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略痩中結核菌の検査法 特に螢光顕微鏡

装置による検出法について

第1報

国立予防衛生研究所結核部(部長 柳沢 謙)

榛 名 恵 子

(受付 昭和25年8月14日)

緒 言

1882年K㏄hの 結核菌発見以来結核症においては結

核菌の検出がその診断 ・経過及び治癒の判定に欠 くこと

のできない指針 となつている。さて結核菌の検出方法に

関しては多数の研究者により種々の方法が 考案 検 討さ

れ,そ の生物学的性状の進歩とともに多数の新知見が加

えられてきた。1904年K6hlerに よ り螢光顕微鏡が発

見され,さ らにこれを1937年Hagemann1)が 始めて

結核菌の検出に応用して以来喀褻 ・膿 ・髄液 ・胃液 ・戻

尿等あらゆる検査材料 よりの結核菌の検出率において螢

光顕微鏡法が従来の鏡検法より遙かによい成績を示して

いる。わが国においては1904年 工藤2)に よ り始めて紹

介されて以来,螢 光顕微鏡装置殊にその光源及びFilter

の改良がなされるとともに漸次使用され,最 近矢崎によ

りさらに改良が加えられて広 く実用されるようになつて

きた。

従つて私は螢光顕微鏡装置に考慮を払い,299例 の喀

疾についてZieh1-Neelsen氏 法 ・松岡氏注 ・螢光顕微

鏡法の検出率を比較 し,さ らにその培養法との関係をも

検討 した。松岡氏法は第27回 日本結核病学会総会にお

いてその新染色法による成績が発表され,そ の検出率が

培養法を遙かに凌ぐ優秀性を強調された方法であるので

ともに追試することに した◎なお動物実験と塗抹法及び

培養法 との関係についての検討は第 聾報に報告すること

に したo

検 査 材 料

(b)松 岡氏法(以下M法 と略称する):松 岡氏の方法に

よる。

(c}螢 光顕微鏡i(以 下F1法 と略称する):O.1%

AuraminO石 炭酸溶液で15分 閤室温で染色 し,1%

塩酸alkohol溶 液 で脱色後,ユ0倍 稀釈Methylen-b1-

au溶 液で後染色した。

螢光顕微鏡装置は螢光顕微鏡に蘭する研究協議会で規

定されたAi型 装置を用いた。すなわち光源は超高圧水

銀燈東芝製SHL100u.v.,光 源Filterは イ ワキBG

12,接 眼Filterは イ ワキY4,ま た顕微鏡は千代田製

を使用 した。油浸用61に は流動Paraffinを 用 いた。

なお鏡検はいずれの染色法においても450～500倍 拡

大で50視 野ずつ検査 し,Gaffky氏 の分類法に従つて

分類した。

2)培 養i検査法:塗 抹標本作成の残部に4%NaOH

溶液 を略々等容量加えて前処置15分 以後に小川培地2

本 に培養 し,6週 目まで観察 して判定 した。

実 験 成 績

大多数が国立東京第二病院入院患者の喀湊で,一 部は

集団検診時胸部X線 像で陰影を認めたものの喀痩であ

る。これらの材料は早朝採取を行い,そ の目のうちに検

査を行つた。

1)塗 抹染色法(Z-N法 ・M法 ・F1法)と 培養法 との

比較(表 ユ):

検査例299例 中培養陽性例についてその検出率を見る

と,Z-N法74例(61.2%)・M法76例(62.8%)・F1

法92例(76・0%)で あつた。培養陰性例においても同

様の検出率の増加を示 した。培養法をも含めた検出率の

順位を見ると,Z-N法 が最 も悪 くて299例 中陽性は95

表1培 養法 ・塗抹法の検出率比較

隔翻翻

実 験 方 法

培 養 法

Z-N法

1)塗 抹検査法=各 喀疫(な るべ く膿様の部分)よ り

集菌法を行わずに3枚 ずつ塗抹標本を作成 し,次 の方法

により染色鏡検 した。

(a)Zieh1-Neelsen氏 法(以 下Z-N法 と略称する)

:原 法による。

M法

(G-Fを 含
む)

F1法i
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表2F1法 とZ-N法 との相 関(Gaffky号 数 別 に よる)
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%),F1法 最 も よ く146例(48.8%)で

あ り,培 養 法121例(40.5%)よ りよい検

・-UtW～ 珊 ～x睡 隣 例 陽性率 膵 を乱 ている。

0281810

1～ 皿01750

1V～NI{17168羅
～x}01217

47

盟
認

20

19140。4

22100.0

3196.9

20100.0

計 2943za25iii2・192 76.0

陽酬 い25es25睡i

陽 醐3・558・ ・95・8・ ・…

0蔵21… 一34

1～1π312

1V～VIo1粗
～xoo

2

1

0

0

0

0

0

4

計{レ 至4z7'mbg 4

161・21

157

16

1

4

{・78

陽性酬3・3 1

量創 器:呈

乏ト翻

副30・3

4{2・{

陽 性 率!2・427M33・3・ ・…ilii・81

O

I～ 皿

暇1

ユ495230

32960
18168

01? -2ユ

04
銘
認
忽

2

訓 ユ539・ ・r2gil2gg

醗 囲438za29!95

離 率12・642・288・9・ ・…il3i・8

55

35

32

泌

0

1

0

0

飾
92

併

oo1

・姻48・8

1
表3Fl法 とM法 との相 関(Gaffky号 数 別 に よ る)
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例
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ーー F1 法

2)塗 抹3法 の比較(Gaffky号 数 によ

る検出率の相関について):

a)F1法 とZ-N法(表2):

培養陽性例においては,Z-N法 で陰性例

申Fl法 で陽性のもの19例(40・4%),F1

法陰性でZ-N法 陽 性のもの1例(3・5%)

あるのみであつて,殊 にGaffky号 数の低

いもの,す なわちGaffkyI～ 皿 号の喀

疾においては,Z-N法 陰性例中F1法 陽

性例は1例 も認められなかつた◎

培養陰性例においては,Z-N法 で陰性

例中F1法 で陽性のもの36例(22。9%),

この申GaffkyI～ 皿 号のものは34例

であるが,F1法 陰性申Z-N法 陽性例は3

例認め,全 部GaffkyI～ 皿 号の喀薬で

あつた。

全例299例 についてこれをみると,Z-N

法陰性例申F1法 陽性のもの55例(27.0

%)こ の申Gaffky皿 号以下のものが52

例 であるが,F1法 陰性例中Z-N法 陽性

のもの4例(2.6%),こ の申Gaffky皿

号以下のものが3例 あつた。なおGa迂ky

I～ 皿号,IV～SI号,㎎ ～X号 群において
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32例(97.O%),24例(100%)で あ り,Z-

N法 で はそ れ ぞ れ38例(42.2%),24例

(88。9%),29例(100%)で あつ た◎

b)E1法 とM法(表3):

培 養 陽 性 例 に お い て は,M法 陰 性 例 申FI

法 陽 性 の もの19例(42・2%),F1法 陰 性

例 申M法 陽 性 の もの3例(10・3%)で あ つ た 。

培 養 陰 性 例 に お い て は前 者 は24例(17.8

%),後 者 は13例(10.5%)と なつ た ◎

両 者 の総 計 を見 る と,M法 陰 性例 申F1

法 陽 性 の も の43例(23.9%),こ の 中Ga-

ffky皿 号 以 下 の もの は41例 で あ り,F1

法 陰性 例 中M法 陽 性 の もの16例(10・5%),

この 中Gaffky皿 号以 下 の も の13例 と

な つ た 。GaffkyI～ 皿号 。IV～NI9・ 田

～X号 群 に お い てF1法 に よ る陽 性 例 は そ

れ ぞれ53(80.3%)・25(89.3%)・25(100・

0%)例 で あ り,M法 で は それ ぞ れ49(54.

5%)・25(92.6%)・29(100.0%)例 が 陽

性 で あ つ た ◎
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表4Z-N法 とM法 との相関(Gatfky号 数別による)
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1%ll響 腿 朧 膓 それの腋
3。0
30.6検 討(表5)特 にその相関々係について:

、器:8z-N法 ・M法 ・F1法 の諸 の中㌧ぜ れ

か一法のみ陽性の例について検討 して見る11
.8
と,ま ず培養陽性例ではそれぞれ0。2(1

。7%)●14(11.6%)例 であ り,培 養陰性

例瞠おいてはそれぞれ0・10(5.6%)・20

6.1(11・2%)例 であつた。すなわちZ-N法

鋭 のみが馳 であつた例耀 められないカ㍉
100.OM法 及 びF1法 で は比較的多数例に陽性例

が認められた。

4)培 養陰性塗抹陽性例の検討(表5・

6・7):

培養陰性例中,そ れぞれの塗抹法で陽性

表5培 養法ど塗抹3法 との比較検討

(特 にその相関関係について)

表6培 養陰性塗抹陽性例の唇数
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表7培 養陰性 。塗抹3法 中いずれか陽性

例における化学治療剤使用の関係
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表8M法G-Fの みの検討

培養法

z-N法

F1法
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註=培 養 陰性 例 中fZ-N法 ・F1法 陽性 の例(り

5例 の中,8週 目まで 培 養 を観 察 して い る と,2

例 に お い て は少 数 の コロ ニ ー を認 め て き た

であるものはZ-N法 で21例,M法 で43例,F1法 で

54例 み られたが,か かる例の各塗抹法におけるGaffky

号数 を見ると(表6),そ の80%以 上がGaffky皿 号

以下のもので占められていた。すなわちZ-N法16例,

M法36例,F1法47例 であつた。 この関係は表5の

各塗抹法別による培養陰性例の相関表によつても明らか

である。

次に塗抹陽性で培養陰性の喀疫を喀出する患者につい

てその化学治療剤の使用状態を調査 してみた。(表7)

の ように調査例は56例 で使用者の大部分が2種 以上の

薬剤を用いていた。そこでこれらの薬剤の使用状態を喀

疲検査までの目数別に分類 してみると,検 査の前 目まで

使用 したものは17例 あつた。これ等の成績では塗抹陽

性で培養陰性例が特に化学治療剤の影響を受けたために

培養陰性となつたものだとは考えられない。

5)M法 の検討(特 にいわゆる桑実型のみ検出された

例について)(表1・5・6・8):

M法 に よる喀疲中の結核菌の検出率は,い わゆる桑実

型(以 下G型 と略称す)を 加えない場合は119例(39。8

%)が 陽性 となり,こ れにG型 を加えると18例 の増加

が見られた。表8の 相関表に示す如 く,培 養陽性例は7

例でありこの申Z-N法 或いはF1法 で陽性のものは4

例であつた。しかし培養陰性のものが11例 も見られこ

の中塗抹法のいずれによつても陰性のものが5例 あつ

た。しかしこれだけの成績からではG型 が結核菌である

か否かを意昧ずけることはできないと考える。

考 按

Hagemann1),Finke3),Jung4),Zimmerrrun5) ,Wi-

1son6),蓑 茂7),高 椋8),馬 場9),矢 崎10),渡 辺11),高

田m),小 川13)等 はそれぞれ塗抹法の結核菌検出の比較

成績においてFI法 の優秀性を発表 している。また更に

培養法と塗抹染色法殊にF1法 との比較において,培 養

法>F1法14)の 成績を示すものも多いが,高 椋 ・馬場 ・

Didion。 護茂7)16)v)18)19)等 は培養法>Fl法 の成績を

発表 している。私の成績でも培養法40。5%・Z-N法31.8

%。M法39・8%・FI法48・8%法 となつて,F1法 が最

も検出率の高いことを認めた。 しか し培養成績において

はその培養時の条件が種々考慮 されるので,培 養陽性例

のみについて塗抹染色3法 を比較するとZ-N法 くM法

くF1法 となつて塗抹法の申では勿論FI法 が最もよい

成績であることを認めた。

これ等の3塗 抹染色法の検出率のG醗kヱ 号別による

相関々係からは,培 養の如何にかかわらず特にGaffky

皿号以外の患者例において著明に高率となつていること

を認めた。このことは塗抹標本申の菌数の少ない例では

F1法 が特に見え易いことを示 している。さらにそれぞ

れの塗抹染色法 と培養法との個々の相関々係から,特 に

FI法 の検出率が高い様相を明らかに認めた。

今回培養陰性例に相当数の塗抹陽性例を認めたので,

それをGaffky号 別に分類 して検討 してみるといずれの

塗抹法においてもその80%以 上がGaffky皿 号以下の

もので占められていた。これを各染色法別に個々に相関

関係を取つてみると,か かる例は塗抹法で検出率の高い

もの程多く見られていることがわかつた。すなわちFl

法のみ陽性であつたものが最も多 く,培 養陽性例で14

例,培 養陰性例で20例 が見られたのに反 し,Z-N法 のみ

陽性であつた例は培養成績の如何にかかわらず1例 も見

出されなかつた◎このことは,高 椋 ・Wilson・Hagem-

ann2e)等 に よつても種々検討されているように,螢 光

顕微鏡は光源として紫外線に近い可視線及びこれより短

波長のものを使用するためにその解像 力 が 大 となるこ

と,さ らに螢光色素で染められた結核菌が暗視野中に輝

いて見えるために標本深部の菌 も検出され見附け易いこ

と等が,少 数菌含有の標本の検出に際 して非常に有利に

なるためであると考えられる◎

次に結核患者に対す る化学治療剤の使用が盛 となつた

現在,使 用薬剤により菌数減少とともに菌形態の変化を

見,さ らに菌体の性状の変化のためにF1法 で検出され

ても培養法では陰性 となるのではないかということは一

応考えられることであり,伊mauz)。 高椋 。Tison21)等

が同様の意見を述ぺている。

このように培養法よりF1法 が良い成績を示したこと

は,結 核菌以外のものの誤認なども考慮 されるが,螢 光

法実施にあたり注意 して検査すればこれらの問題ぱ除外

されることであつて,勿 論F1法 の優秀性を示すもので

あろ うと考えられる。殊に結核菌検出に際 し少数菌含有

喀疾 よりの検出率が高 く,培 養法に比較 して即時検出し

得る点,又 手技の簡単なことか らみても,F1法 はよ

い一方法であり,今 後の顕微鏡装置及び光源の改良進歩

に従いなおよりよい検出率が得られるであろうと思われ

るo

結 語

各種結核菌塗抹染色法のうち,Z-N法 ・M法F1法 に

よる喀疲299例 の検出率を比較 し,培 養法 との関係をも

検討 した。
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1)塗 抹染色法と培養法の比較により,Z-N法(95例

。3ユ。8%)<M法(119例 ・39.8%)≒ 培養法(121例40・

5%)<FI法(146例 ・48♂8%)の 成績を得た。但 し松岡

氏のG型 を陽性例に加えるとM法 は137例 ・46.0%と

な り培養法よりよい値 となつた。

2)塗 抹3法 の比較 と培養法との相関々係,及 び個々

の染色法と培養法との相関々係より,塗 抹標本に菌数の

少ない例において特にF1法 疹遙かに高い陽性率を示 し

ていることを認めた。

3)培 養陰性例中の塗抹陽性例についてみると,い ず

れの塗抹法においても大部分がGa貸ky皿 号以下の菌数

の少ない喀湊であり,且 つF1法 が最も多数例を占めた。

なおこの例における成績 と化学治療剤使用との関係は認

められなかつた。

il:の論丈の要 旨は第29回 結核病学会において報告

したo

終 りに臨み柳沢部長 。前田博士の御指導と御綾閲を

感謝するとともに研究室諸氏の御援助を深謝します。

なお検査材料を提供されました国立第2病 院の宮田先

生に深謝します◎
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