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緒 論

Lel)iolrichiabuccalisは,口腔内常在菌の1つと

して知られるグラム陰性の梓菌である｡

この菌は,光学顕微鏡 では普通 2個の細胞 が

連鎖をなして観察され,その連鎖の形式は, 関節

形成 (articulation)である｡こ′のことが, 本菌

の 形態学的な大きな特徴 とさ叛てきた｡ また,

この菌は,培養の初期にはグラム陽性に染まるが,

培養が古 くなるにつれて 陰性化する (Hamilton

and Zahler,1959)1)ので, グラム染色性の点で

混乱が あった｡ しか し, Araujo,Varah and

Mergenhagen(1963)2),GpStafson,KroQger

andVaichulis(1966)3)らの研究によって,この

菌の 内毒素活性が証明 され, さらに, Hofstad

andSelvig (1969)4)の透過電顕による形態学的

観察結果 から, この菌の外膜の微細構造が, De

Petris(1965)5), Murray,Steed and EIson

(1965)6)らによって確立された グラム陰性菌の特

徴をもつことが判明し,L･buccalisは,グラム陰

性菌として認められる様になった｡

一方,細胞分裂の様式もまた, グラム陽性菌と

陰性菌とで微細形態的に異なっていることが, 従

来から示唆されてきている｡ 即ち,グラム陽性菌

(Laciobacillusplantarum- Kakefuda,Holden

and Utech,19677),EacilhiS -桝雫鼎,FJerium -

Ellar,LundgrenandSlepecky,'19678)等)の

細胞分裂は,隔壁形戚 (septateformation)と

細胞分離 (cellseparati'on)の2つの段階が明瞭

に区別されている｡即ち,最初の段階は,細胞壁

内層に由来する隔壁 (transverseseptum)の形

成であり, それに次いで外膜の陥入による細胞の

分離 が行なわれることを, 大きな特徴 としてい

る｡ これに対 して グラム陰性菌 では, 隔壁形戚

は見られず,初期の分裂部位で constriction(収

縮)が起こるだけで,細胞質膜を含む全ての wall

layerが一緒に陥入 (invagination)を起こして

分裂してゆく過程が一般的である｡

本研究は,グラム陰性菌である L･buccalisが

普通のグラム陰性菌とは異なり, グラム陽性菌と

よく似た分裂様式をとることを,走査ならびに透

過電顕で観察し,考察を加えたものである｡

材 料 と 方 法

o使 用 菌 株

使用した菌株は L.buccalisATCC14201株な

らびに19616株である｡

｡使用培地,堵養時間

本菌の培養には, 基礎培地と して, proteose

peptoneNo･3 ブイヨン (proteosepeptone

No･3(Difco),log;Yeastextract,5g;NaCl,

5g;K2HPO4,2･5g;glucose,log;水,1g,
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pH7.2)を用いた｡

対数増殖期の細胞は, 上記ブイヨンで4-6時

間嫌気培養を行ない, また対数増殖期以後の細胞

は,同上寒天平板で 16,24,48,および 192時間

嫌気培養後集菌 した｡

｡集 菌

ブイヨン培養菌は, 生理食塩水で 2回遠心洗浄

(8,000r･p･m･,lo合) してペレットとし, 各実

験の試料 とした｡

平板培養 したものは, 集落の一部をェ-ゼで採

取 し,1-2mm の大きさの菌塊として,各実験の

試料 とした｡

｡走査電顕用試料

試料は, ReeseandKarnovsky (1967)9)の

変法により, 0･1M cacodylate buffer (pH

7･2)で緩衝 した 1% glutaraldehyde と 1%

治 93

paraformaldehyde の混合液中に, 分散浮遊さ

せて6-12時間前固定 し,0･25M sucroseを含む

同緩衝液で 2時間洗浄 した後, 1% Os04を含む

同緩衝液 で 14-24時間後固定を行なった｡ 次い

でアセ トン脱水,臨界点乾燥 (日立 HCP-1型),

カーボンならびに金パラジュウム合金で蒸着後,

検鏡 (日立 SSM-2型走査電子顕微鏡)した｡

｡透過電顕用試料

Veronal-acetatebuffer(pH7･4)で緩衝 し

た 1%OsO4(KellenbergerandRyter,1958)10)

で, 4oC,･18-24時間固定 し,同緩衝液にて室温

で30分-1時間洗浄後,0･5%酢酸 ウランを含む

同緩衝液や 2-4時間ブロック染色を施 した｡次い

でエタノール脱水 し, 適法に従い,エポキシ樹脂

(Epon812)に包埋 した｡ ウル トラミクP ト-ム

(PorterB･loomMT-1型)で超薄切後,酢酸 ウラ

Fig.1 I-.buccalisの一般形態

A:走査電顕像｡ 菌体のほぼ中央に切れ込み (矢印)が見られ, 対をなした 2つの

細胞である (ATCC19616)0×7,500
BとC:透過電顕像oB:縦断,C:横断,Bには隔壁 (Sep)が見られる (ATCC

19616)0×26,000
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Fig･2 L･buccalisの高倍像

A:縦断 (ATCC19616)
B:横断 (ATCC14201)

菌体外側から,外膜 (OM),innerdense

layer(DL), 細胞質膜 (PM), が認めら

れる｡外膜は単位膜から成 り,波状構造を

示し,毛状の突起 (Spike)を持つ｡inner

denselayerは厚 く平坦である｡細胞質膜

は, 単位膜から成る｡ 細胞質には, DNA

舷経が明瞭な核質 (N)と,細胞質膜に連

続する膜構造物 (Bの M, この場合は,

peripheralmessome)が見られる｡ リボ

ゾーム粒子も比較的明らかである｡

A:×70,000,B:×70,000
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Fig.3 メソゾ-ムの分類

Ml):peripheralmesosome Mc:centralmesosome Ms:septalmesosome

A:細胞周辺部に位置するperipheralmesosome｡周囲に隔壁の形成は見られない｡×90,000
B:細胞の中央部にまで発達した centralmesosome,と隔壁 (Sep)の中央部に近接 した小さな septal

mesosomeo centralmesosomeの周観に核質 (N)が密接 している｡×60,000
C:innerdenselayerの肥厚部分 (crosswall)に見られる比較的大きな septalmesosome｡×60,000
D:隔壁中央部に近接して存在する大きなseptalmesosome｡×50,000
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Fig.4 対数増殖期の細胞形態

A:核質をもたない細胞 (矢印),minicellに相当すると考えられる｡×25,000

B:核質 (N)を極小量もつ細胞｡×42,000

C:菌体の側面から実起を出して分裂する細胞 (矢印)0 ×25,000

DとE:一部分が大きく膨隆した細胞.核質部分 (N)は,Eで非常に明瞭であ
るが,Dでは,DNA舷経がリボゾーム飯域に混在している｡
D:×13,000,E:×14,000

ソとクエン酸鉛で二重染色し,加速電圧 75KVな

らびに 100KVで検鏡 (日立 HU-11Ds型電子顕

微鏡)した｡

結 果

1. L.buccalisの一般的形態

通常観察 される本菌は, 細胞 1個の長さが 約

5-9β,直径が約 0.6-0.8〃の梓菌である (Fig･

LA,B,C)｡大部分の細胞は2個対を なして観

察され (Fig･トA),細胞が 1個独立 して見られ

るのは 希で ある. 透過像に おいては, 細胞が縦

断されると, よく隔壁 (septum)が観察 される

(Fig･LB)0

細胞壁は,外側から,外膜 (outerJnembrane)

ノ
3,㌔

私
感

と, 比較的厚 く電子濃度 の 高 い innerdense

layerから成っている｡外膜は,波状にうねった

厚さ約7-8nmの単位膜 (unitmembrane)から

成 り,グラム陰性菌特有の像 (DePetris,19655),

Murrayeial.,19656),Schnaitman,197111))を

示す (Fig.2-A,B)｡外膜表層には,長さ約30-

50nmで,巾約 1- 1･5nmの毛状の突起があり,

その殆んどが 一定方向に傾斜 している (Fig･2-

A,B)｡外膜の波状構造には,平均の長 さ約 40-

60nmの周期性があり,その高さは約 10-30mm

である｡

外膜と innerdenselayerとの間隔は,外膜

の波状構造に対応 して,広い所で約 20-30nm,

狭い所で約 3-10nmである｡
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innerdenselayerから約 5-10nm離れて,

単位膜から成る細胞質膜がある｡ 細胞質膜には,

波状構造は見られない｡

細胞質内には, 大部分を占める電子濃度の高い

リボゾーム粒子を主体とした領域 と, DNAの細

い繊維の見られる電子濃度の低い核質領域とが区

別される (Fig.2-A)｡

リボゾームを主体 とした領域には, 単位膜から

成るよく発達 した 膜構造物 (mesosome)が見ら

れる (Fig.2-B,3-A,B,C,D)｡

このメソゾ←ムは, その細胞質内の局在位置か

Fig.5 192時間培養の細胞形態

A:縦断,B:横断 (共に ATCC19616)

外膜の牧状構造は,平坦化し,不明
瞭である｡リボゾーム敵城が細胞の

周辺部に集まり,リボゾ-ム粒子は

不明瞭である｡残りの細胞質は電子

濃度の低い領域となり,DNA繊維

も不明確である｡変性したメソゾー

ム様の膜構造物 (M)が見られる｡
A:×65,000,B:×65,000

ら,次の3種類に分けることができる｡

第 1は,peripheralmesosomeである｡これ

は, 菌体の 周辺部に位置 し, 隔壁と直接の 関係

をもたない (Fig･2-B,3-A)｡ 第 2は,central

mesosomeで,細胞の中央に位置することが多 く,

しばしば 核質との関係が 見られる (Fig･3-B)｡

第 3は,septalmesosomeで, 隔壁の近傍に位

置 し,隔壁の形成 と関連している (Fig･3-C,D)0

これらは いずれも, Fitz-James(1960)12)の定

義に適合 して,細胞質膜 との連続性が認められる｡

peripheralmesosome と centralmesosome
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Fig.6 Fig.7
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Fig.6 隔壁形成過程 (septateformation)

A:細胞質膜の陥入開始 (矢印)｡innerdenselayerからは,この陥入部に2本

の突起が伸長している｡この形の innerden苧elayerの肥厚は希である｡

×80,000

B:innerdenselayerの肥厚｡ 細胞質膜陥入部位へ,innerdenselayerの肥

厚によるcrosswallが形成され始めている｡この近傍によく発達したseptal

mesosome(Ms)が見られる｡×80,000

C:細胞質膜の陥入に伴って伸びるcrosswall｡細胞中央に大きな centralmesO -

some(Mc)が見られる｡×80,000

わ:細胞の中心部で融合直前の CrOSSWall｡×80,000t

E:完成した隔壁 (transverseseptum)｡隔壁隅角部に,septalmesosome(Ms)

が 3つと,隔壁中央部に近接して小さな septalmesosome(Ms) が見られ

る｡×80,000

Fig.7 細胞分離過程 (cellseparation)

A:外膜の陥入開始｡ 隔壁中央部に縦方向に走る電子濃度の低い層が 現われてい

る (矢印)｡隔壁の隅角近傍に比較的大きな septalmesosome(Ms)が見ら

れる｡×80,000

B:外月英の陥入の進行｡ 隔壁内の電子濃度の低い層が明瞭になり, その巾を増し

ている｡ 隔壁の隅角近傍にやはり大きな septalmesosome(Ms)が見られ

る｡陥入部位の外膜には,毛状構造物がなくなり,波状構造もやや平坦化し

ている (矢印)0 ×80,000

･C:外膜の陥入が進み, 隔壁がほぼ2本の電子濃度の高い層に分割されている｡

×80,000

D:陥入した外膜が,細胞の中央で融合しているox80,000

E:細胞分離の完了｡ 外膜は,各々の細胞の表面を覆っている｡ 陥入部外膜に接

して blebが見られる｡×80,000
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Fig.8 分裂過程の微細構造変化の模式図

1:L buccalisの細胞壁構造｡

outermembrane :外膜｡

denselayer :innerdenselayer｡
plasmamembrane:細胞質膜｡

外膜は,波状構造を示し,その表層に毛様の構造物をもつ｡

2-5:隔壁形式 (septateformation)｡

2:細胞質膜の細胞質への陥入とその中への innerdenselayerの肥厚｡

a:crosswallの形成.

4:crosswallの細胞質-の伸長｡

5:隔壁 (transverseseptum)の完成｡

6-9:細胞分離 (cellseparation).

6:外膜の陥入開始と septum の中に電子濃度の低い層の出現.

7:外膜の陥入の進行と septum 中の電子濃度の低い層の成長｡

B:外膜の陥入の進行と septum の2層-の分離｡

9:外膜陥入の完了,即ち,細胞分離の完了｡

- 31-
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Fig.9 走査電顕による細胞分離の過程

A:対をなした梓状細胞｡切れ込み (矢印)が観察される｡×6,500
B:細胞分離が進行すると共に,各々の娘細胞は伸長しているoX6,500
C:各々の娘細胞は伸長して,

が進んでいる｡×6,500

は比較的大 きいものが 多 く,septalmesosome

は小さいものが多い｡

2. 培養時期による形態変化

若い培養菌体には, 通常の均等な分裂とは異な

り,不均等な分裂が多 く見られ, 一方の娘細胞が

極端に小さいものが多い｡例えば, 核質を全 く持

たないもの (Fig.4-A), 持っていても極少量の

もの (Fig.4-B), 菌体の側面から小さな突起を

出して分裂するもの (Fig.4-C)が見られる｡

また, 細胞の一部が大きく膨隆したものも見ら

れる (Fig･4-D,E)0

しかし,これらの細胞形態は, 培養が長 くなる

と全 く見られなくなる｡

さらに切れ込みが深くなって,細胞分離

若い培養菌体における微細構造上の特徴は, 核

質と リボゾ-ム領域が 明確に 区別できる こと,

DNA 繊維が明瞭であること (Fig.4-E)である

が,時には,明瞭な核質部分を持ちながら, 一部

の DNA繊椎が リボゾーム領域にま昆在 しているも

のも見られる (Fig･4-D)｡ しかし,いずれもリボ

ゾ-ム粒子は明瞭である｡

培養時間が,48時間,またはそれ以上の古い培

養菌体では, 外膜 と細胞質に,Fig･5-A,Bに示

される様な変化が 見られる｡ 即ち, 外膜は かな

り平坦 になり, 波状構造が 不明瞭 となる｡ 周期

性も殆んど失われる｡ これに対応して, 外膜 と

innerdenselayerとの間隔も,広い所で約 15-
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Fig.10 細胞分離がほぼ完了している細胞

この段階になると,伸長した2つの娘細胞の中央に,初期の細胞分離が観察され
る｡×6,500

20nm,狭い所で5-10nm となる｡

細胞質では, リボゾ-ム領域において, リボゾ

ームを粒子として確認し難 くなると共に全体に電

子濃度が高 くなり, それらは細胞質周辺部に集ま

る様になる｡残 りの細胞質の多くは, 電子濃度の

低い 部分で 占められ,DNA繊維は不明確 にな

る｡また, 変性したメソゾ←ムと思われる膜構造

物も見られる (Fig･5-A)｡

3. L.buccalisの細胞分裂

この 菌の事裂過程を透過電顕で 連続的に 観察

すると,分裂は, まず細胞質膜が分裂部位で半円

形に細胞質内へ陥入することから始まる (Fig･6-

A)｡ 次いで, innerdenselayerは, 細胞質

膜の陥入部位で 肥厚 し, 約 40nm の厚さの突起

となって細胞質膜の陥入部分へ伸びてゆく (Fig･

6-B)｡ この 突起の伸びは, 細胞質膜の細胞質内

への陥入と共に進行する｡innerdenselayerの

肥厚は1カ所から起こる場合が 多いが (Fig･6-

B),時には2本の突起として認められる場合もあ

る (Fig.6-A)｡ また, 陥入した細胞質膜がメソ

ゾ←ム (septalmesosome)と連続して観察され

る場合もある (Fig･6-B)0

innerdenselayerから垂直に伸び出した突

起は,巾約 40-50nm の厚い, 電子濃度の高い

crosswall となり, 細胞質膜と一定間隔 を保

って 陥入 する (Fig･6-C,D)｡ この時期 には,

分裂 部位 近 くに大 きな ラメラ状 の メソゾーム

(centralmesosome)が 見られる ことが ある
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Fig.11 細胞分離過程にある細胞の縦断像

中央では,娘細胞間の細胞分離が進んでいる｡この段階になると,それぞれの娘
細胞の中に crosswallの形成が始まる｡(この時期の細胞は,Fig･9-Bまたは
9-Cに相当すると思われる)0 ×25･000

(Fig.6-C)｡また,陥入開始部位の隅角に近接し

て,比較的小さいメソゾーム (septalmesosome)

が観察されることもある｡

次に,陥入した細胞質膜は, 対向して陥入して

きた細胞質膜 と,細胞のほぼ中央で融合 し, さら

に crosswallも互いに融合 して,巾約40-60nm

の隔壁 (transverseseptum)を形成する (Fig･

6-D,E)｡ この段階で, 細胞質膜は2つの別々の

細胞質を覆 うことになる｡ この 時点 にも, 陥入

開始部位の隅角付近にメソゾーム (septalmesO-

some)が見られ, 時に,4つの隅角 部分の うち

3つにまで見られることも ある (Fig.6-E). ま

た,細胞質膜の融合部分に, 比較的小さなメソソ

ーム (septalmesosome)が見られる場合 (Fig･

3-B,6-E)と,centralmesosome様の大きなメ

ソゾーム (septalmesosome)が一見ちれる場合

(Fig･3-D)とがある｡ これらは, いずれも隔壁

側の細胞質膜と連続している｡

以上が, 分裂に伴 う隔壁形成 (Septatefor-

mation)の全過程である｡この間,細胞壁の外膜

は,形成された隔壁とは直角に細胞の外表を覆っ

たままであって,innerdenselayerや細胞質膜

とは行動を共にしない (Fig.6-E)｡

次に,細胞壁の外膜が陥入 (invagination)を

起こし始める (Fig･7-A)｡ この陥入を起 こして

いる部分の外膜では, 波状構造が不規則になり,

かなり平坦になる｡また, その表層野毛状の突起

も観察されなくなる (Fig･7-B)0

一方,隔壁 (transverseseptum)は,徐々に

その厚さを増して約 50-80nm となり,その中央

部に縦方向に走る電子濃度の低い 層が現われる

(Fig･7-A)｡ この 時期には, 隅角部付近に 見ら

- 34-



浦 田

れた小さな septalmesosome は観察されなく

なり, 隅角及び隅角周辺に, 割合大きな septal

mesosomeが見られることが多い (Fig.7-A,B)0

外膜の陥入が進むにつれて, 隔壁の中央に現わ

れた電子濃度の低い層の巾は広 くなり, 隔壁ば,

電子濃度の高い,巾約 10-20nmの2つの層に分

割される｡ そして,この電子濃度の低い層に向か

って,外膜の陥入が進行する (Fig.7-C),0

外膜はさらに陥入して,細胞の中心付近で,対

向して陥^･してきた外膜 と融合する (Fig.7-D)0

そして, 各々の娘細胞の 表面を完全に覆って,

細胞分離 (sellseparation)の過程が 完了 する

(Fig･7-E)｡この時期には,陥入している外膜の

外側に, bleb(BurdettandMurray,1974)13)

と呼ばれる小胞が観察される (Fig.7-E)｡この小

胞の膜は,単位膜から成 り,直径は30-50nmで,

その表面には毛状の突起を欠き, 分裂部位の外膜

に密着している｡

以上, この菌の分裂時における隔壁形成と細胞

分離の全過程を 図示 すると, Fig.8の如 くであ

って,本菌の細胞分裂においては, 隔壁形成 と細

胞分離の2つの過程が明確に分かれている｡

次に,走査電顕によってこの菌の分裂過程を調

べてみると,この菌の分裂の始まりは, まず卜菌

体の中央部 における切れ 込みとして観察 される

(Fig･9-A)｡ ついで, 2つの娘細胞の長さは長

くなり,娘細胞の間の切れ 込みが, 更に深まる

(Fig.9--B)0,との時期においても,娘細胞はなお

その長さの生長を続ける (Fig.9-C)｡ そして,

娘細胞間の細胞分離が殆んど完了する段階になる

と, それぞれ2つの娘細胞の中央部に,再び新た

な切れ込みが観察される (Fig･10)｡

そこで,2つの娘細胞の間の細胞分離と, それ

ぞれの娘細胞内における隔壁形成の開始時期との

時間的関係を透過電顕で 調べてみると, Fig･ll

に示す如 く, 2つの娘細胞の間に形成された隔壁

の中へ, 細胞壁の外膜が陥入を起 こしている細胞

分離の初期から中期にかかる段階において, 各娘

細胞のほぼ中央部に,innerdenselayerの内部

肥厚 (隔壁形成野初期段階)が観察される｡ この

ことは,Fig.9-B および 9-Cで示された2つの
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細胞の細胞質中では, 外からは見えないけれども

かなりの程度に隔壁形成が進行しているであろう

ことを示唆している｡

考 察

1. L.buccalisの微細構造について

L.buccalisATCC14201株および19616株で見

られる外膜の毛状構造物は, Kondo,Satoand

Ozawa(1976)14)によって既に報告され,この菌の

示す赤血球凝集性と, 唾液を coatしたェナメル

質粉末に対するこの菌の吸着現象に関係した構造

物であることが証明されている｡

外膜の波状構造は, ある種のグラム陰性菌が示

す特徴の1つであるが,本菌の場合, 分裂をしな

くなったと考えられる長時間培養の細胞では, こ

の波状構造が不明瞭となり, 平坦化して,殆んど

認められなくなる｡また,細胞分離の段階でも,

陥入を起 こしている外膜部分では, 波状構造の平

坦化がみられる｡この現象は外膜の増生機能と関

係があるかも知れない｡ Cole(1964)15)の報告に

よると, グラム陰性菌であるチフス菌の外膜の増

生は, 特定の 部位で 行なわれて いるのでは なく

て, 外膜全周にわたって一様に増生が行なわれて

いるという｡このことから,L.buccalisの外膜の

波状構造は, 余分に増生された外膜の貯えである

とも考えられる｡細胞分離の段階において, 陥入

する外膜の波状構造が平坦化するのは, 陥入部分

では, 外膜の 陥入速度に比べて膜の 増生速度が

遅いためであるかもしれない｡また, 分裂能のな

くなった細胞で外膜が平坦化するのは,細胞の分

裂,伸長が止まる前に,外膜の増生が止まり, 貯

えられていた余剰の外膜が全て供給されてしまう

ことによるとも考えられる｡

細胞壁の内層を構成する innerdense layer

は,"rigidlayer''(Weidel,FrankandMartin,

1960)16)とも呼 ばれ, 全ての細菌細胞の形態を規

定する硬割を果たして いる, リゾチ-ム感受性

の ペプチギグリカン層で あると考え られて いる

(Weidbletal･,196016),Bladenand Mergen-

hagen,196417),Carson and Eagon,196618),

DePetris,196719),Schnaitman,197111))0
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Bladenetal.,(1964)17)は,Veillonellaのwhole

cellを リゾチ-ムで処理することによってこの層

が消失することを報告しているが,本菌の場合,

同様の処理によってもこの層は消失しなかった｡

しかし, 切片- リゾチーム消化--メテナミン銀法

(小池,中島,1972)20)を用いることによって,

この層がペプチ ドグリカン層であることを確認 し

ている (浦田,近藤,小沢)21)0

この菌の innerdenselayerの特徴は,その

厚さが,他のグラム陰性菌,例えば,E.coli(De

Petris,1967)19)や Fusobacierium (Takagiand

Ueyama,1963)22)で示されている薄い (2-3mm)

innerdenselayerに比較して,非常に厚い (10-

20nm)ということである｡この性状は,この菌の

グラム染色性と関係 しているとも考えられる｡ と

いうのは,一般に,グラム陽性菌の innerdense

layer は 非常に 厚い｡ 例えば,B･megu'erium

(Ellareta1.,1967)8)の innerdenselayerの

厚さは,15-20nm であると報告されている｡ま

た,細胞壁の外膜構造 は グラム陰性菌の特徴 を

示 しながら, そのグラム染色性が陽性から陰性に

変わる gram-variablecoccus(Gilleland,Jr.,

RothandEagon,1971)23)では, 厚さ約 10nm

の innerdenselayerをもつといわれている｡

さらに,細胞壁の表層構造 は グラム陽性菌 の特

徴 を持ちながら, グラム染色性の 点 で gram-

variableな性質を示す Closiridiumihermohydro-

suljおricum と Cl･ihermosaccharolyiicum にお

いても この層 の厚 さが 5-8nm (Sleytrand

Glau_ert,1976)24)であると報告されている.

要するに,gram-variabilityを示す菌種では,

共通して,その innerdenselayerがグラム陽

性菌と陰性菌の中間的な厚さを示すと言える｡

既に, Bartholt)mew,Cromwelland Can

(1965)25)が 証明した如 く,細菌の グラム染色性

は細胞壁の性状に依存するものであるという｡ す

なわも,グラム陽性菌の細胞壁は,細胞内に振 り

込まれたアニリン色素に対するエタノールの脱色

作用を妨害するが, グラム陰性菌の細胞壁はこの

様な妨害作用を示さないということである｡

従って, Sleytreta1.,(1976)響嘉考察 してい

る如 く, エタノールの脱色作用に対 して示す細胞

壁の抵抗性の強弱が, ペプチ ドグリカン層の厚さ

にだけ依存 しているとするならば, グラム陽性菌

と陰性菌の 中間的な ペプチ ドグリカン層の厚さ

をもつ細菌種が,gram-variableな性質を示す

ことを説明できるかもしれない｡しかし, 本菌に

おいては,グラム陽性に染まる時期の細胞と, 陰

性に染まる時期の細胞とで,innerdenselayer

の厚さに顕著な変化が 認められな かった ので,

gram-variability が, ただ単に innerdense

layerの厚さだけに依存するのではなく,形態学

的には認められないこの層の分子構造上の変化と

か,あるいは, その外膜を含めた細胞壁全体の透

過性の変化に起因しているのではなかろうかと考

えられる｡

本菌が他のグラム陰性菌と異なるもう1つの大

きな形態学的特徴は,メソゾ-ムが非常によく発

達 しているということである｡ グラム陽性菌にお

けるメソゾ-ムの存在 はよく知られているが,一

般に, グラム陰性菌でメソゾームが観察されるの

は希である｡

メソゾ-ムの機能は今なお不明であるが,細胞

壁物質の合成 と隔壁形成 (小池,中島,197220),

ThorneandBarker,197226)),ならびに,核物

質の配分と細胞分裂の制御 (Ryter,1968)27)等に

関与する小器官であると考えられている｡ また,

川田 (1972)28)は,A型ボツリヌス菌で, メソゾー

ムを2つの膜画分として抽出し, 各々に機能分化

があるものと推定している｡

今回,I,.buccalisのメソゾ-ムを細胞内 にお

ける局在部位によって3つに分類したが, この3

種類のメソゾ-ムの機能として, (1)peripheral

mesosomeは菌体の伸長のための細胞壁物質の増

生に関与し,(2)centralmesosomeは,核質と

密接な関係 をもつことから, 核物質の配分と細

胞分裂の制御に関与し, (3)sep-t鼓 サmeSOSOme

は, 隔壁形成のための細胞壁物質の内部増生に関

与しているであろうと考えられる｡

おそらく,I,･buccalisで認められたこの様なメ

ソゾ-ムの発達は, この菌で明確に示される隔壁

形成や,厚い innerdenselayerの存在とに深
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く関連しているのであろうと推定される｡

2･ L.buccalisの分裂について

この菌の若い培養においては, 不均等な分裂を

する細胞が多く, その中に核質をもたない細胞が

見られた (Fig.4-A,C)｡この細胞は,DNA を

持たないことと, 培養が進むと全 く見られなくな

ることから, 分裂能を持たない細胞で あると考

えられる.従って, この細胞は, Alder,etal.,

(1967)29)がE.coliについて 報告した, 核質を全

く持たず,分裂能を欠如する りminicellMに相当

するものと思われる｡

また∴若い培養で, 極少量の核質をもつ小さな

細胞 (Fig.4-B)や,細胞の一部が膨隆した細胞

(Fig･4-D,E)も見られたが,この様な細胞が果

して分裂能を有するものか, またもしあるとすれ

ばどの様 な分裂 をするものであるかは不明 であ

る｡しかし, 少なくとも培養が進むと観察されな

くなることから,これらの細胞は分裂能を持たな

いか,あるいは, 正常の細胞形態へ復帰する能力

をもつものと考えられる｡

次にこの菌の分裂様式であるが, 一般に,グラ

ム陽性菌の細胞分裂過程は,隔壁形戚 (septate

formation)と細胞分離 (cellseparation)の2

つの段階が 明確に 区別 されている｡ 例えば,CJ.

thermohydrosuljuricum や Cl.ihermosaccharo-

1yiicum の細胞壁は2層の構造から成 り,このう

ち隔壁形成に関与するのは, 内側に存在するリゾ

チーム感受性の mureinlayer(ペプチ ドグリカ

ン層)であって, その外側にある電子濃度の低い

surfacelayerは隔壁形成の過程に全 く関与しな

い (Sleytreta1.,1976)24)0

これに対して, 一般に オス ミウム酸 で 固 定

(Kellenbergeretal･,1958)10)されたグラム陰

性菌 (Enterobacteriacea- SteedandMurray,
196630),HaemoPhilus- Reyn and Birch-●

Andersen膏 96631),SPirillum - Steedeta1.,

196630),A･eudo叩OnaS- WiebeandChapman,

196832)) において隔壁形成 が見られるのは 希で

あり, 細胞 はただ 単 に初期 の 分裂部位 で 収縮

(constriction)するだけで, 細胞質膜を含む全

ての walllayerが,一緒に陥入 (invagination)
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を起こして分裂してゆくとされている｡ ただ,吹

のグラム陰性菌 (Neisseriagunorrhoeae- Fitz-

James,196433),Westling-H畠ggstr6m eta1.,

197734), 高温 (45oC)培養の E.colt- Steed

eta1.,196630),N.meninBiiidis- Cesariniet

al･,196735),Bacteroidesconvexus- Ushijima,

196936),Gram-variable coccus- Gilleland

etal･,197123),E･coltchain-forming envA

mutant - Normark,)Boman and Bloom,

197137),E･coltchain-formingenvCmutant-

Rodolikseta1.,197338))では,隔壁 (septum)

の形成とメソヅームが観察されている｡

しかし, 以上に掲げた グラム陰性菌 の 隔壁形

成による分裂は, グラム陽性菌の分裂様式 (例え

ば,B･舶bguterium- Ellareta1.,19678))とは

異なっている｡既にUshijima(1969)36)が指摘し

ている如S∴ これらのグラム陰性菌 では, 隔壁

(transverse septum)が完成するのは,細胞壁

の外膜がかなり陥入 (invagination)を起 こした

後に なって からで あって, 隔壁 形戚 (septate

formation)と細胞分離 (cellseparation)の段

階 が 明瞭に 区別 できないということである｡ ま

た,一これらのグラム陰性菌の隔壁は,その CrOSS

wall形成の初期から,innerdenselayerが凹こ

む様な形で細胞質膜の陥入部へ伸びてゆくのであ

って,グラム陽性菌の如 く,innerdenselayer

が一部で肥厚 し, 一層の厚い突起となって細胞質

内へ伸び出してゆくのとは異なっている｡

従って,これらのグラム陰性菌における隔壁形

成は, グラム陽性菌のそれと類似 しているのでは

なく,constrictionの過程で,外膜の陥入が細胞

質膜や innerdenselayerの陥入よりも時間的

に少し遅れて進行 しているだけにすぎない｡

これに対して L･buccalisの隔壁形成は, グラ

ム陽性菌と同様に,まず innerdenselayerが

肥厚 し,それが一層の厚い突起となって細胞質膜

の陥入部に伸長することによって完成する｡この

間,細胞壁の外膜は形成された隔壁とは直角に細

胞の外表を覆ったままであって, この外膜が陥入

を起こすのは,隔壁形成が完了し,細胞質が完全

に2分された後になってからである｡
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Fig.12 L.buccalisにおける細胞分裂と連鎖形成の関係

A:細胞分裂の完了直後の細胞｡細胞の中央部には,既に隔壁 (transverseseptum)
が完成していて,外膜の陥入が起こり始めている｡

B:細胞の伸長と外膜陥入の進行｡この段階で,2つの娘細胞の中央部に新しい隔壁

形成が始まる｡

C:細胞分離中期の細胞｡この段階で2つの娘細胞の隔壁形成は完成するが,この部
における外膜の陥入はまだ始まっていない｡

D:細胞分離完了直前の細胞｡2つの娘細胞では,外膜の陥入が起こり始める｡

この様にこの菌の細胞分裂は, 隔壁形成による

細胞質の分離段階 と, 外膜の陥入による細胞分離

の段階 とがはっきりと分かれている｡

以上のことから,L.buccalisの分裂様式と,他

の, 隔壁を形成 して分裂するグラム陰性菌の分裂

様式との間には大きな違いがあ り,L.buccalisの

分裂様式はグラム陽性菌の分裂様式に酷似 してい

ると言える｡

次に, この菌は, 普通 2個の細胞が連鎖をなし

て観察される｡ この理由を今回の観察結果に基づ

いて考察 してみ ると, 次の四段階の経過を考える

ことによって説明できると思われる (Fig･12)0

即ち, (1)細胞分裂の完了 した個々の細胞の中

央部には, 既に隔壁形成 (septateLformation)

が完了 していて, 外膜の陥入が起 こり始めている

(Fig.12-A)0 (2)細胞が伸長 して外膜の陥入が

進む段階で, 2つの娘細胞の中央部に新 しい隔壁

形成が起 こり始める (Fig.12-B)0 (3)細胞分離

(cellseparation)が中期の段階まで進行 したと

ころで, 2つの娘細胞における隔壁形成は完了す

る (Fig.12-C)｡そして, (4)細胞分離の最終段

陛では, 2つの娘細胞の完成 した隔壁内- 外膜の

陥入が起 こり始める (Fig･12-D)0

一連の細胞は, この様な経過を繰返すために,

常に細胞分離の段階を含むことにな り, 2個また

は4個の細胞が 連錆を形成 して観察されると考え

られる (Fig･9-A,B,C,10)｡ しか し,光顕 レベ

ルでは, 隔壁形成から細胞分離の初期の段階まで

は 1個の 細胞 として 観察 されると考えられるの

で,Fig･12-Cおよび Dの分裂時期にある細胞

ー 38-



浦 田

は, 2個の寒い細胞が連錆を形成 している様に観

察されると思われる｡

結 論

L.buccaiis ATCC14201株と19616株の微細

構造ならびにその分裂形式を電顕的に観察 して,

次の特徴を明らかにした｡

1) 本菌や細胞壁の外膜は, 波状にうねった厚

さ約 7-8mmの単位膜から構成されている点でグ

ラム陰性菌の特徴をもっているが, この菌の細胞

壁の innerdense layerは,他のグラム陰性菌

のそれと比較 してかな り厚 く, また,グラム陰性

菌では希にしか観察されないメソゾームが非常に

よく発達 している点で, グラム陽性菌によく似た

性状をもつことを明らかにした｡

2) この菌の細胞分裂の過程には, 明確に区別

される隔壁形成 (septate■formation)の段階と

細胞分離 (cell【Separation)の段階があることを

証明し, 本菌の分裂形式がグラム陽性菌のそれに

類似 していることを明らかにした｡

3) 通常 この 菌 が光顕 レベルで2個の細胞の

連鎖 として 観察 されるのは, Fig･12に 示 した

如 く, 2つの娘細胞の 間に 起 こっている細胞分

離 (cellseparation)の過程 と, それぞれの娘

細胞の細胞質内で 起 こって いる新 しい 隔壁形成

(septate formation)との間の, 時間的ずれに

よるものであることを明らかにした｡

最後に,多大な御指導,御助言を頂きました本学

解剖学第1教室小沢英浩教授に深く謝意を表します｡
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