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第4報 界面活性剤の結核菌の被染性に及ぼす影響

中 林 進

広島大学医学部細菌学教室―主任 占部薫教 授

受 付 昭 和31年3月28日

近時界面活性剤 に関す る研究 は異常 の進歩発展 を遂げ

セ ンィ染色界 におい て も本剤が広 く応用 され つ つ あ る

が,こ れ ら界面活性剤の特性 ともい うべ きものは浸透,

分散,洗 浄,乳 化,起 泡,可 溶化等 の諸作用で ある1)。

私 はさ きに第1報2),第2報3)お よび第3報4)に おい て

結核菌染色に さい して材料 をアル カ リ剤 を もっ て前処置

す るか あるい はアル カ リ剤 をZiehl(以 下Zと 略)液 に

加 えるとその染 色能が増強 され ることを報告 したが,そ

の さいにおけ る染 色能 増強の機作 よ り考 えて,前 記諸作

用を有す る界面活性 剤 もまたあ るいは結 核菌染色の さい

に援 用 して しか るべ きものではあ るまいか と愚 つ た の

で,以 下 の実験 を行った。

実 験1

実 験 材 料 な らび に方 法

1)実 験 材 料:GaffkyII号 程 度 の結 核 喀 痰 に 注 射 器

を もっ て5分 間 パ ン ピ ン グ を施 し て,充 分 均 等 化 し た の

ち そ の1白 金 耳 量 ず つ を ス ラ イ ド硝 子 上,径1.5cmの 円

形 内 にで きるだ け均 等 な 厚 さに な る よ う塗 抹 し,乾 燥 後

火 沼 固 定 し た もの を使 用 し た。

2)供 試 界 面活 性 剤:イ)ア ニ オ ン活 性 剤-Monogen

(第 一 工業,脂 肪 族 高級 ア ル コール硫 酸 エ ス テル ソーダ

塩),Soapless-soap,(Alkylarylsulfonate),Lebpol Bx

(竹 本 油 脂,ア ル キル ナ フ タ レ ン ス7レフ オ ン酸 系),ロ)ノ

ニ オ ン活 性 剤一Tween20(Polyoxyethylene sorbitan

mon Qlaurate),Tween80(Po五yoxyethylene sorbitan

 monooleate),Nissan nonion5～6(日 本 油 脂,Polye-

thylene glycol monostearate),ハ)カ チ オ ン活性 剤

-Osvan(武 田薬 工 ,Alkyldimethyl benzyl ammonium

chloride),Lazal(塩 野 義 製 薬,Alkyltrimethyl ammo-

nium chlorideお よびAlkyldimethyl benzylammon-

iumchloride)以 上8種 の それ ぞ れ0。2%水 溶 液 を使 用

した。

3)染 色 液3

イ)界 面 活 性 剤 加Z変 法 液

第1液 二塩 基 性 フ ク シ ン(日 新 化 学)28,無 水 酒 精

20cc,11.25%石 炭酸 水80cc

第2液:0.2%界 面 活 性 剤 水 溶 液

第1液 と第2液 とを等量混和 す る。 したが って界面活

性剤 の終末濃度 はおのお の0.1%と な る。 なお実験 によ

っては石炭酸水 の代 りに蒸溜水 を用い たこ ともある。

切Z原 法液(対 照)

4)染 色方法:標 本 はそれ ぞれ上記界面活性剤加Z変

法液な らびにZ液 で2分 間加温染色,水 洗,3%塩 酸酒

精で20秒 間脱色(脱 色困難な場合は さらに脱色 を繰返 し

た),水 洗後Lofflerの カ リメチ レン青液で20秒 間復染,

乾燥,鏡 検 した。

5)成 績 の比較判定:1標 本100視 野 ずっ5標 本計500

視 野内の検出菌数 を もって した。

実験成績

実験1の 成績 はま とめて表1に 示 した。

す なわち,500視 野 内の合計結核菌数 はZ-N法 におい

ては100コ であったのに対 して0.1%モ ノゲ ン加Z変 法液

の さい は358コ(対 照 の3。58倍),0.1%ソ ープ レスソー

プ加Z変 法液 の さい は338コ(同 じく3.38倍),0.1%レ

オポールBX加Z変 法液の さいは306コ(同 じ く3.06倍)

で あ りこれ らアニオ ン活 陞剤添加 の さい にはいず れの場

合 もZ-N法 の3倍 以上の検 出成績で あつ た。

ノニオン活性剤添加液ではTween20の 場合は155コ

(同じ く1.55倍),Tween80の さい は147コ(同 じ く1.47

倍),ニ ッサ ンノニオンを用いた さ い は155コ(同 じ く

1.55倍)で あつて この さいにはア ニオン活 性剤 よ り劣っ

てはいたが,そ れで もなおZ-N法 のほぼ1.5倍 程度の検

出成績 で あつた。

ところがいわゆ る逆性石鹸 カチオ ン活性剤 を使用 した

場合 においては,ラ ザ ールでは85コ(対 照 の0.85倍),

オスバ ンで は132コ(同 じ く1.32倍)で と くに活性剤添

加 の効果 は認 め られない といつ て もよかつ た。

以上 の成績か ら界面活性剤 はその種類に よつては染 料

の結核菌への染着 を促進す ることが明 らか となったので

アニオン中のAlkylarysulfonate(い わゆ るソープ レス

ソープ)と ノエオン中のTween 80と についてZ液 か ら

その重要 な構 成成分 であ る石 炭酸 をのぞいた場合 に もこ

れ ら活性剤 が,石 炭酸 に代用 され うるか どうか とい う点

にっいて検討 を こころみてみた。

成績 はま とめて表2に 示 した。



472 結 核 第31巻 第8号

表1各 種界面活性剤の結核菌検出率に及ぼす影響

注 本表はF検 定の結果すべて等分散と認めがたいので平均値の差の検定はWechの 方法によつれ

表2界 面活性剤 をZiehl液 並 びにフクシン液に添加 した場合

すなわ ち,ア ニオン活性剤 であ るソープ レスソープを

0.1%含 有す る石炭酸加Z変 法液 を用い たさいは6標 本

600視 野 内に検 出 された結核菌数 は1,174コ で対照 とした

Z-N法 の282コ に対 して4。1倍,同 じ く石 炭酸 を除いた

フクシン液 の さいは461コ で(同 じ くZ-N法 の1.6倍)

で あつた。

他方 ノニオン活性剤で あるTween80を0.1%含 有

す る石炭酸加z変 法液 を用い たさい は419コ(Z-N法 の

1.48倍),石 炭酸 を除い た場合 は286コ(Z-N法 と同程

度)で あつた。

以 上 よ り石炭酸加 フクシン液 に さらに界面活性剤 を添

加すれば その染色能 が著 し く増強 された ことは表1の 場

合 と変 りがなかつ たが,石 炭酸 を加 えてない フクシン液

で あつ て もこれに界面活性剤 を添加すれ ば優にZ原 法液

とほぼ同程度 あ るい は多少 ともそれ を凌 ぐ染色能 を発揮

しうるものであ ることがわかつた。

なお,以 上表1お よび表2に 示 した成績 よ りすれば一

般 に染料の結核菌へ の染着 力を増強せ しめ る界面活性剤

の作用 の程度 はアニオン活性剤が もつ ともす ぐれ,つ い

で ノニオ ン活性剤で あ り,カ チオ ン活性剤 では とるに足1

りない もののよ うであ ることお よび これ らのア ニオン,

ノニオン両活性剤 ことに前 者は石炭酸非 含有 フクシン液

の結核菌に対す る染 着力 をZ液 なみ または多少 と もそれ

以上 に発揮 させ る作用 のあるこ とが わかっ た。

ところで,既 報2)の アル カ リ加Z変 法液 におい て もそ

の調製直後 には優 にZ原 法液 を しの ぐ染色能が認 め られ

たにかか わ らず保存 によって速か にその染色能 に著減 の

起 ることをすでに経験 したが今 回の最 も成績 の秀 れてい

たア ニオン活性剤 加Z液 において もその添加濃 度が0.1

%と い う濃 度では長期 の保 存に耐 えない ことがみ とめ ら

れ た。

そこで,さ らに これの保存の問題に関 して検討す る目

的で以下の実験IIを こころみるに至っ た。
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実 験II

実験 材料 ならびに方 法

1)実 験材料:前 出 「実験1」 の場合 と同 じ。

2)染 色液:塩 基性 フクシン(日 新化学)4g,無 水酒

精20cc,10%石 炭酸 水80ccに モ ノゲンが0.01よ り0.05%

の割合 にふ くまれ るよ うに加 える。 なお,こ の さい10%

の石炭酸 水(実 際 の含有量 は8%と な る),80ccお よび

無 水酒精20ccを 用い たのは1つ には フクシンを完溶せ

しめ るためには これだけの液量 が必要 で あっ たためで あ

り,2つ には このよ うに した ものの染色力 が比較 的良好

で あつ たこ とによるので ある。

以上の染 色液 は調製後2日 以内 に使用で きるよ うに し

た もの と,調 製後1ヵ 月間室温,明 所 に放置 した ものが

それ と同時 に同種材料 に使 用で きるように した ものを用

意 した。

3)脱 色復染液;マ ラカイ ト緑0.59,3%塩 酸酒精

100cc。

4)染 色方法:上 記 の材料 を前 記の染色液(モ ノゲ ン

加Z変 法液)で1分 間加温染色(実 験 の結果加温時 間は

1分 間で充分で あることが わかっ た)後1分 間室温 に放

置 してか ら水洗 後20秒 間脱色復染液で処置(脱 色が これ

で充分 でない ときには さらに この処置 を繰 返 えす)水 洗

す る。別 にZ原 法液 で2分 問加 温染色 し脱色復染 は前記

同様 に した ものを対照 とした。

したが って,今 回の実験 では復染色 の有無 によ る菌 の

検 出差 は少 な くとも考慮外 にお いて もよい も の と 考 え

る。

5)成 績の比較判定:実 験1と 同 じ。

実験 成績

実験IIの 表3に ま とめて示 した。

表3モ ノゲ ンのZ液 へ の添加濃度 な らびに保存性 の検討成績

注 表中〔新)はモノゲン加Z変 法液調製後2日 以内,(旧)は1カ 月を経過保序した

す な わ ち,0.01%モ ノゲ ン加Z変 法液 の場 合 は500視

野 中の合 計 結 核菌 検 出数 は1ヵ 月 の保 存 後(以 下 旧)で

は 対照Z-N法 の219コ に対 して471コ(対 照 の2.2倍)で

あ っ た の に対 して調 製 後2口 以 内 の もの(以 下 新)で は

529コ(同 じ く2.4倍)で あ り,0.02%モ ノゲ ン加Z変 法

液 で は 旧352コ(同 じ く1.6倍),新553コ(同 じ く2.5倍),

0.03%モ ノゲ ン加Z変 法 液 の場 合 は 旧393コ(同 じ く1.8

倍),新526コ(同 じ く2.4倍),0.04%モ/ゲ ン加Z変 法

液 で は 旧362コ(同 じ く1.7倍),新580コ(同 じ く2.6倍)

また0.05%モ ノゲ ン加Z変 法液 の さい に は 旧302コ(同

じ く1.4倍)お よび新584コ(同 じ く2.7倍)で あ つ た。

す な わ ち表3の 成 績 か ら して調 製 後 日の浅 い場 合 に は

Z液 へ の モ ノゲ ンの添 加 濃度 の増 加 と と もに結 核 菌 の 検

出数 も一般 に わず か ず つ な が ら増 加 した が,1ヵ 月を 経

た もの で は逆 に 検 出 数 の 減 少 す る こ とが 明 ら か と な っ

た。

なお,こ れ らの うち最 も検出能の低下の少なかった も

のは0.01%の 割合に モノゲ ンが添 加 された さいであっ

て,こ の ものでは保存 の有無 にかか わ らず ともに対照 の

約2倍 とい う検 出成績 を示 し,そ れ らの検 出率 こそモ ノ

ゲ ンの高濃 度添加直後 の染色液 に比 してやや劣 るとはい

え1ヵ 月位 は とにか く保存 に耐 え うることがみ とめ られ

た。 なお その後 さ らに これ を3ヵ 月保 存 して検討 してみ

たが この さいに も1ヵ 月保存液 に比 して と くにい うべ き

染色能 の低下はみ られなかった。

実 験III

実験IIの 結果 よ り0.01%モ ノゲ ン加Z変 法液 はその染

色能がZ原 法液 よ りも増強 されてい るのみな らず少な く

ともあ る程度保存 に耐 えることが判つ たが,こ れはすべ

て従 来 よ り行 われてい る加 温染色手技 によっ ての所見で

あった。 そこで次 には本染色液 について染色温度 とその
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染色能 との関係 をその調製直後 の ものと,1ヵ 月間室温

に保存 した もの とを用 いて種 々検討 してみた。

実験材料な らびに方法

1)実 験材料:実 験1と 同 じ。

2)染 色 方法:一 瀧 の実験材料(塗 抹標 本)を0.01%

モ ノゲ ン加Z変 法液(実 験IIの2)参 照)を もって それ

ぞれ30秒 間加温染色 →1分30秒 間室温 に放置 した後 に,

1分 加温染色 →1分 室温放置 した後 にお よび2分 加 温染

色 した後 にな らびにあ らか じめ20℃,25℃,30℃ お よ

び35℃ に保温 した本染色液 で各別に5分 間浴染 した後

に それぞれ水洗 しさらに実験IIと 同様 に して脱色復染 し

た。対照 としては同条件の標本 をZ原 法液で2分 間加温

染色後水洗 し上 と同様 に して脱色復染 した も の を あ て

た。

なお,本 実験 は室温約10℃ の冬季 に実施 した。

案駿 成績

調製直 後(舗 以内)の 染 色液 を用いた場合 の成績 は

ま とめて表4に 示 した。

表40.01%モ ノゲン加Ziebl変 法液(調 製後2日 以内)に よる結核菌 検出成績

すなわ ち,紺 照 のZ原 法液 によ る染色標本で は1標 本

100視 野ずっ6標 本計600視 野内に検 出 された結核菌総 数

は372コ で あっ たのに対 して,モ ノゲン加Z変i法 液 で30

秒加温染色後1分30秒 間室温 に放置 した ものでは810コ

(対照 の2.2倍),1分 加温後1分 間室温 に放置 した もの

では1,191コ(同 じ く3。2倍),2分 加温後水洗 の もので

は1,176コ(同 じ く3。2倍)で あった。なお,こ れ らの加

温染色 標本 では菌は強 く濃 染 し自然光線ではほ とん ど黒

赤色に近 く感 じ られ たが,入 工光線 によると美麗 な赤色

を示 した。他 方低温染色 すなわ ち,25℃,5分 間処置 の

もので は652コ(対 照であ るZ-N法 の1.8倍),30℃,

5分 間の ものでは637コ(同 じ く1.8倍),35℃,5分 間

の ものでは745コ(同 じ く2.0倍)で あつた。 この さいの

結 核菌の被染状態 は上記の加 温染色 の さいに比 してや や

弱 く淡赤色 を呈 した。

以上 のよ うに,0。01%モ ノゲン添加後短期間 内に染色

に供せ られた さい にはい わゆ る加温染色 の例 におい ては

もとよ りの こと25℃ とい う比較 的低温染色例 において

さえ もZ-N法 に まさる成績 のえられた ことは 本染色液

に よる室温染色の可能 性 を充分物語 る もので あるとい つ

て差支 えなか ろ う。

そ こで本染色液 を1ヵ 月間保存 した後 にお い て も な

お,低 温染色 の さいその染色能 が充分保有 されてい るか

ど うか について,さ らに検討 した結果表5の ような成績

表50.01%モ ノゲン加Ziehl変 法液(調 製後1ヵ 月)に よる結 核菌検出成績
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が え られた。

す なわち,対 照 としたZ原 法液 によ る染色 の さいには

100視 野ず つ5標 本計500視 野 中に認 め られ た総結核菌数

は687コ で あっ たが,1ヵ 月保存 の0.01%モ ノゲン加Z

変法液 を用い て染色 した場合,30秒 間加温1分30秒 室温

放置 の さい は1,465コ(対 照 の2.1借),1分 加温1分 室

温放置 のさい は1,557コ(同 じ く2.3倍)ま た2分 加温 の

さいには1,609コ(同 じ く2.3倍)で あっ た。 さらに低温

染色 においては20℃ のモ ノゲ ン加Z変 法液 中で5分 間

浴染 したさいには277コ(対 照 の0.4倍),25℃ のそれの

さいには623コ(同 じ く0.9倍),30℃ のそれの さいに

は935コ(同 じ く1.4倍),35.で は1,108コ(同 じ く1.6

倍)で あつた。

すなわち1ヵ 月保存後 において も0.01%モ ノゲ ン加Z

変法液 は調製後2日 以 内の ものの場合(表4)と ほぼ同

様 に加温染色例 にあってはその加温時間 を短縮す るこ と

が 可能 であ り,ま た低温染色 に さい して もその染色力 は

新 しく調製 された ものに比すれ ばす でにか な り劣 ったが

それに して もなおか つ これによ る室温染色 の可能性が多

少 と も示 唆 され るように思 われた。

総括ならびに考案

界面活性剤 の歴史 は古 くセ ンィ用石鹸 としてすで に9

世紀 に工 業化 された ものに さか のぼ るこ とがで きるが,

硫酸化油 としては独乙 の ロー ト油(1864年)お よび モ ノ

ポ ール石鹸(1896年)が あ り,石 鹸 と硫酸化油兼備の も

の としては1930年 独乙 において硫酸化高級 ア ル コ ー ル

Gardinolお よび脂肪酸縮合体1geponが 相次いで市販

されセ ンイ工業界 に一大革命 を もた らし,わ が国 におい

ては1934年 にコニ業化 され た5)。なお,カ チオン活性剤は

1922年 スイスにおいてまた ノニオン活性剤 は1932年 ドイ

ツにおいてそれぞれ工 業化 されたが わが国 においては戦

後 になつて急速 に これ らの ものが発達 して きた5)。

さて,結 核菌渠色 に さい して界面活性剤 を応用 した報

告 としてはまずRandolphお よびMikdl6)(1944)の

Propylenglycolの 使用 をあげ ることがで きよう。 その他

Chermockお よびMuller7)(1946) ,はTergitolを 種 々

の固定剤 に添加 し後染色に用いてお り近 くはAubelt8)

(1950)のTween.80な らびにPropylenglycolを 石 炭酸

フクシン液に加 えると冷染 が可能 であ るとの報告,)Kon-

rad Humme19)(1953)の 脂 肪酸含有物 中のCremophor

Ap8290を 同様 に石 炭酸 フクシ ン液 に加 え ると室温染色

が可能 で あるとの報告 な ど もあ る。他方 わが 国において

は大池 ・鈴木10)がその実験 中 ロー ト油 を もつ て標本 を前

処理 してZiehl液 で染色す れば結核菌 の検出数 を増加 し

うると報 告 してい るが これは界面活性剤 として の系統的

研究でなかった ことがお しまれ る。また吉田 ら11)はこれ

は結核菌 を供試 しての研究で はないが,カ チオン活性剤

といわれるオ ロナイ ンを利用 したCe玉置wallの 染 色に関

す る研究について報告 してい る。

ところで,私 は前述 の今 回の界面活性剤 の結核菌染色

法へ の利用 に関す る研究 にあた りまず,供 試界面活性剤

の うちアニオ ン,ノ ニオ ンおよび カチオン各活性剤のい

ずれ の ものが結核菌染色 にあた り最 も適切で あろ うか と

い う点 にっい て検討 してみた。 その結果 による とこれ ら

3者 の うちアニオ ン活性剤が最 も有効で あ り,ノ ニオン

これ につ ぎ,カ チオン活性剤 はあま り問題にな らない こ

とが わか った。なお,前2者 は ともにZiehl液 にお ける石

炭酸 に代 りうる性能 を有す ること もわかっ た。 ところが

最 も有効 と思 われ たこの アニオン活性剤 と塩基性 フクシ

ン液 とを混合す ると前報2)に お けるアル ヵ リ剤 を添加 し

た場合 と似 て ブクシ ン液が混濁 して くるのみな らず その

添加量が大量 になると終 にはフ クシン液は無色に近ずい

て くることが わかつ た(ノ エオン活性剤には この よ うな

こ とはなかっ たが染色能 増強の点においてア ニオン活性

剤 に劣 るので用いなかった)。 そこで ア ニオン活 性剤の

うちで も最 もす ぐれていた モノゲ ンを と り上 げ その フク

シン液 を混濁 せ しめない添加濃 度を検討 してみた。 その

結果 これを0.01%な い し0。05%の 割合 に加 えた さいには

Z液 に混濁 が生 じない ことが わか つた。 そ こで さらに こ

の0.01～0.05%モ ノゲ ン加Z変 法液 の保存性 について も

検討 してみた ところ0.01%添 加 の ものでは添加後2目 以

内の もの と1ヵ 月を経過 した もの との間に結核菌の染色

能 上ほ とん ど い うほ どの差 はな くて ともにZ-N法 の2

倍程 度の染色能 を保持 してい ることが認 め られた。

次に結核 菌の冷染法 にっいてであ るがKonrad Hum-

melg)はCremophorAP-8290を,Desbordesお よび

E.Fournier12はTween80,Tween20ま たはAntarox

A-400を またAubelt8)もTween80を それ ぞれ添加す

ることによって室温で結核菌 を染色す ることがで きると

報告 している。ところが私の今回の追究 に よるとTween

20ま たはTween90の いずれをZ液 に添加 しての室温 染

色法 で もすべ てZ-N(2分 間加温染色)法 には及ばなか

つた。 しか るに0.01%の 割合に モノゲンを加 えたZ変 法

液 によっ たさいには染 色液調製後比較的短期 間内におい

て は 室温染色で あって もZ-N加 温染色 法に かな りま さ

り,調 製後1ヵ 月経過 した ものにおいて もそれによ る室

温染色法は なお,Z-N法 に 匹 敵す る結核菌染色能 を示

し うることがわかった。

結 論

界面活性剤 をZiehl液 に添加 して結核菌染色 に用 いる

場合次の よ うな ことがわか った。

1)界 面活性剤の 中ア ニオン活性剤 を添加 した場合が

最 も染色能す ぐれ ノニオン活性剤 これにつ ぎカチオ ン活

性剤添加は最 も劣 る。
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2)ア ニオン活 性剤 な らびに ノニオン活性剤はZiebl

液 中の石炭酸 に代用で きる。

3)0.01%モ ノゲン加Z変 法液 に よる結核菌の検出能

はZ原 法液 に比 して加温染色では3倍 以上 に増強 され こ

れによ る室温(低 温)染 色 にあって も9原 法液に よる加

温染 色に匹敵す るか あ るい はそれ以上 の染色能 を示す。

4)0.01%モ ノゲ ン加Z変 法液 は少 な くとも1ヵ 月間

は保存可能 で ある。

稿 を終 るに臨み恩師 占部教 授の御懇篤な る御指 導 と御

校閲 に深 く謝意 を表 します。

本研究の要 旨は昭和29年11月13日 第7回 日本細菌学会

中 ・四国支部総会 な らびに昭和30年4月2日 第14回 日本

医学総会結核病学会 において発表 した。
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