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Morphological examinations of drug resistant colonies of mycobacterium tuberculosis were 

performed with the scanning electron microscope (SEM).

Three strains (246, 55 & 69) of M. tuberculosis isolated from three patients were subjected 

to the study. The drug resistant colonies of these strains of M. tuberculosis, in vitro, were 

obtained either 1) through a series of subcultures on a gradually increased concentration of drugs, 

or 2) treatment with N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (NG) . By thesemethodss, colonies 

grown on egg-medium (Ogawa) monoresistant to either of Streptomycin (1,000ƒÊg/ml), Kanamycin 

(1,000ƒÊg/ml), Para-aminosalicylic acid (100ƒÊg/m/) or Isoniazid (50ƒÊg/ml) were obtained, and they 

were abbreviated as SM1000-R, KM1000-R, PASloo-RR and INHso-RR. These single-drug 

resistant colonies were all rough in appearance on the egg-medium. Three-drug-resistant colonies, 

(SM-PAS-INH) lo-RR, were obtained by the same method mentioned-above.

The surface of these drug resistant colonies of tubercule bacilli were observed with the SEM 

and it differed from the colonies of each parent sensitive strain in morphological features. The 

surface of the drug resistant colonies were more sticky than their parent strains; the filaments and 

granules were more prevalent in the drug resistant colonies. Occasionally, these drug resistant 

colonies were trapped with a net-like substance over the surface of the colonies. The morphologi

cal changes related to the kind of drugs, i. e., KMiooo-RR colonies showed most marked changes, 

next PASloo-RR and INHso-RR, and least SMiooo-RR colonies. A slight difference was found 

between monodrug resistant strains obtained by methods No.1 and 2. The surface of the (SM

PAS-INH) lo-RR colonies obtained by method No.1 showed some changes from the parent colo

nies, while those obtained by method No.2 showed marked variation.

It seems that these morphological changes of in vitro produced drug-resistant M. tuberculosis 

related to the emergence of drug resistance.

走査電子顕微鏡に よる観察はすでに種 々の細菌で試み

られ てい る。Whittakerら1)は 連鎖球菌,ブ ドウ球菌等

の集落 を観察 してい る。結核菌について もMarket1ら2)

の報告 がある。それ にごよると,培 養 日数 によ り集落 の形

態 が異 なる としている。薬剤耐性結核菌 の微細構造につ

いてはMenyshkovら3)の 報告が あるが,そ の集落表面
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の形態について の報告は されていない。須 子田 ら4)は薬

剤耐性結核菌 のフ ァージ感受性は薬剤感受性菌 と異 なる

と報告 してい る。われわれは,こ れ らか ら薬剤耐性 とな

る ことに より,菌 体表面 の構造が変化す るのではないか

と考 え,試 験管 内で薬剤耐性 と した結核菌を用いて,そ

の集落表 層の菌 の形態 を走査電子顕微鏡 で観察 し,薬 剤

感受性菌 と比較検討 した。

材 料 と 方 法

1.　 使 用 菌 株:患 者 よ り分 離 した ヒ ト型 結 核 菌246,

55,69の3株 を 用 い た 。 耐 性 菌 は,246は 試 験管 内 で増

量 継 代 法4)に よ りstreptomycin 1,000μg/ml耐 性(SM-

R),para-aminosalicylic acid 100μg/ml耐 性(PAS-R),

kanamycin1,000μg/ml耐 性(KM-R),isoniazid50μg/

ml耐 性(INH-R)と した 単 剤 耐 性 菌4株 と,SM,PAS,

INH各10μg/mlの3剤 に 耐 性 と し た 菌 株(3R)お よ

び ニ トロ ソグ ア ニ ジ ン(NG)処 理 に よ り,同 様 に 薬 剤 耐

性 と した菌 株 を用 い た。55,69はNG処 理 に よ りSM

1,000μg/ml耐 性(NG-SMR)と した菌 株 を用 い た。

2.　 培 地 お よ び培 養:薬 剤 感 受 性 菌,耐 性 菌 と も 薬

剤 を加 え な い 小川 培地 に 増 殖 した 菌 を 生 理 食 塩 水 で

10mg/ml菌 浮 遊 液 と した 。 この0.2mlを1%小 川 平

板 培 地 上 に コ ン ラー ジ 棒 で塗 布 し,37℃ で2週 間 培 養

した 。 この 際,培 地 の 乾燥 を防 ぐた め,培 養3日 目に 平

板 を セ ロハ ンテ ー プで シ ー ル した。

3.　 電 子 顕 微鏡 的 観 察 法:培 地 上 の集 落 を培 地 と と も

に 切 り出 し,3%グ ル ター ル ア ル デ ヒ ドで 前 固定,1%

オ ス ミウ ム酸 で4℃,1時 間,後 固定 し,そ の後 エ タ ノ

ール 系 列 で 脱 水 ,酢 酸 ア ミル で 置 換,臨 界 点乾 燥 後,金

蒸 着 を 施 し,日 立HHS－2X型 走 査 電 子顕 微 鏡 で観 察 し

た 。

成 績

1.　 薬剤感受性菌:246株(写 真1),55株(写 真2),

69株(写 真3)の3株 いずれ も菌体表面は滑 らかで,菌 の

太 さはほぼ一様,先 端は丸味を帯びていた。個 々の菌体

が はつ き りしていて,融 合,粘 性化は少なかつた。網 目

状構造物が わずかにみ られ る場合 もあつた。3株 の間に

は著 明な差 は認 め られ なかつた。

2.　 増 量継 代法に よる耐 性菌(246株):SM-R(写 真4)

が最 も変化が少な く,親 株(写 真1)に 比べ,集 落表面に

菌 の融合や変形がわずか に み ら れ,や や粘性化 してい

ると思われ る。INH-R(写 真5,6),KM-R(写 真7)は

SM-Rよ り形態的変化が顕著で,融 合,変 形 がみ られ

るばか りでな く,網 目状になつた糸状物,顆 粒が多 くみ

られ,明 らかに菌体表面 の粘性化が認め られた。KM-R

では10μg/ml耐 性(写 真8,9,10)で も上記変化が顕著

に観察 された。す なわ ち,網 目状 の部分,連 鎖状球状体

がみ られた。更 にPAS-R(写 真11)は 多数の菌が互い

に融合 し,個 々の菌形 の不 明瞭 な部分が あ り,球 状,不

正桿菌,小 顆粒様物質 が多 くみ られた。 これ ら高度 の単

剤耐性菌に比べ,3R(写 真12)は 変化が少 な く,個 々の

菌体が明瞭に認め られ,表 面の粘 性化 に よる融合,変 形,

糸状物,顆 粒等はほ とん ど認め られなかつた。

3. NG処 理 に よる耐性菌(246株):増 量継代法 によ

る場合 と同様,SM耐 性菌(NG-SMR)(写 真13)が 最

も変化が少 なかつたが,親 株(写 真1)よ りも菌表 面の

粘性化が増 し,更 に増量継代法 に よる耐性菌(写 真4)

よ り糸状物がわずかにみ られた。NG-INHR(写 真14),

NG-PASR(写 真15)はNG-SMRと ほ とん ど差 がない

が,菌 表面 の粘性化や線維状,顆 粒状物 質等がやや多 く

み られた。NG-KMR(写 真16,17)で は菌 体融 合,菌 塊

などの粘性化,線 維状,網 目状の変化が著明であ り,網

目状 の中には小顆粒が多数認め られた。NG-3R(写 真

18,19,20)は 増量継代法に比べ,表 面構造 は粘性化が著

しく,著 明な網 目状お よび連鎖状球状体ばか りでな く,

大 きな融合塊,多 数 の顆粒等,親 株 ではみ られない構 造

物がみ られた。

〔写 真 説 明 〕

写 真1～3.薬 剤 感 受 性 株

1. M.tuberculosis 246

2. M.tubercUlosis 55

3. M.tuberculosis 69

二写 真4～12 .M.tuberculosis 246の 増 量 継 代 法 に よ

る薬 剤 耐 性 株

4. SM 1,000μg/ml耐 性 株

5. INH 50μg/ml耐 性株

6.　同 上

7. KM 1,000μg/ml耐 性 株

8. KM 10μg/ml耐 性 株

9.　同 上

10.　同 上

11. PAS 100μg/ml耐 性 株

12.　 3剤(SM・PAS・INH) 10μg/ml耐 性 株

写 真13～20. M.tuberculosis 246のNG処 理 法 に

よ る薬 剤耐 性株

13. SM 1,000μg/ml耐 性 株

14. INH 50μg/ml耐 性 株

15. PAS 100μg/ml耐 性 株

16. KM 1,000μg/ml耐 性株

17.　同 上

18.　 3剤 (SM・PAS・INH) 10μg/ml耐 性 株

19.　同 上

20.　同 上

写 真21. M.tuberculosis 55のNG処 理 法 に よ る

SM 1,000μg/ml耐 性 株

写 真22. M.tuberculosis 69のNG処 理 法 に よ る

SM 1,000μg/ml耐 性 株

写 真23. M.tuberculosis P 15
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4. NG処 理に よるSM耐 性菌(55,69株):両 株 と

も246株 とほぼ同様に,菌 体表面 の粘性化,線 維状構造

物,顆 粒等が認 め られた(写 真21,22)。

考 察

試 験管 内で薬剤耐性 と した結核菌集落 を走査電子顕微

鏡 で観察 した。単剤耐 性菌 は,増 量継代法,NG処 理法

いずれ の方法 による耐性株 も,菌 の表面構造はその親株

であ る薬剤感受性菌 との間に,変 化を示 した。すなわち,

そ の菌表面 の粘性化,菌 体 の融合,親 株にはみ られなか

つた線維状,連 鎖状球状体お よび顆粒等が多 く認め られ

た。 岡田ら5)は 鼠 ライ菌につい て,岩 井 ら6)は 結核菌に

ついて,水 口ら7)は 種 々の抗酸菌について,R型 とS型

の集落では,そ の表面構造 に差 があ るとしている。著者

らの使用 した菌株はいずれ も肉眼的にはR型 の集落であ

つ たので,比 較 のため,S型 集落 を示す結核菌P15(写

真23)を 同様 に観察 したが,R型 集落 を示す246株 薬

剤感受性菌 との差異 は認 め られ な か つ た。Markelら2)

は種 々の抗酸菌を走査電 子顕微鏡 で観察 し,表 面構造は,

培地,培 養時間に よ り異 な り,培 養 の長 い菌 ほど,線 維

様構造物 が多 くみ られ る と報告 してい る。われわれ の上

記実験観察は1%小 川培地2週 間培養 とい う一定条件下

で,集 落の性状 もほぼ同様であつたが,耐 性株 とそ の親

株 とは明 らかに表 面構造が異 な り,こ れ らの変化 は薬剤

耐 性に伴 う変化 と考え られ る。増量継 代法に よる場 合に

は,KM単 剤耐性菌,PAS単 剤耐性菌が最 も顕著な変

化 を示 し,SM単 剤耐性菌は変化が少なかつた。NG処

理法に よる場合で も,KM単 剤耐 性菌 は顕著 な 形態的

変化を示 し,SM単 剤耐性菌 は 変 化 が 少 な か つ た。

Menyshkovら3)に よればcycloserin,PAS等 の薬 剤に

耐性 の菌株に よる微細構造 の差異は顕著でない としてい

る。 岡ら8)は 結核菌に抗結核剤を作用 させ ると内部構造

が変化す ると してい る。われわれ の成績では菌体表面 の

形態 につい てのみ走査電子顕微鏡 で観察を行なつたが,

増量継 代法 とNG処 理法 のいずれ の方法を用いた耐性

菌 で も薬 剤に より変化 の程度が異 なる ことが観察 され,

SM耐 性菌が 最 も変化が 少 な く,KM耐 性菌は 最 も強

く,PAS耐 性菌,INH耐 性菌 はそ の中間であつ た。3

剤耐性菌において,増 量継 代法 では親株 と比べ てほ とん

ど変 化がなかつたが,こ れ は3薬 剤の耐性度が低 いた め

であ ろ う。 しか しNG処 理菌 では同濃度 の3薬 剤加培

地に増殖す る耐性菌が著 しい菌体表面 の変化 を示 した。

われわれの上 記実験 では増量継代法 と対比 させ るため,

各3剤10μg/ml宛 含む耐性培地に発育 した菌 につい て

観察を行なつたが,お そ ら くこのNG-3RはNG処 理

に よ り,も つ と高度 の耐性菌 になつ た可能性 もあると考

え られ る。

須子田 ら4)は薬 剤耐 性結核菌 では,結 核 菌 フ ァージ

(MTPH9)の 感染性が 低下 する と報告 してい る。す な

わち,試 験管内で耐 性 とした単剤耐性菌 は低濃度 ファー

ジで溶 菌 しな くな り,薬 剤間におけ る差 もわずか なが ら

認め られた。 しか し,増 量継 代法 による3剤 耐性菌 では

高濃度 ファージに対 して も感受性 を 全 く失 うと い う。

Tokunagaら9)は,D4,D29,Y10とB1フ ァージに

対す るMycobacterium smegmatisの レセプターは脂

質であ り,脂 質抽出前 と抽 出後の細胞壁 には形態的 な差

異 があ ると報告 している。われわれ の上記実験成績か ら,

薬剤耐性結核 菌の菌 体表面 の変化 がフ ァージの吸着に何

らか の影響を与えてい るのではないか と考 え られ る。更

にそれ よ り以前に,須 子田 ら10)は患 者 よ り分離 した多剤

耐性菌 もファー ジ感染 性がない としている。今後 は患者

よ り分離 され る薬剤耐性結核菌の形態 も含め,こ れ ら菌

表面 の形態的変化 と,化 学的変化 の関係,更 に ファー ジ

感受性 との関係等が問題点 とな るであろ う。
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