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緒 言

細菌が薬剤,放 射線等各 種の誘因 によ りその形態

に変化 を来す事実 は古 くか ら多 くの研究者 によつて

報告 されてい る.中 で も腸 内細菌 のある ものは上記

のよ うな培養条件 に於て,異 常 に長い紐状 の形 態を

とることが しられて いる.こ の様な菌 の長大 化をひ

き起 こす 誘因 として 抗生物質1)2),紫 外線3), X線4)

等がある.細 菌 は,そ れ らの作用 によ り分裂を抑制

され,そ の結果菌体 の長大化を招来す る もの と考え

られる.こ の分裂阻害 によ り長大化 した菌 の生 理学

的性状が正常 に発育 した菌 のそれ といかな る点 に於

て異つてお るかを検討す る ことは細菌 の細胞分 裂の

機構を解明す る端緒 とな る もの と考え られ る.こ の

報告 に於て はSal. typhi H 901wを 用 いて酵 素活

性及び表面構造 につ いて 検討を行なつ た.

実験材料及び 実験方法

培養基:市 販 の材料 によるブ イ ヨン.及 び固形培

地と して は寒天を3%の 割合に加 えた ものを使用 し

た. pHは7.0～7.2に 調整 した.

供試菌:当 教室保 存のSal. typhi H 901wを 使

用 した.

酸素 消費量 の測 定:ワ ール ブルグ検圧 計を用い常

法によつた5).基 質は いず れ も市販品 を用い必要 に

応 じてpHを 修 正 して使用 した.

長大菌 の調製:上 記普通寒天培 地 に37℃ 18時

間前培養 せ る菌をペ ニシ リン1u/ml含 有普通寒天

培地 に塗布 し, 37℃ に培養一定時 間後にか き取つ

て使用 した.X線 に よる長大菌 の調製 は,同 じく18

時間前培養せ る ものを普通寒天培 地に塗布 し, X線

4000r相 当を照射 した後 に37℃ に培 養 した.

グル コースの定量: 3, 5-ヂ ニ トロ ・サ リチル酸 に

よる比色法 によつた6).

焦性 ブ ドー酸の定量: 2, 4-ヂ ニ トロ ・フエニル ・

ヒ ドラジンに よる比色 法に よつ た6).

乳酸 の定量: P-ヒ ドロキ シ ・ジフ ェニル に よ る

比色法 によつた6).

免疫 家兎 血清:体 重2kgの 家兎 を用 い,第1日

加熱死菌 を 湿 菌量1mg,第5日 同 じ く5mg,第8

日生 菌4mg,第14日 同 じ く10mgを 家兎 耳静脈 に

注入 し,抗 体価測定 の上 第21日 に全採血 を行ない,

マーゾニ ンを加 えて使 用 した.

凝 集反応,沈 降反応及 び吸収試験:細 菌 学実習提

要7)の 記 載に従つ た.

酸凝集反応:日 立pHメ ー ターを用い,重 フタル

酸 カ リ-HCl,重 フタル酸 カ リ-NaOH系, Citrate-燐

酸系 及 び 酢酸 ソーダ-HCl系 の それ ぞれpH 2.0～

7.5(M/20)の 緩衝液 階段 を作 り,緩 衝液1mlに 濃

厚菌 液2～3滴 を滴下 し,室 温 に24時 間放置 した後

に凝集の有無 を判定 した.

酸 可溶性抗原抽 出法:ト リ ・クロル 醋酸(TCA)

を使 用す るBoivinの 方 法 にな らつ た8).普 通寒天培

地 に6時 間培養せ る菌(湿 菌量 約5g)を,寒 天 を

含 まぬ よ うに洗 い集 め, 0.85%食 塩水で3回 洗蘇 し,

エ タノール:エ ーテル混 液(1:3v/v)50mlを 加

え振 とう し, 37℃ 18時 間保存後,上 清を捨て沈澱

部を25mlの 蒸 溜水 に浮游せ しめ5%TCAを 等量

加え,十 分振 と うし, 4時 間氷室 にお き,そ の間時

々振 と うする.イ ソア ミル アル コール1滴 を加 え消

泡せ しめ, 10,000r.p.m. 20分 遠沈,上 清を透析 し,

ア セ トン3倍 量 を加 え氷室 に3日 保存後遠沈,沈 渣

を乾燥保存す る.(収 量乾燥量30mg)

酸可 溶性抗 原 の 加水分解:抗 原 乾燥量10mgに

2mlのN-H2SO4を 加 え,水 浴 中で100℃ 6時 間

加 水分解 した.

構成単 糖のペ ーパ ー ・クロマ トグ ラフィーに よる

定性:東 洋濾紙No. 50 (40×40cm)を 使 用. Phenol

-水(4:1, v/v), n-Butenol-醋 酸-水(9:1:7, 

v/v)及 び 醋 酸 エチールー醋酸-水(3:1:3v/v)
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を 使 用 し た9).

菌 体 グル コサ ミン定 量: 18時 間培養せ る菌 を普通

寒天 及びペ ニシ リン1u/ml含 有普通 寒天培地 に塗 布

し37℃ に培 養, 0, 1.5, 3.0, 4, 5, 6.0時 間毎 に

菌 をか きと り0.85%食 塩 水で3回 洗滌後,一 方 を

溶封 した 肉厚 ガ ラス管中に湿菌量85mg/mlに 懸濁

した菌液2m1を 注 入,更 に12N-塩 酸1mlを 加え

ガラス管の他端 を も溶封 し,内 容液 を十分 混和 した

後100℃ 水浴 中で6時 間 分解 した.後,封 管を開

き内容1mlを とり6N苛 性 ソーダで 中和 後,水 に

て全量 を2m1と し試 料 と した.ア セ チル ・アセ ト

ン を 用 い て 発色せ しめ530mμ で 吸光 度 を 測定 し

た10).

実 験 成 績

1. 各種基質 につ いて の酸素消費量 の比較.

チ フス菌 を ペ ニシ リン1u/ml含 有固型培地上 で

37℃, 4時 間培養せ る もの,及 びX線4,000r照 射

後,同 様 に培養せ るもの及び対照 と して単に普通寒

天 培地上 に37℃, 4時 間培養せ る菌 について各種基

質 に対 す る酸素消費量 を ワールブル グ検圧 計で測定

した.基 質 は グル コー ス,乳 酸,コ ハ ク酸,α-ケ

トグル タル 酸,ク エ ン酸,グ ル タ ミン酸 を 終 濃度

0.05Mと な る様 に加え た.酸 素消費量の比較 は対照

菌(正 常菌)の それぞれの基質に対する酸素消費量

を1と する比率で表した(図1).ペ ニシリン長大

菌では各種の基質に対する酵素活性において正常菌

との間に大差を見なかつたが, X線 長大菌において

は総ての基質に対する酸素消費量は著しく低下して

いることが認められた.

図1.　 正常 菌,ペ ニ シ リン長大 菌及びX線 長大 菌の酸素消費量 の相対的

比率(正 常菌のO2消 費を1と す る比 率で表わ してあ る)

しか し,上 述の結果か らは一 般的 にペニ シ リン長

大 菌の酵素活性 はX線 長大菌 の場合の ように低下 し

て お らぬ ことは認め られ るが,あ る特 定の基質 に対

して相対的 に活性 の低 下 して いる可能 性 は否定で き

な い.そ こで同様 の方 法によ り図1の 実験 とは別に

3回 実験 を行 なつ た.そ して各種 の基質 に対 す る正

常菌及び ペニ シ リン長大菌 の呼吸量の比 を,グ ル コ

ー スに対す る長大菌 及び正 常菌の それ の比で 除 した

ものが図2で あ る.

図に見 られ るよ うに,ペ ニシ リン長大菌 において

は,す べての基質 に対す る基質酸 化能は正常菌 と大

差な い と考え られ る.

2. 長 大菌の呼吸商及 び終末産物 の比 較.

ペ ニシ リン長大菌及 びX線 長大菌 の呼 吸商及び終

末 産物を正 常菌 のそれ と比較 した.方 法 は ワールブ

ルグ検圧計 を用 い,グ ル コースを終濃度0.1Mに 加

え振 とうし,呼 吸商の測定を行 ない,更 に終 了後直

ちに フラスコ内容に0.2Mの トリクロル醋 酸を加 え

た後冷却 し, 5,000r.p.m. 20

分遠沈 後上 清 につ いて化学的

定量を行 なつた.

その結果,ペ ニ シ リン長大

菌, X線 長大菌 の何れに於て

も呼 吸商,終 末産物 生成に於

て 正常菌 との間 に差を認めな

か つた.こ れ を前述 の実験1

の結果 と併せて考 え るとペニ

シ リン長大菌 は基質酸化能 は

正常菌 と殆 ど変 りな く,X線

長大菌 では量的に全般的 に活

性 が低下 してい ることが知 ら

れ た.

3. 長 大菌 の酸凝集性 の

比較

高橋1)ら によればペニ シ リ

ンによ る長大 菌は細胞壁を有

してい るが細胞 隔壁 は長大菌

中に形成 され ない といつてい

る.又, Parkを 始 め とす る
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一連 の研究 によ りペニ シ リンは

グラム陽性菌 の細 胞壁の合成を

阻害す るといわれ てい る.し た

がつて グ ラム陰性 菌であ るチフ

ス菌において も長 大菌形成を生

ぜ しめ る諸種 の要 因は結果 とし

て菌の表面構造 を変化 させそれ

が分裂阻止即 ち長大 菌形成 とい

う現 象を招来せ しめ るのでは あ

るまいか と考 え られ る.以 上 の

見地 より既述 の方 法に より長大

菌の酸凝集性 の比 較を試み た.

緩衝液 と しては実験方法 の所 で

述べ た3種 の緩 衝系につ いて行

なつ たが, pHの 重複 した個所

に於て も殆 ん ど同様の実験結果

を得 た.

図2.　 ペニシ リン長 大菌の各種基質に対す る呼吸活 性度の相対的比率

表2に 示 した 如 く, Sal. typhi 

H 901wのS型 菌 の4hr培 養

菌(正 常 菌)はpH 3.7を 中 心

と し3.2～4.2に わ た る狭 い 凝

集域を有 して いるに反 し,長 大菌で はいず れ もその

凝集域が酸性 側に傾いて お り,特 にペニ シ リン長大

菌で は その凝集域 も広 く2.5～4.5の 範囲にわ たつ

て凝 集が認め られ た.

表1.　 長大菌の呼吸商及 び終末代 謝産物の比較

基 質:グ ル コー ス(0.1M)

使 用菌 量: 10mg (4.5時 間 培 養)

条 件:ペ ニ シ リ ン, 1u/ml

X線 照 射, 4000レ ン トゲ ン

pH 7.2, 37℃, 1時 間 振 と う

表2.　 Penicillin, X線 長 大 菌 の 酸 凝 集 性 の 比 較

緩 衡液(M/20) {
重 フタル酸 カ リ-HCl-NaOH系
Citrate-Phosphate系(Mc-Ilvain)

Na2HPO4-KH2PO4系(Sorensen)

上記緩衡液に 濃厚 菌液2-3滴 を落 し室 温にて24hr後 に 判定

菌培養時間は 何れ も4hr培 養 せる ものを使用.

4. ペニ シ リン長大菌 の単糖 構成

上 記酸凝集実験 の結果 よ り,長 大菌で は正常 菌に

較 べて細胞表面構造 に変化を来 してい ることが推 定

され る.酸 凝集実験 に於 て最 も顕著な結果 を示 した

ペ ニ シ リン長大菌 につ いて,菌 の表面構造 に関係す

る成分, Boivin劃 分を 抽 出 し その構成単糖 の比 較

を行なつ た.同 定は試料 と同時に既 知の対照糖 を展

開 し, aniline hydrogen phtharate溶 液によ り発色

せ しめた.同 定は既知 の対照糖 を同時に展 開 し,三

種 溶媒 での 斑点 の 相互 の 位 置関係,発 色色調 及 び
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Rf値 を参考 して同定 した.

同定 の結果,正 常菌,長 大菌いずれの試料 中に も

ラム ノー ス,ガ ラク トース,グ ル コー ス,キ シ ロー

ス,マ ンノー ス,グ ル コサ ミン及び その他1種 の未

同定 の糖 の7種 を検 出 し両者 の間に定性的 な差 を見

なかつ た.尚 未同定の糖 につ いては正常菌,長 大菌

両者 の分劃 中に見 出され同一 の物質 と考え それ以上

の追求 は行 なわなかつ た.

5. ペ ニ シ リン長大菌 のグル コサ ミン含量 につ い

て

ペ ニシ リン長大菌 の含有す るグル コサ ミン量を継

時的に追求 し,正 常菌 のそれ と比較 検討を試み た.

グル コサ ミンは細菌 の細胞壁 中に大 部分含 まれ,細

胞壁成分 の量 的関係を表す指標 とな ると考え これ の

定量を行な つた.

既 述 の方法 によ る実験 の結果,6時 間培 養せ るペ

ニ シ リン長大菌は湿菌1mg当 り1.53γ の グル コサ

ミンを有 し,正 常菌が1.58γ を 含む に比較 して殆

ど差を認めなかつ た.又 経時的に これ を比較 して も

両者の間 に大差 を認めなかつ た.

6. ペニ シ リン長大菌 の血 清学的性状

既述の方法により6時 間培養せる正常菌及びペニ

シリン長大菌を抗原として得た2種 の家兎免疫血清

について抗原抗体反応を行ない,そ の異同を検討し

た.

A. 凝集反応:長 大菌抗血清及び正常菌抗血清と

6時 間培養 のペニ シ リン長大菌 及び正常菌 の生菌,

エ タノール処理死菌, 100℃ 2時 間加熱死菌 との間

に凝 集反応 を行なつた.表3は その一部で ペニシ リ

ン長大菌抗血 清に対す る凝集試験 であ る.

表 の如 く凝 集価 に於て長大菌,正 常菌の間 に全 く

差異を認 めな い.こ れは又正常菌抗 血清を用 いた場

合 も同様で あつた.

B. 沈 降反応:既 述 の方 法で 調製 したBoivin抗

原 を用い,長 大菌 免疫血 清及び正常菌 免疫 血清につ

いて沈降反応 を行なつ た.反 応 は4×80mmの 試験

管 を用い重層法 によつ た.抗 原 稀釈法 によ り正常菌

抗 血清原液 に対 し反 応後120分 の読みで長大菌抗原,

正 常菌抗原両 者共 に64000倍 稀釈 まで沈 降反応 陽性

で あつ た.こ の場合 の抗 原稀釈度 は 乾燥抗原1mg

を1mlに 溶 解 した もの を抗 原1000倍 稀釈 液 とし

た.又 長大菌抗血 清に対 しては 長大菌抗 原で64000

倍,正 常菌抗原 で32000倍 まで反 応陽性 であつた.

図3.　 菌 体Glucosamine含 量 の 推 移

Pc 1u/cc含 有 培 地 上 に 生 育 せ る 菌170mgに

12N・HCl 1mlを 加 え100℃. 6時 間 封 管 中に

て 加 水 分 解 後Elson-Morgan法 に よ り発 色, 

530mμ に て 測 定 す.相 対 吸 光 度0.10はglu

cosamine 45γ/cc相 当.

C. 吸収試験:長 大菌及び正常菌抗血清を全菌体

又は酸溶性抗原を用いて吸収した吸収血清について

凝集反応及び沈降反応を行なつた.

i)　吸収凝 集試験:吸 収血 清の調製 は次の如 くで

ある.即 ち,抗 血 清1mlに 洗 滌菌500mgを1ml

に懸濁 した 菌 液4mlを 加え37℃ で2時 間反応 さ

せ た後氷室 に一夜 お き,後 遠心 し上清 を用 いた.吸

収 菌には長大菌,正 常菌 の生菌 を用 いた.

表3.　 長 大 菌 抗 血 清 に 対 す る 凝 集 反 応



異 常 長 大 菌 の 生 理 学 的 研 究　 219

表4.　 長 大 菌 抗 血 清 に 対 す る 吸 収 試 験

無処理菌(生 菌)

吸収:血 清1mlに つ き2,000mg相 当湿菌に て吸収

表5.　 長大菌抗血 清に対す るBoivin抗 原沈 降反応 及び吸収試験(重 層法 に よる)

Boivin抗 原 稀 釈 度　 1:8,000　 吸 収:血 清1mlに つ き抗 原8～4mg

(2時 間後 判定)

表4は ペ ニシ リン長大菌抗血清を,正 常菌で吸収

を行なつた抗血清 及び長大菌で 吸収 を行なつ た抗血

清について凝 集反応 を行なつ た ものであ る.い ずれ

の吸収血 清について も,長 大菌又 は正 常菌 に個有の

特異的な抗体 の残 存は全 く認 め られ なかつ た.又,

正常菌抗血 清について同様 の吸収試験 を行なつ た結

果,正 常菌抗 血清 も全 く同様 の結果 を示 した.

ii)　吸収沈 降反応:長 大菌及 び正 常菌抗 血清を長

大菌又は正常菌の酸溶性抗原 で吸収 し,そ れぞれ に

ついて沈降反応を行なつ た,吸 収 は最適比で もつて

行なつた.最 適比はPc長 大 菌抗 血清: Pc長 大菌抗

原=4000:1, Pc長 大菌 抗 血 清:正 常菌抗原=8000

:1,正 常 菌 抗血 清: Pc長 大菌抗原=8000:1,正

常菌抗血清:正 常菌抗原=8000:1で あつ た.

表5は 長大菌抗 血清に対す る沈 降反 応(血 清稀釈

法)及 びその吸収沈降反応で あ る.そ の結果 は吸収

凝集試験の場合に得 られ た結果 と同様で ある.

以上,実 験A)及 びB)に つ いて得 られた結果 を

総合すれば,ペ ニシ リン長大 菌の血清学的性 質は少

くとも既述 の実験方法 によ る限 りで は正常菌 のそれ

と全 く同一で あるといえる.

考 察

細菌が薬剤等 の作 用によ り分裂を阻止せ られ長大

菌を形成す る現 象について は古 くか らしられ てい る

が,近 年 に至 り,こ の長大化 した菌 の生理面 に新た

に検討が 加 え られて いる.即 ち,上 条11)は ペ ニシ

リンによる長 大菌について,細 胞 化学 的方 法に よ り,

長大菌 中の核 様体は多核で あ り,細 胞 壁は認 めるが

細胞隔壁 を認めず,ペ ニ シ リンによ る長大菌 は細胞

質 の連絡 した紐 状の一個 の細胞 であ り,ペ ニシ リン

を除 くことによ り容易に その一 部は原型 に復す る と

述 べて いる.ペ ニ シ リンが細菌 の分裂機構 のいかな

る点 に作 用 して分裂障害 を ひき起すか については興

味 ある所 であ り,逆 にその機序を 知る ことに より,

複雑 かつ総合的に作 動 してい るで あろ う所 の細胞分

裂機構 の一部 を解 明す ることが でき ると思われ る.

まず,こ のペニシ リン長大菌 の呼吸様式 の変化 に

ついての結果 を検 討 して みれば,金 政4)に よ るとX

線によ り形成 された長大菌 では菌の呼吸 は著 明に低
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下 して いるこ とが示 されて お り,又 マイ トマイシン

長大菌 についてはTCAサ イ クル の一 部の基質 に対

す る酸化能 の低 下が認 められて いる12).こ の点 につ

いて,ペ ニシ リン長大菌に於て もこれ らの現象が 認

め られ るか否かについて検討 したが,ペ ニ シ リン長

大菌では基質酸 化能 の質的及び量 的な変化は見 出さ

れなかつ た.即 ち,ペ ニシ リンの作用下 にあつて も

菌の呼吸酵素系 の合成 は正常菌 と全 く変 らず 滞 りな

く進行 して いる ことが示 された.こ のことはX線 又

はマ イ トマイシンによる長大菌に於て見 られる特定

乃至全般的 な基質 酸化能 の低下は細胞 のX線 照射 も

し くはマイ トマイシ ン処理によ る副次的な作用 であ

り,特 定 の呼吸酵 素系 の活性低 下が直接 に菌 の分 裂

障 碍に結びつ くものではない と考え られ る.

又, Park, Strominger等 の 研究 によ り解明 され

た様 に,ペ ニシ リンはグ ラム陽性菌の細胞壁 に作 用

し,細 胞壁の構成成分で あ る ア ミノ酸-UDP-N-ア セ

チル ・グル コサ ミン複 合体(所 謂Parkの ヌ クレオ

タイ ドの細胞壁基本構造へ の結 合を阻げ るとされ て

いる13).こ の ペニシ リンの 作用 に よ り所 謂Proto

plastが 形成 される14)と いわれてい るが,著 者 の実

験 に用いたチ フス菌 に対 して はその発育阻止濃度 附

近で はProto-plast形 成 は全 く見 られず,た だ長 大

菌形成 のみを起 し,こ の長大菌 について細胞壁染色

を行 なつた結果で も上条が のべてい る如 く,細 胞隔

壁 こそみ られないが,細 胞壁 は正常菌 の場合の よ う

に明 らか に認め られた.又 菌体 グル コサ ミン含量 に

於て も正常菌 に比 して減少 して いない ことは,グ ル

コサ ミンが大部 分細胞 壁 に存在す る ことか らみて長

大菌 の細胞壁 中の グル コサ ミン成分 の減少 のない こ

と,即 ちParkのnucleotideの 菌細胞 壁へ の結合 は

阻げ られてない ことを示 してい る.し たがつて長大

菌形成 は高濃度のペ ニシ リンを菌に作用 させ た時 に

み られ るProto-plast形 成 とは 異 る もので あ る.そ

して 又Boivin分 劃 中の 多糖類 に関 して もR型 菌に

見 られ るよ うな 構成単糖 の 欠落15)も 認 め られず,

又血清学 的に も何 等の抗原 の欠 落或 は新生 も認め ら

れず,か か る化学的 ・免疫学 的性質 において長大菌

の壁構造 は正 常菌のそれ とよ く似か よつて おる こと

が示 され た.

しかし乍ら,長 大菌の表面構造は正常菌のそれと

全く同一でないことは菌の凝集域が著しく変化して

いることから示される.こ の変化は著者の用いた化

学的・免疫学的方法では捕えられない微妙な変化で

はあるが,そ れが多分分裂抑制即ち長大菌形成と密

接な関係を有しているものであろう.そ してペニシ

リンそのものが細胞壁に直接作用してかかる壁構造

に変化を与えるのか,或 は分裂に必要な他の系に作

用して結果として壁構造変化を来さしめるのか,或

はその両方の場合であるか今後とも検討の余地があ

ると思われるが,い ずれにしてもこの長大菌形成は

ペニシリンにより,最終的に細胞壁成分に変化を来

し,細 胞隔壁形成阻碍による結果として表われる現

象と考えられる.

小 括

1. Sal. typhi H 901wは ペ ニシ リン1u/ccの

存在で長大 菌を形成 する.そ の長大菌 の各種基質 に

対す る酸化能 を正常菌 のそれ と比較 した結 果両者の

間に質 的及 び量的 に差 を認めなかつ た.

2. ペニシ リン長大菌 は酸凝集性 が正常菌 と異つ

てい る.

3. ペニシ リン長大菌 の菌体 グル コサ ミン含量は

正常菌 に比 して減少 して お らず,ペ ーパー クロマ ト

グラフによ り両者 とも同 じ7種 の単糖成分 を有する.

4. 両者 の間に血清学 的に差 は認 め られ ない.
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Physiological Approach to Filament Cells.

Ι. Studies On the Enzymic Aspects and Surface Structure of

 Filament Cells Induced by Penicillin.

By

Haruo Ohkuma

Department of Microbiology, Okayama University of Medical School, Okayama, Japan.

(Director: Prof. S. Murakami)

The abnormal filament formation of Sal. typhi was observed on penicillin containing nutrient

 agar in 1u/ml.
Characters of the filament cells were compared with normally harvested cells in the view

 points of oxidative activities to some substrates, acid agglutinating property, glucosamine 
content and serological properties.

No difference was observed about the oxidative activities, the glucosamine content and
 the serological properties. With respect to the acid agglutinating property, as comparsed with
 the normal cells, the filament cells exhibited a property to agglutinate in broader PH range.


