
598

喀疾中の結核菌の検査法,殊 に螢光顕微鏡

装置による検出法について

第 皿報 動物実験との比較

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

榛 名 恵 子 。前 田 道 明

(受付 昭和30年5月31日)

さきに私 は第1報 において結核患者喀疫 の各塗抹検査

法Ziehl-Neelsen法 。松岡法 。螢光顕微鏡i一 の比較

お よびこれ らの塗抹染色法 と培養法 との関係を検討 した

鰭果,螢 光法による検出率が高 い ことを報 告 した。なお

この際培養陰性の例 について被検者が使 用 した治療 剤と

の関係を調査検討 してみたが,特 にこれ との関係を認め

うるよ うな結果 は得 られなかつた。 また第1報 で報告 し

た如 く結核患者の嬢 中Gaffky号 数 の低い ものでは

総抹陽性で培養陰性の例がかな り多数 に認 められたので,

その意義 の検討 を行 うために,各 塗抹染色法お よび培養

怯 と併せ て動物実験 を行つた。

実 験 方 法

検査材料 は国立東京第二病院入院申の結核患者 の喀疫

で,螢 光顕微鏡法 でGaffkyIV号 以上を示 した ものを

除いた46例 を使用 した。 なお喀擁は早朝採取を行い,

その 目の うちに使 用 した。

1)塗 抹検査法=第1報 に述べた如 く,集 菌 法 を 行 わ

ず・Ziehl-Neelsen法(Z・N法)・ 松岡法(M法)・ 螢

光顕微鏡法(F1法)に よ り染色鏡 検 した。 なお染 色お

よび鏡検 の手技 は前報 と同様 に行つた。

2)培 養検 査法:4%NaOH液 前処置後,1%KH2PO4

小川培地各3本 に0.1ccず つ培養 し,6週 聞 目に判定

を行 つた。

3)動 物接種法;前 述の培養 残部を3.8%HC1液 でほ

ぼ申和 し,そ のO・5ccす なわち喀婆 量0.15co～0。2cc

ずつを各3匹 ずつのモルモ ッ トの腹壁皮下 に接 種 し,

ユ00倍 稀釈Tuberculin液 に ようTubercUlin反 応(ツ

反応)の 推移 を追及 し,ツ 反応陽転成績 を検査す る とと

もに・10週 間 目に解剖 し,一 ・部の疑 わ しい淋巴腺 ・臓器

お よび総 ての例の脾臓 を再び小川培地各3本 ずつ に培養

して・6週 間 目の培養成績を剖検所見 に加昧 して判定 し,

これ らの成績 を比較検討 した。

を動物実験成績 との各相関 々係について各塗抹染色法別

に記す と,表1の 如 くになつた。す なわ ち,動 物実験成

績 陽性14例(30.4%)の 申,培 養陰性は4例 であつた

が・ この うち塗抹F1法 では2例 に陽性が認 められ
,Z。

N法 では全例陰性であつ た◎ また ツ反応 陽性 は33例(7

1・8%)に 見 られ・ この うち培養陰性 が20例 もあつた。

また動物実験陰性 で塗抹 。培養 ともに陽性の ものは2

例あつたが,ツ 反応陽転成績か らではかか るものは1例

も認め られなかつた。

b)塗 抹染色法を中心 とした動物実験成績お よび培養戒

績の比較(表1・2)

表1動 物実験 と培養 ・塗抹法 との関係
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a)動 物実験成績 と培養成績 との比較検 討(表1)培

養成績 では46例 申13例(28.3%)が 陽性 で,こ れ

注:Z・M・F(+)と はZ。N法,M法,F1法 の い ずれ に

ょつ て も陽 性 で あ つ た もの

3染 色法(9と はい ず れ の染 色法 に よつ て も陰 性で

あ つ た もの
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表2染 色法 と動物実験 ・培養法 との比較 表4松 岡法桑実型のみの検討(18例)
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中8週 臼まで培養 を観察す ると,2例 において少

数 のCelonieを 認 めた

表5M法 桑実型 と動物試験 との関係(8例)
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表 3

lZ・N法M法(桑 実型麺含む時)F1法

臓器培養成績 に よ
る判定(陽 性例)
ツ反応 陽転成績 に
よる判定(陽 性例)

計

0
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1
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7(12)
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12
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注21)Z・F(→ とはZ。N法,Fl法 で は 菌 は認 め ら

れ な か つ たが,M法 で は桑 実型 の み を認 め た

もの

2)Z・F(+〉 とはM法 で は桑 実型 を認 め たが,Z・N

法,F1法 で も と もに菌 を認 め た もの

3)F(+)と はM法 で は桑 実 型 だけ を認 め,Fl法 で

陽 性 で あ つ た がZ。N法 で は陰 性 で あ つ た も

の

表2に おいて見 られ るように,Z・N法 陽性8例(17.5

%)M法 陽性12例(26.1%)こ れにM法 のいわゆ る桑

実型を陽性例 と して加える と20例(43.5%)陽 性 とな

り,最 もよい成績を示 したFI法 では23例(50.0%)

陽性であつた。

この塗抹3法 お よび培養法 に動物実験成績 を加味 して

比較検討する と,次 の よ うな順位が得あ れ た。 す な わ

ち,Z・N法 くM法(桑 実型を加えず)≦培養法≦剖検所

見を加味 した臓器培養成績 くFI法 くツ反応陽転成績。

c)塗 抹陽性 ・培養 陰性 例にお ける動物実 験成績 による

検討(表3)

塗抹陽性で培養陰性の ものは,Z・N法 では,1例,

M法 では7例,M法 のいわゆ る桑実型を陽性 とす ると,

12例,FI法 では14例 が認 められた。すなわち塗抹法で

検出率の高 いもの程塗抹陽性 で培養陰性 の例が多数 に認

められた。そ こで これ ら各例の動物 実験成績 との関係を

み ると,表3の 如 くであつて,剖 検時の肉眼的所見 に臓

器培養成績 を加味 した判定法 でみ ると,F1法14例 中

4例 のみが陽性であ るにす ぎなかつたが,ツ 反応陽転成

績で判定 してみ ると,Fl法14例 中12例 が陽性であっ

た。すなわ ち剖検所見を加 えた臓器培養成績 よ りも,ッ

反応 陽転成績が塗抹陽性成績 と極め て一致 する成績がみ

られた。

d)M法 のいわゆる桑実 型の検 討

M法 におい て特にいわゆ る桑実型のみ検 出された例に

ついてその意義の検討 を加 えてみた。M法 による喀湊申

の結核菌の検 出率は調査例299例 申陽性119例(39.8

%)と な り,い わゆ る桑実型 を加えた場 合には137例

(46.0%)が 陽性 となつた。 すなわ ちZ。N法 の陽性率

(95例 ・31.8%)に 比 し相当 の開 きが認 め られ た。次に

137例 の うち桑実型のみを認 めた もの18例 につ いて培

養法 と塗抹染 色法 との相関関係をみ ると,表4の 如 くで

あ り,7例 が培養陽性であつ た。 なおM法 では桑実型 の

みを認めたが同一材料をZ。N法 お よびF1法 で検査 し

て陰性 であつた もの8例 についての培養成績は,3例 が

陽 性であつ た。

次 に動物実験を行つた46例 中の桑実型の検 出成績を

検討 してみ ると,表5で み られ るように,M法 で桑実型

のみ検出 された8例 中,剖 検所見 および培養 法で陽性の

ものは3例 であつた。なお染色法で桑実型 のみを認 め,

Z。N法 お よびF1法 では陰性であつた3例 申,剖 検所

見お よび培養法 で陽性であつた ものは1例 であつて他の
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2例 は陰性 であつ た◎ また ツ反応 の成績か ら桑 実型 を検

討 してみ ると,培 養陰性5例 申 ッ反応陽転例が4例 に認

め られ た。

考 案

喀疫中の結核菌検索の判定 に際 し,塗 抹染色法 ・培養

法 ・剖検所 見な らびに臓器培養成績 および ツ反応 陽転成

績 の蒼判定 法に よる検査成績を比較検討 してみ ると,そ

の検出率は塗抹染色法中Z・N法17・5%・M法26・1

%・Fl法50.0%,培 養法28.3%,動 物実験成績 中

剖検所見な らびに臓器培養成績30・4%,ツ 反応 陽転 成

績71・8%と 極めてば らば らな成績であつて,塗 抹染色

法 で陽性 の もので も臓器培養所見で陰牲 の例があ り,か

か る例 は塗抹染色法3法 の うちその陽性率 の高い もの程

数 多 く見出 された◎すなわ ち塗抹染色 法で最 もよい検出

率 を示 したF1法 は,動 物実験成績の判定法 の うちツ反

応 による判定法 と最 も平行 する関係がみ られ た。 またF1

法が塗抹染色 法の うち検 出率 が極め て良い ことはさきに

第1報 にお いて述べ た如 くであるが,表2に おいても,

培養陽性例中臓 器培養成績でみると,陽 性 の もの ユ3例

の うち,塗 抹法陽性 例はZ。N法7例 ・M法6例 。F1法

ユ1例 であ り,一一方 ツ反応 成績 からみ るとツ反応陽性33

例 中塗抹陽 性例はZのN法8例 ・M法11例 ・F1法23

例 であつて,や は り塗抹法中ではFl法 の検 出率が最 も

高 くなつていた。Fl法 での検 出率が高 い理 由を考察 して

み ると,F1法 では他 の染色法 よりもコソ トラス トがつ き

やすいので結核菌 を発見 し易い こと,さ らに他の染色法

よ りも螢光色 素Auraminが 結核菌 に吸着 され易 いの

で他 の染色法 で染 ま り難い結核菌で も螢 光処理 されて く

る ことな どが考 えられ よ う。 われわれ はF1法 では鏡検

に際 し確実 に桿菌 と認め られ るもののみを結核菌 として

判 定 しているが,小 川 らも述 べている如 くF1法 の検出

率 が高いから とて,従 来の よ うに塗抹陽性の場合に培養

を行わないのは極 めて危険であろ う◎ すなわち塗抹 法で

認め られた菌の生死 は明 らかでないからである。

次 に第1報 におい て塗抹陽性 ・培 養陰性 の例がかな り

多数認め られたが,今 回の実験例でみ て も,塗 抹法で明

らか に桿状をなす菌 のみを塗抹陽性 としても,被 検数46

例 申かか る例はZiN法 では1例 ・M法 では7例 ・F1法

で は14例 と相当数が認め られている◎ また塗抹 法で高

いGaffky号 数 を示す材料 において も,な お培 養陰性

の例が屡 々認 め られ た◎塗抹陽性であ りなが ら培養法 で

陰 性であ ることは,嬢 中の菌が死んでいるのかあ るい

は生 え得 ない ことであるか ら,化 学 治療剤 の普及 に伴 う

菌自身 の喀疫 中におけ る性伏の変化,培 地の問題,培 養

時 の前処 置の影響,あ るいは極めて微量 の化学治療 剤が

検 査材 料中に存す るか または菌に吸着 しているためかな

どを検討す る必要があろ う"し か し,化 学治療剤 による

喀疾申結核菌の培養成績うの影響 ≠・ さきに第1報 で述

ぺた如 くわれわれ の調査例では認 め られなかつた。また

培地の改良につ いてはさらに考究を要す るであろ うが,

培養時の前 処置 の影響は充分考慮 しなければなるまい。

す なわち小川培地 を用 いる場合 にはNaOH液 に よつて

培地上で増殖 し うる能力 を失 う菌 もあ ることを考えてお

くべ きである。 かかる喀疫 申の菌の生態についてさらに

検討を加え るために,動 物実験 を試みたのであつたが,

その成績は表3の 如 く剖検時 の肉眼的所見に臓器培養成

績 を加味 した判定 法では陽 性を示す ものがす くな く,ッ

反応 陽転成績 を指標 とす ると培養 は陰性 であつても各塗

抹陽性成績 と極めて虎致する成績が得 られた。

動物実験成績 において結核菌が陽性 であつたか否かを

判定す る方法 と して,従 来 か ら用いられ てい る剖検所見

お よび臓器培養成績に よつて判定す る場合では,動 物体

内で増殖 し難 い菌に よつては病変 を示 してこないので,

陽性 の成績が得 られない もの と考 えられ る。 また動物実

験におけるツ反応 をその判定指標 に してみて も,被 検材

料 中に多量 に死菌 を含 む場 合には,そ の成績に影響を及

ぼす ことが考 えられ るので,こ れ に よつ ても生 きた菌の

陽性の有無 を判定す ることは出来 ない。要す るに喀痩中

で増殖能力 の弱い菌は動物接 種に よつ て必ず しも菌の生

存 を証 明 し うる ような成績を示 して こないのである。例

えぽ,化 学療法を うけた患者喀疾 の結核菌 中には,弱 毒

化 されてモルモ ツ トに接種 して もその臓器 に肉眼的病変

を示 して こない ものがある。

以上の ことか ら考 えて,塗 抹法で陽性 であることは菌

の生死を問わず菌 を鏡検 し得た ことである し,ま た培養

で生 えて こない こと,あ るいは動物接種において陽性成

績 とな らない ことは,菌 の生死,あ るいは生 きているも

のでも菌の増殖能力 と極め て関係の深い もの で あ るか

ら,菌 の生死 を きめ得 る新たな方法が発見 され な い 隈

り,こ れ らを関 係ず けることは困難であ る。 したがつて

塗抹陽性培養 陰性 例の意義 については,動 物実験成績の

判定法 と しての ツ反応陽転成績の意 義の検討 と共に・さ

らに考究すべ き聞題 と考 える。 しか しとも角かかる例が

相当認め られ る現在 におい ては,今 後喀湊中の結核菌の

検査 に当つては,塗 抹陽性例 でも陰性の場合 と同様 に必

らず培養す ることが必 要であろ う。

最後 に松岡のいわゆる桑実型 について検討 を加えてみ

た。桑実型のみを認め たものの培養成 績お よび動物実験

成績か ら考えてみる と,M法 で桑実型のみを認めた18

例 中7例 が培養陽性 であ り,ま たM法 で桑実型のみを認

めてもZ・N法 およびF1法 で陽性 であつたものは10

例 あつた。すなわ ちM法 による染色標本 を検鏡 した視野

中には桑実型以外の ものは認 め られな くて も同一患者の

同時期の他種染色標本中には明 らかに桿菌 を認 めた もの

が18例 中10例 に認め られた ことか ら考 える と,そ の

一一 ゆ38-一 一
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材料中には桑実型のみ しか認 められなかつた とす ること

が極めて困難であ ると考 える。vこれ より考 えると,18例

申7例 が培養陽性になつた として もそれが桑実型か ら起

つた と断定 しうる根 拠が ない。 またM法 桑実 型 の み で

Z。N法 ・F1法で陰性 であつた8例 中3例 が培養陽性 で

あつたが,さ きにM法 では桑実型のみで も他 種染色法 で

桿菌のみみ とめられた ものが18例 申10例 あつた こと

と比較 して,ほ ぼ同率であ り8例 中 に桑実型 以外が確実

になかつた と言 い うる根 拠 もない。動 物実験の成績 でも

同様 に以上の ような関係が考 えられ る。われわれが検討

してえた例数 はす くないけれ ども,塗 抹標本 で検鏡 した

量は培養 した量 よ りもはるか にす くな く,ま た動物 に接

種 した ものは培養量 よりも多かつた ことな どの量 的関係

も考慮す ると,培 養あるい は動物接 種に用いた被検材料

申には結核菌は全 くなかつた とい う根拠 は全 くないので

ある。以上の ことか ら桑実型を認め た被検材料が結核菌

陽性であると断定 し得る成績は得 られ なかつた。

結 語

1)喀 湊か らの結核菌の検出に際 し,塗 抹法 で少数の結

核菌を見出 した例 に培養陰性例が相当数認 め ら れ た の

で,F1法 によ りGaffky4号 以上を除いた46例 を選 び,

その動物実 験成績 と塗抹法(Z・N法 ・M法 ・F1法)お よ

び培養法 とに よる菌検出法を比較検討 してみた結果,そ

の陽性率はZ・N法 ≦M法 ≦培養法 ≦動物剖検所見なら

びに臓器培養成績 くF1法 く ツ反応 陽転成績 の順 になつ

た。

2)塗 抹陽性 。培養陰性例 は塗抹法の検 出率の高い もの

程多 くかつ塗抹法陽性の半数以上に認 められたが,こ の

うち接種 動物 の臓器培養法 によ り陽性 となつた例は,ご

く少数 のみであつた◎ しか し接種動物の ツ反応に よる判

定 では,か か る例 のほ とん どが陽性 の成績 を示 した。

3)極 めて高い陽性率を示 した動物実験成績 の判定法 と

してのツ反応 陽転成績 の意義については さらに検討を要

するものと考える◎

4)現 在の患者報 中には,塗 抹陽性 。培養陰性の例が

かな り認 められ るので,そ の検査に当つては,塗 抹成績

の如何 にかかわ らず必 らず同時に培養 を行 うぺ きであ る

と考え る。

5)F1法 の結核菌検 出率は動物接種 を行つた場合の ツ反

応陽転成績 による検 出率 にはお よばなかつたが,Z。N

法 ・M法 は もとより,培 養法 ・動物剖検所見 ならび に臓

器培養法 に よる判定法 よりは よい成績を示 した。 し か

し,こ の際 の陽性は菌 の生死 を問わず材料 中に菌が存 在

す るか否 かを判定 した ものであると解 さなければな らな

い0

6)M法 の桑実型 につ いてい ささか検討を加 え て み た

が,こ れが結核菌 であるか否かを断定す る証 拠は掴め な

かつた。

終 りに臨み柳沢部長の御 指導 と御校閲 を感 謝すると

ともに研究室諸民 の御援助 を深謝 します。なお検査材

料 を提供下 きいま した国立 東京第二病院の宮田先生 に

深謝 します。
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