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The ultrastructure of mycobacterial cells including tubercle bacilli has been well studied with 

fruitful results. We have, however, little knowledge of mycobacterial nuclear chromosome and of 

localization of mycobacterial antigen. In this review, the results of our electron microscopic observa 

tions on the mycobacterial chromosomes and on the visualization of mycobacterial antigen were 

summarized.

1. Localization of mycobacterial antigen by the use of immunoferritin . technique. Highly active 

IgG was obtained from rabbits immunized with M. smegmatis cells. The IgG was conjugated to the 

ferritin particles by the aid of 0.5% glutaraldehyde. Mycobacterial cells were agglutinated with the 

immunoferritin molecules and the cell-immunoferritin complexes were fixed, embedded and sectioned . 

The immunoferritin particles were shown to be combined with the outer layer of cell walls . It was 

clearly shown in another experiment that the immunoferritin particles were combined with the cell 

wall components isolated from the sonicated bacterial cells.

2. Ultrastructure of mycobacterial chromosome. Several species of mycobacteria, including 

M. tuberculosis H37Ra and H37Rv, BCG, M. smegmatis, streptomycin-resistant strain of M. smegmatis 

AC-5 and drugs-resistant strain of human tubercle bacillus, were converted into spheroplasts in a me

dium containing glycine and lysozyme. The spheroplasts thus prepared were spread on the surface 

of water according to the "one-step release" procedure introduced by Kleinschmidt. Single DNA 

fiber of double helix was observed in many preparations.

The length of DNA was 1,100•`1,150ƒÊm, and the estimated genome size of M . smegmatis was 

2.15•`2.25•~109 daltons. The replication forms were of E. coli type except for some strains of human 

tubercle bacilli. The polyribosome was observed along the active segment of DNA .

結核菌を含む抗酸菌 の菌体構築 物につ いては,わ が 国

にす ぐれた研究の先達がお られたために,そ の研究水準

が極めて高く,抗酸菌特有の菌体構造の発見や,広 く細

菌に存在する菌体構造を抗酸菌において初めて見出した
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業績 も多い。抗酸菌 において見 出された構築物や,そ れ

らの生理的意義の解 明が,抗 酸菌以外 の細菌 の微細構造

の理解に も,大 きな寄 与を してきた といつ て よい。

その中にあつて,未 だ充 分明 らか にされ てい ない構造

として核があ る。 また近年,抗 酸 菌の特徴的 な免疫活性

の大部分が,菌 体の細胞壁画分に局在す る ことが 明 らか

に され,癌 の免疫療法の有 力なにない手 として臨床的に

応用 されつつあ る。そのため,細 胞壁 の抗原性を可視的

にす ることが形態学 の立場か ら興味が持たれ る。

私は ここに,過 去25年 間 にわたつ てテーマと してきた

抗酸菌 の微 細構造 の研究 のあ とをふ りか え りなが ら,抗

酸菌 の細胞 壁の抗原 性を実際に 目で見 ることと,核 を構

成 す る染色体の微 細構造を 明 らかにす ることに中心をお

いて述べたい。

1.　 フ ェリチン抗体法 による抗原局在部位の観察

フェ リチ ン抗体法は,抗 原抗体反応 の場を可視的にす

る免疫電 子顕 微鏡法 の一つ である。M. smegmatisの 反復

注射で得 られた免疫 家兎血清か らDEAEセ ル ロースカ

ラムでIgGを 分離精製 し,Ouchterlony寒 天 ゲル内沈

降反 応に よつてその活性をた しか めた うえで,フ ェリチ

ン(2回 結 晶,カ ドミウムフ リー,ICN Pharm. Inc.,

 Cieveland, Ohio)と 結合 させた。 フェ リチ ン粒 子 と抗 体

との結合剤 として この実験では0.5%グ ルタルアルデ ヒ

ド(Union Carbide)を 用い,よ い成績を得た。 結合 し

た フ ェリチ ン抗体を透析,洗 浄,10万 ×g2時 間2回 沈

殿 した ものを用いた。 これ とM. smegmatis菌 体 とを反

応 させ,凝 集反応をみた うえで洗浄,固 定,超 薄切片を

作製 した。

図1は この ように作 られたM. smegmatisの 菌体の切

片像 である。 フ ェリチ ン粒子が細胞壁表面に 一列に付着

している。いろいろな培養条件 で,い ろい ろな切断方向

について観察 したが,ほ ぼ 同様 の電顕像が得 られた。

フェ リチ ン抗 体は分 子量約60万 の巨大分子に なつ てい

るので,細 胞壁は通過 できない と考 え られ,こ れが細胞

内部に フェ リチ ン粒子のみ られ ない原 因 とい う可能性 も

あ る。そ こで,自 己融解菌 を観察 したが,細 胞壁 の崩壊,

断裂,剥 離な どが著 しいに もかかわ らず,細 胞 内部へ の

フ ェリチ ン付着は認め られなかつた。

更に積極的に抗原 の局在性を知 るために,細 胞 壁画分

とフェ リチ ン抗体 との反 応を観察 した。菌 体を音波破壊

し,10,000×g沈 渣に細胞壁画分(図2)を 得 て,こ の

画分 とフェ リチ ン抗体 との問に沈降反応 を行 ない,洗 浄,

固定,包 埋,超 薄切片を作製 した。図3は その沈降反応

産物 の超薄切片像であ る。細胞壁に フェ リチ ン粒子 の付

着がみ られ る。寒天 ゲル内沈降反 応の結果か らも,抗 原

局在部位は細胞壁 であ ることが確認 された。抗酸菌 の細

胞 壁の生化学的基 本構造 が ミコール酸 ・ア ラビノガ ラク

タン ・ムコペ プチ ド複 合体であつ て,そ の うち免疫活性

の発現にエ ッセ ンシャルな因子は,ム コペ プチ ド部分 で

あ ることがすでに解 明され ているが,形 態的に もこの事

実は裏付け られた。

2.　 染色体の微細構造

細菌の染色体を菌 体の外 に取 り出 して展開 し,こ れを

電子顕微鏡で観察する方法は,Kleinschmidt1)に よつて

考案 され,微 生物だけでな く,各種動物 細胞に も応用 され

てい るが,抗 酸 菌ではまだ報告 をみ ない。 これは染色体

を展開す る前段階 であるスフ ェロプラス ト作成 の技術が,

抗酸菌では難 しかつ た ことに よる。 この抗酸菌 のスフ ェ

ロプラス ト化が,水 口 ・徳永2)に よるグ リシン法 の開発

に よつて成功 し,私 どもの染 色体直接観察 の道が ひ らけ

た 。

私 どもは,。M. smegmatis, BCG,ヒ ト型結核菌H37Ra

お よびH37Rv,SM耐 性のM. smegmatisAC-5(庄 司宏

教授,水 口康雄教授 よ り分与 され た),お よび患者か ら

分離 された多剤耐性 ヒ ト型 結核菌 な どか ら染 色体 を遊 出

させ,そ の微細構造を電子顕微鏡 で観察 した。

これ らの菌 のDubos培 地対数増 殖期 の菌 体に グリシ

ン(和 光)を1.5%添 加 して培 養を続け(菌 種 に応 じて

2な い し24時間),集 菌,生 食水に懸濁後,リ ゾチーム

(Sigma)200μg/ml,グ リシ ン1.5%,2Mシ ョ糖15%を

加え,37℃18時 間 インキ ュベー トして 菌 体をスフ ェロ

プラス ト化 した。 ヒ ト型結核菌 では リパーゼ300μg/ml

の添加が,ス フェロプラス ト形成率を高めた。なお,抗

酸菌 のスフ ェロプラス ト化は,サ イクロセ リン(Imaeda

 et al.3)),メチ オニン(Yabu et al.4))に よつ ても可能 で

あ ることを知 つた。

こ うして得 られたス フェロプラス トを 遠 心 集 菌 し,

0.01%チ トクロー ムc(Sigma)を 含有す る1M酢 酸 ア

ンモニウム液に懸濁 し,蒸 留水面上 に滴下 して単分子膜

を形成 させた。展開 した核酸を含 むチ トク ロームc単 分

子膜を グ リッ ド膜 上に載 せ,白 金 または白金パ ラジ ウム

(時に クロ ミウム)で回転 シャ ドウイ ングして電 子顕微鏡

で観察 した。

図4は この方法で 得 られたM. smegmatisの 電顕像で

ある。1個 の菌体か らほぼ完全に染色体が放 出 されてひ

ろが り,そ の線維をほぼ完全に追跡す ることがで きる。

M. smegmatisの 染色体DNAは 連 続 した1本 の線 維で

あつ て,そ の線維は ダブル ス トラン ドであ ることが,多

数 の写真か ら明らかに なつた。 図5もM. smegmatisの

1例 である。 ほぼ完全に破裂 し虚脱 した1個 の菌体か ら,

放射状に染色体DNAが 伸展 してい る。連続性の線 維で

あることが 明瞭に観察 できる。

最 も完全に近い状態で放出 された染色体DNAの 長 さ

を印画紙上で実測す ると,1,100～1,150μmで,推 定分
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図1　 フ ェ リチ ン抗 体法 に よ る . smegmatis の 切片 像 。 矢 印 は フ ェ リチ ン

抗体の付着を示す

図 2

 

. smegmatis の細胞 壁画分の切 片像。

3

図3　 フ ェ リチ ン抗 体 法 に よ る M. smegmatis

の細胞壁画 分の切片像。矢印は フ ェリチン抗

体の付着を示す 。

図 4   sinegma tisの 染 色 体。 回 転 シ ャ ドウ イ ン グ。 図 5

  

smegmatis の 染 色 体。 回 転 シ ャ ドウ イン グ。
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子量 は2.15～2.25×109daltonsで あ る。

BCG,ヒ ト型結核菌H37Ra,同H37Rv,SM耐 性M.

 smegmatisAC-5,患 者分離 の多剤耐性 ヒ ト型結核菌な ど

について もi同様 な 観 察 を 行 な つ た。 いずれ も染色体

DNAの 基 本的形態 は同様であつたが,ヒ ト型結核菌で

は グ リシンの効果が著 明でな く,リ パーゼの添加が必要

で'あつた。

ここに観察 した ダブル ス トラン ドの線維 はそ の超微形

態 よりみて,染 色体DNAに 間違いない と考え られ るが,

抗酸菌 では初 めての構造観察な ので,そ の本体を確認 し

ようと試 みた。展開 した染色体を グ リッ ド膜にのせた ま

ま,0.5μg/mlのDNase I (Sigma)で 処理す ると,1分

間でほぼ完全に 線維構造 が 消 失 した が,0.5μg/mlの

RNase (Behringer)で は全 く変 化 しなかつた。 この実験

に よつて これ まで観察 した線維構造がDNAで あること

を確認 した。

私 どもの観察 した抗酸菌のDNAの 複製様式は閉鎖環

状 で,い わゆ る大腸菌型であつたが,ヒ ト型 結核菌 では

Y型,四 岐型 または 八岐型 のforkが 多数観察 された。

これ らは ロー リングサ ークル型 とい うべ きで,細 菌には

まれ である。 マメや トウモロコシな ど,あ る種の植物 細

胞の クロロプラス トDNAは,大 腸菌型 と ロー リングサ

ー クル型中間体の両方を含 有する ことが報告5)さ れてい

るので,あ る種の抗酸菌 は,こ のよ うな植物型 の複製様

式を有す ることも考え られ る。

ポ リペ プチ ドの一次構造を直接決定 している構造遺伝

子 の遺伝子座を,直 接電子顕微鏡 で とらえ ることは,大

腸菌 でMillerら6)に よつて報告 されているが,私 ども

の観 察で,M. smegmatisで も活性DNA線 維にそつてポ

リリボ ソームが 付着 した像がみ られた。それぞれ のポ リ

リボ ソームは数個 ない し十数個 の リボ ソーム とmRNA

とか ら成つ ていた。

細菌の染色体外遺伝 子 としてのプラス ミッ ドが,薬 剤

耐性伝達性をになつてい ることが広 く知 られ るよ うにな

り,結 核病学において も,耐 性歯感染 とそ の治療 の うえ

で,抗 酸菌 にはた してプラス ミッ ドが存在す るか ど うか

が,関 心 の持たれ る課題であ る。 私 どもはSM耐 性 の

M. smegmatisAC-5お よび肺結核患者 の喀疾か ら分離 し

た多剤耐性 ヒ ト型結核菌か ら,プ ラス ミッ ドの分離を試

みた。 ラウ リル硫酸 ソー ダと高濃度 の塩化 ナ トリウムを

用い る方法7)で 分離 してみ ると,両 種 の耐性菌か らそれ

ぞれ,小 さな閉鎖環状 のDNAが,か な り多数観察 され

た。形態学上,従 来報告 された細菌 プラス ミッ ドと一致

する所見 であるが,耐 性遺伝子をになつた プラス ミッ ド

であるか どうか,今 後 の遺伝学的な検討に またなければ

な らない。

む す び

抗酸菌を免疫電子顕微鏡 法の手技 で観察 し,そ の抗原

局在部位が細菌細胞壁にある ことを確認 した。 また抗酸

菌 の染色体 の微細構造を初めて明 らかに した。 これ らの

知見が,抗 酸菌病 の免疫学や遺伝学を理解 する うえで,

橋渡 しの役割を果たす ことがで きれば幸 いである。

終わ りに,私 どもの研究を特別講演 として発表す る機

会を与えて頂 きま した 島村喜久治会長な らびに会員の皆

様に厚 く感謝致 します 。また終始はげ ま しを頂 きました

東北大学海老名敏明名誉教授,岡 捨 己名誉教授に深 く感

謝致 します。 この研究は弘前大学 医学部細菌学教室員諸

君 との協同研究であ ります。感謝の意 を表 します。
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