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緒 言

切除肺病巣中に見出 され る結 核菌 が必ず し も培 養陽性

とは限 らない ことをMedlarら1)が 知見 して以来,極 め

て多 くの研究者に よつて この事実に関す る知見が発表 さ

れてい る2)～22)。それ らに共 通す る点は,塗 抹染 色陽性

であ りなが ら培 養陰性 の ものが相 当存在す ること,そ の

よ うな菌はいわゆ る空洞 よ りも被包乾酪巣や濃縮空洞に

多 くみ られ ること,形態上,菌 が短桿菌状 ない し顆粒状 を

なす場合が多い ことな どで ある。塗抹陽性,培 養陰性 な

る事実が,菌 の死 を直接示すか否か は充分議論の余地の

あ る ところで,Hobbyら25)の よ うに,材料 をAlbumin加

Dubos培 地で処理 して しか も9～12週 以上の長期 間液 体

培 養 を続け ることに よつて培養陽性率 を高 めえた とい う

報告 をみ ると,わ れ われ の現在持 つ培養方法 の未熟 なた

めに,発 育 しうべ き菌 を も死菌 と見做 してい るのではな

いか との疑念 を懐か ぎるをえない。 その反面,Hobbyら

の方法 を追試 したBernsteinら24)の 成績 によれば,少

し も培養成績の向上が見 られず,ま たわが 国におけ る追

試者の成績か らも,Hobbyら の所説 をそのまま肯定せ し

む るに足 るもの を見 出 しえない こ ととて,培 養 によつて

発育せ しめえない菌 は死菌 と見做 しうるのではあ るまい

か との考 え も否定す ることが で きない 。

日常行 われ る培養 方法が,菌 の生存,増 殖 に対 して最

適 の条件 を備 えてい るとは もちろん言い えない ので,病

巣 とい う特殊 な,不利 な環境条件 の下 に,種 々な程 度の異

なつた生理状態 に在 るであろ う菌 のすべ てを発育 せ しめ

る能力 に欠 け るところあ るは想像 に難 くないが,そ のよ

うな菌 の内には,す でに代謝 を行いえず,非 可逆 的な化

学変化 のみが菌体 内で進行 してい る もの も存在 す ると考

え うるわけであ る。 この後者 はすなわ ち死菌 と見做 さる

べ き ものであ ろ う。 したがつて,培 養以前の状態 におい

て,菌 体内に起 りつつあ る物質 的変化 を もし何等 かの方

法で掴 み うるな らば,病 巣 内結 核菌 の生,死 とい う当面

の難か しい問題を解明す る上に一つの方法を提供す るこ

とにな る と思 う。

Maiachitegreen-fuchsin染 色 法に おけ る結 核菌の 染

色機序の考察に基づ き,菌 体内物質殊に高重合DNAの

変化 をこの方法で ある程度知 りうる如 く思われ ることか

ら,室 橋 ・吉 田25は,こ の染色 方法が菌の生,死 を識別

す る指標 として役立 つので はないか と考 えてい る。 そこ

で,病 巣 内結核菌の生,死 の問題 を,菌 自体の観 点か ら

検討 しよ うと考 え,こ の知見の応用 を試 みたの で,そ の

成績 を報告す る。

実験材料 ならび に方 法

材料 は,国 立療養所村松晴嵐荘 におい て切 除を うけた

肺結核患者30例 か らの36病 巣 であ る。

まず,晴 嵐荘 において,切 除 した病巣 内容 を無菌 的に

と り出 し,Dubos培 地5mlを 加 えて均等化 し,遠 沈 。沈

渣 の一部を8枚 の載せ硝 子に塗抹 す る。残 余全 量を1%

小川培 地お よびDubos培 地 にそれぞれ培養,12週 間観

察 す る。小川培地培養 で集 落発生 をみた もののみについ

て,さ らに,間 接法に よ り,SM,PAS,INHに 対

す る耐性検査 を行 う。

塗抹標本中4枚 は,晴 嵐荘 におい て,Ziehl-Neelsen

法,Hallberg同 時法変法(Victoria blue法),蛍 光 法お

よびMalachitegreen-fuchsin法 を もつて染色 鏡検 し,

残 る4枚 は未 固定のま ま予 研に渡 され る。予 研において

は,2枚 の標 本につ き,Malachitegreen-fuchsin法 お よび

Victoria blue法 の単独 または交叉染色 に よつて菌検 索を

行 うと共 に,残 り2枚 をKirchner培 地 にslide culture

して,7日 目お よび10日 目におけ るmicrocolonyの 発生

を しらべ る。予研 に渡 され る標 本は,材 料採取後2～3

日日に培養 され ることにな るので,菌 に とつては発育 に

極 めて不利 な条件にあ ると思われ るが,顕 微鏡的所見に

よれば,か な りよ く発育 し うる もの も存在す る。

Slide cultureは 次の よ うに行 う。 まず標 本を6%H2

SO4に10分 間浸 した後,滅 菌蒸溜水に挿入 して10分 間

宛2回 洗い,直 ちに,5γ/mlにMalachitegreenを 含 む

Kirchner-Sy-Ser培 地26)1こ挿入 して培 養す る。

Malachitegreen-fuchsin染 色 には後染色 を施 さず,1

%Malachitegreen加 温染色後,水 洗,Peiffer液3～5

分冷染,水 洗後8%HNO3で 瞬 間的に脱色,水 洗,吸

湿す るのみ とした。 この方法 で,淡 紫色 の背景 に,緑 と

赤 とに染 め分 け られ た菌 を見 出す ことがで きる。



1958年1月 83

実 験成 績

切除 された病巣を その性質に よつて分 け ると,被 包乾

酪巣22例,空 洞14例 で あ る。被包乾酪巣 には,乾 酪化組

織 の白亜化 した もの,硬 膏様 の硬 い もの,軟 膏様 の軟 か

い ものな どあ るが,例 数が少ないので一括 した。また,

浄化 空洞,硬 壁空洞 その他すべての空洞 を 一括 して空洞

とした。

これ らの病巣 内容か ら染色検 出され た菌 の多少 は表1

の如 くであ る。便 宜上,Gaffky号 数I～III号 該 当の も

のを+,IV～VI号 の ものを廾,VII号 以上の ものを卅 と表

わ した。

表1病 巣の種類と検出菌数

いずれ の方法 によつて も菌 の見 えぬ ものは被包酪乾巣

の3例,ま た蛍光法 のみによつてわずか に1～2個 の菌

の見えた ものは被包乾 酪巣,空 洞 各1例 であ る。病巣数 が

少ないので比較 はむつか しいが,一 般 に検 出菌 数の多い

もの は空洞い 多い よ うであ る。 ところが,Malachitegr-

een-fuchsin法 で染 めてみ ると,緑 に そまる菌 の割合は

症例毎 に著 しく相違 し,Victoria blue法 で菌の検 出され

た31例 中15例 で は,緑 にそま る菌 を全 く見 出しえず,す べ

てfuchsinに よる赤い染 ま りを示 してい た。 これ を病巣

別 にみ ると,空洞14例 中13例 ではVictoria blue法 で菌 が

見出 され,そ の うち10例 には緑 に そま る菌 が相 当多数見

出 された。 これに対 し,被 包乾 酪巣22例 では,Victoria

 blue法 陽性18例 中の12例 におい て,緑 に そま る菌 を全 く

見出 しえなかつた。すなわ ち,Malachitegreen-fuchsin

法に対す る染色性が,被 包乾酪化巣 内の菌 と空洞 内の菌

とで異 な る傾向 を示す ことが わか る。

Victoriablue染 色性 とMalachitegreen-fuchsin染 色

性 とを比較す ると表2の 如 くであ る。特 にVictoria blue

法 で廾～ 卅程度に菌 の検出 された7例 において,Mala

chitegreen-fuchsin法 ではfuchsinに 染 ま る菌 のみ しか

見えなかつた点は注 目に値す る。

表2に は培養成績 を も併記 した。10例 の培 養 陽 性 例

中,小 川培地培 養,slide culture共 に陽性の もの3例,

いずれか 一方 に陽性 の もの7例 で,蛍 光法 のみでわずか

に菌 を検 出 しえた2例 中の1例 を 除 け ば,培 養陽性例

は,Victoria blue法 に よる検 出菌数 の多少 にかか わ ら

表2菌 の染色性と培養成績

ず,す べ て緑 にそま る菌 を含んでい るこ とが わか る。 し

たがつて培養 陽性 な る事 実は,Victoria blue法 あ るい

はZiehl-Neelsen法 によ る抗酸性染色所見 とは必ず しも

平 行 しないが,Malachitegreen-fuchsin法 に よつて緑 に

そまる菌の有無 と密 接に関係 してい るよ うに見え る。

術前化学療 法の期間別にみ ると,過 半数(22例)は12～)

18ヵ 月の治療 を受 けてい る。表3に 示す よ うに,被 包乾

酪巣で は,18ヵ 月末満の治療で培養陽性例が甚だ少 な く

なつてい るが,空 洞 では,24ヵ 月に及 ぶ治療 に もかか わ

らず,14例 中8例 に,し か も多数に,生 存可能 な菌 の存

在 してい ることがわか る。

表3化 学療法の期間と培養との関係

各培養法のいずれかに陽性成績 を示 した症例 を一括す

れば表4-aの 如 くで あ る。発病後手術に至 るまでの臨床

検査で菌の検 出され なかつ た ものが意外 に多い ことは,

菌検索 上注意 すべ き点であ る。 また 小川培地 とSlide

 cultureと の間の培養成績の食い違い は,培 養 日時 およ

び培養条件 の異 な ることと,後 者では顕微鏡 的に発育 型

ない しは微 小集落 を もつて成績 を判定 した こととによ る

と思 う。なお12週 に及ぶDubos培 地培養 によつて も,

特 に培 養陽性成績 を増 す ことはで きなかつた。

菌 を培養 しえた これ らの症例に共通す る点は,Mala-

chitegreen-fuchsin法 で緑 にそまる菌が相 当多 く見 られ

ることと,多 少にかか わ らず,定 型 的な桿状菌 の存在す

ることとであ る。

これに対 して,検 出菌 数が廾 ～卅であ りなが ら培養陰

性で あつた症例 を一括す ると表4-bの 如 くであ る。すな
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表4_a培 養陽性 の症例
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わ ち,Victoriablue法 で歯数が相当多いにかかわ らず,

Ma玉achitegreen-fuchsin法 では緑に染 まる菌 が全 く見え

ないかあ るいは少な く,か つ菌 の形態 が多 くは短 小ない

し穎粒 状をな してい る。 ことに第7例(一)の 如 きは,

無 数の菌 が宛 ら毛 糸玉 のよ うな菌塊 をな して赤 く染 まつ

表5

て い た 。

分 離7株 は い ず れ か の薬 剤 に対 して か な りの 高濃 度 耐

性 を示 し,SM1000γ/〃31,PAS1007/ml,INH100

γ/ml(各1株),3剤 共10γ/〃 ¢似 上 耐 性(2株)な どが み

られ た こ とは注 目す べ き点 で あ る。

分離株の薬剤耐性

症 例
耐 性 度(7/ml)

SM

1C

1

ユ0

1C(100)

1C

1000

10C

PAS

1(10)

10C

10

10

10

1(ユ0)

10

INH

全化学療法病 巣
期 間(月)

術前化学療法の種類および期間(月)

0.1

11

i謡

0.ユ(1)1

呵
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〃
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測 9<
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ユ8

24

lPA蝋INH単 →SM・PAS(9)i
SM・PAS(1)一 ラSM・PAS・INH(5)→INH・PAS(6)

SM・PAS(6)一 →SM・PAS・INH(7♪

SM・PAS(13)→NH:・}'AS(6ク

SM・PAS(9)→INH・PAS(8)一>SM・PAS・INH(6)

SM・PAS(6)→SM・PAS・1:NH(6)→}NH・PAS(6)

SM・PAS(9)→SM・PAS・INH(6)

菅()は 不完全耐性

総 括考 案

切 除肺 病巣か ら検 出 され る菌 の染色性 と培養成績 とに

中心をおいて検 索を試 みた。症例 数は必ず しも多 くはな

いが,ほ ぼ一定 の傾 向のあ ることがわか る。すなわ ち,

培養 によって陽性 とな るものは空洞 に多 く,化 学療法が

ユ2～24ヵ月に及 ぶにかか わ らず,生 存可能 な菌 をなお多

数 に含 んでい る。また菌の染色性 は培養成績 と密接 な関

係 を示 し,Victoriablue法Zieh1-Neelsen法 で抗酸 ・

アル コール性に そまる菌が多数 あ りな が らmalachit一



1958年1月
35

egreen染 色性 を持つ菌の見 えない場合 には培養陰性で あ

る。

塗抹陽性,培 養陰性 な る事 実が,薬 剤耐性検 査に端 を

発 してMedlarら によつて報告 され,以 来 多数 の報告 に

よつて高率に存 在す ることが確 かめ られたが,化 学療 法

以前に も同様の現象はいわゆ る自然治癒 の場合に存在 し

てい た筈で あ る27)。ただ後者の場合,そ の頻度が現在ほ

どには もちろん多 くなかつたがために,最 近 まで余 り注

目を惹か なかつ たので あろ う。しか し一面,菌 検索 に当つ

て塗抹染色鏡検 とい う方法が,検 出精度の低い粗雑 な方

法 として蔑視 され て きたこ とも大 きな原因 の1つ として

反省 され な くてはな らない 。鏡検 によつ て検 出され な く

とも培養 によつて菌 を検 出 しうるとい う多 くの事実 は,

培養法 に高い精 度を持 つ検索 方法 としての地位 を与 えた

が,こ れ に頼 るの余 り,培 養 され る以前 の菌 自体 につい

ての観察 が,甚 しく忽か に されて きた ことは見遁 しえな

い。事 実,単 孤 菌をKirchnerあ るいはDubos培 地 で

培養 してMicrocolonyの 発生 を観察す る と,こ の培地

条件 下では発育 しえない単孤菌 が常 に多数存在 す る点か

らみて も,培 養 陰性 とい うことが菌 陰性 とい うことと同

じ意 味を持 たない ことは明 らかであ る。 したがつて,菌

検 索に当つては,検 索 の 目的を異 にす るこの2つ の方法

が適切 に組み合 されな くてはな らぬ ことはい うまで もな

い。

塗抹陽性,培 養陰性 な る現象に対 しては,原 因を主 と

して培養 法に求め る考 えと,主 として菌 側に求め る考 え

とが あ る。前者の立場 におい てHobbyら23は,牛Al.

bumin加Dubos培 地処理に よつて培養陽性率 を高めえ

た とい うが,Bernsteinら24)や わが国の追試 者の成績15)

17)19)で は必 ず し も肯定的な成績 をえていない。ただ,染

谷 ら15はHobbyら の方法に よつて2ヵ 月培 養後27例 中

4例 に陽性成績 をえてい るが,同 一方法で培養陰性の3

例が1%NaOH処 理,Kirchner培 地培養で陽性 を示 し

てい るところをみ ると,Hobbyら の方法 によつて,従 来

培養不可能で あつた菌 の多 くを培養陽性た らしめ るとは

言い えない と思 う。

菌側の条件 としては,菌 の形態 と染色性が主 として問

題 とな る。形態がい わゆる定型的桿状菌で あるか,短 小

形,顆 粒形 あるい は菌塊状で あ るか によつ て,生 存の可

能性の有無 をほぼ推察 しうるので はあ るまいか との見解

が 多 く8)11)14,-d16)17)22),われわれの観察 成績 もこれ に類

してい る。 ただ後者 に属す るもののすべ てが生存 ・増殖

不可能 であ るか否か とい う点 にな ると,現 在 の培養条件

では的確 な証 明を提示 しえない 。また菌 の染色性 につい

て,い わゆ る易染性 と培養 陰性 との間に平 行関係があ る

いは認め られ る8)17)といい,あ るいは認 め られない14)-i

とい う。われわれは これについて検討 を加 えなかつたの

で,そ の 当否は明 らかでない。

実験成績 に述べ たよ うに,わ れ われの観察 によれば,

病巣 内結核菌が通常の培地 に発育 しうる場合には菌数の

多い こ とが必ず しも必要条件では な く,Malachitegreen

染色性 を持つ菌の存在が まず必要で あると考 え られ る。

室橋 ・吉 田の研究 によれ ば25∴ 高重合DNAが 重 合度の

低下 と共 にMalachitegreen染 色性 を失 うことか らみ る

と,菌 の死 に伴 つて起 る菌体 内物質の非可逆 的化学変化

の結果 として,DNAの 低重合化が 当然起 るで あろ うと

考 え られ るので,菌 体 内DNAがMalachitegreen染 色

性 を保持 してい るか否か が,菌 の生死 を示す1つ の表現

とな りうるよ うに思 われ る。もちろんMalachitegreen

染色性 を持 つ もののすべ てが生存 ・増殖可能 であ るか否

か は,わ れわれの現在持 つ培養条件 に頼 る限 り明 らか に

しえないが,Malachitegreen染 色性 を失 つた菌 は,恐

ら くは増 殖不可能 であろ うと室橋 らは考 えてい る。 した

がつて,検 査材料を この方法で染色 した場合に,赤 く染

まる菌のみが見出 され る場合には,培 養が陰性 に終 るこ

とを予想 して差支 えない と思 う。

なお,Malachitegreen-fuchsin法 に よる 病巣 内結核

菌の染色 に当つては,菌 以外の物質の濃染 をさけるため

に,均 等化 あ るい は酵素 によ る消化法等 を用いれば,分

別染色 され る菌の検 出は容易 にな ると思 う。

結 論

肺結核患者30例 か ら外科 的切除 によつ て得 た36病 巣 に

ついて,結 核菌 の染色性 と培養成績 との関係 を しらべ,

菌 の生死 の問題 を考察 した。

36病 巣 の うち,22例 は被包乾酪巣,14例 は空洞 であ る。

これ らの うち,31例 はVictoria blue法 で菌 が検 出 され,

一般 に空洞 の方に菌が 多 く見 られ た。

菌 の検 出 された31例 中16例 には,Malachitegreen-

fuchsin法 によ る染色 で緑 にそま る菌が見 出 され,こ の

うち9例 および蛍光 法のみ陽性の1例 が,培 養陽性 であ

つた。

菌 のMalachitegreen染 色性 と培養陽 性 との間に は

密接 な関係が存在す る。 したが つて,Malachitegreen-

fuchsin染 色 によつて,病 巣 内の結核菌 の培養 の可能 性

を ほぼ推察 し うると思 う。

擱筆 に臨 み御校閲戴い た柳沢部長,木 村荘長に謝意 を

表す る。

本研究 は一部文部省科学研究費の補助に よつた。

文 献

1) Medlar, E.M. et al.: Am. Rev. Tuberc., 66, 

36•`43, 1952.

2) Beck, F. & Yegian, D.: Am. Rev. Tuberc.. 

66, 44•`51, 1952.



36 結 核 第33巻 第1号

3) Yegian, D.: Am. Rev. Tuberc., 66, 629

•`631, 1952 (note).

4) Report of panel discussion survival and re

-vival of tubercle bacilli in healed tuberculosis: 

Am. Rev. Tuberc., 68, 477•`495, 1953.

5) Granville, G. E. et al.: Am. Rev. Tuberc., 68, 

729•`733, 1953.

6) Falk, A. et al.: Am. Rev. Tuberc., 70, 689•`

700, 1954.

7) 芳 賀 敏 彦: 日本 臨 床 結 核, 12, 652～655, 1953.

8) 伊 藤 義 昭 ・吉 田 昇: 結 核, 29, 138～142, 1954.

9) 赤 倉 一 郎 他: 結 核, 29 (増), 271, 1954.

10) 島 田 源 三 郎: 医 療, 8 (3), 24～26, 1954 .

11) 古 城 雄 二 他: 結 核, 29 (増), 305, 1954; 30 (増)
,

 148, 1955.

12) 小 川 辰 次: 最 新 医 学, 9, 1137, 1954.

13) Poumon, 10 (6), 497～564, 1954. (Canetti,

 G., Tison, F., Chadourne, P., Gernez-Rieux,

 Ch., Meyer, A., Brouet, G., Bical, R. 等 の 論

文)

14) 切 除 肺 と結 核 菌 の 問 題(特 輯), 結 核 診 療, 8 (3),

 120～232, 1955. (a. 牛 場, b. 岡 等, c. 塩 沢, d .

 島 村, e. 須 藤 等, f. 加 納 等, 9. 宮 本, h. 香 川 等,

 i. 伊 藤, j. 貝 田等, k. 江 波 戸 氏 等 の論 文)

15) 染 谷 四郎 他: 結 核 診 療, 9 (5), 723～728, 1955 .

16) 西 村 宏: 結 核, 31, 222～227, 1956.

17) 伊藤 義 昭: 結 核, 31, 424～430, 551～554,

 1956.

18) 佐 野 竹 次郎: 結 核 研究 の進 歩, 16, 225～243,

 1956.

19) 久 保 田昭 賢 他: 衛 生 検 査, 5 (4), 140～145,

 1956.

20) 寺 山和 夫: 呼 吸 器 診 療, 11 (3), 207～211,

 1956.

21)久 保 田三 郎:日 新 医 学,44(3),155～)162,

 1957.

22) 小 久保 文 造: 結 核 研 究 の 進 歩, 18, 190～217,

 1957.

23) Hobby, G. L. etal.: Am. Rev. Tuberc ., 70,

 191～218, 1954.

24) Bernstein, S. & Steenken, W, JR: Am . Rev.

 Tuberc., 70, 370～372, 1954 (note).

25) 室 橋 豊 穂 ・吉 田幸 之 助: 結 核 研 究 の 進 歩 , 17,

 160～172, 1957.

26) 室 橋豊 穂 ・吉 田幸 之 助: 結 核 研 究 の 進 歩 , 12,

 239～243, 1955.


