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緒 言

ミコバ クテ リウムの抗酸性は菌体に多量に含

まれる脂質が関与する1～4)ことは多 くの 研究者

によって報告 されているが,また他方菌体構造

との関係 も 無視出来ない3)4)｡電子顕微鏡の 発

達は, ミコバ クテ リウムをも含めた一般微生物

の菌体の微細構造を次第に明らかに しつ つ あ

る5-8)｡ ミコバ クテ リウムの 抗酸性の 所在の研

究は当然光学顕微鏡の領域に属するものであっ

て,電子顕微鏡の対象とはな り難いが,著者は

光学顕微鏡所見 と電顕所見 とを対比 しつつこの

抗酸性の問題特に抗酸性は果 して菌体のいずれ

の部分が主 として保持する特性であるかを検討

することを企図 し且つ考察 した｡

因みに下記の観察を試みるに当っては,著者

は植田9) の ミコバクテ リウムの発育株式に関す

る研究に準拠 した｡氏の研究によれば ミコバ ク

テ リウムは一般バクテ リアのように横分裂の繰

返え Lによる増殖の様式を決 してと る こ と な

く,菌体からの発芽- 発芽は発育,伸長 して

や 長ゝ大な菌糸形を作 り- 菌糸形の後半分は

やがて分断 (分節) して梓状形を生 じる- 菌

糸形の前半分及び楯状 形の端部か らやがて生 じ

る発芽は,ともに発育,伸長 して 1ケの菌糸形

とな り上記の発育様式を繰 り返えす｡即ち氏の

観察からすれば, ミコバクテ リウムの発育様式

は当然バ クテ リアよりは菌類のそれ に 近 似 す

る. 自然 このような見地か らすれば,或る一定

の培養 日数の ミクロ ･コロニーを取 り上げた場

合にも,それを一般バ クテ リアの場合の如 くは

弘 治

均ゞ一な集団とは見ないで,それぞれ発育,成

熟の程度,段階を異に し, しかも系統立った配

列をする菌体の集団であるとする｡尚氏の研究

に於ては,抗酸性,非抗酸性の問題 もまた発育

様式に添って考察せ られた｡即ち上記のような

系統立った配列中に非抗酸性の菌体が出現する

とすれば,それは常に配列の先端の菌体即ち幼

弱な菌体に於てであ り, しかもそのような事が

起 るのは一般に当該菌の発育の速さ に 関 係 す

る｡発育が特に促進せ られた際には自然そのよ

うな菌の配列中には非抗酸性の菌体を見易い｡

即ち氏は発育様式に添って, しかも時間と云 う

因子を加味 してこの問題を巧妙に考察 した｡

実験 1 micro-colonyに於ける各 cellの抗

酸性は一様でない

さきに植田9'は上記の如 く同一 cloneに属す

る micro-colony中に混在する抗酸性, 非抗酸

性の菌体を当該菌の発育様式に添い, しかもそ

の時の発育の速 さ即ち時間的因子を加味 して考

察 した｡著者はこのような考え方を更に発展せ

しめ,且つ実際にそれぞれの菌体の抗酸性は配

列即ち発育順序に従って連続的に推移するもの

であることを立証 したいと考え,次の如き実験

を試みた｡

使用者株 :抗酸性,非抗酸性の区別が比較的明確で

且つ抗酸性の出現の程度が中等皮と思われる烏型獣調

株を選んだ｡

培養方法並びに標本作成法 :烏型結核菌は液体培地

表面では孤立したmicro-colonyを作り難いので,辛

複ゝ雑な手技であるが,Knaysi(10)の電顕標本作成
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法にならったO融解した4%グリセリン寒天上にco1-

lodion膜を作り,寒天の疑団をまって,薗液一滴をF'7-.
き,これを培養する｡4,5日後 collodion膜と共に

寒天を切り取 り,薫溜水に collodion膜のみを浮か

べ,これを coverglassですくい上げて, 乾燥,固

定する｡

染色並びに脱色手技 :Ziehl氏石炭較フクシンで加

洞染色後,先ず70%アルコールのみで脱色,水洗後栓

鎖し,適当な colonyを選んで写貢撮影を行う.｡次で

順次,0.3,1,3,10,30% HClを含んだ70% アル

コ-ルで脱色し,その都度,同一 colonyの写真を損

影し,最後にこれらの写真を比較対照して検討した｡

尚ツエーデル油,キシロールの影響を避ける為に,標

本は coverglassの裏面から鏡検した｡

実験結果 :Fig.1並びに2に示 した｡塩酸濃

度が 0.3,1%では殆んど脱色 されず,殆んど全

ての菌が抗酸性を保っているが, 3,%塩酸アル

コ-ルで非抗酸性 とな り始め,更に 10,30%塩

酸アル コールと塩酸濃度が高まるにつれて,大

多数の菌体が脱色せ られ非抗酸性化 して行 くこ

とが観察 された｡ この事は配列中の mycobac-

teria各菌体の抗酸性,非抗酸性の区別が stable

なものではな く,連続的なものである事を示 し

ている｡又 1個の micro-colony中の各 cellも

均一ではな く,抗酸性の程度に相当な開きのあ

る事が確かめられた｡閃みに培養 日数が長 くな

れば脱色され難い cellの数が増加する傾向があ

った｡

実験 2.micro-colonyr11の各 cell問のelec-

trondensityも亦一様でない,

上記同様の micro-colonyを 電子鋸微鏡で観

察 し, このような colony中に配列す る各 cell

の問に果 して electrondensity其他構造上何等

かの差異が見出せ るか否かを検討 した｡

使用菌株 :スメグマ歯並びに烏型獣調株｡

培養方法 :グリセリン寒天膜面培養,並びに Sau-

ton培地液面 増益｡

固定はオスミウム懐の蒸気固定を行い. 日立 50Kv

電子顕微鏡で観察した｡

実験成績 :スメグマ 菌の 発育初期の colony

の配列の先端部分の電顕像を Fig.3a,b,C,に

示すO各 cellは樹枝状に配列 し,内部構造は未

分化で明瞭ではないが各 cellには 2乃至 4個の
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は ゞ同 じ大きさの electrondenseな頼粒が見 ら

れる｡菌体の electrondensityは各 cellの問で

必ず しも同 じではない｡ 樹枝状配列を示す CO-

lonyの先端部はdensityが低 く根郡は高い傾向

にある｡

内部構造の明瞭 さに於ては,鳥型結核菌が遥

かに優れている｡

Fig.4aは培養16時間の若い micro-colonyで

あ り,菌体は 2つに分かれたばか りであると推

定されるO下方の cellの内部は未分化であ り,

構造は明 らかではないが,上部の cellにはや ゝ

構造が見 られる｡ electrondenseな Knaysi5'

のA順粒と思われるもの,electrontransparent

なCT,Fi粒 (Sapvacuole)並びにその間隙を うめ

るや ＼ densityの高い頼粒問質が見 られる｡

Fig.4b ほ培養 5日の micro-colonyである｡

菌は樹枝状に配列,発育 してお り,内部の分化

も明瞭に見 られ る｡各 cellは充分成熟 した cell

wallに包まれ,殆んど両端に近 く存在す るA二項

粒,ほ 一ゞ列に並んだ Sapvacuole,その間を う

める煩粒問質が観察せ られる｡この microcolony

に於て も各 cellの electrondensityが高い傾向

にある｡ しかもこの場合 Sapvacuoleが縮少 し,

反対に脚粒問質が増加することに よ っ て den-

sityが高まると思われる｡

Fig.4Cは培養 7日の micro-colonyの中 央部

の電抑像である｡colonyはよ く発育 してお り,

各 cellは集合 している｡各 cellの electronden-

sityも高 くな り,A瓢i粒が電子線で燃える程長

時間露出せねば内部構造は判らない｡ Sapvac-

uoleは縮少 し,反対に腫粒問質は増大 して い

る｡ densityの高まりはこの頬粒問質の弟であ

ることが判る｡

Fig.4d は非常に古い培養 (2ケ月) の歯膜

である｡Sauton液体培地に菌膜が出来,それが

一旦沈み,新たに溝 い 歯膜が僅かに出来る｡か

ゝる陳旧培養の歯膜の竃野像であるが, 明 らか

に ghostcellとなったものも見 られる｡electron

denseな cellも今迄述べて来た cellとの関連性

が見出せない程変化 している｡ Sapvacuoleほ

も早見 られず,こゝにみる大きな electrondense

な耕粒もA顆粒ではない~rgは確実である (電子
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線を強 くしてもA椋粒の如 く燃えない)O

スメグマ菌, 烏型結核菌を micro-colonyの

状態で電顕によって観察 して得た結果は次の如

く要約出来る｡ 同一 microICOlony中 の各 cell

の内部構造並に electrondensityには差異があ

り,樹枝状にcellの配列 している場合には先端

に位置するcell程 lessdenseである｡培養 日数

が増せば densityも増大 し,それは主 として頻

粒問質の増大 と関連がある｡又余 りにも陳旧な

歯膜では ghostcellが見 られる｡

実験 3 同一 micro-colonyの染色像 と竃

昆頁像との比較

実験 1と実験 2とを結びつける目的で,同一

microICOlonyの Ziehl-Neelsen染色像 とその竃跡

像 との比較検討を行った｡

使用菌株 :烏型獣調株を使用 した｡培養初期

(5日)の比較的非抗酸性菌体の検出 しやすい

2ケ月培養の colonyを対象に選んだ｡

標本作成法 :同一標本の染色像と電顕像とを比較す

る方法は既にTakeya等6)Glauert&Briegerll)によ

って発表されているが,著者は別の方法を試みた｡

即ち汚れを除いた coverglass上に collodion膜

をはり,そこに蒸溜水一滴を置く｡一方 Sauton培養

の micro･colonyを蒸溜水に浮かし,それを更にC0-

11odion膜上の蒸潮水に移し, 乾燥させるO 乾燥後

オスミウム酸蒸気で固定し染色に移るのであ るが,

この時,膜がはがれぬ様に scotchtapeで周囲を覆

っておく｡染色は型通りZiehl-Neelsen染色を行うO

乾燥後 scotchtapeを取り去り,不要の collodion

膜の部分を削り取り,5mm2内外を残す｡coverglass

の裏面から検鐘,写真撮影を行う｡ その後,cover

glassを菜滑水に静かに入れcollodion膜を浮かせ,

これを meshですくい上げる｡ 直ちに光学顕微鏡の

弱拡大で検鏡し心要箇所が,meshのhollに無けれ

ば,再び水に浮かばせて,目的を達する迄繰返えす｡

mesllを乾燥後所定の場所を電顕で探し出 し撮影す

る｡本操作は同一標本の光顕像と竃昆自像とを対比する

方法としては,比較的失敗の少ない方法として推奨出

来 る｡

実験成績 :5日培養の烏型結 核 菌 の micro-

colonyの抗酸性染色の像が Fig.5(LM)であ

る｡ 蛇行形 となった micro-colony の先端部の

非抗酸性の cellは電顕的にも low densityであ

京大結研紀要 第 9巻 第 1号

る｡内部構造は染色操作の為に無処置の圭Cell程

判然とは しないが, Fig.4dの如き ghostcell

ではな く,Fig.4aの cellに似ている｡

mycobacteriaの陳旧培養に於ては,屡 々 1個

の cell全体が抗酸性を示さず,cell内に数個の

抗酸性果頁粒が生ずる｡ このように抗酸性果頁粒を

菌体内に持つ Cellか らなるmicro-colonyを電顕

的に検討 した｡Fig.6(LM)は 2ケ月培養の old

micro-colonyの抗酸性染色像 で あ る｡ cellは

ring状に配列 しているが, 菌体内に は 数個の

抗酸性塩粒が見 られる｡Fig.6(EM)は同一標

本の同一拡大の電顕像である｡抗酸性頼粒の箇

所に殆んど一致 して electrondenseな部分が見

られる｡ これは Fig.4dのelectrondenseな顆

粒 と似ている｡

以上の所見を要約すれば,非抗酸 性 を 示 す

cellは抗酸性を示す cellよ り も electronless

denseであ り, 菌体内に抗酸性砥粒を有する場

合は,その場所に一致 して electrondenseな頼

粒が見 られる｡

総括並びに考持

実験 1,2,3を通 じて colonyの先端に近い

cell程幼弱で抗酸性の程度も弱 くelectronden-

sityも低いと云 うことは,先ず疑問の余地は無

いものと思われる｡Glauert12),Knaysi5) 等 も培

養 日数或は菌の life-cycleを考慮 しながらmy-

cobacteriaの電顕像を検討 し, 古 くなるにつれ

て cellの densityが増大 し,Sapvacuoleが縮

少 して行 くことを報告 している｡本実験に於て

は,培養 日数の増加によって同様の事が起 るば

か りでな く,同一培養 日数のsinglcmicro-colony

中でも colonyの先端は 基部 との問に 於て同様

の傾向のある事が確かめられた｡

Shinohara等 18)は抗酸性 とelectrondensityと

が或る程度相関的であ り,非抗酸性菌体は low

densityであ り, 抗酸性菌体 も脱脂すれば,抗

酸性を失 うと共に electrondensity も減少する

ことを述べている｡然 し非抗酸性菌体がその内

部が無構造に近い故を以て ghostcellと判断 し

た点には同意出来ない｡成程確かに陳旧培養の

非抗酸性菌体は殆んど cellwallのみ か らな り

明 らかな ghostcellである｡然 し若い培養の し
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かもcolonyの先端に位置す る 非抗酸性菌体は,

その内部が無構造 に近 くはあるが,それは cell

が若か過 ぎ構造の分化が進んでいない為であ り

cytoplasm が脱出 したとは考え られない｡ 殊に

実験 1で明 らかになった如 く抗酸性菌体 と云い

非抗酸性菌体 と云って も,HCl-alcollOlの 濃 度

によって,どちらにで も表現 され るとすれば尚

更である｡

染色操作によって electrondensityの増す こ

とはGlauertll',Shinohara14)等が記載 している｡

この操作による electrondensityの増加 と共に

内部構造の変化が認め られた｡

最後に頬粒間質が抗酸性 と非常に密接な関係

にあることについて考察 したい｡

オス ミウム酸は原子量が大 きい為固定 と同時

に或 る種の electronstainingをも兼ねてお り,

結合部は電子線を散乱 し強い コン トラス トを作

る｡又オス ミウム酸は invitroで -C-C- と

反応 し易 く, したがって不飽和脂酸を含有する

lipid とは強 く反応す ると云われている15)｡一方

mycobacteriaは他の bacteria に比 し脂質が多

く,抗酸性 も菌体 内の脂質殊に myc｡licacidと

密接な関係にあるとされている3)4)｡以上の事柄

は,抗酸性 と掘粒問質 との関係を説明す る上に

非常に都合がよい｡若 し頼粒問質に不飽和脂酸

が多いとす るな らば,それは当然 02と結合 し,

電子線に対 し強いコン トラス トを作 り出す筈で

あ り,又同時に抗酸性を示す部分で もある筈で

あ るか ら｡

又 Robinow &Cosslett16) は nucle;lrChroma-

tinの場所は electronを 通 過 さ せ て,lesser

densityの部分 として表現 され ると述べている｡

更に Spitznagel17)によれば nuclearstainsと電

顕像 との比較によ り, Sapvacuoleは核で ある

と推定 している｡そ うだ とすれば 斯 粒 間 質 は

cytoplasm と云 うべ きであ り, 抗酸性 も核に関

係す ると考えるよ りも, cytoplasm に保持 され

ていると考える方がよ り自然な考え方である｡

然 し植田18)は以前に抗酸性が,菌体 に加え ら

れた物理的影響によ り比較的容易に消失す るこ

と,抗酸性 の菌体か らの発芽が単に非抗酸性で

あること,及びnocardiaの菌糸の如 き長大なも
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のではその後半分が弱抗酸性であるのに前半分

は非抗酸性である事等よ り次の如 き suggestion

を行った｡即ち抗酸性は菌体内部の機構に関係

す るよ りは,む しろ cellwall或は cytoplasmic

membraneと関係ある特性ではない か と 述 べ

た｡ceHwallとの関係は今回は吟味 しなかった

が,充分研究すべ き問題であ り,今後検討をつ

ゞけたい｡

以上を総括 L mycobacteriaの 1つの cellの

時間的経過に伴 う内部構造の変化 と抗酸性 との

関係を模式図 として示 したのが Fig.7である｡

核分裂直後の若い 時期の cellは核質 と cytop-

1asmが分化 してお らず,lipid も少 く,それ放

非抗酸で electrontransparentである｡その内

Sapvacuoleとして核質が集合 し,cytoplasmと

区別 され cytoplasm中には lipidが多 くな りや

ゝacid-fastとなる｡ 時間の経過 と共に cytop-

1asw は増 々充実 L acid-fastも強 くな り elec-

tronを通 し難 くなって行 く｡ しか し古 くなれば

denseになった cytoplasm が acidfastgranules

として一部 に留 るのみで Sapvacuoleも次第に

消失 し.ついにはcellwallのみの ghostcellと

な り非抗酸性となる｡

結 論

烏型結核菌,スメグマ菌の micro-colonyを対

象 と し,それ等の抗酸性に関 して検討 し,次の

如 き結論を得た｡

1. micro-colony巾の各 cellの抗酸性 は,脱

色剤に対 して stableなものではな く, gradual

なものであって,HCl濃度を増せば抗酸性を示

す菌 は減少す る｡

2. micro-colony中の各 cellの electronden-

sityも gradualであって colonyの先端部に位

置す る cell程 densityが低い.

3. 同一標本の抗酸性染色像 と竃斬像 とを比

較 した場合, 非抗酸性菌体は electrondensity

が低 く,抗軟性菌体並びに抗酸性瞳粒はそれが

高い｡

4･ mycobacteriaの抗酸性 は,cytoplasm に

よって表現 され るものと推察 され る｡
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ン加侶染色後

70% アル コール (a),0.3% (b),1% (｡),3% (a),10% (e),
30% (∫)HClアル コールで脱色 した鳥 型結核菌の microcolony.

ー 吐 →

FigP3pa,b,C.情義5口のスメグ

マ菌の電掴写王rin樹枝状発育を

示す｡

Fig.4. 烏型結核 菌の microcolo-
nyの電h1,,日写ilt

a.情義16時聞

b.情義 5日

C.情義7日

d.増益2カ月
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young - old

Fig.5.鳥型結核菌の初

期培養のmicrocolony

の染色像並びに電顕像

LM.Ziehl-Neelsen

染色光学顕微鏡写真

a.ち.C.同電顕写真

Fig.6.鳥型結核菌の陳

旧培養のmicrocolony

の染色像並びに電顕

像

LM.ZiehトNeelsen

染色光学顕微鏡写真

EM.同電顕写真

nonacidfast acidfast acidfast nonacidfast
granules ghostcell

Fig.7 A schematicdiagram showingchangesofcellstructure
ofmycobacteriawiththelapseoftime.


