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第3報 結核菌の被染性に及ぼす苛性 ソーダならびに硫酸の影響
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緒 言

私 は さきに結核菌 の染色証 明にあた りZiehl(以 下Zと

略)液 に少量 のアル カ リ剤 を加 えるときは結核菌 の検 出

率が増加す るこ と1)お よび集菌前処置液 としてアル カ リ

剤 を用い たさい もその検出率が増大す るが酸剤 を用い た

さいは逆に低下 す ること2)を報 告 したが,今 回は さ らに

その さい酸 お よびアル カ リ剤の濃 度 とか作用 時 間 と か

が,Z液 の染色能 に対 していか な る影響 を及 ぼす もので

あ るか,ま た酸前処置 によ りZ液 の結核菌への染色能が

減弱 され た場合 アル カ リ剤 によつ てどの程度 それが復元

され うるか とい う点に関 して検討 したので以 下 報 告 す

る。

第1章 結核菌の被染性 と前処置液 と して用いた苛

性 ソー ダな らび に硫酸の濃度 との 関係

A.塗 抹喀痰標本 に苛性 ソーダまたは硫酸 を作用 させ

た場合

実験方法な らびに材料

GaffkyII号 程度 の結核喀痰 に5分 間程度 注射器 で パ

ンピングを施 す ことによ り充分均等化 しその1白 金耳量

ず つをス ライ ド硝 子上 に採 り室 温で乾燥 せ しめた。次 に

あ らか じめ準備 しておい た4%,2%,1%,0.5%,

0.25%,0.125%の6種 の苛性 ソーダ液 な らびに同硫酸

液 および対照 として蒸溜水 をそれ ぞれ4白 金耳量ず つ前

記塗抹乾 燥喀痰標本上に重積 し30分 間室温に放置 して乾

燥硬化 してい る喀痰 を再 び軟化 させ攪拌 しなが ら径1.5

cmの円形 内にで きるだ け均等 な厚 さにの ばし 室温乾燥

後火焔 上 を5～6回 通過 させ て固定 しおのおのZ原 法液

で2分 間加温染色 し20秒 間3%塩 酸酒精で脱色,20秒 間

Lofflerの カ リメチ レン青液 で 復染,乾 燥,鏡 検 した。

実験 成績

成績 は表1お よび 図2に 示 したよ うに1標 本100視 野

ずつ5標 本計500視 野 中の結核菌数 につい てみ るに対照

(蒸溜 水加)で は101コ で あつ たの に対 し4%苛 性 ソーダ

液 を用 いた さいは344コ(対 照 の3.41借),2%の それで4

は389コ(同 じ く3.85倍),1%で は499コ(同 じく4.9

倍),0.5%で は186コ(同 じ く1.84倍),0.25%で は164

コ(同 じ く1.62倍),0。125%で は121コ(同 じく1.20倍)

とな り1%の 苛性 ソーダで処 置 した さいが最高 の菌検 出

数 を示 しこれ よ り濃 度が増 減す るに従い菌 検 出数 も減少

し,0.125%に 至つてはほ とん ど対照 に近い検出数 を示

した。他方硫酸 を加 えた場合 では苛性 ソーダの場合 と反

対に0.125%に おい ては86コ(対 照 の0.85倍),0.25%で

は13コ(同 じ く0.13倍)と な り,0.5%以 上で は もはや

結核菌 を検出す るに至 らなかつ た。

そこで さ らに以上の実験成績 の うち苛性 ソーダ を作 用

せ しめた場 合について分 散分析 法の二元配 置法に よつて

検 定お よび推 定を行 つて見 た結果 次のよ うな 結 果 を え

た。

表1喀 痰塗抹標本に苛性ソーダならびに硫酸を作用させた場合
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図1喀 痰塗抹標本に苛性ソーダ

ならびに硫酸を作用させた場合

魂%2%1%05%0.25%0.125%00.125%0.25%0.5%1%2964%

(対 照)濃 度

a)検 定:表3,4に よつて①前処置 に用 いたNaOH

の濃度の変化に よ り結核菌 検出度に確 かに差が生 ず るこ

とお よび②標本相互間に は差が認 め られ ない とい うこと

力玄わか る。

表2分 散分析の分割表

表3分 散 分 析 表

b)推 定:以 上のよ うに検定 の結 果NaOHの 濃度差

に よつて結核菌検 出度 に差が あ るこ とが判つ たが続い て

どの濃度 の ものが最大で あ りいずれが最小で あ るか を椎

定 してみ る。す なわち各濃度間 にお け る母平均の信頼限

界 βは

∴β=2.086×111/5=9.83と な るか ら これ に よ り

NaOH濃 度間におけ る母 平均 の推定 を行い グラフに示す

と図2の ようにな る。

図2

c)図2よ りして結論 としてA3>A1,A2>A4,A5,

A6と な る。 すなわ ちA3(1%NaOHで 前処置 した もの)

において結核菌 の検 出度最大 であ り,A1(4%NaOH前

処置)とA2(2%NaOH前 処置)と の相互 間にはい うほ

どの差はな くて と もに これに次 ぎその他はいずれ もさら

に検出度が低かつた と判定 され る。

B.試 験管 内において苛 性 ソーダまたは硫酸 を作用 さ

せた場合

実験材料お よび方法

前出(A)と 同様 にして均等化 した喀痰 を8等 分 しその

おのおのへ各等量の4%,2%,1%,0.5%の4種 類の苛

性 ソーダ液,4%,1%,0.5%の3種 類の硫酸液 な らびに

蒸溜水(対 照)を いずれ も加 え再 び充分攪拌混和 して均

等化 し30分間室温 に放置 した後 おのおのよ り1白 金耳量

ず つを スライ ド硝子上径1.5cmの 円形 内にほぼ均等 な厚

さに塗抹 し乾燥後火焔 固定 し,直 ちにZ原 法液 で2分 間

加温染色後 水洗,20秒 間3%塩 酸酒精 で脱色後水洗,20秒

間Lうfflerの カ リメチ レソ青液 で復染 乾 燥後 鏡検 した。

実験成績

1標 本100視 野ずつ5標 本計500視 野 内に検 出され る結

核菌数 を もつ て成績 とした。 その結果 は表4お よび 図3

に示 したよ うに対照81コ に対 し4%苛 性 ソーダ加 の場合

(2%苛 性 ソーダを作用 させた ことにな る)は113コ,

2%苛 性 ソーダ加 の場合(同 じく1%苛 性 ソーダ作用 と

な る)は184コ,1%苛 性 ソーダ加の場合(同 じ く0.5%

苛性 ソーダを含有)は119コ,0.5%=苛 性 ソーダ加 の場合

(同 じく0.25%苛 性 ソーダを含 む)は105コ となつた。

す なわち これ らの うち2%苛 性 ソーダを加 えた場合(1
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%苛 性 ソーダを含有)が 最 も検 出率が よくその前後 の濃

度で はか えつて減 少を示 していた ことは前記Aの 場合 と

ほぼ軌 を一 に した。他 方硫酸 を加 えた場合 では0.5%加

(0.25%硫 酸 を作 用 させた ことにな る)の さいには44コ,

1%の 硫酸 を加 えた場合(同 じく0.5%作 用)で はわず

かに11コ とな り2%加(同 じ く1%作 用)の さいで は結

表4試 験管内で苛性 ソーダまたは硫酸 を作用 させ た場合

図3

図4

核菌 は全 く認 め られ なかつ た。

次 にこれ を前実験Aの 場合 と同様 にして分散分析 を行

つた結果 はその分析表 は略すが 図4の よ うになつた。

す なわち図4よ りして結論 としてA2>A3,A1,A4

とな りA2(2%苛 性 ソーダ加 の場合=1%苛 性 ソーダ作

用 とな る)が 最 大であ りその他 の場合 では相互 間の差 は

ほ とん ど認 め られず,す べてA2よ りは るかに劣つた こ

とになる。

第2章 苛性ソー タの作用時間 と結核菌の被染状態

な らびに培養成績

実験材料 と方法

GaffkyIII号 程度の結核喀痰 を採 りこれに5分 間注射器

で パ ンピ ングを施 して充分均等化 した もの を材料 とし,

① その一部 を採 りそれ と等量の蒸溜水 を加 えさ らに5分

間注射器 によるパ ンピ ングを施 し充分均等化 しその1白

金耳量ずつ ス ライド硝子上1.5cmの 円形 内に塗抹 し乾

燥,火 焔固定 した もの を対照 として用い る。②残 りの材

料 にそれ と等量 の4%苛 性 ソーダを加 え注射器 を もつ て

5分 間 パ ンピ ングを行い充分均等化 した もの を10分,30

分,1時 間,2時 間,6時 間,12時 間,1日,2日,4

日,5日,10日,20日 後 それ ぞれ1白 金耳量 ずつ スライ

ド硝子上 に採 り径1.5cmの 円形内 にほぼ均等な厚 さにな

るよ う塗抹,乾 燥,火 焔固定 し直 ちにZ-N法 に準 じて染

色鏡検 した。 ほか に2白 金耳量ず つを小川培地 に移植 し

2ヵ 月間培養 しその結果 を前記染色 成績 と比較 した。

実験 成績

実験 成績 は表5に 示 したが,こ れで み られ るよ うに1

標本100視 野ず つ5標 本計500視 野 内に検 出 され た結核菌

数 は対照501コ に対 し苛性 ソーダを作用 させ た もので は,

10分 間作用 にあつては843コ,30分 間で は934コ,1時 間

で は894コ,2時 間で は1305コ,3時 間で は1234コ と漸

増 の一途 を辿 り2～3時 間作用で最高の検出成績 を示 し

たが苛性 ソーダの作用時間が6時 間に もなると急激に減
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少 して281コ とな り,12時 間 では86コ,24時 間で は45コ

と逆 に漸減 し20日 目では塵 か1コ 検 出 されたにす ぎなか

つた。

また培養2ヵ 月後の成績で は苛性 ソーダ作用2時 間 目

まで はほ とん ど対照 にお け る集落発生量 と近似 の佳良の

発育 を示 したが3時 間 目頃 よ りその発 生量 が多少 と も減

少 し6時 間 目よ りの もので は明 らか に さらに肉眼 的に減

少 を示 し12時聞 目以後で は急速 に減少 した。す なわち培

養 成績 は上記 の鏡検成績 と,苛 性 ソーダ作用時間3時 間

頃 まで は必ず しも平行 しなかつ たが同6時 間以後で はほ

表5苛 性ソーダの作用時間と結核菌の被染状態および培養成績

ぼ平行 したよ うで あっ た。

第5章 硫酸の作用時闇 と結核菌の被染性 との関係

な らびに苛性ソータに よる被染性の復元状熊

A.硫 酸 を比較的短時間作用 させた場合

実験材料 と方法

GaffkyIII号 程度の 結核 喀痰 を パ ンピングに よ り充分

均 等化 した ものを材料 とし,① その一部 を採 り1白 金耳

量ずつ スライ ド硝子上 に径1.5cmの 広 さに塗抹火焔固定

した ものを対照 とし② さらに残 りの喀痰 液に5%の 硫酸

を等量 加 え室温 において充分攪拌 して,直 後10分,20

分,30分,1時 間および2時 間後 にそれ ぞれ その1白 金耳

量 ずつを スライ ド硝 子上に と り,一 方 で はそれ をその ま

ま径1.5cmの 円形内にほぼ均 等に ひろげ た後 また他方で

はそれに4%苛 性 ソーダを1白 金耳量 ずつ加 えて両者 を

混合 しなが ら同様 に径1.5cmの 円形 内にで きるだけ均等

に拡 げた後いずれ も室温で乾燥後 火焔固定 しZ-N法 に よ

り2分 間加温染色後水洗,20秒 間3%塩 酸酒精 を もつて

脱色,水 洗,20秒 間Lofflerの カ リメチ レン青液で復染,

乾燥後鏡検 した。

実験 成績

成績 はま とめて表6に 示 した。 この表6に おいて対照

以 外の ものにあつては同量 の硫酸添加のた め塗抹に用い

た喀痰の容量が対照の それの1/2であるところか ら,実 際

に検 出され た菌数 を2倍 した もの を補正値 として()内

に示 した。

表6硫 酸の作用時閲と結核菌の被染性との関係ならびに苛性ソーダによる被染性の復元状態

注()内 は材料の量一対照の1/2容-を考慮に入れての補正値。
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す なわち対照 にお け る検 出菌数計 は743コ で あつたが

これ に対 して硫酸 を作用 させたままの標本群 においては

作用直後 の補正菌数 は34コ で あ り作用10分 後 のそれ も34

コとな り作用20分 以 上では もはや結核菌 は検 出 されなか

つた。

ところが硫酸作用一 定時 間後 に苛性 ソーダを加 えてア

ル カ リ性 とした標本群(表6下 段)に ついてみ るに,硫

酸作用直後 に苛性 ソーダを加 えた場 合の検 出菌 補正値 は

1068コ,10分 間後苛性 ソーダを加 えた ものにおいては同

742コ,20分 間後 では同 じく684コ,30分 間後では同 じ く

688コ,1時 間後 では同 じく622コ,2時 間後では同 じ く

278コ であつた。 すなわ ち 硫酸添加直後に苛性 ソーダを

加 えた さいはむ しろ対照 よ り検出菌数 はか えつて,増 加

し,硫 酸添加後10分 ～30分 で苛性 ソーダを加 えた ものが

ほぼ対照 とな らび その後 は減少の傾 向を示 してい た。

B.硫 酸 を長期間作用 させ た場合

実験材料 な らび に方法

GaffkyII号 程 度の 結核喀痰 をパ ンピングによ り充分

均等化 した ものを材料 とし,(1そ の106に 同量の蒸溜水

を加 え攪拌 しつつ充分均等化 した もの を1白 金耳量ずつ

ス ライ ド硝子上に と り径1.5cmの 円形 内にほぼ均等な厚

さに塗抹,乾 燥後火焔固定 した もの を対照 とし,② 残 り

の166に は等 量の10%硫 酸水(5%の 硫酸 を作用 させ る

こ とにな る)を 加 え充分攪拌 して均等化 した もの を冷蔵

庫(5℃)内 に10分 よ り50日問 にわたつて保存 し表7の

よ うな種 々の時問毎 にその1白 金耳量 と4%苛 性 ソーダ

1白 金耳量 とを スライ ド硝 子上 で よく混和 し(pHは7.8

前後 となつた)径1.5cmの 円形 内に拡 げ乾燥,火 焔固定

し,そ れぞれZ原 法液 で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,水 洗,乾 燥,鏡 検 した。

実験成績 ・

成績 は各標本毎100視 野ずつ5標 本計500視 野 内の結核

菌検 出数 を もつ てしたが,こ れ をま とめると表7の よ う

表710%の 硫酸水(5%の 硫 酸 を作用 させた ことにな る)中 に浸 した結核喀

痰 をさ らに苛性 ソーダで アル カ リ性 としたさいの結核菌被染性の復元状態

になつた。

す なわち硫酸添加 の直後 および10分 後 に苛性 ソーダを

混 じた場合 にはか えつて対照 と較べ て検 出菌数多 く対照

の150コ に対 してそれ ぞれ208コ および203コ であつたが

この成績 は前出の第3章Aの それ とほぼ軌 を一 に してい

る もの とみて よか ろう。 ところが硫酸 添加30分 後 におい

ては対照 の程度に検 出数が低下 しその後は硫 酸の作 用時

問の経過 とと もに減少 し,さ らに1日 お よび2日 後 には

対照の約3分 の2の 検出菌数 とな りその後は経 日とと も

にさ らに著 し く検出菌 数が減少 した｡な お,硫 酸添加10

日目頃 よ りは結核菌 は著明 に膨大 したよ うに見受 け られ

なかに は菌体の両極のみが濃染 し菌体内部 は淡染す るよ

うにな り濃淡 のむ りを生 じてい るもの等 も認 め られ た

が,一 般 には被染性,形 態等 に特 にい うほ どの変化 は認

め られ なかつ た。

総括な らび に考案

私1)は さきに種 々のアル カ リ剤 をZ液 に添加 して結核

喀痰 を染色す る と結核菌の検 出数が増加す るこ とについ

てのべ たが,他 方結核菌 とアル カ リ剤 との関係 につい て

はすでにKoch以 来多 数の文献 に 見 られ るところで あ

り,な かで もFielding5)はZ液 に重 炭酸 ソーダを加 え,

大池,鈴 木4)は 苛性 ソーダで また劉5)は 苛性 カ リでそれ

ぞれ喀痰 を前処理 して結核菌 を染色 した結果検 出菌数 を

増加 しうるこ とを報告 してい る。 なおわが 国で近年注 目

され るに至つ たHallberg6)の 方法 もその染色液の処方 中

に苛性 カ リをいれ てい るが これ も全 く同一理 由によ るも

の と解せ られ る。

私 は このアルカ リ剤添加 によ るZ液 の結核菌染色能 の

増 強の理 由 として,セ ンイ染色 の さい考 えられてい ると

ころの① アル カ リ剤 が精練作用 を有 す ることおよび②ア

ル カ リ剤 が センイ蛋 白 と塩基性染料 との イオ ン結合 を促

進 せ しめ ること7)～9)を 主 として 挙 げ うるのではないか

と考 えこの ことについて も,す でに第1報1)に おいて報

告 した ところであ る(も つ とも中西10)は他 の理 由か ら塩

基性染料 の結核菌へ の染着理 由 として,イ オ ン結合 によ

るのではないか とのべ てい る)が この推定 よ りす ると逆

に酸剤 を作用 させた場合 は塩基性染料 と結核菌 との結合
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は阻害 され ひい ては,菌 への染料の染着 は緩漫 とな り従

つて短時間内の染色では検出菌 数 も減 少す る筈 であ ると

考 え られ,さ らには この さい アル カ リ剤 を追 加すれば再

び塩基性染料 と結核菌 との結合 が促進 されて結核菌 が よ

く染色 され うる状態に立 帰 るのではなか ろうか と も想像

され うるところか ら,今 回は種 々の角 度 よ り酸 剤な らび

にアル カ リ剤 のZ液 の結核菌染色能 に及ぼす影響 につい

て検討 の歩 を進 め るにいたつた もので あ る。

結核菌 に酸剤 を作用 させての研究業績 もすで に多数の

先人 に よつて報告 されてい るが,中 で もBoissevain11)

らは10%塩 酸 中で結核菌 を煮沸す るときは謹か5分 間で

その抗酸性が脱脚 され るとのべ,Sabraze's12)は 硝酸,

塩酸,蓚 酸等 を結核喀痰 に作用 させ ると喀痰 中の結核菌

の証明 は困難 になる旨のべ てい る。 また植田15)は 結核

菌 は5%硫 酸に24時 間 または それ以 上 さ らされて もなお

染色 され,10%硫 酸で も48時間後なお その半数例におい

て染色 され るが,5%硝 酸では7時 間以上耐 えうる もの

は8例 中1例 にす ぎなかつた とのべ,浦 郷14)は5%硝 酸

に4～5時 間 もさらす と もはや結核菌 は全 く染 め えられ

な くな ると報告 し,森15)は 硫 酸,塩 酸等 を用 いて結核菌

を破 壊 しまたは抗 酸性 を失 わ しめ うると報告 してい る。

なお,Blumenberg16)ら も乳 酸お よび醋酸 を用いて同様

の実験 を行 つてい る。

私 は第2報2)に おいて結核 喀痰 に前処置剤 としてアル

カ リ剤 を作 用せ しめた さいにはその うちの結核菌 の検 出

率が増加す るが反対 に酸剤で前処置す ると逆 に著 し く菌

検 出率が低下す ることについて述べ たが,今 回,さ らに

堀 り下 げて,結 核喀痰 に対す る前処置剤 としての酸 およ

び アル カ リの濃度 とか作用時間 とかがZ液 の染色能に対

していか なる影響 を及ぼすか,さ らに酸に よる前処置の

ために減弱 したZ液 の結核菌への染色能が アル カ リに よ

つ て,ど の よ うに復元す るもので あるか等の点 について

検討 した結果大体以下に要約す るよ うな成績ない し知見

が え られ たので ある。

すなわ ち,ま ず喀痰 を染色 直前に苛性 ソーダで前処置

す るに当つてその濃 度が結 核菌 検出能 にいか ような影響

を及ぼすかについて,検 討す る目的を以 て0・125%な い

し4%の 苛性 ソーダを もつて喀痰 を前処理 してか ら染色

してみた ところ,結 核菌 の検 出数 は1%の 苛性 ソーダに

よ る処理 の場合が最 高 を示 し苛性 ソーダの濃 度が それ よ

り増 加 して もまた反 対に減 少 して も漸 次低下 を来す こと

がわかつた。続 いて苛性 ソーダの作用時 間の結核菌 の被

染性 に対す る影響 を追求 した結果 によ ると喀痰 に対 して

同量 の4%苛 性 ソーダを2～3時 間作用 させ て後染色 し

た場合 が,結 核菌 の検 出数 は最高 を示 し作用時間が それ

よ り短 くて も,ま たは反対 に永 くて も漸次検出菌数 は低

下 し,こ とに作用時間が6時 間以上の長期 に及ぶ と急激

に検出数が減少す ることがわかつた。

次 に,喀 痰 を5%硫 酸で前処理 してか ら染色 してみ た

結果 では前記 の苛性 ソーダに よつた場合 とは著 し く趣 を

異 にして結核菌 の検 出数 は処理時 間10分 程 度の短時 間後

すで に著減 し20分 以上の処理で は全 く検 出で きない こと

がわかつ た。 しか るにこの硫酸処理材料 に重ね て苛性 ソ

ーダ処理 を施 して染色す る と再び結核菌が多数染 め出 さ

れ るよ うにな ること も認 め られ た。

さて以上の今回の実験結果 は次の ように説明す ること

がで きるので はないか と考 える。すなわ ち喀痰 内の結核

菌 のZ液 に よる染色検 出数 が,喀 痰 を あらか じめ硫 酸で

前 処理 した さいには甚 しく低下 し苛性 ソーダで前 処理 す

ると逆 に著 しく増加 す ることお よび酸処理 で低下 した菌

検 出数が アルカ リ処理 を追加 す ることによつて復元恢復

す ることは,も ともと陽性荷電 の塩基性染料 よ りな るZ

液 を以 つて結核菌 を染 出す るさい結核菌が あ らか じめ硫

酸 を以つ て前処理 され ることによ り陽性荷電 の状態 にお

かれ てい る場合 には染料の染着が悪 くな り逆 に これ をあ

らか じめ苛性 ソーダで前処理す るこ とによ り陰性荷電 と

す るさい には,染 着が良 くな るとい うこ とで ある程度 ま

で説明がつ くので はあるまいか。

なお,如 上の知見 よ りすれ ば,実 地上において結核喀

痰 を硫酸 を もつて前処理す ることは,そ れ よ りの結核菌

の鏡検陽性率 を低下 させ る結果 を招 くもの と考 え られ る

ので,喀 痰 よ りの結核菌 の染色証 明に あたつては その集

菌 処置には硫 酸法は さけて苛性 ソーダ法 を用い るべ きで

あ り,も し硫 酸法に よつて集菌 した場合 には その沈 渣 よ

りの塗 抹標本 に苛性 ソーダを添加 して中性 あるいはアル

カ リ性 とした後に染色 すべ きであ ろう。

結 論

1)喀 痰 を苛性 ソーダで処理 す る場合 には,そ の処理

時 間が2,3時 間頃 まで はその うちの結核菌 の被染性 は

一般 に漸増す る
。

2)喀 痰 中の結核菌 は硫酸処理 によ りその被染性 を急

速かつ著明 に阻害 され る。 ただ しこれ は苛性 ソーダによ

る再処理に よつて相当程度恢復,復 元す る。 この ことは

硫 酸処理(比 較的短 時間内)に よつて結核菌 その ものが

破壊 され るとか,あ るいは その抗酸性 を失 うとかのため

に被 染性 が低下 す るのではな くて,む しろ結 核菌 の荷 電

状態 に変化 がお こ りフクシンとの イオン結合 が阻害 され

る結果 に基 ず く ものであ ることを示唆 す る もの と考 えら

れ る。

3)硫 酸 で も苛性 ソーダで もそれ を喀痰 に長時間作用

させ るとその うちの結核菌の被染性 は急速かつ著明に減

弱す るが,こ れ は結核菌が硫酸 あるい は苛性 ソーダに よ

り破壊 され あるい は抗酸性 を失わ され ることのためでは

ないか と思 われ る。

稿 を終 るにのぞみ御指導御校閲 をたまわつ た恩師 占部
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