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結 核 菌 染 色 証 明 法 の 改 良 に 関 す る 研 究

第5報 結核菌の室温染色法 のための界面活性剤 な らびにキ シロールの利用

中 林 進

広島大学医学部細菌学教室一B主任 占部薫教授

受 付 昭 和31年3月28目

緒 言

第4報1)に おい てZiehl(以 下Zと 略)液 に種 々の界

面活性剤特 にアニオ ン活性剤 または ノニオン活性剤 を加

えて結核菌 を染色す るときはその染色能 を増強せ しめ う

ることをのべ さらに これ らの界面活性剤 の うち,特 に脂

肪族高級 アル コール硫酸 エ ステル塩(モ ノゲ ン)を 用 い

て種 々実験を試 みた結果 加温染色時 において染色能 の見

るべ き増強が あったのみな らず,低 温染色時 において さ

え もZ-N法 に匹敵す るか あるいは それ以上の染色能 が

発揮 され ることについて ものべ たが,今 回は前記 モ ノゲ

ン加Z変 法液 を中心 としての室温染色法 につ いて種 々検

討 を加 えた結果 以下述べ るよ うな成績 をえたので報告 す

る。

実 験1

1。 実験材料:GaffkyIII～IV号 程度の結核喀疾 に注

射器 を もつて5分 間パ ンピ ングをほ どこす ことによ り充

分均等化 し,そ の1白 金耳量 ずつを職物硝 子上に採 り径

1.50cmの 円形 内にほぼ均等 な厚 さに塗抹,乾 燥,火 焔 固

定 した もの を用いた。

2。 使用染色液お よび薬剤:本 実験で は前報4)の0.01

%モ ノゲ ン加Z変 法液(以 下M液 と略)の 染色能 を さら

に増強せ しめ る目的 であ らか じめ下記 のよ うな種 々の薬

剤 を もつて前処置 した塗抹標本 について染色 を こころみ

た。

a)M液 は次の ような処方 によつ た。すなわ ち塩基性

フクシン4.0無 水酒精20cc,10%石 炭酸水80卿,モ ノゲ

ン0.01gに よ り第4報1)と 同 じよ うにしてつ く り,今 回

は専 ら調製後1ヵ 月以上経過 した ものを使用 し,

b)前 処置液 としては次 のよ うな薬物 を使用 した。

(1)5%タ ンニ ン酸水溶液,(20キ シ ロール,(3)1%NaO

H加70%酒 精液,1%NaOH加 ホノレマ リン液,(30石油

ベ ンジン,(6)30%丁 字油酒精液。

3。 染色法:染 色 は次の方法 によつ た。

a)Z原 法液 で2分 間加温染色(こ れ を対照 とした)

b)前 出の前処置液 を塗抹標本 に満載 し1分 間作用 さ

せ た後 これを捨 て水洗 す ることな くこれにM液 を満載 し

5分 間室 温(室 温約31℃,夏 期)染 色後 水洗 した。

a),b),と もに水洗 後0.5%マ ラカイ ト緑 加3%塩 酸

酒 精 を もつて脱色復染 しフクシン液 が完全 にマ ラカイ ト

緑 と置 き代 るまで これ を繰 り返 えした。

実 験 成 績

実験1の 成績 はま とめて表1に 示 した。

表1 0.01%モ ノゲ ン加Z変 法液で室温染色 した さいの各種前処置液 の結 核菌検出率に及ぼす影響

Fo=1.48<F44(0.05)=6.39

to=8.827>t8(0.01)=3.355
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すなわ ち,結 核菌検出比の数字の上か らは前処置 を施

さなかつた もの とキシ ロールで前処置 した もののみがや

や対照 に まさつていた ように見受 け られたが,検 定の結

果 キシロール と対照 との間のみに明 らかに有意の差 が認

め られ た。 その他 の場合 は全 て逆 に菌検 出数 が低下 して

いた。 なお,こ の うちNaOH加 液で標本 を前処置 した

もの では菌 その ものの被染状態 は良好 であつ たが,標 本

が流失 しやす く問題 にな らなかつ た。 また無処置標本 を

M液 で染 色 した さいには結 核菌への フクシン染着 の濃 さ

がZ原 法液 に よる加温染色 の場 合に較べ て淡 い うらみが

あつたが,標 本 を キシロールで前処置 した後M液 で染 め

た さいにはZ液 に よる加温染色 の さい よ りもむ しろ結核

菌 はよ り濃染 され てお りしか も上記 のよ うに検 出率 も有

意 の差 を もつて よ り高かつ たのでキシ ロール によ る標本

前処置法の有利性が考 え られ た。

実 験II

実験1の 成績 の結果 キシ ロールで標本 を前処置 した後

に染色す ることが或程 度結核菌 の室温染色 にやや好結果

を もた らす こ とがわかつ たが,こ のほか に さらに ドデ シ

ル ・ア ミン ・ポ リエチ レング リコールの誘導体 であ るミ

ヨシ油脂の ペ レテ ックスLA系 の もの(ノ ニオン活性剤)

について,そ のM液 の染色能 増強能 について予備 実験 を

行 つてみた ところ,あ る程度有望 ではないか と思 われ る

よ うな所見 がえ られ たので引続 き次 のよ うな実験 を試 み

た。

巽験材料お よび方 法

1.実 験材料:実 験Iと 同 じよ うにしてつ くつ た塗抹

標本。

2.染 色液 な らび に染色法:

a)染 色液―(1)Z原 法液(対 照 として用いた) ,(2)M

液(実 験Iと 同 じ),(3)M液100cc+10%ペ レテ ックス

1cc,(4)M液100cc+10%ペ レテ ックス10cc+キ シロール

2cc,(5)M液100cc+10%ペ レテ ックス1cc+キ シ ロ一ル

1cc。

b)染 色方法―Z原 法液(対 照)の 場合のみ2分 間加

温染色 し,そ の他 の場 合は5分 間室温(室 温28℃ 晩夏)

染色 した後 いずれ も水洗 しさ らに0.5%マ ラヵイ ト緑 加

3%塩 酸酒精 で脱色復染 す ることを完全 に フクシンの赤

味が な くなるまで繰 り返 え した。

実 験 成 績

実験IIの 成績 は表2に ま とめて示 した。

表2ペ レ テ ッ ク ス お よ び キ シ ロ ー ル の 検 討

すなわ ち,室 温28℃,5分 間染 色の さいのM液 に よる

成績 は対照 にほぼ匹 敵 し,ペ レテ ックス加M液 に よつた

場 合 もまたほぼ同等 であつたが,同 じベ レテ ックス加M

液 であつて も標本 をキ シロールで前処置 してか ら染 め る

と対照 の15倍 に結核菌検 出比が上昇 した ことは注 目に

値 しよ う。 その他 ベ レテ ックス ・キシ ロール加M液 にお

いて も室温5分 間染色でなおかつ対照の1..倍 程度のす

ぐれた菌検出比 を示 し うることがみ られ た。

なお,以 上の各染 色液 の うち結核菌の もつ と も濃染す

るのは(4)液す なわ ちM液10cc+10%ペ ンテックス1cc+キ

シロール0.2ccの 液 であ り,こ れは さらに キシ ロール前

処置標本 を(3)液 すなわ ちM液10cc+10%ベ レテ ック

ス0.1ccの 液 で染 めた場合 とともに 顆 粒の染 出において

も最 もす ぐれ てい た。 ところが,M液 に加 え るキシ ロー

ル の量 はこの意味 では2%の 方が良い よ うに思われ たが

キシ ロールの添加量が多 くな ると染色後の脱色が困難 に

な る傾向が あることお よび放置す るとキシ ロールが染 色

液 か ら分離 す るとい う2つ の欠点があ らわれ るようにな

ることがわかつた。ただ し,こ れ らの欠 点の うちの後者

は使用前 によ く振盪す ることに よつて充分 除かれ る。

実 験III
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本実験 を行 うに先立 ちキシ ロール を分散 し完全 に01w

の型 とす る作 用があつて しか もこれ を染色液 に添加 して

もその染色能 に悪 影響 を及ぼ さない ような薬物 を追求す

る必要が あると考 え られた。 そこでア ニオン活性剤 に混

合 し うる界面活性剤 として はアニオンまたは ノニオンが

好都合 であ るけれ ども塩基性 フクシ ンに影響 を与 えない

もの としては ノニオ ン活性剤 の方が よい ところか ら種 々

の ノニオン活性剤 につ きまず キシロールの分散性 を調べ

た ところレオポールN(Polyoxyethylen alkyl ether

竹本油脂)が 良い ことがわかつた。すなわ ち,こ れを水

100ccこ 対 し8滴 加 え ることによ り2ccのキシ ロール を完

全 に水 中に分散せ しめ うるこ とがわかつ たので これ を用

いて以下 の ようなAお よびBの2種 の実験 を行つてみ

た。

A.Ziehl-Neelse笠 法,Hallberg法 な らびに界面活性

剤,キ シ ロール加Z変 法液 に よる染色 法 との比較 実験特

に染色時間 の検討

I.実 験材料 な らびに方法

1.実 験材料:材 料 としてはGaffky IV号 程 度の結核

喀痰 を使 用 し実験Iと 同様 に してつ くつた標本。

2.供 試染色液:

a)Z原 法液(対 照)

b)塩 基性 フクシン(日 新化学)4g

無 水 酒 精20cc

10%石 炭酸水80cc

1%モ ノゲ ン溶液1cc

10%ベ レテ ックスLA系1cc

キシ ロール2cc

レオポ ールN8滴

以 上をよ く混和振盪後濾過 し1昼 夜室温 に放置後使用

す る。 これを仮 りに 「界面活性剤 キシ ロール 加Z変 法

液」 と呼ぶ こととす る。

c)Hallbergの 液-Hallbergの 原法2)5)に よ る。

3)染 色法:

a)Z-N法:Z-N原 法通 りとし2分 間加温染色後水

洗,3%塩 酸酒精 で脱色水洗,Lofflerの カ リメチ レ

青液 で復染(こ れを対照1と した)。

b)Z原 法液 をもつて2分 間加 温染色,水 洗後0.5%

マ ラカイ ト緑加3%塩 酸酒精で脱色復染,水洗,乾 燥(こ

れ を対照2と した。 これ によ り復染 による差 をな くして

実際 の各染色能 を比較 したい と考 えた)。

c)界 面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 を もつてそれぞ

れ3分 間,5分 間,10分 間室温染色(室 温約24℃,秋 期),

水洗,0.5%マ ラカイ ト緑加3%塩 酸酒精で脱色 復染(フ

クシ ンの色が完全 に消失す るまで復染 を繰 り返す)。

d)Hallbergの 方法:Hallberg液 で蒸気の立つ程度

まで加温染色後5分 間そのまま放置,水 洗,25%塩 酸 で

作 つた3%塩 酸 酒精 で完 全に脱色,水 洗,2%の ビスマ

ル ク褐で復染,水 洗,乾 燥 。

II.実 験 成 績

実験IIIのAの 成績(各 法 とも5標 本100視 野ずつ,計

500視 野 の結核菌数 につ いて比較 した もの)は ま とめて

表3に 示 した。

表3界 面 活性剤 ・キ シ ロール加Z変 法液 に よる室 温(24℃)染 色成績(染 色時間の検討)

すなわ ち,染 色 法a=Z-N法(対 照1)で は検出菌

数計529コ で あつたのに対 して同b=対 照2の0.5%マ

ラカイ ト緑加3%塩 酸酒精 で復染 脱色 した ものでは903

コとな り対照1の1.7倍 であつた。 ところが界面活性剤

キシ ロール加Z変 法液 を もつて3分 間室 温染色 した さい

(同c)の 検出菌数は1,126コ で対照1の2.1倍,対 照

2の1.2倍 で あ つ た,同 じ く5分 間室 温 染 色 し た さい

(同c')で は1,733コ(対 照1の3.3倍,対 照2の19倍)

を示 し同 じ く10分 間 室 温 染 色 し た さい は1,856コ(対 照

1の3.5倍,対 照2の2.0倍)と な つ て い た 。 また

Hallbergの 方 法(同d)で は1,224コ(対 照1の2.3倍

対 照2の1.4倍)で あつ た。
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B.重 染 色に よる結核菌検出数の比 較

I.実 験材料な らびに方法

実験材料:前 実験(A)に 引続 き同一材料 を使用 した。

実験方法:前 実 験中対照2と して用いた標 本を一 且3

%塩 酸酒精 で20秒 間脱色 水洗,乾 燥 した後再 び界面 活性

剤 キシ ロール加Z変 法液 を もつ て5分 間室温(約24℃)

染色後水洗 し0.5%マ ラカイ ト緑 加3%塩 酸酒精 を もつ

て脱色復染,水 洗,乾 燥 後当初Z液 で染色 し鏡検 した と

同 じ場所 を鏡検 した。 そのほか に同一材料 によ る同時作

成の他の標本 を界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 で前記

と同様 にして室温(24℃)染 色,鏡 検後3%塩 酸酒精 で

20秒 間脱色 しZ液 で再 び2分 間加温染色,水 洗0.5%マ

ラカイ ト緑加3%塩 酸酒精で脱色復染 した もの について

前記 と同様 に同一場 所 を鏡検 した。

異 験 成 績

成績 は まとめて表4の1お よび同4の2に 示 した。

表4界 面 活性剤 ・キシ ロール加Z変 法液 とZ液 との重 染色実験

す なわち,ま ずZ原 法液染色 の ものを さらに界面活性

剤 キ シロール加Z変 法液 で再 び染色 した各標本 におけ る

検 出菌数 の推移 を表4の1に つい て見 るに,標 本No.1

で は前者203コ,後 者318コ,同No.2で はそれ ぞれ

172コ と406コ,同No.3で は それ ぞれ175コ と399コ,

同No.4で はそれ ぞれ170コ と326コ また,同No.5で は

それ ぞれ183コ と334コ といつ た具合 にいずれ において

も後者 において検出菌数 はか な り増加 しその合計菌数 は

前者903コ で あるの に対 して後者で は1,783コ となつ た。

この検出比 をみ ると1.0:2.0と な りまた これ を表3の

対照1(染 色法a)の 検出比 を1.0と してみ ると実 に

3.4と い うことになつた。

次にあ らか じめ界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 で染

色 した標本 を さらにZ原 法液 を もつて重染色 した さいの

成績 を表4の2に ついてみ るにあのおの100視 野 中に見

出 され る結核菌 数の動 きを見 るに標本No.1で は前者386

コが後者143コ とな り,同No.2で は同 じ く345コ が172

コに,No.3で は同 じ く349コ が167コ に,同No4で は同

じ く388コ が171コ にまた同No.5で は同じ く4103が

145コ になつ た。 これ ら5標 本 よ り検 出 され た合計菌数

は前者 では1,878コ であつ たのに後者 では798コ に激減

した。 したがつて この検出比 は2.4:1.0と な り,さ ら

にこれ を表3の 対照1を1.0と してみ ると前者 では3.6

とな り後者で は漸 く1.5の 比 となつ た。

以 上の実 験結果 よ りして結核菌 の染色 にあた り界面活

性剤 キシ ロール加Z変 法液 を用い るさい には染色温度が

室温で あつて もなお,Z-Nの 加温染色法 に比 して2～3

倍以上の染 色効果 を,あ げ うるものであ ることがわかつ

た。

実 験IV

本実験 は実験IIIに類似 した ものであ るが,気 候 の変化

に伴 い室温 もこれ につれ て変化す るのでいつ も前述 の実

験 の ように24℃ ～30℃ とい う室温 は期待 で きが たい と

ころか ら,こ の実験 では室温の よ り低い さい にお ける自

案 の界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 によ る染色法の効

果 につ いて検討 し併せて これ とZ-N原 法お よびHa1l-

berg法 の各効果 との比較 を も行 つた。

巽験材料 ならび に方濃

1。 実験材料:Gaffky II号 程度の結核喀痰 の既述 の

実験の よ うに5分 間注射器 を もつてす るパ ンーピングに よ

り充分均 等化 した ものを1白 金耳量 ずつ載物硝 子上に径

1.50mの 円形内にほぼ均等 な厚 さに塗抹,乾 燥,火 焔固

定 した ものを使 用 した。

2.染 色 法:

a)Z-N法-Z液 によ り原法通 り2分 間加温染色 し復

染 もLoffierの ヵ リメチ レン青 で行つ た。 二対照。

b)界 面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 による染色 法―

実験IIIAに 用 いた本染色液(調 製後1ヵ 月以内の もの)

を以 て2分 間加温染色,20℃ 室温(昼 間の温度)5分 間
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染色,18℃(夜 間温度)5分 間染色,15℃(早 朝温度)5

分間染色お よび10℃(特 に冷蔵庫 内で10℃ に保 たれ

た染色液 によ る)5分 間染色 をそれ ぞれ各別 に行つ た後

水洗 し0.5%マ ラカ イ ト緑加3%塩 酸酒精 で赤色の完全

に消失す るまで脱色復染 した。

c)Hallberg法 ―実験IIIと同様 に原法 に従つ た。

実 験 成 績

実験IVの 成績 は一括 して表5に 示 した。

農5界 面活性剤 ・キシ ロール加Z変 法液 に よる比較的低室 温下 におけ る染色成績

すなわ ち,各 標本 とも100視 野ずつ5標 本計500視 野

を観 察 しての結核菌検出合計数を比較 す ると,対 照た る

Z-N原 法の それ は175コ,Hallberg法 では446コ(対

照の2.5借)で あつ たが,界 面活性剤 キシ ロール加Z変

法液 の場合 では,2分 間加温染色の さい は596コ(対 照

の3.4倍),20℃,5分 間 室温染色の さい は687コ(対

照 の3.9倍),18℃,5分 間染色 では685コ(対 照 の3.9

倍)15℃5分 間染色では683コ(対 照の3.9借)ま た

1000,5分 間染色で は672コ(対 照の3.8倍)で あつた。

以 上の成績 が示 すよ うにZ-N原 法,Hallberg法 な

らびに界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 による法の3法

の染色効果 は,Z-N原 法<Hallberg法<界 面活性剤

キ シ ロール加Z変 法液 による方法の順序で あつ たが,さ

らに界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 による染色 法 にお

ける染色温度差 と染色効果 との関係 についてみ るにこれ

らの問 にはほ とん どい うほどの差 は認 め られ なかつ た。

ところが ただ ここで注 目され るこ とは同法で加温染色 し

た場合 の方が室温染色の場合 に比べて検 出菌数が多少 と

も劣 り,か つ被染状態 もやや劣 つていた ことであ る。 こ

れ はあ るいは界面活性剤 およびキシ ロール を添加す るこ

とによ りその染着力 が異常 に増強 され てい るために加 温

染色 では標本 の結核菌以 外の部分 も脱色 に耐 えて赤色 が

残 るためではないか とも思 われ る。

実 験V

結核喀痰30例 について前記3種 染色 法 による鏡検成績

とそれ らよ りの培養成績 とを比較 した。

実験材料な らびに方法

実験材料:前 述 と全 く同様 にして均等化 した結核喀痰

液30例 よ り一方 では塗抹標本 を作 り下記 の染色 に供 し他

方 では残 りの同一材料 をPetroffの アル カ リ集菌法 に従

い,集 菌後各2本 あての小川培地 に移植 し2ヵ 月間培養

した。

染色法:(1)Z-N原 法 によ る2分 間加温染色法,(2)

Hallberg法 お よび(3)界 面活性剤 キシ ロール加Z変 法液

に よる5分 間室 温(10月 ～12月)染 色法 。

成績 判定:塗 抹染色標本 ではおのおの500視 野 中の結

核菌数 を数 え,培 養成績では各例2本 あての培地の うち

集 落発 生の数 ない し量 の多い方 の成績 を とつた。

実 験 成 績

表6 Z-N法,Hallberg法 お よび界面活性剤 ・キシ ロール加Z変 法液 に よる室温染色法 によ る鏡検 と培養 との比較
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この成 績は表6に 示 したよ うに喀痰30例 中鏡検 または

培 養のいずれかに陽性を示 した ものが計14例 で あつ たが

その うちZ-N法 では6例 が,Hallberg法 では9例 が,

界面 活性剤 キシ ロール加Z変 法液 に よる室温染色 法で は

12例 がおよび培養 では10例 が それぞれ陽性 で あつた。

す なわち,界 面活性剤 キシロール加Z変 法液 に よつた

場合 はZ-N法 によつた場合 の2倍 の陽性 を示 しかつ培

養成績 よ りもよ り秀れ ていた。 なお,培 養法 でのみ陽性

であつ た ものは1例(No.26)で あつたのに対 して,培

養陰性,鏡 検陽性例 が4例(No.14,19,21お よび30)

もあつ た。 これ は供試 した染色法 のす ぐれ た ものであつ

たため許 りで はな く恐 らくは供試喀痰 の大多数例 が化学

療 法実施 中の患者 よ りの もの であつ た ことに もよ るので

はあ るまいか。

総括ならびに考案

以 上私 は界面活性剤お よびキシ ロール を添加 したZ変

法液 を用いれば室温染色 によつ て もす ぐれ た結核菌 の検

出率が期 待で きることについ て実験的 に証明 しえた こと

に関 して 述べ たのであ るが,す でにChermockお よび

Muller4)(1946)も 界面活性剤 の一 つであ るTergitol

を添加す ると結核菌の室温染色が可能 である と報告 して

い る。そこで私 もまず このTergitolの 効果 につい て予備

実験的 に検討 してみたのであつたが その結果 によるとこ

れ に対 しては余 り大 きな期待 はかけ られない と思われ る

よ うな成績 しか え られ なか つた。またAubert 5)(1950)

は(Tween 80を 利用 して結核 菌の冷染 を こころみて報

告 してい るが,こ の もの もまた私 の実験 の限 りではすで

に第4報1)に おいて 報告 してい るよ うに 加 温染色 では

かな りよい成績が得 られ るが冷染 では予期 の成績 に反 す

ることを知つた。

さ らにHoffrnann 6)(1952)は 喀痰 中の結核菌証 明に

あた りSputosol等 の利用 につ いて報告 しKonrad H-

ummel 7)(1953)はCremophor AP 8290と 称す る脂肪

酸含 有化合物 をZiehl液 に加 えて用 い,Karaila 8)(1954)

はFuchsin-saturated methylic alcoho1 40ml,Phenol 

liquefact 10ml,Xylol 20ml,Tween 80(1 Drop/10ml)

7 dropsの 液 による3分 間(室 温)染 色法 を提示 してい

0るしさ'らにDll 9)(1955)もSputosolを 用 いた成績 に

ついて報告 してい る。

ところで私 は,結 核菌染色証 明法の改良に関す る一連

の研究 に当 り,ま ず結核 菌の難染性 が未処理 の羊毛,絹

糸等 の難染性 と一脈通 ず るものがあ るように愚 われたの

で,こ れ らのセ ンイの染色 に当つてはまず精練剤 が使用

されることに示唆をえてその精練剤であるところのア線

カリ剤をZiehl液に加えての結核菌の染色法を工夫しこ

ころみた結果 ややみ るべ き成果 をあげえた ことについて

はすでに第1報10)第2報11)お よび第3報12)に 述べ た

とこ ろであ るがそれ に続 いてやは りセ ンイ染色 の さいに

近時 その滲透性助長の作用15)14)の 故 を以 つて染着促進

の 目的か らセンイ染 色界 に汎用 きれ るよ うになつ た界面

活性剤 を前述 の センイ染色 の さい と同 じ理由か らとお よ

び前 に紹介 した諸先人4)～9)の 業績 に よる 示唆か らもし

て改 めて結核 菌染色 に援用 す ることを思 いた ち種 々検 討

す るに至 つた ものであ る。 その結果 の1部 はすでに第4

報1)に おいて述べ たよ うにZ液 に0.01%の 割 合に界面

活 性剤 の一 つであ るところのモ ノゲ ンを加 えて用 いれ ば

加温染色 では もちろんの こと室温染色 において もZ-N

加温染色法 を多少 とも凌 ぐ成績が期待 で きるこ とを知 り

えたの であつ たが,さ らに今 回はこれ を中心 として室温

染色時 その染色能 をよ り助長せ しめ うるよ うな補助剤 な

い し媒染剤 の探索 を もタンニ ン酸,キ シ ロール,苛 性 ソ

ーダ,ベ ンジ ン,丁 字油,ア セ トン,ベ レテ ックスLA

系等 を供試 して実施 したのであ る。 その結果 それ らの う

ちキシ ロールが或程度期待 で きるよ うに考 え られ たほか

に,さ らにペ レテ ックスLA系(ド デ シル ・ア ミン ・ポ

リエチ ンング リコールの誘導体)も ややす ぐれ てい るよ

うに思 われ た。 そこでこの両者 を さきの0.01%モ ノゲ ン

加Z変 法液 に添加 してみた ところ非密 に秀れ た染色能促

進作用 を発揮 した。 ところが このよ うにして調製 したZ

変法液 では,な る程結核菌低温染色能 においては きわめ

てす ぐれて はい た ものの他面放置すれ ば フクシ ン液 とキ

シ ロール とが分離す るので,使 用時毎 に振鑑 して用 いな

ければな らない とい う点お よびキシ ロール のために,染

色液 が載物硝子面 に粘着 して脱色が困難 となる とい う点

に その短 所を蔵 してい ることがわかつた。

よつて このキ シロールを完全 に フクシン液 内 に分散 し

うるものを探索 した結果 この 目的には ノニオン活性 剤で

あ るレオポ ールNが 適 当であ ることがわかつたので,続

いて これ を さきの染色液す なわち,石 炭酸 フク シン液 に

モ ノゲ ン,ベ レテ ックスおよびキシ ロール の小量ず つを

加 えた染色液 にさ らに,小 量追加 して 検 討 し た(実 験

III,IV)と ころ前述の2短 所が除かれ たのみ な らず驚 く

ベ き秀 れた染色能 を示す こ とがわかつ た。すなわ ち,こ

の染色液 を以て,24℃ 前後 の室 温下で3分,5分 お よ

び10分 間染色 した さいには と もにZ原 法液 に よる2分 間

加 温染色 の さいに較べ て それぞれ1.2倍,1.9倍 お よび

2.0倍 の結核菌染 出能 を示 し(表3)ま たそれ以下の温度

(10～20℃)で5分 間染色 した さいに もなおかつZ-N

法 をは るかに凌 ぐ結核 菌検出能 をあげ ること が で き た

(表5)の であ る。

ところで以上 の ように私 のいわゆ る界面活性剤 キシ ロ

ール加Z変 法液 が室 温染色 によつて もなおよ くZ原 法液

に よる加 温染色 の効果 を凌 ぎ うるのは どのよ うな機転 に

よ るものであろ うか。 この点に関 して私 は次 のよ うに考

えたい。
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すなわ ち,ま ず この染色液 に加 え られてい る界面 活性

剤の本来の作用機転の一つで あるところの滲 透作用が,

この さい相当の役割 を演 じてい るで あろ うことはい うま

で もあ るまいが,そ の他 に界面活性剤 の親水基14)が 結

核菌体 の表面 を覆い,そ のために結核菌が親水性 に変 り

染色 されやす くな るとい うこ とも一つ の因子 とな るので

はないか と考 え られ ることは,次 のよ うな知見か らも充

分想像 され る。

すなわ ち,Dubos 17)は もともと疏水性 であ るところ

の結核菌体表面 は界面活 性剤 を加 え ることに よ り,親 水

性 に変化 させ られ るとの見地 よ り種 々の界面 活 性 剤 を

Long培 液 に加 えることを こころみた結 果,遂 に彼 の

Tween-Albumin培 液 に成功 してお るし16)17)ま た教 室

の占部 ・谷18)お よび谷ig)は 卵培地 に界面活性剤で あ る

lgepon Tに 類似 の構造式 を もつ14)と ころの胆汁 また

は胆汁酸塩 を加 えることに よ り牛型結核菌お よびBCG

を容易にS型 さらにはMucoid型 にまで変化せ しめえて

い るので ある。

なお,以 上の他 に もアニオン活性剤で はその親水性の

極性基 は陰性荷電で ある14)と ころか らアニオン活性剤

加Z変 法液 に浸 され た場合の結核菌体表面 は親水性 にな

るのみな らず同時 に,陰 性荷電 とな る筈二で もあ るか ら本

来陽性荷電 であ るところの塩基性染料(フ クシン)と 結

核菌 との結合 が さらに容易か つ強固 となつて くることも

また見逃せ ない1因 子 と考 え られ る。

なお,横 手20)に よると界面活性剤 と石炭酸 とを併用

す ることによ り石炭酸 の消毒効果は増強 され るとい うが

これ は界面活性剤の存在の下 に石炭酸が菌体内 に浸透 し

易 くな るもの と解 され るので,こ の機作 もまた,私 のい

わゆ る界面活性剤 キシ ロール加Z変 法液 の結核菌染色能

の強盛 であ ることの1因 となつてい るのか も知れ ない。

その他 この染色液 には キシ ロールを も加 えてあ るが,こ

の キシ ロールの フクシン染着力 に対す る効果 は す で に

E.Karaila 8)に よつ て も認 め られ てい るところで あ り,

しか も私 の場合 これ をPolyoxyethylen系 界面活性剤 で

分散 あ るいは可溶化 してい るので一 層 その効果 は高 め ら

れてい る筈で あるか ら,こ れ また この染色液 の染色能増

強の1因 になつてい る もの と考 え られ る。

結 論

私は界面 活性剤 な らびに キシロールを応 用 しての結核

菌室温染色 について次の よ うな結論 をえた。

1)石 炭酸 フクシン液 に脂 肪族高級 アル コ炉ル硫酸 エ

ステル塩(モ ノゲ ン),ド デ シノレ・ア ミン ・ポ リエチ レン

グ リコール誘 導体(ペ レテ ックスLA系),ポ リオキシエ

チ レンアル キル ア リル エーテル(レ オポ ールN)お よび

キシ ロールの小量ずつ を添加試作 した 「界面活性剤 キシ

ロール加Z変 法液」 によれ ば10℃ ないし30℃ の室温

で,5分 聞染色 した場合結核菌 の鏡検陽性率 は 慣 用 の

Z-N(加 温)染 色法 によつた場合 の3倍 以上 を示す。

2)本 変法液 によ る室温染色標本 においては結核菌 の

被染状態 は きわめて美麗 であ り顯粒 も多数染 出 され,し

たがつて菌 の検 出 も容易 であ る。

稿を終るにのぞみ恩師占部教授に厚 く感謝の意を表し

ます。
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