが 付着す る部位,す なわちA-siteに 歪 みを与え,

A-siteへ のア ミノアシルtRNAの 結 合を妨げ る結果,

ペ プチ ド鎖の伸長は停止す るといい,ま たAsiteは 同

時に コー ド ・ア ンチ コー ドの認識 の部位 で もあ るのでA

siteの 歪みはpolуU,polyAな どの人工 メッセ ンジ ャ

ーを用いた場合のmisreadingの 原 因に もな ると説 明 し

てい る。BCGラ イボ ソー ム対KMの 場 合に も同様の現

象が認め られた訳であ る。

菌体内 では30Sお よび50Sラ イボ ソームサ ブユ ニッ ト

が結合,解 離を繰 り返 しなが らポ リペ プチ ド生成を行な

うことが主 として大腸菌を用いた実験成績か ら想定 され

てい る。 また大腸菌生菌 をSMと 接触 させ た場 合,ラ

イボ ソー ムクラス とrnRNAの 分布に"偏 り"の生ず る こ

とが報告 され てい る。そ こでBCG菌 体 内の ライボ ソー

ムクラスの分布に与え るKMの 影響をみ るためにBCG

生菌培養液中に14C-uraci1を 加え24時 間incubationし,

あ らか じめribosomal RNAを ラベル し て 置 き100

μg/mlのKMと1時 間接触 させ菌 を洗 浄ののち菌 を浮

遊 させ,今 度は3H-uracilで20分 間パルス ラベ リングを

行ないmRNAを3Hで 標識 した。菌体 を ドライアイス

で冷却 しなが ら磨砕 し,ホ モジ ェネー トを15～30%の 蔗

糖密 度勾配上に重層 しス ウィングロー ターで25,000回 転

12時 間遠 心 し,遠 心後32ず つの分画に分け,各 分画 の

14Cお よび3Hの 放 射活性 を測定 した。 コン トロールで

は ポ リソームの ピーク,特 にdimerお よびtrimerの ピ

ークが 明瞭であ るのに対 し,KM1時 間 処理菌 ではポ リ

ソームの消失 と,こ れに相応 して70Sモ ノマーお よび
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Fig. 1. Disappearance of Polysomes Consistent with Messenger Ribonucleic
 Acid (mRNA) in that Region and Accumulation of the 70S

 Monosome were Observed in the Cells Treated with Kanamycin
 for 60 Minutes

Photo. 6. M. tuberculosis H37Ra treated with 10pg/m/ 

of rifampicin for 12 hours. The cytoplasm is loose, 

and irregular coase granules are seen. The structure 

of the mesosomes is destroyed.•~82,000

50Sサ ブユ ニッ トの蓄積が著 明であった(Fig. 1)。

以上 の実験成績か ら,結 核菌に対す るKMの 作用機

序 はポ リペプチ ド生成阻害 と,こ れに引 き続 くポ リソー

ムの崩壊 とmRNAの 離脱 にあ ると結論 された3)。

3)　 リファンピシンの抗結核作用

超微細構造 と生化学的 の実験を行 な っ た 。 結核菌に

RFPを10μg/ml,12時 間か ら42時 間作用 させ ると,ア

ミノ配糖体 と似 て細胞質の空胞様変性が起 こるが,ア ミ

ノ配糖体 と異な り比較的早期に細胞質の空胞化 とメソソ

ームの崩壊像が得 られ る。KM作 用菌 に見 られ た ような

細 胞 質 に お け るdenseなgranuleや 長 く伸 び た 膜 様 溝 造

は 見 られ な い 。 細 胞 質 は 明 る く,そ の 中 に ラ イボ ソ ー ム

の痕 跡 を思 わ せ るless denseな 微 粒 子 が 観 察 され る。

またRFPで は比 較 的 早 期 に核 質 のcondensationが 起

こっ て くる6)(写 真6)。

RFPの 作 用 機 序 は 大 腸 菌 を 用 い た 実 験 か らDNA依

存 性RNA polymerase活 性 阻 害 であ る こ とが 明 らか に

され て い る7)。 わ れ わ れ は 結 核 菌BCGか ら本 酵 素 を 調

製 し,RFPの 阻 害 効 果 を 検 討 した8)。DNA依 存 性RNA

 polylneraseはDNAを 鋳 型(template)と し,ATP,

GTP,CTP,UTPの4種 の ヌ ク レオ チ ドを基 質 とす る反

応 を 触 媒 す る酵 素 で あ る。 こ の反 応 はDNAと 酵 素 の 会

合,合 成 開 始,ヌ ク レオ チ ド鎖 の 延 長 お よび終 了 の4段

階 を 経 て完 成 す る。RFPは 大 腸菌 由 来 の 本酵 素 を用 い た

実 験 か ら合 成 開 始 の 段 階 でDNA酵 素複 合 体 に作 用 し,

活 性 の 発 現 を 阻 止 す る こ とが 明 らか に され て い る 。結 核

菌BCGか らFuchsら が大 腸 菌 を 用 い た 方 法 の 変 法 に よ

りDNA依 存 性RNA polymeraseを 調 製 し,本 酵 素 に

対 す るRFPの 作 用 を 観 察 した 。BCG菌 体 をRibiの

cell-fractionatorで 破 壊 しhomоgenateを70,0009,40

分 遠 心 した上 清 を 更 に105,0009,10時 間 遠 心 しpellet

を 得,こ れ をDEAE-セ ル ロー ス カ ラ ムに か け,0か ら

1Mに 至 る塩 化 カ リの 濃 度 勾 配 に よ り溶 出 す る。 活 性 の

あ る画 分 を集 め,硫 安 分 画 を行 な うと,活 性 は 主 と して

30～65%飽 和 で沈 殿 す る部 分 に集 ま る。 こ の画 分 を透 析
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後に部分精製酵 素 として用 いた。酵素活性 を経時的に追

跡 す ると,生 成量 は30分 で最大 に達 し,そ の後は急激に

減少 して くる。 すなわち'こ の部分精製酵素にはRNase

の混在 が推 測され る。そ こで5%か ら30%に 至 るグ リセ

ロール密度 勾配遠心 に より更 に精製 を行 ない,精 製酵素

を用 いる と,反 応生成量 は経時的に増加 し,分 解酵素を

除去 し得 た ことが知 られた。

反応系 の組成 は仔牛 胸 腺DNA,14C-ATPま た は

3H-UTPお よび他 のGTP
,CTPの ヌク レオチ ド等か

ら成 り,こ の条件下 でポ リヌク レオチ ド中に取 り込 まれ

た14C,ま たは3Hの 放射活性物 質 を10%TCAを 加

え てmillipore fi1ter上に 集 め測定 した。RFPの 本酵

素活性に対す る阻害効果は反応 開始後30分 で添加 した場

合には認め られず,酵 素 とRFPを あ らか じめ30分 間

preincubationし たのち,missing componentsを 加 え,

反応を開始 させた場合にのみ阻害効果が認 め られ た。す

なわち,RFPはRNA生 合成 の各段階 の うち,RNA

鎖 の伸長過程には影響を与えず,開 始(initiation)の 段

階で阻害効果を発揮す ることが確認 された(Fig.2)。 次

いで0.1か ら1μg/mlに 至 る濃 度 のRFPと 酵 素 を

preincubateし たのち反応 を開始 させ,阻 害効果 を観 察

Fig. 2. Effect of Time of Addition of  Rifampicin on

 the Ribonucleic Acid Polymerase Reaction

The reaction mixture contained 0.776 mg protein of the 

purified enzyme preparation, 60 pmole of Tris hydrochloride 

at pH 7.9; 25 pmole of ƒÀ-mercaptoethanol; 20 ƒÊmole of 

magnesium chloride; 10 ƒÊmole of manganese chloride; 250ƒÊg 

of calf thymus deoxyribonucleic acid; 200 nmole each of 

guanosine triphosphate, adenosine triphosphate, and cytosine 

triphosphate; 0.45 nmole of uridine  triphosphate-'H in a final 

volume of 1.0ml. At intervals, an aliquot of 0.2ml was 

withdrawn for the assay of the enzyme activity. •œ-•œ=

control;•£-•£=rifampicin added 30 minutes after the start 

of the reaction (at the point indicated by arrow) at a final 

concentration of 1ƒÊg per ml; •œ-•œ=enzyme pre-incubated 

with the drug for 30 minutes at 37•Žand then reaction 

started by addition of missing components.

Fig. 3. Effect of Rif ampicin (RFP) on Ribonucleic 
Acid Polymerase Activity

Each reaction mixture consisted of 0.155 mg of protein 

from a purified enzyme preparation, 8 ƒÊmole of Tris hydro

chloride at pH 7.9; 5 ƒÊmole of ƒÀ-mercaptoethanol; 4 ƒÊmole 

of magnesium chloride; 4 ƒÊmole of manganese chloride; 50 

ƒÊg of calf thymus deoxyribonucleic acid; 40 nmole each of 

guanosine triphosphate, adenosine triphosphate, and cytosine 

triphosphate; 0.045 nmole of uridine triphosphate-3H. Rifam

picin was added to give a final concentration of 0, 0.1, 0.25, 

0.5, and 1.0 ƒÊg per ml to each reaction mixture, respectively; 

the final volume was 0.2 ml. The enzyme was preincubated 

with the drug for 30 minutes, and the reaction was started 

with addition of the missing components. The mixture was 

incubated at 37•Ž for a further 150 minutes.

した 結 果,0.1μg/mlの 濃 度 で70%阻 害 効 果 を 認 め た

が 更 に濃 度 を上 げ て も阻 害 の程 度 は余 り 増 さ ず,dose

dependencyは 著 明 で は な かつ た(Fig.3)。

4)　 結 核 菌 に 対 す るEthambutolの 抗 結 核 作 用

結 核 菌 に対 す る エ タン ブ トー ル(EB)の 作 用 機 序 に つ

い て 超 微 形態 学 的検 索 を行 なつ た。EBを10μ9/ml,24

時 間,あ るい は48時 間 結 核 菌』に作 用 させ る と注 目 され る

こ とは,核 質 の減 少 で核 の 丘1alnentousな 構 造 は 消 失 し,

核 内 にvacuoleな い しvesicle様 の構 造 が 見 られ る。 核

の 中,あ る いは 核 に 接 し て多 数 のvesicle様 構 造 が み ら

れ,核 の 丘1amentが 占め る部 位 は 著 明 に 減 少 して い る。

vesicleの 中 はhomogenousで や やdenseに 見 え る。 ま

たvesicleは 一 層 の限 界 膜 を もつ てい るが,そ の 一 部 は

こわ れ た メ ソ ソ ー ムか ら伸 び た 膜 に 連 続 して い る像 が 見

られ る(写 真7)。 な おtypicalな メ ソ ソ ー ムは 見 られ な

い 。 細 胞 質 のaggregation,あ るい は 欠 損 とい つ た もの

は み られ て い な い。 また 細 胞 壁 や 細 胞 質 膜 に は 特 に め だ

つ た変 化 は な い。EBは 結 果 と して は 核 に お け る変 化 が

多 くみ られ た 。Forbesら はEBのM. megmatisに お
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Photo. 7. M. tuberculosis H37Ra treated with 100

,ug/ml of ethambutol for 48 hours. Characteristic 
changes are seen in the nuclear region. Numerous 
vesicles and a little fiber structures of DNA are seen 
in the nucleus. The normal structure of the mesosome 
are not recognized. x 61,000

け る核酸 代謝阻害効果 を観察 してい る9)。

5)　 結核菌 に対するINHの 効果

結 核 菌 に 対 す るINHの 作 用 機 序 を主 と して超 微 細 構

造 か ら観 察 した 。10μgのINHを24時 間 お よび48時

間 作用 させ た 。24時 間 では 著 明 な 変 化は な か つ た が,

核 の 丘lamentは や や100seに 存 在 し,核 の 構造 は はつ

き りしな い 。 また 菌 体 の 中 央近 くで 核 に接 し てvesicle

様 の構造 が み られ る。 一 層 の 膜 に 包 ま れ,中 はhomo-

genousで や やdenseに 見 え る。 そ の外 に 単 位 膜 構 造 が

み られ,メ ソ ソー ムに 由 来 す る もの と思わ れ る。 ま た48

時 間 作用 菌 で は 核 内 に 多 数 のvesicle様 構造 がみ られ,

丘1amentの 減 少 が み られ る。 これ らはEB作 用 菌 と非

常 に類 似 した形 態 所 見 で あ る。 そ の意 味 は わ か ら な い

が,形 態 上EBとINH作 用 菌 では 一 つ の 結 果 と して

DNAの 減 少 が 起 こっ て い る もの と推 定 され る。 また メ

ソ ソー ム の動 態 が 注 目 され た(写 真8)。

これ らの所 見 はINHのDNA合 成障 害 を 示 唆 す る も

の と考 え られ る の でchemicalな 点 か ら実験 した。 ア ミ

ノ酸 と して14C-valine,RNA前 駆 体 と して3H-uridine,

DNA前.駆 体 と して3H-thylnidineを 用 い,そ れ ぞれ の

物 質 のBCG生 菌 体 へ の取 り込 み に 対 す るINHの 影 響

を 観 察 した 。Uridineの 取 り込 み に対 し,INHは 全 く

阻 害 効 果 を 示 さな か つ た の に反 し,thymidineの 取 り込

み は 複 雑 な経 時 的推 移 を 示 すが,9時 間 の時 点 でみ る と

非 添 加対 照 とINH50μg/ml添 加 とで は両 者 問 に開 きが

み られ る よ うに な る。 ま たvalineの 取 り込 み も軽 度 に

抑 制 され る。Incubationの 時 間 を8時 間,24時 間,48時

間 と長 く し,か つ 時 間 ご とのサ ン プ ル を5%ice-cold

TCAで15分 間 処 理 した の ち菌 体内 に 保 持 さ れ て い る

14C-valine
,3H-uridine,お よび3H-thymidineの 放 射

Photo. 8. M. tuberculosis H37Ra treated with 10ƒÊg/ml 

of isoniazid. Similar findings are observed as in the 

ethambutol treated bacilli. Numerous vesicles are seen 

in the nucleus. Fiber structures of DNA are scarcely 

observed. •~ 54,000

活 性 を 測 定 して み る とvalilleお よびuridineの 菌 体 内 へ

の 取 り込 み は経 時 的 に増 加 し,INHの 添 加 に よっ で軽 度

の 阻 害 が み られ る。Thymidineの 取 り込 み量 は8時 間

で ピー クに 達 し,以 後 漸 減 して くる。 これ は菌 体 内thy-

midineプ ー ルが 比 較 的 短 時 聞 で極 期 に 達 す る が ,こ れ

が 直 ち にDNA分 子 中 に取 り込 まれ た量 を示 す もの では

な く,遊 離 のthymidineは 時 間 の経 過 と ともに 菌 体 外

に遊 出す る もの と考 え ら れ る。48時 間 後 の値 は ほ ぼ,

DNA分 子 中 に 取 り込 まれ た 量 に 一 致 す る もの と推 測 さ

れ るが,対 照 に 比 べ てINHを 添 加 した 場 合,そ の量 は

低 下 して い る。

6)結 核 菌 に 対 す るサ イク ロセ リ ンの 効 果

Davidら は 結 核 菌 のwax-D(ペ プチ ドグ リコ ヒ ド)

生 合 成,お よびD-alanyl-D-alaninesynthetaseに 対 す る

D-cycloserineの 阻 害 効 果 を 観 察 して い る。

サ イ ク ロセ リン(CS)50μg/ml48時 間 作用 菌 に 更 に ル

テ ニ ウム レ ッ ド染 色 を 行 なつ た。 細 胞 壁 は 菌 体 よ り遊 離

し,そ の最 内層 は 所 ど こ ろ で断 裂 崩 壊 像 を 示 して い る。

ル テ ニ ウム レ ッ ドで染 色 した 菌 では 表 面 の粘 液 層 は 強 く

染 色 され て い るが,細 胞 壁 の内 層 と細 胞 質 膜 は 染 ま らな

い。 細 胞 質 内に は 一 部 メ ソ ソー ム の痕 跡 と思 わ れ る もの

が み られ,や やdenseに 観 察 され る(写 真9)。 これ ら

の所 見 は リパ ー ゼ と リ ゾチ ー ム で処 理 した 菌 と非 常 に類

似 した もの であ り,ペ プ チ ドグ リカ ン の融 解 が起 こっ て

い る と考 え られ た 。CS50μgを12時 間 作 用 させ た 結 核

菌 で ル テ ニ ウ ム レッ ド染 色 を 行 な つ た 。12時 間 作用 菌 で

は 形 態 上,特 に 目立 つ た 変 化 は な い。 ル テ ニ ウム ン ヅ ド

染 色 二 よ り細 胞 壁 の染 色 性 は む しろ 低下 して い る が,メ

ソ ソ ー ムが 非 常 にdenseに 観 察 され る。 膜 の表 面 だけ

で な く,膜 と膜 の 問 が強 くdenseに 観 察 さ れ る。 ル テ

ニ ウ ム レ ッ ドで染 まる物 質 が こ こに 蓄 積 して い る よ うに
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Photo.•@ 9. M. tuberculosis H37Ra stained with ruthe-

nium red after treated with 50ƒÊg/ml of cycloserine 

for 48 hours. The cell wall is separated from the 

cytoplasmic membrane and the inner most layer is 

partially disrupted. The slime layer is densely ob-

served, but the inner most layer of the cell wall 

and the cytoplasmic membrane are not stained with 

ruthenium red. The remained structures of the me-

sosome slightly stained are seen in a cell at the right 

upper corner. •~ 55,000

思われた。 しか し結核菌 で超 薄切片を作 ることは技術的

に非常に困難で,technical limitか ら結核菌 ではあ まり

詳細な観察はで きない。

スメグマを使つて観察 した。1,000μgのCSで 菌 の

発育阻止があ り,い ずれ溶菌 が起 こるが,1時 間でほぼ

完全 な発育阻止がみ られ る。電顕像は この時点でみ ると,

細胞壁 自体には特に変化はみ られないが,ル テニウム レ

ッ ドに よリメ ソソームがやは り非常にdenseに 観 察 さ

れ る。CSの 作用に よつて細胞壁のペ プチ ドグ リカンの

合成が阻害 され るが,ま ず メ ソソームに細胞壁のペ プチ

ドグ リカンの前駆体 と思われ る物質が蓄積 して くる。膜

系 にみ られ る前駆物質が メ ソソームの中に停滞 し,メ ソ

ソームか ら前駆体が 出てゆけ ないために最終的には細胞

壁 でペプチ ドグ リカソが融解 し,細 胞壁 の遊離,内 層の

崩壊 が起 こつ て くると考 え られ る。 しか し結核菌 ではペ

プチ ドグ リカンの外側 にも う一つ の構造が あ り完 全 な

cell wallの 崩壊,完 全 なプ ロ トプ ラス ト形成 をみ るこ と

は困難であ る。 結核菌 でぽcell wallの 出来 方,あ るい

は隔壁の出来方は グラム陽性菌 に似ている。 これ はメ ソ

ソームの存在 と関係 している と思われ る。 またcell wall

のこわれ方は グラム陰性桿菌 に 似 て お り,こ れ はcell

 wallの 構造 の問題 と考 え られ る。

結 語

抗結核剤の作用機序を結核菌の超微細構造の変化と生

化学的な面から追求した。

1) KMで は超微形態 でライボソー ムの変化が見 られ,

メ ソソームも破壊 され ていた。生化学的実験 ではKMは

結核菌 のポ リペ プチ ド合成阻害 とこれに引 き続 くポ リソ

ー ムの崩壊 とm-RNAの 離 脱が観察 され た。

2) RFPで は超微形態 で細 胞質の変 化が著 明 でライ

ボ ソー ムは まば らに存在 し,細 胞質 は明る く観察 された。

また メソソー ムの崩壊像 あるいは長時 間作用菌 では核質

のcondensationが 見 られた。生 化学的実 験ではDNA-

dependent RNA polymeraseの 阻 害が 見 られ,殊 に

initiationの 段階で阻害が発揮 された こ とが 確 認 さ れ

た。

3) EBで は主 と して核質が減少 し核内に 多数 のva-

cuoleま たはvesicle様 の構造 が見 られるが,細 胞壁 や

細胞質膜には変 化がみ られなかつた。

4) INHで はEBと 同様に主 として核の構造 が変化

し,核 内に多数 のvesicle様 構造が見 られた。生 化学的

にはthymidineの 取 り込みの減少が観察 された。

4) CSで は超微形態学的には細胞壁は菌 体 よ り遊離

し,断 裂 していた。ル テニウム レヅ ド染色に よ り細胞壁

のペプチ ドグ リカンが細胞壁 で融解 し細胞壁 の遊離,内

層 の崩壊が起 こつた こ とが考 え られた。

結核菌 の超微形態学的研究 は東北大学抗酸菌病研究所

内科,有 路文雄博士,生 化学的研究 は大泉耕太郎博士が

担 当され た ことを記 し,こ こに厚 く謝意 を表す る。

文 献

1) 有 路 文 雄 ・山 口 淳 二 ・岡 捨 己:結 核, 46=53, 1971.

2) Konno, K., Oizumi, K, Kumano, N. and Oka 

S.: Amer. Rev. Resp. Dis., 108: 101, 1973.

3) 大 泉 耕 太 郎 ・熊 野 伸 子 ・今 野 淳 ・岡 捨 己: 結 核,

 49: 9, 1974.

4) Davis, B. D.: Proceedings of the 6th Interna-
tional Congress of Chemotherapy, Vol. 1, p. 10,

 Univ. Tokyo Press, 1970.
5) Modolell, J. and David, B. D.: Nature, 224: 345,

 1969.
6) Konno, K., Oizumi, K., Ariji, F., Yamaguchi, J.

 and Oka, S.: Amer. Rev. Resp. Dis., 107: 
1002, 1973.

7) Hartmann, G., Honikel, K. O., Knusel, F. and
 Niiesch, J.: Biochim. Biophys. Acta, 145: 843,

 1967.
8) Konno, K., Oizumi, K. and Oka, S.: Amer.

 Rev. Resp. Dis., 107: 1006, 1973.
9) Forbes, M., Kuck, N. A. and Peets, E. A.: J.

 Bacteriol., 89: 1299, 1965.
10) David, H. L., Goldman, D. S. and Takayama,

 K.: Infect. Immunity, 1: 74, 1970.
11) David, H. L., Takayama, K. and Goldman, D.

 S.: Amer. Rev. Resp. Dis., 100: 579, 1969.


