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Haemophilus influenzae感 染 症 治 療 に お け る

ペ ニ シ リソ系 抗 生 物 質 の意 義 に つ い て(第3編)

Haemophilus influenzaeに 対するAmpicillin,Chloramphenicolな らびに

Kanamycinの 抗菌作用についての電子顕微鏡学的観察

生 方 公 子 ・沢 井 稔 ・紺 野 昌 俊

帝京大学医学部小児科学教室

(昭和53年6月2日 受付)

緒 言

第2編1)で 最 近 分 離 さ れ たHaemophilus influenzae

(以 下H.influenzaeと 略)の 各 種 ペ ニ シ リ ン 系 抗 菌

薬,Chloramphenicol(CP)お よびKanamycin(KM)

等 に 対 す る薬 剤 感 受 性 成 績 に つ い て し らべ る と共 に,各

抗 菌 薬 の 殺 菌 効 果 に つ い て も検 討 し報 告 した 。 そ れ ら の

成 績 に よれ ば,H.influenzaeに 対 す る殺 菌 効 果 はKM

が 最 も優 れ,次 い でCPで あ り,ペ ニ シ リン系 抗 菌 薬 は

最 小 発 育 阻 止 濃 度(MIC)は 優 れ て い るの に もか か わ ら

ず,殺 菌 力 の面 で 最 も劣 っ てい る こ とが 明 ら か と な っ

た。

H.influenzaeで の こ の よ うな 各 種 抗 菌 薬 の殺 菌 力 の

相 違 を,菌 の形 態 変 化 の面 か ら捉 え 比 較 した 報 告 は ほ と

ん ど見 当 らず,わ ず か にAmpicillin(ABPC)の 作 用 に

つ い て の報 告 が散 見 され る だ け で あ る2,3)。そ こ で 私 た ち

は,ペ ニ シ リン 系 抗 菌 薬 の 中 か らはABPCを 選 び,

H.influenzaeにABPC,CPお よびKMを 作 用 さ せ た

際 の,菌 の経 時 的 な 形 態 変 化 を,電 子 顕 微 鏡 学 的 に 比 較

観 察 した の で報 告 す る。

材 料 と 方 法

1. 使 用 菌 株

第2編 で 抗 菌 薬 の殺 菌 効 果 を し らべ るた め に 用 い た 化

膿 性 髄 膜 炎 患 児 由 来 のH.influencae TK167株(type b)

を 使 用 した 。

2. 使 用 培 地

培 地 はBacto Tryptic Soy Broth(Difco)を121℃,

15分 高 圧 滅 菌 後Fildes enrichment(Difco)を5%の

割 合 に 加 え た もの を 使 用 し た 。

3. 電 子 顕 微 鏡 用 試 料 作 製

H.influenzaeの 対 数 増 殖 期 の 菌 に 対 し て,ABPC,CP

お よびKMを 各 々添 加 し,添 加後1時 間,2時 間,3時

間 お よび6時 間 後 に 電 子 顕 微 鏡 用 試 料 を作 製 した 。 な お

TK167株 のMICは,寒 天 平 板 法 で106/mlの 接 種 菌 量

の 時ABPCに0.39μg/ml,CPに1.56μg/ml,KMに

3.13μg/mlで あ る 。CPとKMに つ い て は,MIC濃 度

の 薬 剤 を 作 用 させ た が,ABPCに つ い て は第2編 で述 べ

た 光 学 顕 微 鏡 下 に お け る菌 の 形 態 変 化 の成 績 か ら,菌 が

フ ィ ラ メ ン トを形 成 し始 め る0.2μg/ml(1/2MIC)と

菌 が ス フ ェロ プ ラス トに な り始 め る3.13μg/ml(8MIC)

を 作 用 させ た 時 の試 料 を 作 製 した 。

試 料 の 作 製 方 法 は,各 観 察 時 間 にお い て,培 地 に直 接

1%に な る よ うにglutaraldehydeを 加 え て4℃ に30分

ほ ど静 置 し た後 遠 心 集 菌 した 。 これ は薬 剤 の作 用 に よっ

て も ろ くな っ た菌 体 が 遠 心 時 に 損 傷 を受 け る の を 防 ぐた

め に 行 な っ た もの で あ る。 菌 は さ ら に2%のglutar-

aldehyde液(0.1M phosphate bufferでpH6.1に 調

整)に 浮 遊 させ,4℃ で3時 間 固 定 し,そ の 後phos-

phate bufferで3回 遠 心 洗 浄 し た 。 次 い で1%のos-

mium tetroxide(veronal acetate bufferでpH6.1に

調 整)で4℃,1晩 固 定 した 。 翌 日エ チ ル ア ル コー ル ・

ア セ トン系 列 に よ り脱 水,Epon 812に 包 埋 した 。Portor

Blum MT-1型 ミク ロ トー ム に よ り超 薄 切 片 を 作 製 し,

uranyl acetateとlead citrateの 二重 染 色 を 施 した 後,

日立11E型 電 子顕 微 鏡 で 観 察 した 。

結 果

1. 薬 剤 無 処 理(コ ン トロ ー ル)に お け るH.influ-

enzaeの 形 態

Fig.1に は 薬 剤 無 処 理 の対 数 増 殖 期 のH.influenzae

の 超 薄 切 片 像 を 示 した 。 細 胞 質 内 に は リボ ゾー ム粒 子 が

均 一 に 広 が り,核 質 部 分 に 相 当 す る構 造 も均 一 に 散 在 し

て い る 。菌 体 の 最 外 層 に は3層 構 造 を 有 す る細 胞 壁,そ

の 内側 に は2層 の 細 胞 質 膜 が認 め られ る。

2. ABPCを 作 用 させ た時 のH.influenzaeの 形 態 変

化

Fig.2はABPCを1/2MIC濃 度(0.2μg/ml)で3時

間 作 用 さ せ た 時 の 菌 の変 化 で あ る。 この よ う な 変 化 は

ABPCを 作 用 させ た後1時 間 の 像 に お い て も ま た6時 間

の 像 に お い て もほ ぼ 同様 で,菌 は フ ィラ メ ン ト化 す るだ
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けで,細 胞質内はもちろんのこと,細 胞壁にもほとんど

変化が認められなかった。このような像はMIC濃 度 で

もほぼ同様で,少 なくとも薬剤処理後6時 間までの間に

おいては溶菌を示すような像はみ られなかった。

ABPCをMICの8倍 濃度(3.13μg/ml)で 作用させ

た際の菌の形態変化は,作 用後1時 間でスフェロプラス

トを形成し始めるが,細 胞の内部構造は比較的均一で,

コン トロールのそれ と変 りなく,ま た細胞壁もほ とんど

完全な形で認められる。Fig。3に は薬剤作用後3時 間の

像を示したが,ス フェロプラスト化した菌はさらに大 き

くなり,5～7μmの 球状 となって細胞質内に空胞が出現

し始める。 細胞壁にはところどころにbleb様 構造 も出

現し,壁 の危弱化が推測されるが,ス フェロプラス ト全体

に細胞壁は残っているのが観察された。視野全体の細胞

をみても,溶 菌している細胞はほとんど認められなかっ

た。薬剤作用後6時 間目の像はFig.4aに 示 したが,3

時 間目の像に較べて菌の損傷が進んでいると思われる細

胞は少なく,や は りほとんどの菌が溶菌することなく細

胞実質を有し,ま たFig.4aの 一部を拡大 したFig.4b

の ように,不 完全ながらも細胞壁を保持していた。溶菌

像は全視野で1～2割 の細胞に認められたが,細 胞壁の

剥離 したプロトプラス トの像はみい出されなかった。

3. CPを 作用させた時のH.influenzaeの 形態変化

Fig.5はCPをMIC濃 度(1.56μg/ml)で1時 間作

用 させた時の切片像である。Fig.1の コントロールに較

べ,核 質部分が細胞の中心に凝集し始め,細 胞質内には

電子密度の多少高い凝集様の像がみられ,そ れ とほぼ同

じ大 きさの膜を欠いた空胞が出現する。細胞壁や細胞質

膜にはほとんど変化がみ られない。2時 間後になると,

Fig。6に 示 したように,上 述 した変化の他に細胞質内に

矢印で示 したように,細 胞の長軸の末端の位置に大 きな

空胞が出現し,中 に顆粒がヒモ状になった ような電子密

度の高い構造が観察された。3時 間後になると細胞質内

の変化はFig.7の よ うにさらに進行し,核 質部分の凝集

は一段 と強 く,木 定形な電子密度の非常に高い像が観察

された。また細胞質もよりコン トラス トを増し,空 胞は

融合して大きな空胞像としてみ られた。この他に,3時

間後の試料では一部の菌で細胞の実質の失なわれたと思

われる像もみられた。

3. KMを 作用 させた時のM.influenzaeの 形態変化

KMをMIC濃 度(3.13μg/ml)で1時 間作用 させた

時の形態変化をFig.8に 示 す。矢印で示した長軸の末端

の細胞質の部分に,電 子密度はリボゾームと同じ程度で

あるが,顆 粒がみられずもっと極小微細な物質でつまっ

たような部分が どの細胞にも出現する。この時間では他

の細胞質構造や細胞壁には著明な変化はみ られ な い。

Fig.9はKMを 作用させた2時 間後の像であるが,1時

間の像 と全 く様子を異にしている。前述したように,菌

体の長軸の末端の部分にみ られる極小微細な構造物の他

に,そ の周囲には電 子密度の高い比較的大きな リボゾー

ムが凝集したような顆粒が集合しているのが観察され,

その他の細胞質部分は全体的に極めて希薄になり,そ の

部分には正常な リボゾーム像 もDNA像 も認 め られ な

い。また細胞壁には明らかな危裂部位はみ られない。3

時間後になると,菌 は大部分溶菌 し,細 胞壁だけ残った

像が多数観察された。細胞実質の残っている像はほとん

どみ られず,細 胞の受けた損傷の強いことが 推 測 され

た。Fig.10に は先端の細 胞 壁が破れて菌体内容物の流

出したと思われる像を示した。KMを 作用させた時に生

ずるE.influenzaeの 溶菌像は,こ のように長軸の末端

の極小微細な物質でつまったようにみえる部分から溶菌

する像が多 くみられた。

考 察

グラム陰性桿菌に対するペニシリン系やセファロスポ

リン系抗菌薬の抗菌作用を,菌 の形態変化の面から追求

した研究は既に多数報告がみられる。一般的にはどの薬

剤によってもMICの 付近では菌のフィラメント化,さ

らにそれ以上の濃度では菌のスブェロプラスト化ないし

はプロトプラス ト化が起 り,細 胞壁の危弱部分から菌体

内容物が流出して溶菌に至 り菌は死滅する。ただしこの

ような形態変化の生ずる薬剤濃度は,そ れぞれの薬剤に

よってかな りの相違が認められる。すなわち,か つて私

たちがE.coliに つ いての成績で指摘したように,フ ィ

ラメント形成の幅が狭 く,ス ブェロプラストの形成が速

やかに起こる薬剤のほ うが,フ ィラメソト形成の幅の広

い薬剤よりも殺菌力が強 く,菌 の形態変化と薬剤の殺菌

作用の間に相関のあることが認められている4)。

さて,第2編1)でE.coliの 場 合と同 様 に,H.infln-

enzaeに 対するペニシリン系抗菌薬の作用を,菌 の形態

変化 と殺菌力の面から検討した成績を述べたが,薬 剤に

よって殺菌力にかな り差のあることがみい出された。そ

れらの中ではABPCが フ ィラメソト形成の幅も狭 く,殺

菌力も最も優れていたが,そ の際同時に観察した培地の

混濁の有無は,166/mlの 接種菌量ではMIC以 上 の薬剤

を含む液体培地中でも時間の経過 とともに濁度の上昇が

認められた。さらにそれらの塗抹標本および位相差顕微

鏡下での観察によって,菌 はフィラメン トやスフェロプ

ラス トを形成 しているだけで,ほ とんどの菌が溶菌して

いない現象もみい出された。このように溶菌し難い像は

E.coli等 ではみられなかった現象で あ る。同 じような

現象はBOTTONE等5)に よっても指摘されているが,本

編ではこの現象を菌の微細構造の面から追求し,解 明し
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ようと試みた。

結果の項に示 したように,1/2MIC濃 度 のABPCの

作用では,菌 は長いフィラメソ トを形成するだけで,細

胞壁や細胞質にはほとんど損傷がみられず,ま た8MIC

濃度では,菌 はスフェロプラス ト化し,時 間の経過に伴

い細胞壁にbleb様 構造が出現した。従 って,細 胞壁には

部分的に損傷のあることが推測されたが,薬 剤作用後6

時 間でも80～90%の 菌 は溶菌 しておらず,細 胞壁の残

存が認め られ,損 傷の弱いことが うかがわれた。

H.influenzaeの 薬 剤作用時における形態変化につい

ては,松 本3)およびKLEIN等2)に よって若干の報告がな

されているが,私 たちが ここに報告した所見 とは多少異

なっているようである。松本によれば,5μg/mlのAB-

PCを 作用させるとプロ トプラストや溶菌像がみられた

と報告してお り,KLEIN等 はMICの10倍 濃度でもフ

ィラメソト形成がみ られたと報告している点等である。

一方
,私 たちが観察した成績は,寒 天平板法により感

受性を測定する際にみられる菌膜の形成 と結びつ くので

はないかと考えられた。すなわち接種菌量が多い場合に

は,ABPC含 有培地上でも単にフィラメントやスフェロ

プラス トを形成するだけで体積は増大し,そ れが肉眼で

は菌膜 となってみい出され,接 種菌量が少なければ菌は

同様に変化しても体積増大が肉眼で判定出来ず,そ の点

をMICと 判定 していると考えられるのである。

このことは,Fildes enrichmentを 加 えた培地の浸透

圧が341mOsm/kgと 通常の培地に比して多少高いため

に溶菌 し難いこともあ るが,H.infiuenzaeの スフェロ

プラス トそのものがE.coliやProteus mirabilisの そ

れ と較べてより低浸透圧に耐え得るという報告もある6)。

そのようなことか ら他にも数株のH.inflnenzaeに つい

て検討したが,す べての株でABPC作 用 によっても菌は

溶菌 し難いことが判明し,臨 床分離株ではスフェロプラ

ス トの形成が一般的な現象を推測された。なお臨床上極

めて大切なことは,こ のようなスフェロプラス トが再増

殖可能であるか否かとい うことであ り,こ のことに関し

ては既にBOTTONE等5)が 寒天培地上の観察から再増殖

可能であることを推測 しているが,私 たちも位相差顕微

鏡下あるいは電子顕微鏡下で彼等の推測が正しいことを

みい出している。それらについては別に第4編 で述べる

として,こ のことから考察してもMIC以 上 の濃度で形

成されたスフェロプラス トは溶菌 し難 くviabilityを 失

っていないと考えられた。ABPCの 作用によって形成さ

れたスフェロプラストがなぜ溶菌に至 りに くいのかにつ

いては,今 後SPRATT 7)の 方 法による細胞壁中のpro-

teinと 薬 剤の結合性の面から検討を加えたいと考えてい

る。

次にCPを 作用させた時のH.influenzaeの 形態変化

について考察したい。従来CPの 作用機序に関しては,

E.coliを 用いて詳しく研究されて お り,そ の第1次 作

用点は蛋白合成系の50Sリ ボ ゾーム部分に付着してペプ

チド鎖の伸長を阻害すると考えられている。このような

CPの 菌に及ぼす影響については,既 にMORGAN等8)に

よってE.coliで 詳細に観察されているが,彼 等の成績

と私たちがH.influenzaeにCPを 作用させた際の形態

変化を比較してみると,膜 構造を持たない小 空 胞 の 出

現,核 質部分の凝集,リ ボゾーム等の変化は,非 常によ

く一致した形態変化であった。しかし,Fig.7に 示 した

ような変化を伴ったH.influenzaeは,第2編 で述べた

殺菌効果の成績 と併せて考えると,も はやviabilityは

失 っていると推測してい るが,E.coliの 場合には一部

の菌で薬剤除去後に元の正常な桿菌に戻 りうると彼等は

報告してお り,H.influenzaeに つ いても今後どの程 度

までのCP濃 度を作用させた時に再増殖が可能なのか,

その確認が必要であると考えられた。

最後にKMを 作用させた時の形態変化について考察し

たい。KMの 第1次 作用点は リボゾームの30S粒 子にあ

り,蛋 白合成のinitiationを 阻害すると考え られ て い

る。KMを 作用させた際の菌の形態変化は,若 干 の菌

種9,10)についてなされているが,腸 内細 菌 やH.influ-

enzae等 についてはほとんど検討されていない。ただし

ア ミノ配糖体系薬剤の うちGentamicin(GM),3',4'-

Dideoxykanamycin B(DKB),Amikacin(AMK)等

については,E.coli,Serralza,Pseudomonas aerugi-

nosaに 対する作用を形態変化の面から追求した成績は

既にあり,それらによると,菌種や菌株によってその形態

変化には多少の相違がみ られているようである11,12,13,14),

す なわち,IIDA等11)はDKBの 作用によりEcoliや

Psendomonas aernginosaで は細胞壁部分に多数のbleb

様構造の出現を報告しており,中 沢等12,13,14)はPseudo-

monas aernginosaに おいては、GMやDKBの 作用した

細胞壁部分のcut像 や その部分からの菌体内容物の流出

像を認めているが,Serratiaで は細胞壁のcut像 があ

まりみられなかったと報告している。私たちが観察した

H.influenzaeに 対するKMの 作用では,溶 菌像が1～

2時 間とい う極めて早い時期に出現 したことで はDKB

に似ていたが,細 胞壁の著しいcut像 はみられず,ま た

細胞内の変化はSerratiaの 場合に似ていた。そして,

と くに注 目したいことは,桿 菌の長軸の末端部分に極小

微細な物質でつまったような像が出現し,そ の部分の外

側から溶菌 していることである。さらに,薬 剤作用後2

時間 目で既に細胞質が希薄になった像や溶菌像が多 くみ

られたことは,第2編 の成績 と考え合せると,H.influ-
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Fig.1

Fig.2

Fig.1 Electron micrograph of Haemophilus influenzae No.167 strain. Control bacteria. Bar represents

1μm. ×60,000

Fig. 2 Thin section of H. influenzae exposed to 0. 2ƒÊg/ml (1/2 MIC) of ampicillin for 3 hours. The 

cells markedly elongated. •~42, 500
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Fig.3

Fig.4b Fig.4a

Fig. 3 Thin section of H. influenzae exposed to 3. 13ƒÊg/ml (8 MIC) of ampicillin for 3 hours. Large 

spherical bodies were observed. A few blebs on the cell wall and vacuoles in the cytoplasm were 

shown. •~18, 630

Fig. 4 a) Thin section of H. influenzae exposed to 3. 13ƒÊg/ml (8 MIC) of ampicillin for 6 hours.

×20,250

b) High magnification of cell wall. Damages of cell wall almost were not shown. 44, 550
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Fig.5

Fig.6

Fig. 5 Thin section of H. influenzae exposed to 1. 56ƒÊg/ml (MIC) of chloramphenicol for 1 hour. The 

nuclear material had begun to aggregate at the center of the cell. Cytoplasmic vacuoles devoid 

of limiting membranes were shown (•ª). •~72, 000

Fig. 6 Thin section of H. influenzae exposed to 1. 56ƒÊg/ml (MIC) of chloramphenicol for 2 hours. The 

large clusters tended to be located at the end of the cell (•ª). •~72, 000
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Fig.7Fig.8

Fig. 7 Thin section of H. influenzae exposed to 1. 56ƒÊg/ml (MIC) of chloramphenicol for 3 hours. The 

nuclear material was more coarce (•ª), and the cytoplasm was finely granular. •~62, 000

Fig.8 Thin section. of H. influenzae exposed to 3. 13ƒÊg/ml (MIC) of kanamycin for 1 hour. The stru-

cture with uniformal electron density were observed in the cytoplasm (•ª). •~60, 000
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Fig.9

Fig.10

Fig. 9 Thin section of H. influenzae exposed to 3. 13ƒÊg/ml (MIC) of kanamycin for 2 hours . Thinning 

of cytoplasm and electron dense granules at the ends of the cell were shown (•ª). 60, 000

Fig. 10 Thin section of H. influenzae exposed to 3. 13ƒÊg/ml (MIC) of kanamycin for 3 hours. Efflux of 

the cytoplasm was observed (•ª). •~50, 000
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enzaeの 損傷の程度はKMの 場合が最も強いと考えられ

た。ア ミノ配糖体系薬剤の作用が蛋白合成阻害にごあるに

もかかわ らず,細 胞壁部分にも強い損傷を与えているこ

とが示唆されたが,菌 種による形態変化の差についての

再検討 と共に,各 種アミノ配糖体系薬剤の作用機序につ

いてもさらに詳細に検討すべ きではないか と考 え られ

た。

以上,ABPC,CPお よびKMのH.influenzaeに 対す

る作用について,主 に菌の微細構造の変化か ら考察を加

えた。近い将来本邦においてもABPC耐 性 のH.influ-

enzaeが 問題視されようが15),そ の ような臨床例に遭遇

する時,果 してどの薬剤が使用可能であるか,選 択をせ

まられる時期が必ず到来すると思われる。その時のため

に,本 編で述べたことをも含めてH.influenzaeに 対す

るCPやKMの 作用を再検討する必要のあることが痛感

された。

要 約

H.influenzaeに 対 す るAmpicillin(ABPC),Chlo-

ramphenicol(CP)お よびKanamycin(KM)の 抗菌作

用を,電 子顕微鏡を用いて菌の微細構造の変化の面から

検討し,以 下の結果を得た。

1. ABPCの1/2MIC濃 度の処理では,菌 はフィラ

メソ ト状に伸長するだけで,細 胞壁や細胞質にはほとん

ど変化がみられなかった。

2. MICの8倍 濃度のABPC処 理では,菌 はスフェ

ロプラス ト化したが,6時 間後までの観察ではこのスフ

ユロプラス トの溶菌がほとんど認められなかった。また

形成されたスフェロプラス トには,細 胞壁が残存してい

た。

3. MIC濃 度のCPの 処理では,処 理後1時 間で細胞

質内に膜構造を有しない小空胞の出現 と核質部分の凝集

が認められた。2時 間後には細胞の端の部分に大 きな空

胞,3時 間後には細胞質のdensityの 増強 と空胞の融合

像 もみられた。

4. MIC濃 度のKM処 理では,1時 間後に細胞の長

軸の末端に顆粒を有 しない極小微細物質でつまったden-

sityの 一様な構造が出現するが他には変化は認められな

い。しかし2時 間後になると,細 胞内容物は菌の長軸の

末端に片寄 り,顆 粒状化し,菌 の中心部は著しく希薄に

なっている像が認められた。2～3時 間後には,菌 の長

軸の末端部分からの溶菌像が多数みられた。検討した3

剤の中ではKM処 理の場合が最も溶菌が早 く,強 い損傷

を菌に与えることが推測された。
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THE SIGNIFICANCE OF PENICILLINS IN THE TREATMENT OF 

HAEMOPHILUS INFLUENZAE INFECTION. PART III 

Electron Microscopical Observations of Antimicrobial Activities of 

Ampicillin, Chloramphenicol and Kanamycin against Haemophilus influenzae 

KIMIKO UBUKATA, MINORU SAWAI and MASATOSHI KONNO 

Department of Pediatrics, Teikyo University School of Medicine, Tokyo 

The actions of ampicillin (ABPC), chloramphenicol (CP) and kanamycin (KM) on H. influenzae were 

examined through the observations of changes in the fine structure of the organisms under electron 

microscope, with the following results : 

1. With the treatment of ABPC in 1/2 MIC, the organisms were merely elongated of filamentous 

shape, and scarcely any changes were observed in their cytoplasm or cell wall. 

2. With the treatment of ABPC in 8 times MIC, the organisms became spheroplasts, but lysis of 

these spheroplasts was hardly noted during observation continued up to 6 hours. The cell walls
, 

moreover, remained in the spheroplasts. 

3. With the treatment of CP in MIC, small vacuoles devoid of membranous structure appeared in 

the cytoplasm 1 hour after treatment, as well as agglutination of nucleoplasm. Two hours after that, 

large vacuoles appeared in the peripheral parts of the cells. Three hours later, the density of the 

cytoplasm increased, and fusion of the vacuoles was observed. 

4. With treatment of KM in MIC, no change occurred 1 hour after except for appearance of a stru-

cture with uniform density packed with ultrafine substances and containing no granules at the end 

of the long axis of the cell. When 2 hours elapsed, the contents of the cell were concentrated at the 

and of its long axis forming granules, while the central portion of the cell was markedly sparse. 

After 2•`3 hours, a number of organisms were observed to be undergoing lysis at the end of the long 

axis. It was inferred from the above findings that, of the 3 drugs, KM caused bacteriolysis in the 

shortest time and most severely injured the organisms.


