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第2報 酸 またはアル カリ集菌前処置がZiehl液 ならびにア

ル カリ加Ziehl変 法液の結 核菌染色能 に及ぼす影響
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緒 言

前報1)に おい て私 は結核 菌の染色 に さ い しZiehl液

(以下Z液 と略)に アルカ リ剤 を加 えて染色す る とその

染色能 が増強 され,な かんず く苛性 ソーダを0.06%の 割

合に加 えた ものが もつ とも秀 れてい るごとをみ とめ,と

の理 由 としては菌表面 の獵 質あ るいは脂質等がアル カ リ

剤に よつてあ る程度除去 され染料の浸透性が高 まると共

に結核菌の蛋白質 と塩基性染料 との イオ ン結合の増強に

よ り染料の染着が促進 される とい うこ とな どがあげ られ

るので はなかろ うか と述べ た。 ところが,他 方か かる見

地 よりす る と,ア ル カ り剤 に代 うるに酸剤 を もつてす れ

ば前記諸作用が阻害 され したがつてZ液 の染色能 に もな

んらかの変化が見 られるよ うに なるので はないか とい う

と とも考 えられたので,今 回はこの ような点を究 明す る

第1階 梯 として喀痰処置 にアル カ リ剤 を用い た場合 と,

酸剤 を用い た場合 とに ついてZ液 ならびに アル カ リ加Z

変法液 に よる結核菌 の主 として染色証 明能 の推移 にっい

て比較検討 してみ た。

実 験1

A.実 験の 材料 と方法

1)実 験材料:GaffkyI～II)1号 の結核喀痰 に 注射器

に よるパ ンピングを約5分 間 ほ どこ して充分均等化 した

もの。

2)前 処置法;①Petroffの アル カ リ法(以 下 アル

カ リ法 と略)一 上記 の均等化 した喀痰 を遠沈管 に採 り4

%苛 性 ソーダ水 をそれ と同等量加 え ときとぎ振盪 しつっ

38℃30分 間放置後,3,000r.p.m.20分 間遠沈。

② 占部 の迅速 アル カ リ中和法2)(以 下 中和 法 と略)-

遠沈管 に採つた上記の均等 化喀痰液 の約半量 の8%苛 性

ソーダ水を加 え,硝 子棒 をもつて撹 絆す るとと5分 間,

ついで加 えだ 静性 ソーダ水の約半量 の10%硫 酸水を加え

た後上 と同 じよ うに して遠沈。

③ 住吉 一Hohoの 硫 酸法(以 下硫 酸法 と略)一 同様

に して約5倍 量 の5%硫 酸 水を加 え充分振 盪 し室温に20

分 間放置 した後上 と同様に遠沈 。

3)塗 抹 ・染色法:上 記の3種 の前処置法をほ どこし

た材料 よりの遠沈沈渣 の1白 金耳量 ずつを1.5cm平 方の

広 さに可及的均等にな るよ うに ス ライ ド硝子上に塗抹 し

たものをそ れぞ れ20枚 ず つつ くり,そ れらを法に したが

つて乾燥,火 焔固定後直 ちに次 の4種 のアル カ リ加Z変

法液 お よびZ原 法液で それぞ れ2分 間加温染色,水 洗,

20秒 間3%塩 酸酒精 で脱色,水 沈,20秒 間Lofflerの カ

リメチ レン青液で復染,鏡 検す る。

4)染 色液:①Z原 法液,② アル カ リ加Z変 法液:塩

基性 フクシン(日 新化 学社)4.0gに 無水アル コール20cc

を加 え((フ クシンは完 溶 しない))と れにあ らか じめ加温

溶解 した16%石 炭酸水一石炭酸水を16%と した理 由は,

実験の結果 この場合が もつ とも良好であつた ごと5)に よ

る一を徐 々に加 えなが ら擬 絆すれば,フ クシ ンは完全 に

溶解す る。 とれの沢紙 で沢過 した ものを第1液 とす る。

別 に0.12%ア ル カ リ(NaOH,KOH,NaHCO3,ま たは

NH4OH)溶 液 を用意す る。 これを第2液 とよぶ。第1,

2液 ともに保存にた える。使 用に当つてはその直 前に第

1,2両 液 を等量ずつ混和 して直 ちに染色に供 す る。 ごの

混合液は短 時間(10分 間位)後 には もはや使 用に堪 えな

くな る｡

5)成 績 の よみ とり:各 材料 よりの同一染 色標本5枚

ずつについて各100視 野宛を鏡検 し,計500視 野に見つか

る結核菌数 を計算 し常にそれぞれZ原 法液 に よる同種 標

本の成績 と対比 した。

B.実 験成績

1)ア ル カ リ前処置法 を施 した喀痰についての各種染

色液 による結核菌の検 出頻度:と の成績は一括 して表1

に示 した。す なわち,対 照 としたZ原 法液の検 出菌数計

165コ に対 しNaOHを 加 えたZ変 法液 では363コ(Z原

法液 の2.2倍),KOH加Z変 法液 では215コ(同 じ く1,3

倍),NaHCO3加Z変 法液 では215コ(同 じく1.4倍),

NH4OH加Z変 法液 では195コ(同 じく1.2倍)で あつ た。

2)中 和前処置法 を施 した喀痰 につい ての各種染色液

に よる結核菌 の検 出頻 度:と の所見 は表2に 示 した よう

にZ原 法液で染 色 した さい は検 出菌数95コ で あつたのに

対 しNaOH加Z変 法液 では204コ(Z原 法液 の2.1倍),
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表1ア ルカリ法前処置喀痰についての

各種染色液による結核菌の鏡検成績

表2迅 速アルカリ中和法前処置喀痰につい

ての各種染色液による結核菌の鏡検成績

表3硫 酸法前処置喀痰についての各

種染色液による結核菌の鏡検成績

KOH加Z変 法液 で は109コ(同 じ く1.1倍),NaHCO3加

Z変 法液 で は185コ(同 じ く1.9倍),NH↓OH加Z変 法 液

の さい ば112コ(同 じ く1.2倍)で あ つ た。

3)硫 酸前処置 を施 した喀痰 につい ての各種染色液に

よる結核 菌の検 出頻度:こ れはま とめて表3に 示 した。

す なわ ちZ原 法液の場合 は500視 野 中に見出 された結核

菌数 は漸 く合計7コ にす ぎなかつ たのに対 して,NaOH

加Z変 法液 では101コ(Z原 法液 の場合 の14.4倍),KOH

加Z変 法液 のさい は43コ(同 じ く6.1倍)で あ り,NaH

CO3加Z変 法液 の場合 は78コ(同 じ く11.1倍),NH4OH

加Z変 法液 の場合は81コ(同 じ く11.5倍)で あつた。

C.実 験Iの 小括

喀痰 に対す る前処置法が アル カ リ法,中 和法 または硫

酸法 のい ずれで あつて も,そ れら よりの結核菌 の染色能

はZ原 法液 に比 してアル カ リ加Z変 法液の方が多少にか

かわ らず よ りす ぐれてい た。そ して この場合Z液 に加 え

られ るアル カ リ剤 としてはNaOHが 最 もよ くNaHCO3

が大体の ととろとれについでい るよ うであつた。なお喀

痰液 よ りの結核菌のアル カ リ加Z変 法液に よつた場合の

Z原 法液 に よつた場合に対す る検出比 は,ア ル カ り前処

置法の際 と中和法の際 とはいずれ もほぼ同程度であつた

のに対 して,硫 酸法に よつた場合 のそれは遥かに大 とな

つた とと例 えばNaOH加Z変 法液 に よつた さい に、は,Z

原 法液 に よつた場合 に比 してアル カ リ法 お よび 中和法で

はそれぞれ2.2倍 お よび2.1倍 で あつたのに対 して,硫 酸

法 では実 に14.4倍 とい うことか らで も窺 われとの点注 目

に価す るもの と考 え られる。

実 験1

A.実 験の材斜 と方法

1)実 験材料:実 験1と 同様均等化 したGaffkyII号

程 度の結核喀痰 を使用 した。

2)前 処置法:前 記 の均等化 した結核喀痰 を 正 確 に

0.5gず つ3等 分 しそれぞれ遠沈管 に採 り,1つ は 実験

I同 様 アルカ リ法に したがい,今1つ は中和法に したが

い,残 りの1つ は硫酸法に したがい それぞ れ前処置 し,

い ずれ も3,000r.p.m.20分 間遠沈 した後上澄液 を充分捨

て得 られた各沈渣 を秤量 し,そ れらの各重量の比較か ら

して濃縮 の割合 を一応 よみ とつてか ら,と れ らの沈渣 を

撹絆 して再び均等化 し,そ れ らの1白 金耳量ずつ を同一

ス ライ ド硝子上におのおの径ほぼ1.5cmの 円形内に可及

的均等な厚 さに塗 抹,乾 燥後火焔固定 した。

3)染 色法:か くして作成 された3種 前処置法 よ りの

各標本は ともにそれぞ れ1つ はZ原 法液で他 はNaOH加

Z変 法液(日 新化 学社製塩基性 フクシン4.0gを 無水酒精

20ccに で きるだ け溶解 さ らに加温溶解 した11.25%石 炭

酸水80ccを 加 え完 溶せ しめ沢過 した ものに ごれ と同量 の

0.12%苛 性 ソーダ液 を加え混 和後直 ちに使 用)で それぞ

れ2分 間加温染色,水 洗,20秒 間3%塩 酸酒精 で脱色,

水洗20秒 間LOfflerの カ リメチ レン青 液で復染鐘 検 し

た。

B.実 験成績

成績 はま とめて表4に 示 した。す なわち検 出された結
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表4結 核喀痰前処置法別とZ液 ならびにアルカ

リ加Z変 法液の染色能との関係(そ の1)

核菌数 はアル カ リ前処置法 の場合に はZ原 法液で は672

コで あつ たがNaOH加Z原 法液で は1054コ(Z原 法液

の さいの1.6×)中 和法 のさいに はZ原 法液で は254コ で

あつ たがNaOH加Z変 法液 では523コAZ原 法液 の さい の

2.0×)ま た硫酸法 の場合に はZ原 法液で は13コ で あつた

がNaOH加Z変 法液の さいに は62コ(Z原 法液の4.8×)

で あつ た。 ととろが同一量の喀痰液 よ り名集菌法に よつ

て得 られ た喀痰沈渣 の重量 はアノレカ リ法で は520mg,中

和法で は792mg(ア ル カ リ法の1.5倍)お よび硫酸法で

は990mg(ア ル カ リ法の1.9倍)で あつたのでい ま如上

の各検 出菌数値 をそれぞ れの沈渣の との重量比か らわ)り

出 して アノレカ リ前処置に よる値 を基準 として補正値 とし

てみ る と中和法 の場合に はZ原 法液で は387コ(非 補正

値 の1:1.5)で あつたのに対 してNaOH加Z変 法液 を用

い たさいには797コ(Z原 法液の さいの2.1×)と な りま

た硫酸法に よつた喀痰ではZ原 法液では25コ(非 補正値

の1:1.9)で あつたがNaOH加Z変 法液 を用い たさい は

118コ(Z原 法液の さいの4.8×)と い うことになつ た。

すなわち10標 本計1,000視 野中の検出結核菌数は各前処

置法共 にZ原 法液 に よつた もの よりもNaOH加Z変 法液

で染色 した さいの方が多少にかかわ)らずすべて よ り多数

であつた ととは実験1の さい とぼほ類似 した。次にアル

ヵ り法,中 和 法,硫 酸 法の3前 処 置法相互 間の菌検出度

を比較 してみ た ととろとれ も表4に あるよ うに,直 読値

で はZ原 法液で染色 した場合 は総計 アル

カ リ法672コ,中 和法254コ お よび硫酸法

13コ とな り,と れを補正値で示す とそれ

ぞれ672コ,387コ な らび に25コ とい うこ

とになつたが検 出能 の順序 は前 の直読値

に よつた場合 と不 変であつた｡ま たNaO

H加Z変 法液で染色 した もので は直読値

お よび補正値 はそれぞれ1,054コ お よび

1,054コ,523コ 穿δよび797コ な らび に62コ

お よび118コ となbと の さいに も直読値,

補正値 のい ずれにおい て も結核菌検 出能

はアノレカ リ法>中 和法>硫 酸法 の順 を示

す ことにかわ)りはなかつた｡

C。 実 験IIの 小括

実験IIに おい て もさきの同1の 場合 と

同様 喀痰 に対す る前処 置 法 が アルカ リ

法,中 和法 または硫酸法 のいず れで あつ

て もそれらよ りの結核菌 の染 出能 はZ原

法液 に,比してNaOH加Z変 法液 の方が ま

さつて お りしか もZ原 法液 に対す るNaO

H加Z変 法液の染 出能比 はアル ヵ り法で

は1.6倍 で あつたのに対 して 中和法で は

2.1倍 とやや まさ りさらに硫酸法で は4.8

倍 の染 出能 の著 しい増強 ぶ りを示 した｡

実 験III

本実験では前処置法に用いられる硫酸ならびに苛性ソ

ーダの結核菌検出率に及ぼす影響についての検討を目的

としたので中和法は除外して実験を試みた。

A.実 験の 材料 と方法

1)実 験 材料;Gaffky]V号 程度の結核喀痰 を 前同様

に して均等 化 して使 用 した｡

2)前 処置 法:喀 湊 に対す る硫 酸な らびに苛 性 ソーダ

前 処置法は実験1の 場合 と同一方法に よつた。なお,今

回対照 として用い た喀痰 は 上記の均 等化 喀痰液 を 単 に

3,000r.P.m.20分 間遠沈 した沈渣その ものであ る。

3)染 色 法:前 出の実験1と 同 じ方法に よつた｡

B.実 験成績

とれはま とめて表5に 示 した。表5に1示 す ように苛性

ソーダで処置 した喀痰 のNaOH加Z変 法液 に よる染色標

本 お よびZ原 法液 に よる染色標本 よりの結核菌検 出数 は

それぞれ補正値3,774コ お よび2,000コ で あつたのに対 し

て硫酸処置 喀痰 よりのそれ らはわ ずかにそれぞれ63コ お

よび8コ にす ぎずこれを対照で ある無処置 の喀痰液 のZ

原法液染色 の場合 の1,247コ に比べ る とアル カ リ前処置

の場合 はその検 出比 はそれぞれ3:1お よび1.6:1と な り,

硫酸前処置の さいは、それぞれ0.05:1お よび0.006:1と

なつた｡
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表5結 核喀痰前処置法別とZ液 ならびにアルカ

リ加Z変 法液の染色能との関係(そ の2)

C.実 験IIIの小括

以上の成績 よりして,今 回の実験 において も,さ きの

実験1お よび同1の 場合 と同様に,前 処置法が アル カ リ

法で ある と硫酸法であ る とを問わず ともに喀痰 よ りの結

核菌の染出能 はZ原 法液に比 してNaOH加Z変 法液が ま

さつてお り,と の傾 向は硫酸処置喀痰に おい て特に著 明

であつ た。なお,対 照 とした無処置の喀痰沈渣 よ りの結

核菌検 出頻度 に比 して アルカ リ法 をほどとした ものから

で はZ原 法液で1.6倍 のまたNaOH加Z変 法液 では3.0倍

の検 出頻度 の向上がみ られたが,硫 酸法 をほ どとした喀

痰 からで はこれ とは逆に それぞ れ0.006倍 お よび0.05倍

とか えつて著 明に鏡検に よる検 出頻度が低下す ると とが

認 められたと とは鏡検 のための喀痰集菌法 として は硫酸

前処置法が用い られるべ きで ない こ とを示唆す るもの と

考 えられ注 目に価 しよ う。

考 案ならびに総括

アル カ リ剤 の結核菌 の被染性 に及ぼす影響 につい ての

報告 としてはすで に古 くKochが 苛性 ソーダを用いて結

核菌 の染色能 を高 めた ごとにみ られるがその後Fielding

4)は 重 炭酸 ソーダをZ液 に加 えてその染色能 を増強せ し

め,劉5)は 苛性 カ リを用 い ると結核菌 が良染 す る とい

い,大 池,鈴 木6)も アルカ リ剤 を喀痰 の前 処置液 として

用い るとその中の結核菌 の染 出数 が増 加 した と報告 して

い る。 またHallberg7)も 結核菌 の染色液 中に苛性 カ リ

を添加 していた ことも近年 になつてわ が国で も知 られ る

よ うになつた。私1)は 前報 において苛 性 ソーダ,苛 性 カ

リ,重 炭酸 ソーダ,ア ンモニヤ等の アル カ リ剤 をZ液 に

添 加 して用い ると結核 菌の染 出率を高め うるごとを報 告

し,と の機 作 として アル カ リ剤 が センィ染色 の さいの如

く精 練作用を有 し,か つ塩基 性 フクシ ンと結核菌 との イ

オン結合 をも強 めるととがあげ られ るのではない

か と述べたが,さ らに今回の以上の諸実験の成績

よ りす ると喀痰に対す る前処置法がアノレカ リ法,

中和法 または硫酸法のいずれであつて も前報にお

け る無処置喀痰 におけ る場合 とほぼ同様に アル ヵ

り加Z変 法液 で染色 した ものはZ原 法液で染色 し

た ものに比 して結核菌の染出数が勝 るものであ る

ととがわ)かつた。 ところが喀痰 前処置法の アル カ

リ法,中 和法お よび硫 酸法の相互間ではZ原 法液

に よる喀痰内結核菌の染 出能に対す るアル カ リ加

Z変 法液のそれの比は前2者 の場合 よ りも硫酸法

の場合においては るかに大 き く顕現 され るもので

あ るご とも認 められ た。 ととろで この硫 酸法の場

合に は他 の前処置法に比 してZ原 法液に よつ た場

合に は結核菌の被染性が著 し く減弱 し,か つ標本

全休 も不鮮 明 となると とがみ られ たが,こ のさい

酸に よつて前処置 され た喀痰が アル カ リ加Z変 法

液で染色 される とい うと,結 核菌の被染性があ る

程 度復元せ しめられるかの如 き印象が与 えられ たご と等

か ら私 は酸 を喀痰に対 して前処置液 として使用 したさい

に は,そ の中の結核菌 の被染性 を低下 させ るか,ま たは

フクシ ンの染色能 を阻害す るか,す るととろの何等かの

因子が働 くよ うにな るのではないか と考 えたい｡由 来結

核菌を酸で もつて処 置 した実験 は多数 見 うけ られ るが,

その うちBomtemps8)は5%の 乳酸,拘 構酸,酒 石酸 等

に よつてその抗酸陛が脱却 され るといい,植 田9う等は5

%硝 酸で7時 間,10%硫 酸では48時 間で結核菌は全 くそ

の被染性 を失つ た と述べ,森10)も 純硫酸,濃 塩酸,乳

酸お よび酒石酸に よつて結核菌の抗酸性を脱却せ しめ え

た と報告 し,浦 郷11)は5%硝 酸水 の4～5時 間 の作用で

結核菌は染 らな くな る といつてお り,と れ らの諸業報で
'
はすべて結核菌 の抗酸性 を脱却せ しめる とか,被 染性 を

失わ しめる とか のために はそれぞ れか な り長時間結核菌

を酸に曝露す ると とに よつて その 目的 を達 してい るよ う

で あるが,私 の今回の実験で は硫酸 の結核菌への直接作

用時間 はせいぜい50～60の にす ぎない ので如上 の諸家の

場合 とは趣 を異にす るもの といわ)ねば なるまいが,そ れ

はそれ として もこの際 の結核菌の染 出率は喀痰 をアノレヵ

りを もつて前処置 した場合,な らびに無処置の 場合に比

して驚 くほ ど劣 つてい た事実 は何に よつて説明すべ きで

あ ろ うか。私の この場合に ももち ろん多少 とも硫酸に よ

っ て結核菌 の抗酸性に減弱的影響 を うける とか,菌 その

ものに形態 的変化 ない し破壊 をこ うむ る とかのと とが全

くなかつた とは.いえないで あろ うが,私 はそれに も'まし

てこの さい酸に より,染 料 の染着が妨 げられ る何 らかの

因子が働い たと とが,と の主要 因子で はない か と考 えた

い ので ある。す なわ ちこの際 には前報1)に すでに報告 し

た とごろのZ液 にアル カ リ剤 を加 えた場合 とは全 く逆の
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化学結合が染料 と菌体 との間 に生 じる ことは,当 然想像

される と ころで あ り,し たが つて酸に よつて前処置 され

るこ とに よ り菌体表面 は陽性に荷電す るよ うに な り,と

れに カチオン染料であ る とごろの塩基性 フクシ ンをかけ

るわ げだか ら,そ の結果 として染料 と菌体 との イオン結

合が抑制 され るご とにな り,と れが如上の硫酸前処置の

喀痰 中の結核菌が アル カ リ前処置のそれに比 しては,も

ち ろんの ごと無処置のそれに比べて も,は るかにZ液 で

染色 されが た くな るごとの機作の主要な部の を占め るの

ではないか と考 えるのであ る。

結 論

1)Petroffの アル カ リ法,占 部 の迅速 アルカ リ中和

法 または住吉ーHohnの 硫酸 法のいずれの前処置法 に よ

つて処理 された喀痰 に対 して も,ア ノレカ リ加Z変 法液 は

Z原 法液 にまさつた結核菌染色能 を発揮 しうる。 ごの傾

向は硫酸処置喀痰 において特に著 しい。

2Kア ノレカ リ前処置法 は喀痰 内の結核菌の被染性に良

好 な影響 をもた らすが,硫 酸前処置法は逆に喀痰内結核

菌の染出率 を著 し く低下せ しめる。

3)と の硫 酸前処置 に よる結核 菌染出率の低 下の主因

は硫酸が塩基性 フクシ ンと結核菌体 との イオ ン結合 を阻

害す るこ とに あるよ うに考 えられ る。

稿 を終 るにあ た り恩師 占部教授に深 甚の謝意を表 しま

す。
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