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細菌研究に b ける電子顕徴鏡的方法

特に結核菌について一一

内藤康雄

高橋昭一郎

北海道大皐工拳部通信工芸争科

北海道大拳結核研究所電子顕微鏡室

(結核研究所 主任高橋義夫教授)

I 緒 冨

細菌の研究において，電子顕微鏡(以ド電顕と省略)的

方法が光学顕徴鏡(以下光顕と省略)的方法に比し，より複

雑祝される玉里由は顕徴鏡の分課能に大差があること(光顕

の分解能の限界は 100mμ，電顕の分解能は 1-3mμ)及び

使用する光学系が本質的に異なること(光顕においては可

視光線乃至紫外線，電顕におし、ては電子線即ち粒子線)等

である。従って，電領的方法により得られた細菌像を理解

するためには，電子レンズの収差，電顕の変動，電顕用試

料の作成法，電子線と試料との相互作用，写実効果等につ

いて綜合的な考察がなされねばならない。

われわれは，細菌特に結反菌について，その電顕像が

信頼、し得ると考えられる様な試料の作成方法及ひーその試料

を吹像として忠実に器Jlさせ得る方法を実験~fJに追究し，

更にこれらの結果に基いて，結反菌の電磁像を確立しよう

と試みた。

以下は昭和27年から2ヨ年に至るまでのわれわれの実

験成績の大要を集録したもので各章の結果は夫々日木電子

顕徴鏡学会(一部を日本細菌学会にお¥..、て発表されたもの

である。

白木論文に関係のある主要文献は一括して文献欄に収

めた。

II 試料作成法

一般に細菌の電顕用試料の作り方には三つの方法があ

る。その一つは適当濃度の菌浮滋液(蒸溜水或いは生理的

食塩水)を作成し，その一滴を電顕用試料支持台幅称

trager)の支持膜 (100-200メッシュ鋼或いは真鎌製の金

網上に張った厚さ 300A前後のコロヂオン或いは7ォノしム

ノぐ{ノレ薄膜)上に滴下し，室温乃至500C程度にて乾燥固定

して試料とする。他の方法はあらかじめ培地上にコロヂオ

この研究の一部は文部省手i拳研究.助成研究費によった。(高橋)

ン膜を張っておき，その上に菌液を塗布してテスト用細菌

を培養する。適当時間の後菌がはえてしらコロヂオン膜を

耳支出して用意せる支持台に固定する。

1.手振法

結按菌浮滋液を作る場合，結妓菌の菌塊を個々の菌に

分散させるために通常菌塊を水晶主入りコルベンに入れて

手動或U、は機械的に摂還して菌液をつくる。これに遠沈燥

作を 2-3回行い適当濃度の菌浮滋液に調整する。 この手

振法により作成された菌液から電顕用試料を作り検鏡する

と結按菌は色々の形態を示すのが見られる。しかしこの際

振重量とし、う物理的刺裁が菌の形態的変化にかなりの影響を

与えることを考慮に入れなければならなし、。

従って結核菌の形態を追究するためには，特にその誘

導期及び対数期のものに対しては本法は良好な方法とはし、

えない。然しながら桔授菌以外の一般細菌の多くの場合は

水晶玉を必要とせず軽度の手挟操作で艮し、菌分散液を作る

ことが出来るのでこの場合には利用価値があると思う。

結援菌の場合，最近は Dubos培地が容易に入手出来

るので結核菌を摂部培養してそのまま試料をつくると後述

の膜判培養法による形態と極めて領似した電顕像を得るご

とが出来る。従って結援薗の場合手探法は目ドのところ膜

而培養用の菌液作成のためにのみに使用している。

2. 膜面培養法

この方法は細菌の発育過程を観察したり，武谷等が行

った様に光顕像と電顕像とを一対ーで対応させて比較研究

する場合に適している。又筆者等が行った様にこの方法に

よって比較的長期間標本がコンタミネートしない様にして

発育様式その他を観察することも出烹る。方法;液体或い

は固体培地上にあらかじめコロヂオン支持膜を張っておき

その上に菌液を塗布して適当時間培養後膜を培地より剥離

させ電顕用金絹に固定して検鏡する。この方法は方法論的

に見て細菌コロニーが大きくなるとその中央部は電子線を



透過しなくなるので検鏡視野はコロニー周辺部に限定され

てしまう。

然したがら，種々，の物理的化学的処理と発育様式乃至

は形態変化を相対的に考察するのには目下のところ優れた

方法であって上記の欠点を充分償うことが出来る。

この方法において膜面上に培養された細菌の栄養源は

コロヂオン膜を透しての拡散によって供給される。従って

細菌はコロヂオン膜との接触面積を常に大にする様に運動

するためか内部構造を観察する上に非常に有利な状態にな

る事実がある。また，この様な栄養源の摂取方法から細菌

の形態は培地の物理化学的性質に大し、に影響されることが

わかる。従って逆に培地に種々の薬剤を投与して細菌の発

育形態を観察するのに良好な方法である。

倫膜面培養菌の固定はオスミウム蒸気を使用すれば固

定操作による人工的産物を僅少にすることが出来る。

3 凍結乾燥法

一般に凍結乾燥には次の様な利点があることが指摘さ

れている。 1)札機における新陳代謝或し、は死後変化が殆ん

ど瞬間的に停止し，また固定液を使わないからこれによる

化学変化がない。 2)溶解性の物質の移動を最少にとどめる

ことが出来る。 3)細胞成分が固定剤によって拍出lされない0

4)固定脱水剤を用いず直ちに包埋出来る。

深井等は，~の様な方法をとっている。即ち， コロヂ

ンオ膜を張って支持合上に試料浮滋液を載せ，この支持台

を鋼板製の架合に載せて国形炭酸塊の上におき急速に凍結

せしめる。凍結は架合のー側にエチノレク口ライドを吹きつ

けて行つでもよい。凍結した試料合を直ちに架合ごと排気

鐘中におき排気すると.試料合商は約40秒で乾燥するが，

更にそのまま 10分以上排気を継続する。排気は数mmHg

程度で充分である。叉急速に排気するために排気鐙は小容

量のものがよL、。標本の保存はCaCbを容れた乾燥を用b、

る。かかる方法で作製した標本のコロヂオン膜は電子線照

射によって破れにくくなる様である。と報告している。更

に凍結真空乾燥の操作にっし、ては Wy巴koffの報告がある

が，これは巻末の文献にゆずる。

結核菌につし、てわれわれが行った実験によれば，試料

の水分蒸発に基づく deformationを防ぐ為には膜面培養

菌或いは他の方法によりコロヂオン膜上に mono-Iayerに

分散された菌を供試しなければならない。

111 試料の変化

電顕的細菌像の解釈にあたって，標本の物理的化学的

変化及び標本作成条件が電子像に及ぼす影響等を適格に知

っておくことは，その細菌像を正しく解釈するための不可

欠な条件の一つである。
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電顕的細菌像にあらわれる試料の変化は突の2項に大

別することが出来る。

1)電顕用試料の作成技術並びに真忽操作に基づく試料

の変化。 2)電子棋の作用に基づく試料の変化。

1. 乾燥による試料饗化

標本作成時における最も致命的な試料変化は乾燥によ

る菌体の萎縮及び distorsionである。細菌におし、ては，

Cell wallと菌体内容とはその物理的化学的性質が異なり，

更に通常の乾燥法は裁がHomogeneousに作用するために

乾燥による両若の日縮の度合が異なることは明らかに考え

られる。培養が新しし、時(若い細菌)には‘この差異はわず

かであるが，培養が古くなると(細菌が年をとって行くと)

この差異が顕著になり菌体内容は菌の長さにより 1~数個

所に凝集して電子線に対して ele巴trondenseになるので

光顕，電顕を問わず細菌形態の考察に誤解や錯綜をまねく

おそれがある。従って培養の古い細菌の光顕染色標本にお

いては殊更にこの点に関する注意が必要である (Fig.I--4)。

向，薬剤jその他の影響により物理化学的変化をおこした細

菌も乾燥により同様の変化をうける場合が多し、ので注意が

必要である。結該菌の場合に，われわれは菌塊を分散する

ために石油エーテノレ及ひ.石油エーテノレアノレコールを使用し

て試料変化を僅少にすることが出来た。これにつし、ては後

述する。電顕の真空操作中に起りうる試料の変化につし、て

は，あらかじめ軽度であるが標本を乾燥或いは脱水しであ

るので条件によっては問題にならなし、と思われるが，この

ことは試料の電顕挿入前の操作に関係があるので共に考慮

する必要がある。

2. 電子線の作用による試料の蜜化

従来，電顕検鏡時におきる試料変化に関しては数多く

の実験がなされており，その原因として弐の要素が指摘さ

れている。 ilPt:"電子線照射に基づく試料の加熱効果，電

子線自身の何らかの作用，及び顕徴鏡内に存在する各種物

質粒子による試料の汚染等である。物質分子或いは粒子と

して泊拡散ポンプから出る泊蒸気試料支持膜及びメッシ

ュ表面から出る有機，無機物質粒子及びグリース等の有機

物質粒子及び顕微鏡内の真昼度に由来する浮滋ガス分子等

があげられる。

然しながら，実際問題としてこれらの中のいずれが最

も試料変化乃至は試料汚染に関係しているかとし、う問題に

関しては， It 、ずれも推論の域を出なし

筆者等は以上の問題を電顕像の正確な解釈の7たこめの基

礎的研究の一つとしてとりあけげeたのであるが，細菌につし、

て実験する前に先ず試料の物理的，化学的性質及び電頃学

的方法論の立場から考えて供試材料として Paraffin膜及

び食塩が適切であることがわかったので，これを使用して



回

一応電顕検鏡時に発生する試料変化の状態を観察すること

が出来た。次いで，それに基いて生物学的標本における変

化の状態を研究した。

I) 試料に閉すされる電子流密度の測定

実験用電顕として日本電子光学研究所製 JEM-4裂を

使用し最終像における電子流を絶縁金属板に受け，島津製

作所製可章者線輪型検流計(電流感度2.1X 10-10)により電子

流を測管した。次いでこの電流値をその時の倍率に応じて

試料聞に換算した。 Fig.-5は試料面に換算した電子流密度

及び電子電流，収束レンズ電流の関係を示す。

2) パラフィン膜に対する電子線の影響に関する実験

電子線照射法の実際的な問題を確立する目的で次のよ

うな実験を行った。
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Fig. 5 試料面における電子流密度と顕微鏡内の
全電子流， J/lc束電子レンズ電流との関係

i) 実験方法及び材料

50KV電顕内に掃入された試料面の電子流密度と試料

変化との関係を明らかにする目的で，種々の電子流密度下

におかれた厚さ約 0.5μのパラプイン膜の構造がどのよう

に変化するかを観察し，同一試料の常圧下における加熱，

及び真室内加熱による変化とを光顕的に比較検討した。常

圧下における加熱処理は，恒温乾燥器を使用し，まTニ真港

内加熱には蒸着装置を使用して，その加熱されたタンクス

テン線の程射動を利用した。 パラアィンは比重 0.9，融点

630C，融解熱3ラ.1calのもので，その石油エ F テル溶液か

ら薄膜を作成し， フォノレムパーノレ支持膜を張った 100メ、ッ

シュの金網上に乾燥固定した。

ii) 実験成績

a. 常庄下における乾毒事処理の場合

4~tC 以下の温度におし、てはパ 77 ィン膜の構造に変

化は認められなかったが， 50
o
C， 2:分間以上の処理で

くの場合，パ77ィン膜は大部分溶融移動し，無構造の状

態を示した。

b. 冥室内における乾熱処理の場合(真空度1O-~-IO-'

mmHg) 

400C以下の温度においてはパラアィン膜の形態に変

形は認められなかったが， 45
0

C， 2分間以上の処理ではa.

の場合と同様，無構造に等しい状態が認められた。

倫冥昼乾燥の場合は，パラアィン膜の構造に全く変形

が認められなかった。

巴. 電子線による処理の場合

試料を 05-4mA/cm2の電子汐E密度下におし、て F分

間処理したが，構造には変形が認められなし、場合が多く，

特に照射時間 1-2分，電子流密度0.5mA/cm2の場合には

試料の変形t士会く認められなかった。

電子流密度2ラmA!cm2附近においては，照射時間 1-

2分でも可成りの溶融変形が認められる場合が多くパラフ

インはメッシュの周辺に移翫凝集して， Jï~a;主力日毒事処理像と

類似したものが認められた。

電子流密度 100mA/cm'ヨ程度或いは，それ以上の場合

には，すべて無構造の状態になるか或いは細粒化して残留

する傾向が認められた。

以上の実験から考えられることは， 4mA!cmヨ程度の

電子流密度で試料を照射する場合，観察を短時間に止めれ

ば実際問題として，電子線に基づく試料の温度上昇及びこ

れにともなう試料変化を充分少なくすることが出来ること

である。更に試料を弱電子流密度で或る一定時間照射する

場合には，電子流密度をそれ以上増しでも試料自体は比較

的安定な構造を維持してし、るので，このような場合試料に

何か変化が1らったとすれば，それはそのほかに電子線自体



.， ， 

の或る種の作用に原因するものではなv'かとb、う推定もな

し得る。

3) 電子慌照射による食品結晶の変化過程に関する実験

i) 実験方法及び試料の作成法

希望する大きさの食塩結晶を得るには食塩の蒸溜水溶

液の温度を変化させればよい。高温及び低温時の場合の食

塩の結晶状態については Dautrebandeの報告がある。我

々は 2000-3000
0

Cの高温下で乾熱処理した食塩の一蒸溜水

溶液を作成し， スプレイにて 100メッシュ金網上のアォノレ

ムパーノし支持膜に分散させた後 500Cの恒温乾燥器にて乾

燥固定したものを用いた。亦目的に応じて高温処理を行っ

た食塩塊を磨潰法によって希望する大きさの結晶を作成し

たこれらの試料に対して既知の電子流を照射して食塩に対

する電子線の影響をしらベた。

ii) 実験成蹟

a. 電子線照射による食塩結品の変化過程

食塩結品に限らずすべての試料は，一定の最適電子流

密度で一定時間照射を.うけた後では，再びそれ以上の高密

度電子線で照射をうけても，形態的には殆んど変化をうけ

ずに.安定な状態を維持する。従って試料の性質に応じて，

この最適電子流密度を予め決定しておく必要がある。食塩

結品の場合この目的のためには，結晶の六きさによって所

要電子涜密度及び照射時聞を変える必要があるが，大路電

子流密度予OmA/cm2，照射時間宮分以上であればこの目的

に適う様である。従って，との条件で前処理をうけた食塩

結晶はその後数百mAI巴m2の電子流密度下におかれでも，

長時間比較的安定であることを確認することが出来た。そ

れ故に，食塩桔晶の変イ化ヒ過f程呈を綴察するには結晶が以上の

様な安宝官言な状態を獲得する前に70∞OmA釘/cm2ぷ声程度の電子流
密度で

変化過程がF町ig.6-子7である。これらの写真からわかるよう

に，食塩桔晶は照射時間の増加と共にもとの形を変えるこ

となく不透過の状態からますます透過性にたる。而して，
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則正しし、のが特長である。

三更に電子線照射によって生成された食塩結品表聞の膜

様物質の意義を明らかにするために以下のコ種額の実験を

行った。

b. 電子線照射による食塩結晶表面の産物(その 1) 

食塩の物理化学的性質から見て，電子線照射により食

塩結晶が荷電されることが一応考えられる。この場合その

結品表面においては電気的に相反援する 2つの力がはたら

くはずである。その結果，表面を外方にl膨らませる力即ち，

静電気圧力が生ずる。この現象を電顕的に観察するために，

プオノレムパール支持膜の穴の縁に食塩桔品を附着せしめて

前の実験と同様にして電子線照射を行いその変化過程を動

的に観察したところ， Watson等 (1950)が映写機を用し、て

撮影したWU:l結晶の変化過程と類似した結果が得られた。

即ち，食塩が半透過性になる頃には，明瞭な膜様構造が形

成され，その際内部の残留物質は非常な速度で運動しなが

らこの膜様構造をとおして蒸発し，内容物'賞の完全蒸発と

同時に，形成された表面の膜様構造は萎縮するのが認めら

れた。この現象中，膜様構造は明らかに膨張すること， 2え

び電子線によって内部の食塩結晶が運動を増すこと等が明

瞭に認められた。

c. 電子線照射による食塩結晶の表面産物(その 2)

食塩の潮解性を利用して，膜様構造をレプリカ一段転

写膜として映像させることに成功したG 即ち，この模様構

造は厚さ及ひ取の上から考えてみて，力学的応力に極めて

乏しいことが確かめられたので，供試食塩結晶の大きさを

0.5μ近辺に揃えて実験した。この食塩結品を30-100mAI

cm2の電子流密度下で 10-15分間照射した後，これを数秒

間蒸気中におし、て乾燥固定させてから再び検鏡したところ

明瞭な膜構造が映像として認められた。 更に Crshadow 

をほどとして一層鮮明な像を得ることが出来た。 Fig.8-9

はこの過程を示すものである。筆者等の実験によるとこれ

ら薄膜の厚さは電子流密度と照射時間の相乗積に比例する

その透過像が~たかもレプリカ像の様な観を呈することは ことがわかった。

或る穫の模様物質が結晶の表面に形成されたことを予想せ d. 実験結果に対する考察

しめる。更にこの食塩結晶の周囲には一見無定形の観を呈

する物質及び明らかに食塩結晶から出て来たと思われる同

種の物質の粒子が無数に附着する。これらの物質及ひ下立子

は単分子層の平板状結晶及び等軸晶形の食塩結晶であるこ

とを顕微鏡内において，威し、i'i.再結品操作によってその形

態及び廻折像から確認することが出来た。そこでこの事実

を利用して乾熱処理をした食塩塊より適当な大きさの食塩

結晶を作成しこれに電子線照射，再結品の操作を繰返すこ

とにより， 9.01μ程度の規則疋しい食塩結晶の電頑像を得

ることが出来た。こうして出来た結品は形の上で非常に規

試料変化乃至汚染に関係する要素としては先に述べた

様に現在数多く存在するが，その機序に関しては， Watson 

及びFischer等は顕微鏡内において hydrocarbonが蒸気

分子となって，これが試料と化学的反応をおこすためであ

ろうと推測し，その際電子照射の程度，試料表面の如何が

それと密接に関係するとし、っている。

筆者等の実験によって明らかにされた様に，電子線照

射によって食塩結品の表面に薄膜が形成されるが，この様

な薄膜は常圧下の加熱では得られなし、。このことから考え

ると，試料が電子線を殴収し電離作J弔を受ける結果試料面
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におし、てイオン化された試料構成要素と試料面に附着して

いると考えられる顕微鏡内の色々の物質との聞に化学変化

を生じ，その結果生成せられた産物であると考えられる。

この薄膜の化学此組成に対して明確なる断定を下すことは

目下のところ出来ないが，一先ず均質な炭化された或る種

の物質であろうと考えられる。従って，顕徴鏡内における

浮滋ガス或いは有機物質の存在が試料汚染の原因となるこ

とは否定し得ないと思われる。然しながら実際問題として

は，コ，三の研究者が報告しているような徴粒子の観察に

障害になる程の試料汚染は容易に除去出来るもので，その

ためには顕徴鏡内の清浄保守が不可欠の要素である。これ

は叉，顕微鏡の解像力を最良の条件で維持する手段でもあ

る。然しながら清浄度には白から限界があって，顕微鏡の

烹昼度がたかだか 10-4mmHg程度である現在では，全く

完全な意味での化学的清浄さはのぞまれない。これに反し

て電子流密度，並びに，照射時聞は或る程度任意に変え得る

ので，このことによって試料変化乃至汚染によって生ずる

産物を都二力少なくすることが出来るわけである。このこと

は試料に対する電子線照射方法が試料変化乃至汚染に重大

な関係をもつことを如実に示すものと考える。

4) 電子線照射による生物学的試料の変化

i) 生物試料の収縮

生物試料が標本作成操作中に或し、は乾燥によって収縮

することは前述の通りであるが，一方電顕内におし、ても試

料の収縮がおきる。 !Wち結夜菌を例にとると，電子波哲度

4-10mA/cm2における菌の長さを対照として電子流密度

100mA/cm2における菌の長さを測定してその収縮率を統

計学的に計算すると収縮率は3-20%になる。また試料の

収縮をおこす電子流密度は略一定していてこの限界内で収

縮してしまえば，それ以上の電子流密度下におかれでもそ

れ以上の収縮はおこらない。黙しながら，何れにしても急

激に電子線を照射すると試料が収縮する他にdistorsionを

おこし叉支持膜上で移動する原因になるのでこの様な操作

は避けるべきである。一般に生物試料は電子線照射により

その透過性が増大するためし、きおし、強電子流を使用し勝ち

であるが，との場合には上記の如き収縮がおこっているの

で特に計測を行わんとする際には注意を要する。筆者等の

実験によれば筋線維を電顕的に計測する場合は筋楳維の長

細菌(結該菌)が電子線照射を受けると菌体は透過性

を増し，菌体内の穎手立は窪泡化される。

パラアィン膜，食塩結晶の実験結果に基づし、て先ず電

子流密度 0.5-4mA/cm2で 1-3分間!照射して得られた細

菌像を対照として，これと種キの電子涜構度で撮影した細

菌像とを比較検討した。細菌の場合，電子線による試料変

化は常圧下の乾熱乾燥に基づく変化とは木質的に異なる。

B!Pt>，電子線照射による加熱作用は細菌々体内の各要素に

よって弓ミ均一で，これはそれら要素の熱伝度並びに質が異

なるために出て来る現象と考えられる。従って，細菌々体

内の各種要素の電子線照射による形態的変化は一様におき

るものではなく，電子流を一定とすれば照射時間によって

ズレを生ずる。事実，細菌の原形質に相当する部分は，

30mA/cm2程度の電子流密度で照射されると，短時間で容

易に透過されて，明るし、像を号する様になるが，しかしな

がらその透過度は直ちに安定されてしまう。こうなると更

に高密度の電子線照射をうけてもその部分はそれ以上変化

しない。これとは反対に，細菌身体内に存在する不透過性

の色キな穎粒状物質は電子流密度が 30mA/cmヨ以上にな

ってはじめて変化をうけて，所謂空j包化の現象が現われて

来るが，細菌の培養日数の新旧により穎粒の空泡化の発現

様式に成る程度の規良町生がある様に思われる。更に，ここ

で興味あり且つ注目すべき事実は，電子線照射によって透

過性が増大した細菌体の体積は，照射前のそれと比較して，

著朗な減少を示さないということである。この事実は電子

観照射によって透過性が極めてよくなった菌体にshadow圃

castingを施すことによって確認することが出来た。結核

菌は培養が古くなると電子線に対する透過性が自然に増大

して来るが，新しい菌で、電子線に対する透過性を故意にた

かめたものは，それとは形態的に異なることが以上の方法

によってわかった。また，菌体の透過性増加に基づく菌体

内各小体の位置の変化はおこらなし、ことがわかった。 Fig.

10 は人型結核菌の初期コロニーの像で，これを予め軽度の

電子線処理を行ったのちに電子流密度200mA/cm2で数 10

秒処理したものに Crshadowを施したものである。 Fig.

11は培養30日を経過したBCG菌の透過性を示す。

iii) 組織切片に対する電子線の作用

家兎大脳組踏切片を供試材料として前記同様の実験を

きが長L、程測定誤差が大きくなるので，あらかじめ線維を 行った。即ち，厚さ約0.1-0.2μ の組織却片を種々の電子

Microtome等により短かく切断し，更に電子流密度を 30 流密度の電子線で照射して包埋剤(樹脂)を除会し，その

mA/cm2以下に押えなければ測定誤差は大きくなり，実際、 透過性が著しく良好になったものについて shadowingの

問題として極めて不正確な結果になる。 効果をしらべたところ，顕著な効果は認められなかった。

向この実験はすべてnon-shadowedの試料について行 これに反して，同一試料の包埋剤を化学的に除去したもの

った。 につし、て shadowingをほどこした場合は鮮明な shadow

ii) 細菌々体構造の変化 効果が認められた。この事実から Fig.12に示す様に電子

内
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に除去し得なし、中に食塩結晶の場合と同様電子線に対して

安定性を獲得し，更にこの際，組織切片の表面に炭化され

た薄膜が形成されるものと思われる。

従って，組織の包埋剤に対する電子線の作用は，これ

ら包埋剤除去に使用する化学的溶媒の作用とは木質的にそ

の機序を異にすると考えられる。向切片の厚さが極めて薄

い場合には切片が電子線に対して安定化される以前に包埋

剤jが除去されてしまうことも考えられる。この場合の切片

の厚さを測定することは目下のところ困難であるが砂くも

0.05 μ以下であろうと考えられる。

@

@

@

@

 
①一-試料宇奈
@ー・ー包埋剤(ヰ封脂)

t一一初先副ノ雪~ (0.1-0.15，μJ 
@舟Z宮前m組織均吃
@尚昆ァ:Jレ処理h幸町明暗L
@ 電子縄問主吾fl!l.重量

@ 誌、、切Y-t...偉J.f.~I~ tる舟宛

Fig.12 腕包埋操作の比較模型圃

一方，電子楳の作用を利用して切片の脱包埋をすると，

組織内の各要素は位置的変動をおこさない。これに反して，

化学的方法で脱包埋をすると組織の各要素は移動して組織

像の解釈に困難さを加える場合がある。従って.0.1μ乃至

はそれ以下の厚さの超切片の脱包埋には電子線曝射を応用

する方が艮結果が得られる。但し，目的によっては化学的

方法を併用しなければならなし、場合もあるので，この場合

には上記の如き組織の各要素の移動，脱落があることに充

分注意を払う必要がある。この際，化学的溶媒の作用時聞

を極力短縮し，叉静かに操作すればこの障害を防ぐことが

出来る。しかしながらこの際溶媒そのものの試料に与える

影響は別に充分考慮されねばならない。

ことを考慮に入れておかなし、と，電顕的極微の世界に対し

て，従来の光顕的知識で勝手に解釈をすることになる。従

って電顕像を解釈するにらたっては標木が忠実に電顕像と

して表彰見されてし、るかどうかとb、うことが充分吟味されな

ければならない。

1. 猷料の作成中における襲化防止法

細菌試料に重要な変化を与えるものの lつは菌浮滋液

の作成に用L、る溶媒の物理化学的条件である。

一般に細菌試料としては蒸留水或いは生理的食塩水浮

滋菌液が用いられる。そして更にこれに遠沈操作が加えら

れる。この場合，蒸留水に菌を浮滋してこれを長時間放置

しておくと細菌細胞は著しし、障害を受ける。特に室温が高

いと障害が大きし、。われわれの実験によれば蒸留水菌浮滋

液は作成後室温では30分以内に支持合に固定しなければ，

一応蒸留水による影響が出て来る。また氷室に保守する場

合でも 24時間以上車五屈すると障害が現われる。 従って常

温におし、て蒸留水菌浮滋液の作成に使用する場合には作成

後出来るだけ短時間内に試料支持台に固定することが望ま

しい。生理的食塩水で菌液を作成する場合には細菌細胞は

比較的長時間安定であるから実際問題としては蒸留水菌液

に比しすぐれているわけであるが，この場合に固定された

試料に時として食塩結晶が介入し鮮明な細菌像を得ること

が出来なし、ことがある。これらの食塩結晶は試料面をスポ

イト等にて2-3回水洗すれば容易に除くことが出来る。

また遠沈操作も細菌細胞に対して distorsion及び細胞内

容質に対しては凝集等の作用を与える。殊に培養が古いも

のではその影響は甚だ大きし、ので.急激に廻転を増す様な

ことは避けねばならない。

次に問題になるのは前節で述べた様に試料の乾燥操作

である。結稜菌に対して，室温乾燥，高温乾燥，凍結乾燥

等を行いそれらの差異ならびに乾燥操作の影響をしらべた

ところ，夫弁の物理的条件により多少所見が異なることが

わかった。この差異は主として乾燥速度に基づくものであ

ろうと思われる。

乾燥による細菌の変化を防ぐことは困難であるが，細

菌の培養の新|日，或いは研究の条件について考慮を払えば

一応大過なく電顕像の考察が出来ると恩われる。われわれ

は，結稜菌について，石油エーテルアルコーノレ混液に菌を

浮滋させ全操作 10数秒で菌を試料支持合に固定する方法

IV 試料盤化を少くする方法 を用いて満足し得る結果を得た。

前節において筆者等は試料の変化に対する代表的な2. 2. 電子線Iζよる影響を少な〈する方法

3の問題につし、て考察を行ったが，電顕によって細菌(他の 現在一般に使用されている 50KV電顕におし、て，電顕

試料に対しても同様のことが言えるのであるが)を研究す 操作中におきる試料の変化乃至汚染は細菌に限らずすべて

る場合，この試料の変化機構及び変化防止策は細菌の電顕 の試料に当はまるのであるが，大体失の如き手段或いは注
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意をすれば，試料変化を僅少にすることが出来る。

1) 電顕内各部の清浄保守

電顕内を常に清潔にしておくことは，顕、徴鏡内に挿入

された試料の汚染防止に対する不可欠の要素であり，電子

光学系の諸問題に対しても重要な事柄である。清掃にあた

っては，塵倹ばかりでなく，電子棋の作用にもとずく数多

くの有機，無機変f生産物を取除く必要がある。特に各レン

ズの絞り板，電子銃，収束レンズ聞は屡々清掃しなければ

ならなし、。

2) 各種試料に対する最適倍率及ひ'試料照射電子流の最

適債を決定すること。

試料に対して強し、電子線を与えると試料が変化するの

で，このごとは厳に注意しなければならない。一般に試料

は或る一定の震子流努度で一定時間照射を受けると，電子

線に対して安定な状態を維持するようになるので，試料の

種類に応じてこの最適値の大略を決定しておくことが必要

である。

われわれは細菌試料に対して電顕の各コンスタントを

弐の様に決めている。 ~pち，全放射電子流を 2-5μA，試

料面における電子流密度の可変範囲を 0.05-35rnA/crn2，

電子光学的倍率を 1000-6000倍，明視野像の観察には0.05

-10rnA/crn九暗視野像の観察には30rnA/crn~o 向 30rnA/

cm2の電子流密度で照射された細菌の菌体各要素は多少透

過性を増してくるが菌体内の微少額粒 (200λ程度の粒子)

が消失することはない。熱し， 100 rnA/ crn2以上の電子流

密度で照射した場合 10数秒でこの粒子が不明確になるこ

とを認めた。

3) 電顕像の視察撮影に要する時間の短縮

必要以上に観察時間を長くすると試料は変化するばか

りでなく汚染されてくる。タパコモザイタパイラスについ

て，試料ーを電顕に綿入後3分及び 15分後にとった2つの

像でそのコントラチトを比較したところ，後者においてコ

ントラストは約半械(視覚的に)していた。

4) 電顕内務入前の防塵及び試料支持用金網の清掃

試料及び支持膜がその作成或いは保存中に汚染されて

いると電顕像を考察する際に無益な困難さを加える。これ

を防ぐためには試料及び支持膜の作成或し‘は保存に細心の

注意をすと共に爽雑物の介入した原因を確かめることが出

来る様に各操作毎に電顕於な検益を行う必要がある。

金網(支持膜を支える金網)の汚れは電子線の作用に

より複雑な粒子主主いは被膜となって試料を汚染する因とな

る。それで一般的には稀塩酸等で数秒、処理した金網を使用

するとよい。また撮影にあたっては，金絹の目の周辺にあ

る試料は出来るだけ避ける様にする。われわれは，金網に

よる試料の汚染を避ける意味で従来の200-250メッシュ

の代りに 100メッシュの金摘を使用しているが仲々好結果

が得られる。

ラ)• S4adow casting i:去

前述の方法はし、ずれも試料変化防止のための消極的な

手段であるが， Shadow casting法は熱伝導度の良好な重

金属を試料に castして試料の温度上昇を防止し，温度に

よる試料変化を防くて方法である。この目的のために多く使

用されてし、るのはAuであるがAg，Crでも可成りの効果

がある。

先にわれわれは，試料が電子線照射により安定性をも

っ様になることを述べた。そしてその機構は試料或U、は試

料表面の炭化現象ではなかろうかと考察した。このことは

炭素の物理れ性質から考えると明らかである。 ~pち，炭素

は熟放射能が大なること，及びN:，Pt等に比し，より優

れた熱伝導度をもってし、ることなどである。

一方， コロヂオン或U、はアォノレムパ{ノし膜に SiOょを

蒸着したものを支持膜として使用すると比較酌試料変化が

少なくなる様であるが，その原因につu、ては目下のところ

確証はない。またあらかじめ支持撲にCIOH写(Naphthalen)

を蒸寄書する方法を考案した。

古く， Ardenne v主試料j照射電子流を或る種の Slitで

遮蔽して，試料の温度上昇を防ぐ方法を考案した。この方

法の詳細は不明であるが，われわれは Fig.13に示す様に

試料支持台に2枚の金網を取付けて不要なJ電子線を取除く

方法を利用してし、る。

区/耕華内簡jン7
金峰針焼抑i

Fig.13 ご重格子試料支持肇

V metallic soft shadow casting 

法について

生物学伊藤本に対して rnetallicshadow castingを

ほどこす目的は， I)試料に立体感を与え，そのコントラス

トを増加させる。 2)試料の影の形或いは長さから形態を推

定したり，試料の高さ乃至厚さを測定する ζ と等である。

これに用u、られる金属は一般に Au，Cr， Pt， U等数多く

ある。これらは寅~，蒸着装置内で試料に応じて適当な角度

をもって蒸着させる(詳細につし、ては巻末の文献にゆずる)。



従来，細菌その他の試料に対して行れて来た shadow

castingは試料の影に主眼をおいて単なる立体観を主にし

たものが多かった。また，細菌細胞の内容を観察しようと

して shadowingを符つでも写真的には良好な結果が得ら

れなかった。そこでわれわれは，試料の影は従として，生

物試料の徴細構造を忠実に投影出来る様に以下に述べる様

な極めて柔かし、感じの shadowingを試みている。

この方法は試料の電子線に対する透過性をきして障害

せず同時にコントラストを与えるので，筋原線維，何個か

凝集しているパイラス，物理化学的処理を施された細菌，更

に生物学的に変化したと思われる細菌その他の生物試料に

対して極めて有効な方法であることがわかった。一例を掲

げれば蒸着撲の厚さが25A以下になる様に計算された Cr

の一定量を1O-4mmHg以上(通常shadowingが行われる

時の翼空度)に到達させなし、前に蒸脅する方法である。従

って shadowing に要する時間は従来の方法の約 1/2~1/3

で充分である。ごの方法によると，従来の shadowiilg効

果に比し非常に軟かし、感じの像が得られ，その上電子線の

透過性もさして障害されなし、ので試料各部のdetailが可成

り良好に表現される。特に，この softshadowingにおし、

ては試料の微細構造がmonolayer'で相互に隣接している

様な場合には，その無影効果が特に目立って来る。

M.A. Jakus及びC.E.Hall等は不良真空度における

soft shadowing法の利点を発表しているが，技術的な見

地からこの方法をあまり推賞していなし、。然しわれわれは，

この方法は蒸着に用u、る金属の量が上記の如く比較的少な

ければ実験はいつでも再現されること (reproductivity)

を確認したので，日常この方法を活用している。

この他，試料のコントラストを矯加させる方法として

生物試料を重金属塩等で処理する方法即ち，電子線染色等

が行われつつあるが，これiJ..後日にゆづることにする。

我々は以上述べた各種の方法を使用して結援菌の電顕

像を電顕学的な立場から考察を試みた。以下はそれに関す

る記述である。

VI 結按菌の微細構造に闘する
電願学的追究

A. 賓駿材料及び賓駿方法

使用した電子顕徴鏡はJEM-4型(加速電圧50KV)で

ある。試料観察及び撮影時の試料面における電子流密度

2~5mA/cm三電子光学的倍率 1000~5000倍，光学的なヨ l

仲倍率 3~7倍にて極力電子線による試料変化を僅少にす

る様に努めると同時に明視野法及ひ晴視野法を併用した。

供試菌としては，烏型菌，人型株(青山B株，今村株，

Frankfurt株，イ中野株， H37RV)， BCG予研株，牛型菌を
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用いたが，中でも BCG予研株を特に多く用u、Tこ。

電顕用試料作成には弐の4方法を利用し，目的に応じ

て作成法を決定した。

1. 物理的試料作成法(手振法)

2. 膜面培養瓶法

3. 化学的試料作成法(石油エーテノし法)

4. Dubos培地による深部培養法

これらの方法についての考按は前に述べたが，その使

用目的は弐の通りである。

1.は膜面培養法による菌浮活字液の作成に使用し， 2.は

菌の初期コロニーの観察即ち発育様式の観察及び菌体内微

細構造の追究に使用し， 3.はJ.の方法の欠陥を確認するこ

と並びに菌体表面の Wax様物質を溶融し去り Cellwall 

の表頂構造を観察するために使用した。こ方法はまた極め'

て短時間内 (10~60 秒)に標本を電顕用試料とすることが

出来，アノレコーノレの添加により後に述べる様な興味ある所

見が得られた。 4.は培地に増殖した菌を長期間に亘ってそ

の形態を追究するために使用した。この方法は種々な電顕

的研究のための菌液の作成に優秀な方法である。

以上の方法によって得られる結稜菌の電顕的菌体構造

は弐の如くである。

B. 結核菌の電額f象

発育初期及び発育旺盛な時却における結俊菌の構造は

Fig.14-16に示す織に電顕的に異なる4小体及び3つの部

分からなっている。

N. T. body (4)…ZOOOサ 500A
N. T. body (b)…qoo.... 1200~ 
N. T. body (C)・・ 200 -50011 
Fig.16 結核菌体構造模型闘

これらの要素に対し説明の都合上失の様な名称を附し

ておく。

1) Non-Transparent bodies. 

これに一応その大きさから突の3つを区別した。

a. 2000 ~ 3500 Aの小体で，菌体の両極に lつづっ規

則正しく存在する。

b. 900~ 1200 Aの小体で， これは特に培養の或る時

期に出現してくる様である。
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巴. 200-500 Aの徴粒子で，ラ-10数個づっかたまり

になって菌体の所々方々に存在する。

2) Transparent bodies 

従来空泡と言われているもの。その大きさは菌種によ

って多少異なるが同種の菌では略一定している。

3) P-Part 

原形質に相当する部分で，電子線による影響に対して

他の小体乃至部分に比し最も敏感である。

4) Cell wall (菌膜)

極めて強靭(物理的に)で仲性に富んでいる。 この性

質については後述の物理的な処理実験を参照。

5) L-Part (slim layer) 

所謂層菌膜の外側を覆っている粘調性物質であり，電

子線散乱率が大である。

Non-Transparent bodies及びTransparent bodies 

を以下菌体内小体と仮称する 3

I. 各種結綾菌株における菌体内小体の共通性

人型菌，牛型菌，鳥型菌， BCG等を膜面培養して電顕

で観察すると，成熟期においては常に菌小体が存在してし、

ることを確認した。従って，これらの小体の存在は桔稜菌

に共通したもので為ろうと考える。

2. 発育速度と菌体内小体との関係

培地に菌浮滋液を滴下し，一定時間培養後?イク口コ

ロユーを検鏡するとコロニーの大きさに可成りの差が認め

られる。これは種々の条件によるものと考えられるが， (一

応発育速度として取扱う)発育速度が順調であると考えら

れる菌数 10個からなるコロユーの各菌体内には小体が明

瞭に認められる。一方，発育速度が遅かったと忠われる 2-

4個の菌からなっているコロニー内の菌は全般的に内部構

造のコントラストはよくなし、が菌体内小体はやはり認めら

れた。この他，増殖しなし、で l個のままで存在している菌

が屡々見られるが，この状態の菌においては菌体内小体は

確認されず菌体内の2-4個所に不成形でやや細長く，菌体

の長軸に対して略直角な ele巴trondenseな綜様の部分が

認、められた。 Fig.17参照。以上の所見から，発育，増権能

力のある菌には発育速度の如何に拘わらす盲体内小体が明

瞭に存在するとb、える。

3. 培養日数と菌体内小体との関係

Sauton及び Dubos培地培養の BCGにつし、て培養後

5-60日まで，その形態を観察したところ，菌体は培養日

数と共に電子線に対する透過性を増して来ることがわかっ

Tニ。

2000-3500 A (a)の小体は培養日数と共にその鮮明度

は減少して来る。即ち発育旺盛な時却においては密度が高

く略球状を果するが培養日数と共に不定形になるので，暗

視野像で観察するとその不定形部分は比較的電子線を透過

する。従って培養の古くなるにつれて，この小体は物理化

争的変化をおこして来るものと考えられる。

900-1200 A (b)の小体は培養の或る一定の時期に出現

して来る様である。また，この大きさの小体は菌体を物理

的及び化学ご前に処理しでもまま出現して来ることが他の実

験で観察された。

200-500λ(巴)の微粒子は培養日数に関せず存在して

いる。但しこの粒子の集合，分散，数量等には変化がある

様であるが今のところ確証はない。然しながら一方， 2000 

-3500λ の小体， 900-1200λ の小体， 200-500 Aの粒子

との間には，菌に対する紫タト線照射の実験から，関連性が

あるように思われるが，この問題は目下新たに実験計画中

である。

Transparent bodies it，菌種により，また培養の新

旧により大きさ及び形状に多少差異があるが例外なく存在

している。但し培養日数と共に不明確になる傾向がある 0

4. 培養日数と P-Part

P-Part it若い培養では菌体内ノj、体を包んでいる様に

観察され，電子線の散乱能力は比較的(経験上)大である。

培養日数の車記邑と共にこの部分は電子線の透過性を増す。

培養が極めて古く菌が完全に透過性をもった場合，電顕的

には，菌はCellwallのみの様に観察され，非立体的になる。

向試料の作成に物玉虫的方法を用いた場合，特に培養が

古くなると，この原形質の変性物と思われる略円形の比較

的大きし、悪質粒状のものが，菌体各所に出現するのが認めら

れた Fig.180

5. Cell wall 及びL-Part

これにつし、ては後述する。

6. 2000 -3500λ小体の電顕像につu、て

この小体は電子線により空泡化し易し、ので，その内部

構造の電顕像は確立し難く，その報告t土砂ない。この小体

が電子棋でさ芸泡化されて行く有様の l例を Fig.19に示し

Tこ。

次に， E芸泡イヒをさけるようにして撮影したこの小体の

写真を光学的にルーべで拡大して観察すると(この操作は

写真引伸しによる粒子の荒れを防ぐために行われた)極め

て小さし、 (100-200A) 粒子状のものが不規則に路一定数

~ 

d:c: 20ω-3500.4 
Fig.19 結核菌の頼粒の電子線

による易化過程

.. 
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存在してし、ることがわかった。しかしながら，この黒点に

っし、ては更に厳密なる考察を必要とするので色々な基礎的

な実験を計画中である。

更に，この小体の電子線による変化様式並びに暗視野

効果による所見から，この小体は均質の無機穎粒に類似し

た性質があると考える。

C. 物理的因子の酋体に及Iます影響

人工的に種々の物理的作用を結巌菌に与えた場合，結

按菌の電顕像がどの様に変化するかを追究した。

供試菌は烏型菌及びBCGである。

1. 90
o
C， 30分乾熱の場合

電顕像における菌形は無処理の場合と大差がないが菌

体は全体として萎縮し密度は大になり晴視野的に不透過性

をもっ。又菌体内周辺部に特異な淫泡状のものが認められ

る場合がある。これらの所見は，明らかに菌体蛋白が熟変

性をおこして凝固するためであろうと考えられる。

2. 1000C 1時間煮沸の場合

菌体は極度に萎縮し，菌体内には electrondenseな

略球状の凝固物がプロック状に2-3個，個々に或いは連珠

状に見られるものが多し、。菌体内小体は全く不明確になる。

これは菌体が熱処理をうける時蒸溜水中に浮話草されてし、る

ため煮沸による熟作用並びに振塗効果が外部から集中的に

作用するので菌休蛋白が求心的に変性凝固してプ口、yク状

になったものと考える。

3. 40
0C凍結，真空乾燥2時間の場合

菌体は極めて不整形を旦し，菌の両端をもって引伸し

た様な形態を呈するものと (a)，菌体が多少萎縮し両端が高

密度を呈するか威し、は両端及び側面が高密度を呈するもの

(b)との略2種ある。処週後，試料支持合上の試料は光顕的

に白色の針状を呈し，且つ試料は立体的に重なっているこ

とがわかった。従って， (a)の様にベスト菌の変形菌にみる

様な特異な形態は凍結のみによるものではなく，菌体が支

持膜上の昼間で凍結され，真空乾燥によって菌体外の凍結
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得られ00 即ち，密度の大きし、部分が菌体に 1-3個現わ

れ，また極めて少数ではあるが菌体の一部が破壊されたも

のも認められた。

作用時閣 10分;処理前の形態を保持していないもの

が多七分散度が悪くなる。

作用時間 15分;分散が非常に悪く凝集をまぬかれた

菌については，殆んど大部分の菌体の一端が破壊されてい

Tこ。

作用時間25分;処理前の形態を示すものは全く認め

られず，大多数の菌体は一端が必ず破壊され，内容物質が

凝固するためか amorphousに見えた。

作用時間40-60分;作用時間 25分の場合と同様の

所見であった。倫菌液に菌体の破壊片と思われる様なゴミ

状のものが多く見られた。

以上の超音波の実験に使用した装置は出力が不足であ

ったため菌体が完全に破壊されなし、中に超音波の化学的作

用の影響を受けて菌体が凝固してしまったものと考えられ

る。

ちなみに，処理中に於ける菌液の温度上昇の割合は次

の如くであった。

作用時間ゆ)I 5 10 I 15 I 25 I 40 Iω 
菌液温度。s， ~ 15十0115+1:15十言115+1山十1山 +25150十上昇温度 l 11./ I 1. ./ 11./ 1-1VI 

この実験で興味がある点は，短時間の超音波の作用が

煮沸した場合と同様な効果を現していること及ひ官体は常

に一端から破壊されて行くことである。

6. 100V， 19W殺膏灯で紫外線を作用させた場合

紫外線源と試料との距離を 15cmとし，菌を蒸溜水に

浮滋させて照射した。

作用時間 1時間後菌体の電子線透過性が増して乗る。

菌は細長くなり，一端が常に taper叫 end示すのが特長

である。膜面培養菌に紫外線を照射しても同様な結果が得

した水分の容積が被少するためにおこる変形であろうと恩 られた。即ち，膜面培養直後に約 10-20秒紫外線を照射し

われる。 一方支持膜上に密着して凍結乾燥された菌は(b) 適当時間培養検鏡すると，菌は細長くなり，菌の一端が常

の形態を示す。 にtaperedendを示した。更に菌体内に 1000A前後の不

(到の形態を示し得ることから菌体乃至 Cellwallは 透過な粒子が非常に数多く現われ，前節で示した 2000"'"

伸性であろうと思われる。 3500λ の小体及び200-500λの粒子は認められなかった。

4. 1 mmHg， 10-60分真空朝巣引場合 菌体はやはり透過性を増してし、た。

菌ii乾熱の場合と略同様の形態変化を示すが，電子楳 考按:乾熱及び煮沸の場合，原形質に相当する部分が

の透過性は増加する。また蒸溜水菌浮滋液を真空で乾燥す 熟変位されてしまうので，菌体内小体は不明確になってし

ると，煮沸の場合に見られるような内容物の凝固は起らな まうが，その他の処理方法においては小体は依然確認、出来

いで通常の真空斡燥の場合と類似し:た像が見られる。 tこ。従って，上記の如き物理的因子により各小体は容易に
5. 周波数480KC，出力200Wの超音波処理の場合 消放しなし、ものと考えられる。

作用時間5分;煮沸した場合の形態と酷似した像が D. BCG Iこ量守する石油エーテル及び石油zーテルコー
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JJ..の膨響

通常結核菌の分散が他の細菌に比し]悲し、とし、うことは

菌体表面に分泌せられる特種の粘調性物質， RPちF前向、

Waxes， Lipoid等の複雑な化合体が原因であろうとの

考えから，菌体を石油エーテノじで処理を行って非常に良b、

結果が得られた。更にこれに基いて，石油エーテん及び石

1由エーテルコール菌体に及ぼす作用を形態学的に追究し

Tこ。

!. 石油エーテノレによる結核菌の分散

1%酸性小川培地，及びSauton液体培地に発育した

BCGについて実験を行った。

培養日数に関せず BCG菌塊は石油エーテノレ中に投入

すると 10-60秒で非常に良く分散する。 菌体は個々に分

離して分散するものと膜面培養における如く mono-layer

に分散するものとあるぽig.20)。

2. 石油エーテノしの BCGに及ぼす影響

BCGは石油エーテノレの影響をうけて形態的にも機能

的にも変化することは当然考えられる。そこで，われわれ

はこれまでの実験結果から考えて BCGが成熟期にあると

思われる Sauton培養9日目附近のもの，及び菌体構造が

非常に不明確になり， II.3でー述べTこ900-1200λ(b)の小

体が出現しやすいと，思われる 18日目附近のものとにつし、

て石油エーテルの影響を観察した。

1) Sauton培養9-10日目のBCGにっし、ての観察

石油エーテノレの作用時間30秒乃至2分程度の問は菌

体に変化は認、められなかったが， 10分では菌体内構造が不

鮮明になる。この際， 2000-3500λ の小体は確認出来るが，

昼泡様小体は不明確になる。 30分では菌体部が不鮮明のま

ま新たに電子棋の透過良好な部分が菌体内に 1-3個所出

現してくる。 1-20時間では電子線透過良好な部分が菌体

の中央部或b、は側面に比較的広範囲に拡がる。 20時間以上

では更に変化を増すことはなく一応，このままの状態で安

定してしまう様である。この様にして，石油エーテルの影

響により原形質は菌の一部におしゃられ電子線に対して極

めて不透過性を示す様になる。この場合，菌惨内の透過性

の良好な部分を shadowcasting法で確めると明らかに立

体観を与えているところから，古し、培養菌に見られる同様

な所見とは生成の機序が異なるものと解釈出来る(Fig.21)。

また， この実験中 2000-3500λ の小体はしばしは消失す

る場合もあるが，大部分の場合依然として存在が認められ

るのでこれらの小体が石油エ』テルの影響で消滅するとは

考えられなし、。

2) Sauton培養 18-20日目のBCGにっし、ての観察

培養日数 18-20日目のBCGの形態は前にも述べた様

に， 2000-3500 Aの小体は不明確で，菌体の電子線透過性

は比較的良好になるため， 1)の場合の如く形態変化の過程

をつかむことが困難であったが石油ヰーテノレで20時間処

理した場合には前回と略同様な所見が得られた。

命本法により培養日数 18-20日目の BCGを分散さ

せた時の菌の形態は Dubos培地に同日数培養したものと

全く同様であった。

3. 石油エーテノレアルコーノレの BCGに及ぼす影響

BCGに限らず一般結菌菌にアルコーノしを作用させる

と菌体が萎縮するので，石油エーテノレとアルコーんの等分

混合液を使用して前記の分散実験を繰返したの

1)分散

分蹴亙度は極めて早く石油エーテノレのみの場合と大差

なく，菌塊はmono-layerに分離される。但しこの場合菌

体周辺から由来したと恩われる粘調性物質が各所に分離さ

れているのが認められた (Fig.22-23)。

2) 石油エーテノレアルコーんによる影響

この混液中に 1時間放置しておいても菌体は特別の形

態変化を来さず， 石油エーテノレのみ30秒間作用させた場

合の所見と同様であった。 1時間以上放置した場合には，

内部構造のコントラストが悪くなるが菌体内小体に大きな

変化は認められなかった。

考按:結該菌の分敗，即ち試料作成法のーっとして石

油エーテル或いは石油エーテノレアルコーんを使用すれば好

結果を得る場合があることを知った。また石油エーテノしア

ノレコーんによる菌の分散実験において，菌膜を包んでし、る

L-Part (粘関f生物質)に対して石油エーテノしとアルコーん

とでは各々逆に作用することがわかった。

菌膜を包む L-Parti工極めて大きし、電子敗苦L能力をも

っていることが晴視野効果によりわかった。従って，通常

帯創亥菌の周辺のコントラストが悪b、のはこの L-Partの電

子散乱性によるためであろう。

菌体構造のうち石油エーテノレの影響に最も鋭敏なもの

はTransparentbodiesである。また L-Partid':石油エー

テノレに対する溶融状況及び電子線に対する透過性等が菌の

培養日数の経過と共に変化して来ることから考えると，此

の物質は菌が古くなると量的よりもむしろ質的に変化する

のではなし、かと推論される。

E. 結稜菌の所調“鞭毛様物質"について

Dubos培地による深部培養法及び，膜面培養法を用u、

てH37RV，BCG，烏型菌の培養 i日目から 60日目までの

形態を電顕的に比較観察する途中所謂“鞭毛様物質"に遭

過した。

各菌株の若い培養の観察には，主として膜面培養を用

い，その他はDubosの培養を用いた。

深部培養とした菌は滅菌蒸溜水で‘洗い，最後に蒸溜水



を用し、て適当な濃度の菌浮滋液をつくり，これから電顕用

試料を作製した。更に必要に応じて shadowcastingをほ

どこして観察した。

膜面培養による各菌株の電顕的形態は屡々説明したこe

主く通常電子線に対して不透過性な大小2乃至3種の穎粒

状小体と透過性のよし、 transparentとが， Cell wallによ

って包まれている菌体内容質の中に包埋されて¥，.、るのが普

通である。然しながら， Dubosの培地に比較的長時間深部

養培を行ってその形態を追突したところ，特に烏型菌の場

合，一見鞭毛のごとき繊維状の物質が菌体外側に多数認め

られTニ(Fig.24-2里)。

このような状態を旦した烏型菌の抗駿性をしらべたと

ころ，約半数がメチレンプヲウに着色した。この実験は数

回繰返して試みたが同様の結果が得られた。この繊維状を

示す物質の根元を確認するために，これら烏型菌の約 10%

が非抗酸性を示す時期(われわれの実験では3日目)にお

ける形態を竜頭により詳細に調べたところ菌体が破壊しは

じめた状態を容易に認めることが出来た。ごの場合におけ

る菌体は恰かもゴムの力帽操作中に見られる様な繊維状の

物質から出来ていて，かろうじて菌形が保持されてし、る程

度で， Cell wall は破壊されていることが確認された IFig.

26)。

鳥型菌以外の菌株においては60日間培養を行ったも

のでも Cellwall は確実に存在し，菌体内容のみが消化減

少して所謂Gohst化して見られることは先の実験の通り

である。然しながら烏型菌以外の菌株において，かかる繊

維状物質が構成されなし、とは考えられない。それはL、ずれ

の菌体内容も或る物理化学自七条件のもとでは繊椎状を呈す

る可能性が充分あるからである。われわれは他の実験で，

BCGが自家融解を起したと考えられる状態において，烏型

菌の場合と同様な徹維状の物質を菌体外に確認した。この

場合， BCGのCellwall は烏型菌の場合と同様完全に破壊

されて見えた。これらの一見鞭毛繊維状物質がその生成の

時期及び電顕像からみて真の鞭毛でないことは明らかであ

る。

しかしこれら繊維状物質の生成条件につし、ては目下の

ところ不明である。

VI 総括並びに結語

以上われわれは，加速電圧50KVの電顕を使用して，

細菌研究における電顕的方法について実験，考察を行った。

然しながら電子線はその電子加速電圧の大小によって種々

の性質(波長，散乱性，エネノレギー等)が変化するので，今

後は加速電圧を変えて実験を行い以上の結果を更に検討し

たいと思う。
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一方，結綾菌体の諸構造の生物学的意義は勿論，物理

的，化学的性質乃至は意義についても目下のところ断定す

るわけには行かない。これを解明するためには更に生物学

的，細胞化学的研究等に侯たねばならない。

機筆するに当り，常々御指導御鞭援を賜っておる北大

工学部、浅見義弘教授に深く感謝する。また生物学的試料の

実験に関し，御指導御協力をして下さり，且つ有益なる御

討論をして下さった北大結核研究所長高橋義夫教授，有馬

純助教授，山本健一講師及び北大医学部病理学教室下回品

久氏，実験の一昔1に労をわずらわした札幌医科大学電顕室

中村三義技師の各位に厚く御礼申上げる。
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【写轟説明】

Fig. 1 プイヨン培養24時間目の凝結核菌(問軍株) X 15，600 

Fig.2 Fig.1の暗示見野傑，菌体の poleに不透過小体が認められる

Fig.3 プイヨン培養3日目の磁結核菌(西軍株)，菌体内容が牧縮して菌体中央に集まる

X 12，000 

Fig.4 プイヨン培養3日目の凝結核菌性垣株)，菌体内容がJ!1c縮し菌体各所が頼粒朕を呈

す X12，000 

Fig. 6 -a 樹枝肢の食盟結晶像 X 12，000 

6-b 電子線の影響によ!J(6-a)における廻折縞が慶化する

6-c 時間の経過と共に廻折縞が消失し，結晶は完全に透過性になる。

6-d (6-巴)に Crshadowingを施したもの，結晶周惑の微小結品に設意.

Fig. 7 -a 食鴎結晶像 X 6，600 

7 -b (7-a)の食塩が強電子流密度で照射された後の像，食躍は透過性を増すが， その形

は慶らない

Fig. 8-a 磨潰法により作成された食塩塊 X 3，7ラO

8-b (8-a)を撮影後，試料を顕微鏡タトに取出し，燥度を輿えた後に再び検鏡す。 食糧結
晶表面に産出された潜膜(矢印)に註意

Fig.9-a 電子線に封して比較的安定性を獲得した食盟結晶 X 20，000 

9-b (9-a)の食揮を鍛秒間水蒸気中に放置した後再検鏡す。結晶表面の滞膜のみが獲る

9-c (9-b)に Crshadowingを施す。薄膜のみにより立体形を保持している

Fig. 10 人型結核菌(H37RV)を電子線曝射によ目その透過性を瓦好にした後に shadowing

を施したもの X 10，000 

Fig. 11 Dubos培地培養30日目の BCG X 12，000 

Fig. 14 膜而培養6日目の BCG X 7，250 

Fig. 15 Dubos培地培養25日目のBCG，I，OOOA附近の不透過小体(矢印)に注意 X 1，200 

Fig. 17-a 膜面培養2週間目においても増殖しなかった BCG X 16，000 

17も (17-a)の暗視野像，菌体内の Electrondenseな部分に註意

Fig.18 手振法で試料作成を行うと，屡々菌体内に連珠状穎粒が出来る(矢印) X 12，000 

Fig. 2O-a 石油エーテノレで分散されたソートン培養9日目の BCG X 4，000 

20-0 (20-a)の暗織野像

Fig. 21 石油エーテんで20時間庭理された BCG，Cr soft shadowing. X 18，400 

Fig.22-a 石油エーテルアルコーノレで分散された BCG'X 4，000 

22-b (22-a)の暗視野像，菌体周漫が電子線を強〈散苗Lさせている

Fig. 23-a 石油エーテんで20分慮避された BCG，菌体表面の L-Partが分離されている(矢

印) X 4，000 
23-b (23-a)の暗視野像， L-Partは電子線引最〈散語Lさせている

Fig. 24 Dubos培地培養3日目の鳥型商，菌体周遁の繊維状物質を示す Crsbadowing 

X 8，000 
Fig. 25 Dubos培地培養3日目の鳥型商，菌体の繊維状構造(矢印)及びCellwallの破壊

を示す X 8，000 

Fig. 26 Dubos培地培養6日目の鳥型菌， Cr shadowing X 広000
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Fig. 6 ~a Fig. 6 ~ b 

Fig. 6 ~C Fig. 6~d 
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Fig. 7-a Fig. 7 -b 

Fig. 8-a Fig. 8 -b 
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Fig. 9-a Fig. 9 -b 

Fig. 9-c Fig. 10 



77 

Fig.14 Fig.11 

Fig. 17-a Fig. 15 
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Fig. 17 -b Fig.18 

Fig. 20-a Fig. 20 -b 
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Fig. 21 Fig. 22-a 

Fig. 22-b Fig. 23 -a 
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Fig. 23 -b Fig. 24 

Fig.25 Fig. 26 
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