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電子顕微鏡によるスピロヘー’タの形態学的研究

第4報　鼠咬症病原体及び病原スピロヘータの

　　　　運動器官及び核様構造について

　金沢郷学医挙部微：生物学教室（主任：谷授教）

專群生渡慶次賀学
　　　　　　　（昭和30年11，月16日受動）

　　（本論交要旨は第9回北陸医学会において報告した）
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第1章緒

　近年電子顕微鏡による研究の知見としてスピ

ロヘータにも鞭毛：或いは鞭毛様構造が報告さ

れ，スきロヘータとSpirilliUm（鼠咬症病原体）

の区別が極めて困難であると考えられていたよ

うである11）14）．しかし乍ら鼠咬症病原体の瞬時

にして覗野内を逸走し去る迅速なVibro様蓮

動とスピロヘータにおける極めて柔軟な運動を

対比考察する時，両病原体の基本構造における

著しい相違が推定される．

　鼠咬症病原体の電顕的研究は極めて少なく，

朝倉（1952）11）が体部の螺旋及び屈曲に関する

言

見解について，菌体周囲のslime　layer様構造，

内部顯粒の存在，数本の細線維より成る鞭毛を

確認し報告しているのみのようである．

　著者は各種病原スピロヘータの電顕的研究17

18）19）において，従来報告されている鞭毛或いは

鞭毛様構造はスピロヘータに柔軟な蓮動性を与

えていると考えられる線維束の断裂分散像であ

ろうと報告して来たが，その後鼠咬症病原体と

スピロヘータの蓮動器官及びその起始部と関聯

性の推考される核様構造について対比検討した

のでここに報告する．

第2章　実験材料及び実験方法

　供試病原体は新潟大学細菌学敏室から分与して頂い

たSPi「illium　minus及び当教室保存のTreponema
P・11id・m（・i・h・1・株）．Bdrreli・d・tt・・ii及び毛・pt…

pira　icterohaemorrhagiaeである．

　鼠咬症病原体はマウス接種後10～14日頃の血液中に

最多数に出現する時期においても時睨野鏡検的に1睨

野数条を見る程度であり，これから電顕試料を調製す

ることは不可能に近い．それで次に記載の方法によっ

て集菌した．

　（1）本病原体は多数出現するとの報告（西沢及び

鰺瀬）3）があるので，約30匹の感染極期（接種後約2週

聞）のマウス腹腔液から愼重に生理食塩水で分劃遠沈

洗條により精製集菌を行った．この場合は精製過程に

おいて消粍し，電子鏡検は失敗に終ることが多かっ

た．

　（2）　接種後5日～1i圖聞を経過［し，賠覗野鏡検：的
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に感染の確認された約30匹のマウスに福島三法16）によ

り腹腔内増菌を行い，接種旧約2週間に1％クエン酸

ナトリム加生理食塩水で凝固を防止しつつ腋窩動脈を

切断探附し，分劃遠沈によって赤血球を分離，その上

清に毛細管ピペソトにより腹：腔液を探集して加え，再

び生理食塩水により2～3回遠沈洗雪して集印及び精

製した．この場合は試料の殆において鏡検：の目的を蓬

することが出来た．

　他のスピロヘータは感i染動物：及びkortho仔培地か

ら既報の方法17）18）19）により試料を精製した．

　スピロヘータの両定は予想に反し，初めに固定して

試料調製をするよりも，試料を充分精製してから固定

した方が菌体の障碍は少ないようである．これは固定

後異物を除去するために頻回の蓮法脈1條を行弓時は，

仏体が極めて細長の螺旋体であるスピロヘータは菌体

の柔軟性が失われ，崩壊が起り易いためであると考え

られる．

　本実験では充分に精製した試料をその儘，或いは

15。C以下においてpH　7・2緩衝オスミウム酸溶液（1

％）及び申性ホルマリン溶液（4％）で2～3分固定

し，核檬構造を検討する目的でribonuclease（200mg

／cc），　trypsin（0．01mg／cc），　desoxiribonuclease（10

mg、cc）のpH　7・2燐緩酸衝溶液で37。C，1～12時

聞処理し，2回蒸溜水で遠沈洗画革，充分に乾燥せる

コロジオン膜上に載せ，適当に乾燥し，蒸溜水で膜面

を翻かに洗際した．これを低圧にて充分に乾燥し，そ

の儘叉はCr一曲adowingを施して日立製H－U9型及

び日立製H－S2型電子顕微鏡により加速電圧50：KV，

直接倍率4，000～5，000倍を使用し，鏡検及び撮影し

た．：叉光顕的にFeulgen反応，チオニン染色を行い対

照し検討した．

第3章　実験成績及び考察

　鼠咬症病原体は処理を施さない試料において

は一般に2－3の旋転或いは波面形を示す短厚

形のelectron　deDseの菌体と両端から約8－9

本の細線維から成る鞭毛束が発生しているのが

確認される．その詳細は後述する．面体は時に

は原形質内面粒を認める時があるが，多くは一

様に濃映され，被膜，Blepharoplast等の微：細構

造は認め難iい（Flg．1，：Fig．2）．

　従って鼠咬症病原体の硬直性の螺旋状菌体は

電顕像においてはスピロヘータの柔軟な三体と

区別することが困難であり，無体の旋転或いは

波歌謡はスピロヘータの電顕像に類似してい

る．しかし鼠咬症病原体の面面形の自体に比較

して後者は極めて細長形であり，叉スピロヘー

タは既報17）18）19）の如く処理しない試料におい

ては鞭毛様像は認められず，輩一線維としての

挙動が確認されるに対し鼠咬症病原体は一般に

複合線維としての長い鞭毛像が確認されること

は両病原体の一般形態における著しい相違と思

われる，

　電顕像における平面的波状形はRuγs（1912）

5）が本微生物を染色標本において不面的屈曲で

あると見なした知見と一致するが，これはスピ

ロヘータにおいてもしばしば認められる知見で

試料調製，乾燥の影響と推定される．鼠咬症病

原体が螺旋形態であることは暗幌野像及び多く

の電顕像から疑う余地はない．

　　　　　第2節　鞭　　　　　毛

　鼠咬症病原体の鞭毛について二：木（1927）2）は

長さ各々2－3μの鞭毛が体の両端に1本宛あ

り興野ナ甲形を示していると報告し，両端に数本

ずつの鞭毛を認めたと述べているものがあるが

承認し難く，恐らく人工産物の誤認であろうと

結論している．：叉Adachi（1921）4），　Zuelzer（1

921）6）等は両端から鞭毛束を以て数本宛の鞭毛

が発生していることを述べている．朝倉（lg52）

11）はスピ・ヘータ（特に本微生物）の鞭毛は光

学顕微鏡では通常軍一線維として認められるけ

れども，実はより細い数本の線維により出来て

いて外から加わる影響により容易に分聾し，豊

本微生物の11fe．：Historyに俘い自然に数本の細

線維に分岐分条する場合がある．而も試料調製

及び染色：方法と観察条件の相違等が鞭毛分条像

の異なった1伏態を示し，光学顕微鏡と電子顕微

鏡の解像力の差が叉これに関与するところ大で

あると主張している．
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　著者は菌体末端から輩一線維として発生して

いる鞭毛様像（：Fig．6），菌体末端から鞭毛束を

以て複合線維として発生している鞭毛像（’Fig．

2）及びかかる複合線維としての鞭毛を有する

ものでは時に菌体側面から発生しているのでは

な：いかと思われる鞭毛像を認めた．

　しかし軍一線維としての鞭毛様像及び菌体剣

面から発生しているが如き鞭毛像が正常形態を

示すものであるか叉如何なる生物学上の意義を

表現しているかについては不明の点が多い．不

幸にして本病原体の電子鏡検は集信，精製が極

めて困難で，この点について充分検討すること

が出来なかったが，鼠咬症病原体が凡そ8－9

本の幅約100A。の細線維より成る複合線維とし

ての鞭毛を馬体両端に有することは明らかであ

る．

　従って従来記載されている軍一線維としての

鞭毛の知見は暗覗野宿における鞭毛の動的形態

から推考して運動時における鞭毛の一定の歌話

像を分解能の低い光顕で観察したためではない

かと思われる．

　扱てかかる藩論鞭毛を有する鼠咬症病原体に

対比しスピロヘータは既報17）18）19）の如くその

属に特有な数の細線維により集成されている線

維束或いは1本の線維が菌体の主軸に澹うて雀

き付き，或いは眞直で軸線維様外観を示して存

在している．而も蓮動器官と刹断される．スピ

ロヘータにおける線維束は物理化学的処理によ

り解離分散して心性鞭毛を髪面せしめる場合が

あるが，これは人工産物であり，眞の鞭毛とは

考えられない．

　かくの如くスピロヘータと鼠咬症病原体の蓮

動器官には著しい相違を確認することが出来
る．

　　　　第3節核様構造及び所謂
　　　　　　　BlepharOPlas亡．

　電子顕微鏡によるスピ・ヘータ及び鼠咬症病

原体の心様構造については報告が認められない

ようである．

　鼠咬症病原体において緩衝オスミウム酸溶液

固定後r1bonucleaseで処理することにより，叉

その儘乾板の露出時間を延長することにより細

胞質内に分散し存在して，或いは五体の両端に

Blephroplastを形成している小粒：子歌体：或いは

類球盗心を確認することが出来た（Fig．3，：Fig．

4）．

　かかる構造はdesoxiribonuclease処理の試料

においては確認されないこと（Fig．5），本病原

体における：Feulgeh反応の禰漫性発現，ribonu－

clease処理後のα（アルファ）色調を呈するチオ

ニン染色像等から核檬物質は原形質内に分散し

て存在し，その一部は極体末端において集積

し，鞭毛の起始部であるBlepharoplastを形成

しているのでは：ないかと推考されるが，分化し

た逸民構造は碓認されない．叉この実験結果は

光顕的に：Fuhrmalm（1910）12）がSpirnlum　Vol－

tansのGejSFe】zOpfの基部の小体が染色面様の

性質があることを示した知見と類似している．

　次にfibon11C】ease処理の各種：病原スピロヘー

タは予想に反し，菌体の変化は軽く原形質内の

特殊構造は碓卜し難い（：Fig．7，　Fig．8，　Fig・9，

：Fig．10，　Flg．111．：Feulgen反応も瀟巨鳥に発

現することがあるが不定である．・叉線維東起始

部において出様物質：が集積し，Blepharoplastを

形成している所見は確認することが出来ない

（Fig．7，　Fig．8，　Fig．9）．

　しかしtrypsin及びr！bonucleaseの併用処理

により細胞質内に分散して存在するelectron

deDseの小粒子ナ一体類似構造の認められるζと

（Fig．14），ribolluclease：及びdesoxiribonuclease

併用処理によりかかる構造は確認されないこと

（：Fig．13），desoxiribolluclease処理セこより出面め

禰漫性の感化を想像させる像（Fig．12）が得ら

れることから，恐らくスピロヘータにおいても

核様物質は細胞質内に分散して存在するもので

はないかと推測される，これはNeumann（19

30）20）が核反応を与える物質がスピロヘータに

存在し，多少diFruseに分散しているので分化

した核は認められないと述べている光顕的知見

を想起せしめる．　　　　　　　　’
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　かくの如く鼠咬症病原体の鞭毛の起始部とス

ピロヘータの線維束の起始部との闇には著しい

旧臣が認められ，両病原体は別種のものとして

区別することが可能である．

　従って鼠咬症病原休は形態学的特徴にその分

類学上の基準を求めるならばスピロヘータでは

なく螺旋菌に属するものでNoguchi　g）は決定的

に結論していないが，従来の谷13），Topley＆

WiIson　7），：Breed　et　al　8），　Smith＆Martin　1の等；

の記載に一致する．叉スピロヘータの線維束の

解離分散像は極めて細菌の魔性鞭毛の電顕像に

類似しているが，上蓮の知見からこれを鞭毛と

して制断ずることは不合理であると結論され

る．

第3章要

　鼠咬症病原体及び病原スピロヘータ（Trepo－

nelna　pallidut’n，　Nichols株，：Borrelia　duttoDi3

Leptospira　icterohahコorrhagiae）について，その

儘叉は中性ホルマリン（4％）及び7．2緩衝オス

ミウム酸溶液（1％〉固定後，ribolludease，　try－

psin並びにdesoxiribonuclease処理を施し，電

子鏡検及び撮影し，次の所見を詔めた．

　1．鼠咬症病原体は菌体の両端に8－9本の

複：合線維より成る二王鞭：毛を有する短門形の螺

旋’菌であるが，スピロヘータは輩一一線維として

の端糸を持っている細長形の螺旋体であり鞭毛

は認められない．

　2．鼠咬症病原体は二三の両端において核様

物質と思われるe】ectron　denseの物質が集積し

Blepharoplastを形成している．これより鞭毛束

を以て鞭毛が発生している．

　スピロヘータは被膜外側セこ存在し，蛇体に柔

●約

軟な蓮動性を与えていると考えられる線維束を

有する．線維束の起始部は表層原形質内に存在

するが，細胞質内に分散して存在すると推定さ

れる核様物質との関聯性は認め難い．

　3．鼠咬症病原体の基本構造は被膜，原形質，

Blepharoplast，鞭毛の4構i成要：素を，スピロヘ

ータは被膜，原形質，菌体の主軸に滑うて雀き

付いている線維束或いは1本の線維の3要素を

区別することが出来，両病原体の聞には特に蓮

動器官の著しい相違が認められる．

　4．中性ホルマリン溶液固定と緩衝オスミウ

ム酸溶液固定の電顕像に著明の相違は認め難い

が，中性ホルマリン溶液固定の場合は旋転の延

長が梢ζ著明のようである．

　稿を終えるに臨み御懇篤なる御指導と御校閲を賜り

し恩師谷教授に謹みて謝意を捧げ，電顕撮影に助力の

労をとられた野田・丁丁の両氏に厚く感謝致します．
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附　図　説　明

：Fig．1Spillium　minus，25，000X．Unshadowing像．

　螺旋朕のelectron　denseの菌体と分写した複

　合線維より成る鞭毛を認める．

Fig．2．　Spillum　minus，25，000X，　Cr－shadQwing：

　像．electron　deDseの菌体の両端及び側面より

　複合線維より成る鞭毛が房朕に発生している．

Fig・3・Spi11ium　minus，25，000X，緩衝オスミ

　ウム酸固定後ribonuc　Iease処置，　Cr．slladow－

　ing像．被膜及び鞭・毛起始部の81epharoplast

　が確認される．

：Fig・4・　Spilliurn　nlinus，25，000X，緩衝オスミ

　ウム酸固定，乾板露出時間を延長せるもの，

　Cr・shadowing像．原形質内にeiecton　dense

　の小粒子1伏体の分散及び同檬性格の：Blepharc－

　plastを認む（：Fig・2と同一試料）．

Fig・5・　Spirillum　minus，25，0COX緩衝オスミ

　ウム酸固定後　desoxiribonuc】e2se処理，　Cr－

　shadow三ng像．原形質内の粒子状体及び131e－

　Pharoplastは確認し難い．

Fig．6．25，000X，緩衝オスミウム酸固定，

　r1b。nuclease処理・Cr－sl・adowing像・Blepharo－

　Plast及び太い1本の鞭毛を認める．

Fig．7，　Fig．8，：Fig．9，　Tr．pallidum（Nichols

　株），各・々35，000X緩衝オスミウム酸固定，

　Cr－ribonuclease処理，　Cr－shadowing像．線維

　束の起始部に：B｝epharoplastを認めない．

：Fig。10．　：Borrelia　duttonii　15，000X　緩衝オス

　ミウム酸囲定，ribonnclease処理，　Cr－slladow－

　ing像．原形質内特殊構造は認めない．被膜艮

　び被膜に由来する特殊の線維形態が確認され

　る．

：Fig．工1．　Lept．　icterohaemorrhagiae，25，COOX

　緩衝オスミウム酸固定後’ribonuclease処理，

　Cr．shadowing像．原形心内に分化した核様構

　造は確認出来ない．

Hg．12．　：Lept．　icterohaemorrhagiae，25，000X

　緩衝オスミウム酸固定後desoxiribonuclease処

　理，Cr－shadowing像．　diffuseの消化を推定せ

　しめる．

：Fig．13．　：Borrelia　duttonii，緩衝オ’スミウム酸

　固定，ribonuc］ease及びdesoxiribonuclease併

　用処理，Cr－shadowing像．原形質は極めて

　electron　non　denseである．

：Fig．14．　：Borrelia　duttonii，14，000X　ribonuc’

　1ease及びtrypsin併用処理，　Cr－shadowing

　像．原形質内にelectron　denseの小粒子状体

　檬構造を認める．
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