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抗結核剤の影響下にみられる結核菌の形態，染色性

及び増殖力の変化と耐性菌の出現について

有馬 純・月居典夫・高橋義夫

f北海道大学結核研究所予防部〉

(昭和33年 1月16日受付)

I緒言

化学療法剤の抗結核開作用については，従来種々の

方向から多くの研究が行われているが，形態学的立場か

らの研究においては，菌の形態的変化と生死の関係をし

らべたものは極めて少く，就中電子顕微鏡像にみられる

菌体内微細構造の変化を納胞化学的所見と比較した研究

は未だみられない。

著者等は，前回の実験1)で，電子顕微鋭により，主

として結核E自の形態に及ぼすストレプトマイシン (SM)

とイソニコチン酸ヒドラジド (INAH)の影響を，橿々

の作用条件下でしらべ，この結果，第一に結核菌はその

増殖過程においては，これら2径の薬剤により徐々に形

態的変化を示し，ことに電子不透過性小体 (Knaysi等2)

r. p. m. 15分〕して上清を捨て，沈澄に 0.05:?;:; tween 

80水溶液を無菌的に加え，前回同様に遠心沈澱して 3回

洗機を繰返し，十分に薬剤を除いた後 2本の試験管の

南沈澄を集めて tween液に再浮瀞した。このようにし

て得られた菌液について適宜 10倍稀釈を繰返し，薬剤

不加小川培地ならひ、に添加小川培地(何れも 1:?;:;KH2 

PO.培地〉を用いて総生菌数と耐性菌々数を定量測定し

た。成績は培養4週後に判定し，各椅釈液につき培地3

本ずつの集落数の平均値をもって生菌数とした。なお，

培養操作前の菌液の混濁度を ERMA型光電比色計(え:

650mμ)で測定し， その値で上述の生菌数を補正した。

薬剤作用後の菌の形態学的細胞化学的諸検査には洗

糠直後の菌液を用いた。

使用した電子顕微鏡は日本電子光学製 JEM-5L型

の云う A-body)が消失すること，第二に INAHの作 で，加速電圧 50~80KV，直接倍率 3000~5000 倍で撮

用により非抗酸性菌が出現すること，第三に耐性菌が薬 影した。

剤作用後，比較的短期間に出現することを明かにし得 細胞化学的検査には， Feulgen反応， Janus-green 

た。そこで今回は，前回とほぼ同様な条件下で，薬剤作 B染色及び Toluidin-blue染色を実施し， それぞれ核

用後の菌の形態の変化と生死の問題，形態の変化と薬剤 様物質， ミトコンドリア及びメタフオスフェート小体の

の特異性の関係，さらに著者等の数年来の研究目標であ 検出を試みた。なおこの他， Ziehl-N eelsen染色を行

る電子不透過性小体「以下 A-bodyと略記す〉の本態を L 、，薬剤作用後の抗酸性をしらべた。これら染色試験に

しらべるべく，薬剤作用後の当該頼粒と納胞化学的に検 ついては Toluidin-blue染色以外は，著者等の一人目が

出される諸種染色頼粒との関係について比較研究を試み 既lこ詳しく報じているから簡単に述べる。

たo

11 実験方法

使用した菌株は人型結核菌 H37Rv株で， tween-

albumin加 Dubos培地に継代培養の菌である。薬剤と

しては SM(ヂヒドロ硫酸塩，科研)， INAH (回辺製

薬〉及び PAS(日新製薬〉を用いた。菌を Dubos培

地に移植して 14日間 370Cに培養した後，上記薬剤を

それぞれ20r/mlの濃度になるように培地に加え，さら

に解卵器におさめた。薬剤添加後， 1， 7， 10， 14及び

21日目に各条件の試験管2本を取出し，遠心沈澱 (3000

Feulgen反応・前処理として，塗沫標本をアセト

ン・アルコールの等量液で数時間室温処理し，ついでエ

ーテル・アルコール混合液(上ヒ率 1: 2)で 60
0
C1分

間処理した。次に標本を 1N塩酸中で 60
0C2分間加

水分解，水洗後，iJE硫酸フクシン液で 6，....，24時間処理，

次に亜硫酸水で 2~3 回洗糠した後， 5分間水洗，最後に

フクシンで室温下後染色。この染色で菌体は薄桃色に，

頼粒は赤紫色に染る。

Janus-green B染色法 Feulgen反応同様に前処

理後， 0.04:?;:; Janusgreen水溶液で 38
0

C24時間処理。

菌体は薄い紫色に， ミトコンドリアに相当する部分は濃



SMの場合:生菌数の減少は最も強く， SM添加後

1日で既に対照の1/100以下になり 7日では 1/1000

以下に達した。耐性菌は SM添加以前の population中

にすでに極めて少数ながら混在してし、ることが判った

が，添加後 2週間は全く検出されず， 3週目lこ可成りの

増加が認められた。

INAHの場合:生菌数の減少は， SM程ではないが

明かに認められ，添加後1日で対照の 1/10以下 7日

で約1/1000になった。しかし，その後菌数は漸次増加

の傾向を示した。このことは，図から明かなように，

INAH作用後 7日目から現われ始めた耐性菌によるも

のであり，耐性菌は増殖を続け 3週目には総生菌数に

一致する値を示した。 INAHの場合:作用後 1日の電顕像 (Fig.4 a)で

PASの場合.閣の増殖力は殆んど影響されず生凶 は， SM同様何等の変化もみられなかった。しかしその

数は3週間に極めて緩慢な減少を示したに過ぎない。又 後 1週では (Fig.4 b)，細胞質の透過性の増加，菌体の

耐性閣は薬剤j添加以前にその存在が証せられたにも拘ら 輪廓の不明瞭化がみられ，また A-body も明かに減少

ず，その後3逓間全く増殖の傾向が認められなかった。 して容易には認められなくなった。一方菌体の融解は

菌の形態学的変化と抗酸性の消失:薬剤作用後の菌 SM程強くはなかった。興味深いことは，作用後 10日

形態の変化を電子顕微鏡写真 (Fig.2~5) によって示し 日に，耐性菌の出現を示す培養成績に一致して，電顕像

10 

紫色の頼粒として染る。

Toluidin-blue染色法.前処理することなく， 0.01 

~0.05:?~ Toluidin-blue水溶液中室温 30分間染色，

水洗。菌体は殆んど染らず，紫色を帯びた青色の頼粒の

みが異染小体としてみられる。

なお， A-bodyとと記染色町itl粒の比較は，電顕イ象と

各染色イ象で，それぞれ 100~500 個の臣、l体について数を

算定して行った。

111実験成績

薬剤作用後の生菌数の推移と耐性菌の出現状態:成

績は Fig.1に一括して示した。

Fig. 1. 薬剤作用後の総生菌数の推移と

耐性発現状態
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SMの場合・作用 1日後 (Fig.3 a)では，形態上

の変化は少しもみられず， A-bodyも明かに認められL，

又細胞質も正常であった。この点，生菌数が前述のよう

に著明に減少している所見と一致しないように息われ

る。しかし 7日目には的体の輪廊は不明瞭になり，細

胞質の透過性は増し，明かに菌体の融解が認められ， A-

bodyは殆んど消失した (Fig.3 b)o 10日以上たつと

融解はますます強まり，菌の輪廓は全く明確さを失った

(Fig. 3 c， d)。次に菌の抗酸性は， SM作用後急激に減

弱消失して行く傾向がみられた。 Fig目 6，7に示すよう

に使用した菌株では薬剤作用前に既に非抗酸性菌が可成

り多く，全体の 40:?bを占めていたが， SM添加によ

り，その比率が急激に増加し， 1日後に 70:?b， 2週後に

90μ に達したQ

Fig.6. 対照借地における生菌数の推移と

抗酸性の変動
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Fig.7. SM作用後の生菌数の推移と抗

酸性の変動
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でも (Fig.4 c) A-bodyが明かにみられるE常な悶体 れたが，総括的には対照 (Fig.6) と大差ない成績を示

が多数現われ始めたことで， Fig. 4 d)は作用3週日に した。

一見して耐性閣と考えられる関が試料全体を占めている A-bodyと各種染色穎粒との比較:Fig. 1O~13 fこ

状態を表わす像と思われる。尤も， ここに注意すべき 薬剤作用後の A-body と各種染色頼粒の推移を， これ

は，これらの菌は，それが INAH作用後いちじるしく らの頼粒が確実に認められる関数の比率けので表わし

形態的変化を蒙った間集団に混って出現，増殖したから た。これらの成績には可成りの変動がみられるが，これ

こそ耐性菌と見倣されたのであって，形態的には従来著 はサンフ。ル中の関体が培養の経過につれて商塊を作り，

者等が観察して来た正常の，増殖過程にある結核閣と何 この結果各種頼粒の判定が可成り困難になった為であ

‘' 等違わないのである。次に INAH作用後の抗酸性は，

Fig. 8に示すように，著明に減弱し，非抗酸性の比率

る。しかし概括的に云えば，まづ Feulgen頼粒の態度

が A-body とは勿論，他の染色穎粒の態度とも一致せ

は日後に 60;>;;， 7日後に 90;>;;に達した。 しかし ず，常に高い検出率を示したこと，次に Janus-green頼

その後，耐性一雨の増加に伴って，その比率は再び減少 校は， SM作用後 10日目迄検出率が減少して行く点と，

し， 3週日には 40;>bになった。 又 INAH作用2週以後に耐性閣の増殖につれて増加す

Fig.8. INAH作用後の生菌数の推移と

抗酸性の変動
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PASの場合:Fig. 5 a~d に示したように， 菌体

内の構造には殆んど著明な変化はみられず，ことに注目

すべきことは， SM， INAHと異り， A-bodyが作用3

週を経ても猶消失しなかった点である。また関体の融解

や輸廓の不明瞭化も認められず，唯みるべき変化として

は，屡々菌体の異常な膨化と伸長が認められたことを挙

げ得ょう。次に PAS作用後の抗酸性の変化については，

Fig.9に示すように，日によって可成りの変動がみら

Fig.9. PAS 作用後の生菌数の推移と

抗菌性の変動
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る点では， A-bodyにやや近い消長を示したが，その他

の場合は殆んど平行関係が認められず.又これとほぼ同

様の傾向が Toluidin-blue穎粒でもみられることであ

る。事実.SM作用の場合 (Fig.11)， Janus-greenと

Fig. 10. 対照培地における電子不透過小体と

染色顎粒の推移
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Fig.11. SM作用後の電子不透過小体と

染色顎粒の推移
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Fig. 12. INAH作用後の電子不透過小体と

染色顎粒の推移

0

0

0

8

 

7

6

5

4

 

，.，.-ー九
，.，./ .1、¥
./ /¥?¥ 
. .1 ¥¥/  
，'J八¥¥¥//
'ノ、、
， / 

， ， 

/
 /
 /
 

顕 m

Z20 
出 10
2率 n
vν10  

作用筋商(日)

、，， 、
〆

14 

Fig. 13. PAS作用後の電子不透過性小体と

染色顎粒の推移
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Toluidin-blueの頼粒は.10日目迄，ともに検出率が減

少するが， A-bodyのように完全に消失することなく.

その後3週日迄，それぞれ 30乃至 40%の率を維持し

ている。これを要するに上記3種の染色照粒は，薬剤作

用後の推移の上では，何れも A-body と違った態度を

示した。

IV 総指ならびに考察

上述の成績から，まづ SMと INAHは増殖中の

結核菌に対して， ある程度の殺菌効果を有し， PASに

はこの効果がないことが確められた。即ち薬剤添加によ

り生菌数が 1日目に， SMでは対照の 1/100以下に，

INAHでは約 1/10に減少し，さらにその後一定期間，

両薬剤の場合とも菌数が減少したが， PASでは 3週目

迄極めて緩徐な減少を示したに過ぎない。 SMとINAH

が結核誼に殺菌的に作用することについては，既に

Middlebrook4J， Brouet et aI')， Barclay et aI6)，金井7ペ

Schaefer9) ，山本山， Koch-Weserll，m， LinzI3，14)等が報

じて居り，この中 Linzll，12) と Schaefer9)によれば，液

状培地に増殖中の結核菌は， SMあるいは INAHの作

用を受けると，結局は菌体の融解を生じて死滅するが，

薬剤作用後数日間，間は分裂，増殖を数回繰返すと云い，

このことを，ことに Linz!4}は turbidimetricに，また

培養雨液中の菌体計算の方法で確めて居る。又金井目も

Linz等と同様に， SM添加後，培地の混濁度の一時的

増加を認め， この事を，別に SM力日空事天培地に接種し

た単一閣が短期間で数回分裂することから，恐らく液状

培地中での分裂増殖に由るものであろうと考えている。

しかし一方， Brouet等門主， SM，INAHの添加により

液状培地内の菌数が直ちに減少することを Linz同様

菌数計算の方法で証明している。著者等の今回の実験で

は，培養菌液自体について，洗j僚前に，時間を追って混

濁度と菌数の測定を行わなかったので，薬剤作用後の短

期間中の生菌数の減少が，果して Linzや金井が考える

ように菌の数回の分裂後に起きたものかどうか判断する

ことは出来なし、。しかし従来，結核菌の generationtime 

が 20時間内外であることと，またその後，著者等が行

った実験で， SM， INAH作用後，閣の増殖は，少くと

も混濁度の上からは全く認められなかったことを考え合

せると，上記の様な短時間内の分裂，増殖とL、う現象の

起る可能性は少し、ように考えられる。

次に，これら3薬剤作用後の菌の電子顕微鏡像を吟

味してみよう。 SMと INAH作用後の菌は，徐々に細

胞質の透過性の増大， A-bodyの減少，さらに薗体の融

解を示し，ことにこれらの所見は殺菌効果の強し、 SMに

著明であった。 PASでは，殺菌効果欠除の成績に一致

して，電顕像にも何ら著明な変化がみられず，作用後長

期間を経ても A-bodyは明瞭に保持されてし、た。 この

点篠原等5)が Sauton培地上の闘に PASを添加して，

A-bodyの数と大さが減少すると述べている所見と必ず

しも一致しないが，これは使用した菌株や薬剤の作用条

件の相違によるものであろう。この他 PAS作用後の形

態的変化としては，屡々菌体の異常な膨化と伸長が起る

ことを指摘しうるが，これは安元16)の光学顕微鏡所見と

一致し， 又 Fitzgerald17)がサリチル酸で同様の所見を

報じてし、ることを考え合せると興味深く思われる。

さてこれらの電顕像から著者らは2つの重要な点を

指摘したいと思う。その第ーは SMと INAHによる菌

の形態的変化に，何ら質的な差違が認められない事であ

る。武谷[8)によれば， A-bodyは本質的にはメタフオス

フェートであり， その生成は SMによって強く阻止さ

れ，従って SM感受性菌でほ SMによりこの頼粒が消

匂
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失するが耐性菌では影響されぬと述ぺ， 田中19)が SM め INAHでは勿論， SMでも菌体構造に強い変化を来

の作用機序を燐の菌体内への mcorporatlOnの阻害と見 した結果生じたものであろう。事実，薗の抗酸性の安定

倣していることを形態学的に裏ずけるものと考えてい 性が，薬剤による非抗酸性化に影響することは，本実験

る。しかし，上述のように，少くとも本実験の成績から の対照例で既に population全体の約 405!bに非抗酸性

は， A-bodyの消失は SMに特異的な現象ではなく， 菌が検出された事，これに反して著者らのその後の実験

INAHによっても起ることを指摘し得ょう o 次に注目 で，極めて安定した，強い抗酸性をもっ菌株ではINAH，

すべき第二の点は， SMと INAHの作用により生関数 SMの何れによっても殆んど全く抗酸性を失わない事実

が急速に減少し，閣の大多数が死滅したにも拘らず，そ によって容易に肯かれよう。

の時の電顕像が対照と殆んど違わず， A-bodyも明瞭に 最後に，これら薬剤作用後の A-body と種々染色

保持されていたことである。著者らの従来の電子顕微鏡 頼粒との比較であるが，既に述べたように，薬剤I作用後

的研究によれば， A-bodyは菌の増殖力の旺盛な時期に

出現するもので，この点篠原ら15)の意見と一致するので

あるが， SM及び INAH作用 1日後の所見では，これ

らの考えに反する成績が得られたわけである。しかし同

様な所見は，同じく篠原ら15)によれば，フェノーノレ誘導

体にもみられると云しV 従って閣の死滅が薬剤作用その

他によって insituに起きた場合は， A-bodyば一定期

間 mtactに残っているだろうことは想像に難くない。

次に菌の抗酸性に及ぼす薬剤jの影響について考察を

加えたい。 INAHが増殖過程にある結核菌の抗酸性を

著明に減弱消失させることは，近年 Middlebrookペ
Rist et aI20，21l， Koch四Weserll，12l， Schaefer9)， Russe et 

a122l， Dunber23)等が述べて居り，この中， Middlebrook4) 

は 0.1rの INAH作用により 24時間以内に 955!b以

上の菌が非抗酸性すること，しかし SMではこの現象が

みられないことを述べ， Koch-机Teser等12)も同様に SM

では非抗酸性化は起らず， INAH ではこの現象と平行

して，薗のテトラゾリウム還元能も減弱し，また増殖力

も失われると云う。又 Rist21lによると INAHによる

抗酸性の減弱乃至消失は， INAH存在下で菌の分裂が

行われる際にこの agentの作用を受けて起るものであ

り， この非抗酸性化が SMによって阻止されるのは，

SMが INAH作用下の菌の分裂を直ちに抑えるためで

あろうと論じている。更に Russe等22)は，最近 NAH

によって非抗酸性化した菌の脂質の抽出を行い，とくに

メタノール抽出分画が著明に減少していること，及びこ

れらの菌の動物に対するツベルクリン・アレルギー賦与

性が著るしく減弱していることを報じて居り，Dunbar23)

は非抗酸性化が INAH以外に αーエチル・イソニコチ

ン酸チオアミドやサイクロセリンでも著切に起ることを

述べている。さて，著者らの実験でも， INAHの作用に

よって可成り顕著な非抗酸性化がみられたが，上記諸家

と異る点は， 非抗酸性化が SMによっても日Jjかにみら

れたことである。思うにこの現象は著者等が用いたIToI株

がたまたま極めて不安定な抗酸性をもって居り，このた

生ずる ~ï塊のため，個々の菌体内の頼粒の観察が可成り

困難で，このため得られた成績に変動が多く，断定的な

結論を下し得ないが， SM作用後の A-bodyの消失，

INAH作用後耐性閣増殖後のその増加に比較的忠実な

態度を示したのは，Janus-green頼粒で，ついでToluidin-

blue頼粒であった。ことに SM作用の場合に両種頼粒

は A-bodyの消失につれて減じて行く結果を示したが，

A-bodyが全く消失した後も，ともに約 30----40μの検

出率を保って居り，両種頼市立は，その何れもが A-body

と必ずしも一致した態度をとらないことが判った。又

Feulgen反応陽性穎粒は何れの条件下でも常に高い検

出率で観察され， 3種の染色頼粒中最も A-bodyと違っ

た態度を示した。この所見は著者らの一人的が既に述べ

ている成績と全く一致した。以上，今回の実験からは，

勿論 A-bodyの本態について断定的なことは云えない

が，少くとも A-bodyの消長が Feulgen頼粒， Janus-

green頼粒及び Toluidin-blue頼粒の何れの消長とも

一致しないこと，従って A-bodyを核とも，ミトコンド

リアとも，又メタフオスフェートとも見倣し得ないと云

えよう。なお，本実験と平行して， A-bodyの本態を追

究するべく，同一菌について電子顕微鏡的及び細胞化学

的観察を行った高橋.iJj下等24)の実験においても，上述

の著者らの見解と全く同じ成績が得られたことを附記し

よう。

V 結 語

1. SMと INAHは， 増殖中の結核南に対して，

ある程度の殺菌効果を有する。しかし PASにはかかる

効果はない。

2. SMと INAHの作用により， 菌の細胞質の透

過性の増大，電子不透過性小体 (A-body)の消失，及び

[笥体の融解を生ずるが，その変化にこれら薬剤による質

的差違はなし、。 PASの場合は殆んど形態上の変化はみ

られない。

3. しかし， SM，INAH作用後，菌の死滅する過程
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において，形態的変化が殆んどみられない時期があるよ

うに思われる。

4.菌の抗酸性は INAHのみならず SMによって

も著明に減弱・消失することがある。

5. INAH 及び SM の耐性悶は上述の条件で 1~3

週で出現・増殖する。而して INAH耐性菌の形態は感

受性薗のそれと違わない。

6. A-bodyは Feulgen反応一， J anus-green B染

色一，及び Toluidin染色陽性頼粒と，薬剤作用後の態

度が一致しなし、。
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写真説明

Fig. 2 Dubos核地培養の人型続捜菌 H37Rv株

(x 10， 000) 

a 薬剤添加 1日後の対照の菌(椛養日数 15日)

b 同じく 7日後の菌(楕養日数21日)

C 同じ <10日後の菌 ( 11 24日}

d 同じく 21日後の菌 ( 11 35日)

Fig. 3 培養 14日目に SM20r/m1を添加した場合

(x 10， 000) 

a SM添加 1日後の菌。

b 同じく 7日f交の菌。

c 同じく 10日後の菌。

d 同 r< 21日後の菌。
Fig.4 情義 14日目に INAH20r/m1を添加した場合

(x 10， 000) 

a INAH添加 1日後の菌。

b 同じく 7日後の菌。

c 同じく 10日後の菌。

d 同じく 21日後の菌。

Fig. 5 背養 14日目に PAS20r/mlを添加した場合

(x 10， 000) 

a PAS i&訪日 1日f交の蔚。

b 同じく 7日後の菌。

c 同じく 10日後の菌。

d 同じく 21日'i;Itの菌。

q 
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