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化 学 療 法 時 代 に お け る 集 菌 法 の 意 義

1.田 村集菌法 による喀痰 中結核菌の検出
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緒 言

鏡検陽性 にして培養陰性 の結果 を生ず る場合 のあ るこ

とは結核菌培養の早い時代か ら知 られてい る(Hohn1)

Dinntzaら2)。 当時 は,し か しこれ は培養手技の不完全

のゆ えとして,あ るい は疑問の ままに あま り問題 とされ

ず にあつた。 この問題 を と りあげて精細 な検討 を加 えた

の は桂教授 および その門下(桂3)Katsura und Wun-

Chen Wang4),王5)6))で あつて,氏 らは単純塗抹,集

菌,培 養の3方 法を併試 しつつ 臨床例 を追求 し,一 般に

培養が鏡検 に優越 す る例 は経過 不良であ り,逆 の例 では

経過 良好 で あつ て菌 の 生活 力の減 弱 してい ることを 報

じ,鏡 検陽性培養陰性 な る現象 に臨床的意味 づけをした

のであ る。 その後化学療 法の時代 に入 るや,年 とともに

培養 成績 の劣化,鏡 検陽性培養 陰性例 の多い ことが広 く

注意 され るにい た り,一 方では喀痰 のみな らず,長 期の

化学療法 を受 けた被包乾酪巣 に見 出 され る菌 もまた鏡検

陽性培養陰性で あ る場合が 多い ことが知 られ,そ のよ う

な菌の変 化の本 質,病 原性や 耐 性 との関連,培 養 上の

工 夫等 に関 して多数の研究がな され るよ うになつた。著

者 ら7)も また この点の改善 を試 み,先 にTween80な

どを含 む寒天培地 によつ て培養成績 を高 め うることを報

じたが,こ れ によつて も塗抹陽性培養陰性 の例 をしば し

ば経験 したので あつ た。 ところで,塗 抹鏡検 とい う方法

は熱心に行われれば と もか く として,一 般的 には有力

な方法 ではないか ら,こ の非 力な塗抹の成績 と,理 由 は

ともか くとして,貧 弱化 した培養 成績 とを組 みあわせた

現今流布 の菌検 出法 を もつ て しては,そ の間に検出 され

ざ る多数の排菌例 を残す危険が少 な くない はず であ る。

もしその危険が大 きい ものな らば結核 の診断,治 療 の う

えに重大 な障害を もた らす ことは 自明で ある。 よつて著

者 らは この点の解 明のために,近 来はあ ま り広 く用い ら

れてい ない集菌法 を とりあげ,単 純塗抹法 および培養 法

の成績 を比較検討 した。集菌法 としては簡 にして要 を得

てい る と思われ る田村法 を用いたが,予 想以上の菌検 出

を単純塗 抹お よび培養 と もに陰性の例の中に見出す結 果

とな り,集 菌法の意義が この化学療 法時代において さ ら

に重要化 した ことが痛感 された。

実 験 材 料

羽 山荘 健康保険 福島療養所 に入所 し,化 学療法実施 中

の肺結核患者の うち,比 較的排菌数の少ない患者100名

を選んで対象 とした。すなわ ち12名 を除いては 月1回

の検痰 では3～6ヵ 月以上塗 抹培養 と もにほ とん ど常 に

陰 性を続 けてい た ものであ る。

結核菌 に対 す る抗結核剤 の影響 をな るべ く少 な くす る

た めに,早 朝 あ らか じめ冷水で 口を3～5回 洗わせて

か ら喀痰 を出 させ,か つ 喀痰 は喀出後3時 間以 内に 実

験 に供 した。ただ し抗結 核剤の不活性化 および採痰 に前

行 しての抗結核剤 の投与中止 は行わなかつた。

実 験 方 法

普通の単純塗 抹法(単 塗 法),田 村法8)～12)を 少 し く

改変 した集菌法,培 養法 を次記の ご とく併試 した。滅菌

シ ャー レに採 つた1～3ccの 喀痰 の 可及的膿 性の部分

を とつて単純塗抹標本を作 り,残 余の喀痰に8%苛 性

ソーダ溶液 を喀痰 の性状 および 量 によつて1～3滴 滴

下 し,白 金耳で約3分 間喀痰が完 全に 均等 化す る まで

混 和す る。ついで均等化 した喀痰 の半 分を滅菌試験管 に

と り,ほ ぼ等 量の4%苛 性 ソーダ溶液 を加 えて混和均

等化 し約30分 後 に培養 に供 した。残 りの半分 は容量約

30ccを 有す る肉厚 の,先 が比較的尖つ たス ピッツグラ

スに移 し,喀 痰 の約10～20倍 の 蒸溜 水で徐 々に 攪 拌

しなが ら稀釈均等化 し,3,000回 転20分 間遠心 し,沈

渣 を毛細管 ピペ ッ トでよ く混和後採取 し,載 物硝 子に約

1.5cm平 方 に辺縁 を可及的直線的 に,少 し く盛 り上 る

程度にたつぷ り塗 り,37℃ の孵卵器 中に入れて 自然乾

燥 させ る。 このよ うにす ると結核菌 は乾燥 す る間に辺縁

に集 ま り,菌 が多数に存在 す るときは塗抹の中央部に も

多 少はみ られ るが,少 数な らばほ とん ど辺縁にのみ見出

され る。 したがつ て鏡検 に さい しては辺縁 に沿つて直線

的に視野 をず らせ てゆけばよい 。 この集菌 法で田村 の原

法 と異な るところは,(1源 法 が25%苛 性 ソーダ 溶液

で喀痰 を均等化 す るのに対 し,著 者 らは喀痰 の半分 を培
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養 に付す る関係 上,で きるだけ前処理 によ る侵襲 を少 な

くす る考 えか ら,8%苛 性 ソーダ溶液 を使用 した こと,

(2)沈渣 を塗抹 す るさい,原 法では約1cm×3cmの 矩

形 に塗 るとあ るの を約1.56m2と した こ と,(3)喀 痰 を

均等化す るさい,割 箸で な く白金耳 を使用 した こと,(4)

沈 渣塗抹後の 乾燥には50～70℃ の 電熱乾 燥器 また

は緩やかな火招 を用い るのに 対 して37℃ の 孵卵器 を

利 用 した ことであ る。

単塗 法および集菌法の染色 は原法に準 じてチ ール ・戸

田法(ピ ク リン酸使 用)を採 用 した。水洗 の場合には可及

的短 時間に して菌 の流失 を防 ぐ必 要があ る。 この染色 法

はチール ・ネール ゼン法 と異 なつて喀痰 中の細胞,雑 菌

等 はほ とん ど鏡検 不能 であ るが,結 核菌 自体はむ しろ見

や す く,少 々厚 く塗 つて も識別 しや すい利 点が ある。

単塗法 は,倍 率1,000借 で100視 野の菌数 を算 出 し

てGaffky号 数 に当て はめ,集 菌法 は原法 に準 じて塗抹

の2辺 の菌数 を算出 して菌数/2R(RはRand)の ご

とく記入 した。培地 としては著 者 ら7)が 先 に 報告 した

Tween寒 天培地2本 および小川培地2本 計4本 を使

用 し,60日 間培養観察 した。

実 験 成 緒

1)基 礎実 験

Tween液 体培地 に7日 間発育 したH
37Rv株 菌液 か

ら102,103,10妾,105倍 菌液 を作 り,そ れぞれの方法

によ る検 出可能 限度を5回 実験 した。成績は表1の ご

とくで,0.1ccを 使用す る と集菌法 は103倍 液,小 川

培地 は104倍 液,Tween寒 天培地 は105倍 液 が 検出

し うる限度で あ り,集 菌 に菌液2ccを 使用 した 場合は

104倍 液で も2回 検出で きた
。

表1基 礎 実 験

2)臨 床成績

検査総数 は1,500回 で,表2に 示す よ うに菌陽 性率

は単塗 によつて11%,培 養 によつて17%,集 菌に よ

つて35%で あ り,集 菌が断然高い。 この うち 単塗陽

性培養 陰性例は5%,逆 に 単塗 陰性培 養 陽性例 は10

%,集 菌陽性培養陰性例 は22%,逆 に集菌陰 性培養陽

性例 は3%を 占める。総括す るに928回 は単塗法,集 菌

法,培 養法 のいずれで も陰性 で,572回 はい ずれかの方法

で陽性の結果 を示 した。 この572回 について3検 出法

表2成 績 総 括 表

の比較 を図示す ると図1を 得 る。 単塗 によ る検 出率 は

572回 に対 して30%,集 菌 で は92%,培 養 で は43

%で あつて集 菌に よるものがはなはだ 高率で ある。 さ

らに集 菌のみに よつて 検 出 された 回数は45%(図 中

D),培 養のみによつては8%(図 中E),単 塗 の み に

よつては0で あつた。また 集 菌陽 性培 養陰性は57%

(図中A+D),逆 に 培 養陽性 集 菌陰性は8%(E)

であ り,単 塗陽性 培養陰性 は12%(A),逆 に 培 養陽

性単塗陰性 は25%(C+E)で あつた。か くして現在

のご とく単塗 と培養 のみを用い る検査 によつては,菌 陽

性た りうる例 の約半数が 堤逃が され るとい う結果 にな

る。なお表2中 単塗陽性で集菌 陰性 とい う例 はないが,

これ は慣 れない うちは ときとして染色 に さい し菌の流失

を来す とい う失敗 が あるが,習 熟すれば この よ うなこ と

が起 らない ものであ る。

図1単 塗,集 菌,培 養 の成績 の関連

表3集 菌数と培養陽性率
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集 菌数 と培 養 との関係は表3に 示 して あるが 集菌 数

の多い ほ ど 培養陽性率が 高い。 集菌 数0で は約5%

の培養陽性率 を示すにす ぎないが,集 菌数が11コ 以上

にな ると培養陽性率が約半数 にな り,101コ 以 上にな る

と約70%を 示す 。集菌 数は2辺 の ものであ る。

表4は 同一 喀痰 の集菌 数 とコ ロニー数を 比較 した も

ので ある。集菌 数は2辺 の菌 数 を2倍 して全集菌 数 と

みな し,コ ・ニーの数はTween寒 天培地 と小川培地の

中で よ り多い方 の もの2本 分 の もので あ る。表 に 明 ら

か なよ うに,両 者の間の関係 は非常 に密接 ではな く集菌

数が コ・ニー数 よ り多かつた ものが その逆,お よびほぼ

同程度の もの よ りやや多 く認 め られ,相 当多数の菌 が認

め られて も培養陰性 の場合す ら少 な くない。表3に 示す

よ うに集菌数が51～100コ で なおかつ培養陽性率50%

で あることが如実に これ を証 明 してい る。

表4集 菌 数 と コロニー数 との関係

集菌数 とコロニー初発 日数 との関係 は 表5の ご と く

で,集 菌 数が多いほ どコロニー初発 日数が早 く な つ て

い る。た とえば集菌 数0と101コ 以上の ものを比較 し

て み ると,前 者で は30日 以 内に初発す る ものは35%

にす ぎないが後者では85%を 示す。集菌 数 は2辺 の

もので あ り,コ ロニー初発 日数 はTween,小 川両培 地

の うちで早 い方を とつた。

表5集 菌 数 とコ ロニー初 発 日数

コ ロ ニー 数 と コ ロ ニー 初 発 日数 との 関 係 は 表6に 示

して あ るが,コ ロニー 数 が1～10コ の もの は30日 以

内 に初 発 す る もの が約40%,101コ 以 上 で は約90%

で コロニー数の多い ものほ どその初 発 日数が早 くなつて

い る。 コロニー数 はTween寒 天培地 と小 川培地 の うち

多い方を,ま た初 発 日数 は両者の うち早い方 を とつ た。

表6コ ロニ ー数 と初 発 日数

考 案

鏡検陽性に して培養陰性の原因 として は培養手技の拙

劣 は別問題 として,抗 結核剤 の喀痰 中へ の混入 と菌 の生

活 力の減弱 または死滅 の2つ が 考 え られ るわけで あ る

が,こ とに菌 の 生活 力の 減弱 が 主 で あ り,い ず れにせ

よ,近 年の培養成績不良化に抗結核 剤が大 きい影響 を及

ぼしてい るこ とに諸家15)～23)の 意見 は一致 してい る。こ

れ に対 処すべ く,ヘ ミン,PABA,塩 酸 チステ ィン,

活性 炭素 な どが 培地 に混入 され た り,あ るい は 長期培

養,ア ル ブ ミン水によ る洗源 が用い られ,あ るい は喀痰

採取前の抗結核 剤投与中止 または含 鰍な どの方法が行わ

れてい るが,培 養問題 を解決す る方法 は生 まれていない。

いか ほ どまで に化学療法 の前後 において様子が違つて

い るか を数字 的に拾つ てみ ると,小 川16)は 化学療法以

前に鏡 検陽性培養陰 性例 は1.1%に す ぎない が以後 は

19.6%で あるとし,Yegianら15)は1.5%に 対 し

22%と し,Peizerら22)は1952年 までは2.4%で

あつたの に,近 年 は9%で あ ると報 じてい る。著者 ら

の結果 によれ ば,単 塗陽性で培養陰性 の例 は被検総数 中

の5%に,集 菌 陽性で 培養陰 性の 例 は22%に 見出

され,そ の逆 に培養陽 性で単塗陰性 は10%,同 じく集

菌 陰性 は3%で あつた。 また3検 出法の いずれかに

よ る陽性例総数 に対す る比率 は集菌92%,培 養43%,

単塗30%で あつた。 これ らの 数字 は しか し被検 者が

撰 択 された こと,す なわ ち大 部分は数 ヵ月にわたつて普

通の検査方法では単塗,培 養 ともに大体 陰性をつづけた

例 をえ らんだ ことか ら,あ ま り一般的 とは認 めがたい と

して も,そ れ な らば それだ けに単塗 と培養 を もつて して

は見逃 されて しま う排菌例が多数 に存在す るこ とを意味

す る。すなわち実際 の排菌 と培養 の結果 との解離 は以前

よ りもさ らに増大 した ことが認 め られ,こ こに直接菌 を

見 るための高能率 の方法が要請 され るし,ま たHedvall
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19)も い うよ うに,現 在 においては 培養の有す る意義 は

以前 と同 じで はないので ある。

この よ うに培養 をは るかに上回 る集菌 陽性率 を結果 し

た ことは,前 述の ご とく被検例が多 くは長期の化学 療法

を うけ,か つ撰択 され た ものだか らで あ るが,ま た1つ

には田村集菌法 の優秀性 によ るもので あろ う。 その能率

高 き所 以は次 の点 にあ るで あろ う。 この集菌法 はアノレカ

リを用いて喀痰 を処理 し遠心す るとい う原理 において は

多 くの他 の方法 と大 して変 らないが,(1)大 量の水 を もつ

て稀釈 して,比 重 の差 を利用す るところの遠心 による集

菌 とい う操作 を可及的能率的 にした こと,(2)塗 抹に さい

して は単に沈 渣 を塗 りひろげ るとい うので はな くて,矩

形に も り上げておいて,こ れが乾燥す る間 に,液 体表面

の性質に従つて菌 が辺縁に 自然に集中 してゆ く現象 を利

用 した こと,す なわ ちここで も自動的 に集菌が行われ る

こと,し たがつて鏡検 は辺縁 にそつて直線 的に行えばよ

い こと,こ の簡単 な物理 的現象 を巧 みに意識 的に利 用 し

た2点 は本法 の最大特徴で あろ う。 さ らに他の1つ の

理由 は,使 用 され る喀痰 量が培養 に用い られ るそれ よ り

もかな り多い こ とで あ る。た とえば出発点の喀痰量 が2

ccで あ る とす ると,集 菌 には そ の 半 分1ccが 使 わ

れ,培 養には残 り1ccが4%苛 性 ソーダ液 で倍 に稀

釈 され たの ち4本 の 培地に0.10cず つ うえ られ るの

で あ るか ら,出 発点の喀痰量で 計算すれ ば0.2ccを 用

い た ことにな る。 したがつて培養 と集菌 の使 用喀痰量 は

1:5で あ る。実際 にはそのよ うに 厳密には 行いが たい

か らおおよそ1:2～7で あろ う。

田村集菌法 によ る菌検 出数 の 倍率 は,田 村8)に よれ

ば単塗の 約37倍 で ある。 著者 らの 成績 では,単 塗 は

100視 野,集 菌 は正方形の2辺 をみ るとい う条件 の もと

で,Gaffky1号 相 当に対 し,集 菌 は 最低2/2R,最 高

88/2R,通 常20～40/2R,平 均30.8/2Rで あつて お

およそ田村 の成績 に 一致 す る。 なお 田村法の 能率は田

村8)に よれ ばア=ソチ フォル ミン法 の8借 で あ り,林 お

よび坂田11)に よれ ば(矩 形 に塗 ることを始 めたのは彼

らで ある)平 均 単塗法の100倍 で あつ た。これ らの 数

字 は単塗 に蛍光染色 を施 した場合の倍 率数 に比 しては る

か に高い。最近 中島 ら24)が 発表 した成績 によ ると,集

菌成績 は単塗 に比 してあま りよ くな らず,培 養陽性例 の

最高67.3%に 止 まつてい る。 このよ うに田村集菌 法が

高能率 を示す理 由は,諸 多 の集菌法が 「集菌」 な る操作

をただ遠心の みにか けて,そ の他の点 に対す る配慮が ほ

とん どないの に反 し,本 法では既述 の ごとき工 夫が加え

られてい るか らで あろ う。本集菌法は普 遍化 されてお ら

ないが,そ の特徴 が再確認 され,広 く 日常の検査 として

推薦 され るべ きもの と考 え る。

集菌 数 と培養の結果 とを比 較 してみ ると,集 菌 数の多

い ものほ ど培養陽性率 は高 く,集 菌数 とコロニー数 とを

対照すれば全体 としては集菌 数の多い方が コロニー数 も

多い 。しか し必ず し もそ うとは限 らず相 当多数の菌が見

出 されて も培養陰性の ことす ら少な くない。 この ことは

小川16),Hedvall19),西 村 ら25)そ の他多 くの 人 々の

観察す るところと同様で あつて,菌 のpopulationを 組

成す る,培 養 し うる菌 お よび培養 しえない菌 の割 合いか

んに従 うもので あろう。 コ ロニー初 発 日数が集菌 数お よ

び コロニー数の少ない ものに一般 に長いのは,菌 が消失

してゆ く場合にその生活 力が減 弱す る,少 な くとも培地

上の増殖力が減弱す ることを意昧す る もので あろ う。化

学 療法によ りコロニー初発 日数がお そくなつた ことは小

川16),西 村 ら25)も 報 じてお り,化 学療法以前の 時代

に も王26)は コロニー初発 日数 のお くれ るほ ど菌 の増殖

力は弱 く,そ の よ うな 例 の鏡検 成繍 ま培養成績 を 凌 ぐ

こ と,そ の臨床経過 はが いして良好 な ることを観察 して

い る。

総 括

大部分は数 ヵ月間従来の方法に よつてはほ とん ど菌 の

証 明 されなかつた100名 の結核 患者 について 田村集菌

法,単 純塗抹,培 養 の3方 法を 併用して 喀痰検査 を行

い次の結果 を得 た。

1)1,500回 の検索 申572回 にいずれ か の方法 によつ

て結核菌 が証 明 され た。その うち集菌 によつて検 出 され

た回数 は92%,培 養で は43%,単 塗で は30%で

あつた。集菌の みによつて検 出された ものは45%,培

養のみに よるものは8%,単 塗 のみによ るものは0で

あつた。また集菌陽性 にして培養陰性 の ものは57%,

逆 に培養陽性 にして集菌陰性の ものは8%あ り,単 塗

陽性 にして培養陰性 の ものは12%,逆 に培養陽性 にし

て単塗陰性の ものは25%で あつた。

2)田 村集菌法は操作が簡単で能率が非常に高いか ら,

ことに培養成績 の貧弱化 した今 日の化学療 法時代におい

ては本法 の優秀性が再認識 され,広 く日常 の検査方 法 と

して用い られ てよい もの と考 える。

3)田 村集菌 法の能率高 き主 な理由 は,遠 心,塗 抹,乾

燥 の操 作に特殊 の工夫が加 え られてあ ることに ある。

4)コ ロニー数は 集菌 数の 多い ものに多い 傾 向にあ る

が,必 ず し も比例 はせず,か な り多数の菌 が見 出 されて

も培養陰性 のこ とも少 な くない 。 コロニー初発 日数 は集

菌数 および コロニー数 の少 ない ものの方 におい て,多 い

ものに比 して一般 に長かつた。

本論文の一部の要旨 は 昭和32年10月13日 第16

回 日本結核病学会東北 地方会において発表 した。
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