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1ま え が き

結核の研究を行 うに当つて,結 核菌の体内における消

長,例 えばその増殖状態や分布状態を調べたり,或 いは

免疫動物の菌に射する防禦力を調ぺたりする等,色 々の

目的から臓器内結核菌数の測定を必要 とする場合がしば

しば起つてくる◎この際染色標本による直接計算法と定

量培養法の2つ が考えられるが,最 近盛んに行われてい

るのは殆んど後者ばかりである。結核において,最 初に

定量培養法を実験に用いて生体内結核菌の消長を調べた

のはLangei)で,彼 は結核臓器の一定量をすり潰 して

emUlsionと し,こ れをsem憩eggmediumに 植 えて

発生する集落数から生菌数を測定 した。その後定量培養

に関する研究はかなり多 く,外 国では'MaxB・Lurie2)

8)等がこの方法で結捜菌の生体内における運命を克明に

調べ,わ が国では小川の～11)に よる定量培養の詳細な研

究が発表されている。しか しこの方法の大 きな欠点は,

臓器乳剤の適当な稀釈倍数を見付けるのが難かしいこと,

及び結果判定までに少なくとも1ヵ 月を要することであ

る。臓器内の菌数を正確に知るとい うことは極めて困難

な問題で,い ずれの方法によつてもかなりの誤差を許さ

なければならないが,同 じ程度の誤差で済むならば直接

計算法は極 く短時間内に結果が判定できるとい う点で培

養法に遙かに優るものといわなければならない。われわ

れは結核臓器内の菌数を計算するに当つてこの2つ の方

法を比較 して見たので,そ の成績をここに報告する0

2実 験 方 法

i)笑 験物動:体 重3ky前 後 の健康なる成熟家兎21

頭を用いこれに人型菌仲野株を静脈内に感染せしめた。

接種菌量は第1表 の通 りである◎

ii)直 接計算法;結 核感染臓器を正確に秤量して乳鉢

でよくす り潰 し100倍 量 の水を加えて均等な乳剤とす

る。これを検定 した注射器に正確に1ce吸 い上げ ピス

トンを押すことなしに自然にこれを滴下させ全体が何滴

になるかを数える◎これを3回 繰返 して平均を取るが,

滴数は殆病ど一定 していて1回 しか測らなくてもさした

る誤差は見られない程度である◎次に任意の10滴 を1

滴宛別々に才ブエク ト・グラス上に滴下し自然乾燥 した

後型の如 くZiehl-Nee18en法 によつて染色,各1滴 毎に縦

径と横径を測定した後鏡検する(上 の灘定で1ecがt

滴 とすればこの注射器でオブエクト。グラZに 落した1

滴 はi/tCCで ある)◎この染色標本に用いるオブエク ト。

グラスは完全に脱脂されたきれいなものでなければなら

ないので次の如 くして溝拭するe(1)10%NasHCO水

で10分 間煮沸 した後水洗,(2)ク ローム硫酸に1日 間

浸 した後流水中に2時 間置いて前者をよく洗い流す,

B)さ らに蒸鱈水で3回 水洗,(4)こ れを5%塩 酸 アルコ

ールにつけて保存,用 に臨んで1枚 宛 ビソセッ トで取 り

出し,新 しいガーゼで拭いて用いる○

以上の操作でオブエク ト。グラスは完全に脱脂され臓

器乳剤をは じくというようなことはなくなる◎静かに落

した1滴 は大体完全な円形であるが,乾 燥染色後には正

確にいうと円ではなく多少不規則な形を取るので,前 述

の如 く縦径と横径を測り,そ の面積を楕円と考えて近似

的に求めた◎

菌数計算は各1滴 の標本について任意の10視 野を択

んで菌数を数え,こ れを平均 して1視 野の平均菌数を求

める。この際数える視野はatrand◎x}の ものでなけれ

ばならないのは勿論であるが周辺部と中央部を均等に採

るようにする。一般に菌は周辺部に偏つて多数染め出さ

れるからである◎1滴 の標本における1視 野の平均菌数

が分つたならばこれからその1滴 の標本全視野の菌数を

計算によつて求めさらに任意の10滴 について同様に計算

した値を平均する。この値は臓器乳剤 王μ ¢¢に含まれる

結核菌の絶対数である◎標本の全視野の菌数を計算する

には予め顕微鏡の視野の直径をミクロメーターで測定 し

てその面積を出し,標 本1滴 の面積(そ の長径及び短径

をそれぞれa,bと すれば 「kxabと して求められる)

を これで割 り(標本における視野の数が求められる),こ

れに1視 野の平均菌数を乗ずれは艮い◎

以上を数式で表わせば臓器1gに おける菌数は次のよ

うにして計算できる◎

すなわち臓器乳剤1滴 をオブエクト。グラλに滴下し

て自然乾燥 ・染色 した時の長径をai,短 径 をbi(単 位

いずれ もmm)(i=1,2,…10・ 以下同じ),顕 微鏡1視
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野の直径をc(単 位y),1視 野における平均菌数をpi,

乳 剤1滴 の顕微鏡下における視野数をqiと すれば

臓器lgに おける菌数罵(1視 野の平均菌数)×(視

野数)X(乳 剤1eeの 滴数)X(乳 剤の稀釈倍数)

一譜piqixtx…

-f

。(P・q・+P・q・+P・iq・i+一'P1{1・1・ ・)xtx…

qi=(1滴 の面積)/(顕 微鏡1視 野の面積)

幸aibi/評 であるからこ純 代入して
コむ

求 め る鰍 一売 嵩p醐 瀞

一虚(P霊aIb霊 十P2a2b2十Psa:bj十 一一・・十Ploa蓋ebto)

xlos

最後 に計算値を1伊 倍する理由は標本の面積の単位が

館～が・顕微鏡視野の面積の単位が ジ,稀 釈倍数が102で

あ るからである。

ii五)定 量培養法:培 養法は大体小川の方法5)に 準 じ

た。すなわち臓器をすり潰 して1%NaOHを 少 し宛加

え,臓 器の種類,病 変の程度に応 じて適当と思われる稀

釈濃度の乳剤を3～4階 段作 り,そ のO・1eeを 小川培地

に加え,液 が培地の斜面全体にうるお うようにする。こ

れを斜面台に寝かせて37℃ の贈卵器に1～2日 放置 し

培養基面が乾燥 してから封螺 して培養を続ける。一つの

濃度について5本 宛の培地に植え,発 生するc◎lony数

は1週 毎に記録 した○

第1表 定量培養法による臓器内結核菌数の比鮫

家兎 接種
番号 菌量

生存 培養 肺
日数 日数(単 位万) (肝万); )

脾
万(

3実 験 成 績

笑 験1)臓 器内結核菌の分布:人 型菌仲野株を静脈

内に接種 した後結核死するのを待つて解剖 し,肺 。肝 ・

脾の3臓 器における結核菌数を定量培養法により比較し

て見た。その結果は第1表 に示す通 りである◎この表か

ら,菌 を静脈内に感染せ しめた場合,結 核菌は肺におい

て最大の増殖を示すことが分る◎すなわち肝,脾 におけ

る菌の増殖は肺に較べると遙かに少なく,そ のorderは

表 の如 く2～4桁 違つている◎菌の増殖と比例 して肉眼

的の病変 も肺と他の2つ の臓器の間には著明な差があり,

肺全面が侵されて殆んど健常の部分を認めないような強

い病変の動物でも肝,脾 には極 く少数の結節を辛 うじて

認めるに過ぎないものもあつた◎なお第1表 における数

積の単位は万で臓器1g中 の菌数を示 したものである◎

実際的には例えは肺の場合,10-#か ら10-e倍 稀 釈のも

のを作 り主としてIO-9及 び10-「'の2段 階を5本 宛の

小川培地に植えたが,病 変の程度に応じて菌数が少ない

と予想 されるものには10『:`,多 い と予想されるものに

は10'-sを も併せ培養 した(培 養量はO・lecな ので実際

の倍数はそれぞれ1桁 宛下がる。第3表 のorderは かか

る最終的のものである)。 この場合理論的には10『sで

a個 のcolOllyを 作 るならは'10-4で は大体10a個,
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10'-ew;iでは大体100a個 位 のc◎1◎nyを 生ずる筈である

が実際的には必ず し恋そ うでなく,例 えば10-5で31

個 のc◎ ユ◎ny,10"一一4で64個 とい うようにかなりの喰違

いが認められる◎従つて10轍4を もととして計算 した場

合と10-sか ら計算 した場合とでは菌数の桁が1つ 違う

訳であり,し かもいずれが真の値を示 しているかはがら

ない◎止むを得ずわれわれはそれぞれの稀釈倍数から計

算 された菌数の平均値を取つてその臓器1gに おける菌

数 とした◎又表においてc◎1◎kY数 が零の場合括弧の中

に書いてあるのはその時の稀釈倍数である。0(-3)と

あるのは10"一:{において菌の発育が認められなかつたこ

とを示 し,も つと濃い稀釈のものからは発育したかも知

れないがそれを行わなかつたものである◎(帯)の 場合も

同様にこれよりうすい濃度では菌数を数えられたであろ

うがこの部分が §caleeutし たものである◎

実 験2)定 燈培養法及び直接計算法による肺臓内結

核菌数の比較:上 の実験によつて静脈内感染の場合結核

菌の大部分は肺に固定せられその菌数は肝,脾 に較ぺて

圧倒的に多い事を知つたので肺の乳剤を以て直接計算法

と定量培養法を比較 して見ることにした。比較の1例 と

して家兎N・.100の 実測値を挙げて見ると第2表 の如く

で,直 接計算法では総計100の 視野を数え,定 量培養

法では1稀 釈5本 宛を観察 した。このような表を21例

集め,臓 器1Stに おける菌数を計算 して総括 したものが

第3表 である。この表かち明らかなように,直 接計算法
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第2表 直接計算法 と定最培養法の1例

(家 兎Ne.100)

第3表 肺にお艀る定量培養法と直接計算法の比較
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による菌数は定量培養法による殖よりも常に多い。その

比を取つて見ると直接計算法による値は培養法の1・ユ倍

乃至6.0倍 に当り,平 均 して3・ ユ倍の値を示 している◎

4総 括 並 び に 考 按

結核研究に当つて臓器内の結核菌数を測定することは

しばしば必要となつて くる。従来この目的で用いられて

きたいわゆる定量培養法は判定までに少なくも4週 間を

要するのでわれわれは もつと短時磯内に判定 し得る方法

として染色による直接計算法を採 り上げ両者を比較して

見たう臓器 としては肺を選んだが,静 脈内に結核菌を感

染せ しめた場合その増殖は肺において極めて旺盛なのに

反し肝及び脾におけるそれは極めて少ないからである。

定量培養法による=m・x一 数から求めた臓器1ρ 中の菌

数と染色 した菌数から計算 した値を較べて見ると常に後

者の方が大きい。すなわち直接計算怯による菌数は定量

培養法による菌数の平均3。1倍 を示 している◎このよう

に直接計算法の値の方が大きい理由の一つとして,培 養
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は生菌プラス死菌の総数が現われて くるとい うことが考

えられる○ しか噛一・方において定量培養法で は一 個 の

ool◎呼 が常に一個の菌から得られたものであるという保

証はないΦ数個の菌が集つて一側のevioneyを 作 るとい
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う場合も考えられるから培養法による殖は実際の生菌数

の何分の一かの値を取るものと想像される。すなわち結

核菌は他の菌に較べると遙かに均等になり難 く,臓 器乳

剤を染色して見てもしばしは数飼の菌が塊状をなして密

集 している像が観察される撫従つてある場合には一燭の

菌が一個のcolOi}yを 作 り,或 時は数個の菌がただ一個

のeo1011yし か作らぬこともあるに違いない。この2つ

を考え併せると直接計算法が定量培養法よりも大きい値

を取るのは当然であるが,そ の差が死菌の数によるもの

とは断定できす,契 いずれが真の生菌数に近い値を示 し

ているか も遽かに決めることはできないoし かし第3表

で見る如 く2つ の方法によつて示される数殖の間には或

程度の誤差を許す範濯内において常に平行関係があり,

両数値の ¢耀囎 がク欝スするとい うような ことは な

い。われわれの実験では定量培養法の殖を大体3借 した

ものが直接計算法の値であつた燈このことが分れば臓器
ヤ ヘ へ

内の菌数を計算するに当つて結架的にはどちらの方法を

用いても差支えない訳である◎ しか し方法論的に見ると

直接計算法の方が時間的 。経済的の点において,遙 かに

定量培養法を竣駕しているものといえるだろう。すなわ

ち直接計算法においては培養基を作る手闘を要せず,又

定量培養法の如き4～5週 開に亘る長い観察期間 屯要せ

ずに謹 か数時闘の うちに結果を判定し得るからである◎
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しかし面接計算法にも計算の労が煩わ しいことの他に一

つの大きな欠点を持つている。これは臓器内に菌数が一・

定量以上ないと数えられないという点である。直接計算

法では染色した場合1視 野に数個或いは十数個乃至数十

個の菌があることが望ま しい¢数視野乃至数十視野に1

側 しか菌がないというような場合は数え方により極めて

誤差が大きくなるからであるe具 体的にい5と われわれ

の場合肝,脾 の如き菌数が少ない臓器では直接計算法に

よる測定が殆んどできなかつた◎染色標本を作 る臓器乳

剤の濃度は10認 稀釈以下が適当であるが,肝,脾 では

10""sで も菌を数えることは囲難である◎ しかも10""i

稀釈 では乳剤としてかなり濃厚で綺麗な標本は得られず,

これ以上濃いものを作ることは殆んど不可能 といつてよ

い。すなわち臓器1e当 り10万 以下の ◎rderの 菌 は

定量培養法では測定できるが直接計算法では数えること

ができない。か くの如 くいずれの方法にもそれぞれ長所

と短所が見出されるが,か な り多数の菌の存在が予想さ

れ る場合には直接計算法が甚だ手軽であり,も つと積極

的に利用さるべき方法であると思 う。

なお最近C鋤etti均 は 「結核病巣申のコッホの菌は

生 きているのか死んでいるのか?」 という奇抜な標題の

下に次のような観察を発表している◎すなわち多数例の

陳旧と考えられる結核病巣から組織片を取つてその一半

を培養し,他 の一半は塗株標本にして染色し,そ れぞれ

から身もとの組綴片に含まれていた菌数を算出 して比較

したところ,後 者から得られる菌数が前者よりも常に多

いことはわれわれのdataと 同 じであるがその数値には

かな り顕著な開きが認められたe例 えば6;1,10二1と

い うようなわれわれの成績に近いものから1万:1,6

万:1と い うような大きな朋きのものまでその比は千差

万別であつてわれわれのように限られた範囲のものでは

ない。このことからC鋤ettlは 結核病巣申のKochの

菌は大部分死んだものではなかろうかとい う推測を下 し

ているのは注目すべきであるが幾分結論を急ぎ過ぎた嫌

いがないでもない。われわれの21例 のdataと 笑験条

件が必ずしも同じでないので直接の比較はできないが,

これはさらに検討すぺき問題を含んでいるものと思 う。

5結 論

結核菌を家兎静脈内に感染せ しめると菌は大部分肺に

固定せられここで最 も活濃に増殖する。動物が塊死する
メ

のを待つて肺の乳剤を作 り定量培養並びに染色によって

臓器内の菌数を測定しその値を比較 して見た◎その結果

は直接計算法による値の方が定量培養法の値より常に多

く,平 均して3・J倍 の値を示したが,こ れ等2つ の方法

によつて計算された数値は毎常大体において良 く平行す

る◎従つて臓器内の菌数測定にはいずれの方法を用いて

も差支えない訳であり,極 めて短時間内に判定し得ると

い う点において直接計算法はもつと広 く用いらるべき方

法であると信ずる◎
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