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結 核 菌 検 索 に お け る 螢 光 法 と 培 養 法

中 島 康 次 ・本 田 〓 ・沢 井 武 ・小 川 辰 次

北里研究所付属病院(院 長 宗 武藤)

受 付 昭 和32年8月5日

1緒 論

わが国では結核菌の検索に蛍光顕微鏡が漸次使用され

つつあ り,こ れに関する研究 も多い。これ らの研究の中

で,蛍 光法は,培 養法に比 して検出率が,す ぐれている

か,あ るいはこれに匹敵すると発表している研究者と,

その反対に,蛍 光法は培養法に比 して劣るとい う成績 を

発表している研究者とある。それでわれわれは,喀 痰お

よび胃液について,こ の点を追及したので報告する。

2方 法

材料は入院して化学療法を実施している患者よりの も

のが大部分であつて,最 初は,検 査室に提出された材料

をそのまま用いたが検出率が低いので,実 験中途より,

培 養,塗 抹等で,結 核菌の出そうな患者の材料を選んで

使用した。なお材料の採取前24時 間は,化 学療法の投与

を中止した。

a喀 痰;

(イ)20ccま で 目盛のある滅菌遠心沈澱管に採取した喀

痰 を,ま ず1白 金耳宛とり,載 せガラスの上に1cm平 方

に丸く広げて塗抹し,乾 燥,固 定,染 色する。次に,喀

痰に0.004%にphemol redの 混入してある8%NaoH

を等量加 えて,滅 菌 した割箸で,充 分か くはん均等化し

型の如 く,1ccの メスピベットで,0.1cc宛 を3%KH2

PO4培 地 に培養する。

回 残 りのNaOH処 理液にさらにphemol redの

0.004%に 混入した4%NaoH液 を加えて,全 量,約20

ccと し,充 分かくはんして均等化する。 これを1分 間,

3000廻 転の遠心器で10分 間遠沈し,上 清を棄て,で きた

沈渣を1ccの メスピペットでよくまぜて,そ の0.1cc宛

を3%KH2po4培 地 に培養すると共に,メ スピペット

に吸い上げた沈渣の1滴 を,載 せガラスに滴下し,前 同

様約1cm平 方の円形に広げて,塗 抹,乾 燥,固 定し,

染色する。

(ハ)前 述の残 りの沈渣に,赤 色の消失するまで,8%

HClを1滴 宛加 えて中和し,こ れをL6wemsteim-Jemsem

培地 および1%KH2Pq培 地 に,前 同様にして0.1cc

宛接種すると共に,塗 抹,染 色した。

b胃 液:

約10ccの 胃液 を採 取 す る 。 まずHomogemeizerに か

け て均 等 化 し,こ れ を(イ),(ロ)と2分 し て,20ccの 目盛 の

あ る遠 心 沈 澱 管 に入 れ る。

(イ)古 久保法1)に より,20%NaOHを 胃液の1/4量加 え

て,充 分にか きまぜて均等化し,直 ちに1分 間3000廻

転 の遠心器で10分 間遠心し,上 清を棄て,得 た沈渣を,

1ccの メス-ピペットで,0.1cc宛 を3%KH2PO4培 地

に接種すると共に,そ の1滴 を前同様にして載せガラス

に塗抹,乾 燥,固 定して染色する。

(ロ)Phenol redの0.004%に 混入してある4%NaOH

を,胃液の2～3借 加えてよく均等化 し,室温に10分 間

放置 し,1分 間30GO廻 転の遠心器で10分 間遠心し,上清

を棄て,得 た沈渣を8%HClで 中和して,そ の沈渣を,

前 同様にして,0.1cc宛 をLowemstein-Jemsen培 地お

よび1%KH2po4培 地に接種すると共に,そ の1滴 を載

せガラスに塗抹,染 色する。

染色は同一材料について,蛍 光法と共に,対 照の意味

でZiehl-Nedsen法 を実施 したものもあ り,またどちら

か一方のみを実施 したもの もある。蛍光染色は矢崎,津

金2)の ロダ ミンーオーラミン複染色法により,装 置は蛍

光顕微鏡研究協議会で試作した ものを用い,200倍 の拡

大で見て決定したが,疑 わしい ものは,流 動パ ラフィン

によつて油浸にし,500倍 の拡大でみた。そして桿菌型

と顆粒型との2つ に区別して記載 した。Ziehl-Neelsen

法の染色では,500倍 の拡大で見た。なお蛍光法では,

全塗抹面を見,Ziehl-Neelsen法 では約5分 間見て,菌

の発見で きない時は陰性とした。

矢崎,津 金の ロダミンオーラミン複染色法は次のよう

である。

標本を塗抹,染 色,固 定し,ロ ダミン液を標本面に

充分滴下して60秒 ～90秒 染色し,液 を傾けて棄て,

次 にオーラミン液を前同様充分に標本面に滴下,室 温

で15分 染色する。水洗後,1%塩 酸 アル コールで肉眼

で色のなくなるまで脱色,さ らに水洗して,メ チレン

青原液の100倍 稀釈液で,10秒 ～30秒 染色し,水 洗

後,自 然乾燥し鏡検する。

注:ロ ダ ミ ン 液 … ロダ ミンBの0.1%の 蒸 溜 水

溶 液

オ ー ラ ミン液 …5%の 石 炭酸 液 の 中 に0.1%

に オ ー ラ ミン0を 溶 か す 。

次に培養は,1つ の材料について,2本 ～3本 の培地を
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使用した。そして2ヵ 月観察した。なお中和の場合には

Lowemstein-Jemsen培 地 と1%KH2PO4培 地 を同時に

同本数使用したので,4本 あるいは6本 の培地を使用し

たことになる。そしてこれ ら使用培地中の1本 にでも集

落の発育した時は,す べて陽性とした。

これ らの研究は,喀 痰でも,胃 液でも,同 一の材料に

ついて(イ)(ロ)のあるいは(イ)回と平行して実験したものもあ

るが,こ のうちの(イ)のみ,(ロ)のみ,あ るいは(ハ)のみについ

て実施したものもある。したがつて処理の異なることに

よる検出率の点を比較することは妥当でない。このよう

にして,蛍 光法による検出と培養による検出,お よび対

照としてのZiehl-Neelsen法 と培養との検出率を比較す

ると共に,顆 粒型についてのわれわれの成績を示した。

なおNaOH処 理 による沈渣の塗抹標本は,は くりし易

いので,慎 重に染色したが,そ れでもは くりしたものが

あるので,こ れ らは実験例か ら除外した。

3成 績

(1)Ziehl-Neelsen染 色 と培養による陽性率の比較

喀痰の単純塗抹と8%NaOHで 均等化しての培養,8%

NaOHに よる集菌および集菌したものをさらに中和 し

た時の培養,塗 抹の検出率は表1に 示したようであつて

いずれも一見して,培 養陽性率がよい。培養による検出

を100と して,塗 抹による検出の比を出してみると,喀

痰ではそれぞれ,41.5,32.0,43.8で あ る。胃液でも,

ほぼ同様であつて,20%NaOH処 理後に集菌した場合で

も,4%NaOH処 理後,集 菌 して中和した場合でも,培

養による陽性率がよく,塗 抹の陽性の比を見ると,そ れ

ぞれ,48.2,36.6で あ る。

以 上 を総 合 す ると,喀 痰,胃 液 の いず れ の処 理 に お い

て も,Ziehl―Neelsen染 色 に よ る検 出 は,培 養 の 約1/2～

%と い うこ とに な る

表1Ziehl-Neeken染 色 と 培 養 に よ る 陽 性 率

(2)蛍 光染色と培養による陽性率の比較

(1)と 同様にして蛍光染色の培養に対する陽性,の比を

求めて見ると,表2の ように桿菌のみを陽性とした場合

は,喀 痰の単純塗抹では,53.3,8%NaoH集 菌 では,

67.3,中 和では,60で あつて,胃 液では,20%NaoH

処理で75.8,中 和で60.7,で あ る。すなわち最も少な

くて,培 養の1/2,多 い時は,培 養の3/4の検 出率である。

次に顆粒型も陽性 としてみると,桿 菌型のみを陽性 とし

た時に比して,少 ないところでも5%,多 いところでは

11%も 陽性率が増している。したがつて,培 養に対する

陽性の比 も多 くなつて,最 も多い ものは,胃 液の20%

NaOH処 理 であつて,培 養に匹敵する。 最も少ない も

の は,単 純塗 抹 の66.2で あ つ て,そ の他 の もの で は,

80.0前 後 で あ る。 す な わ ち この よ うに,蛍 光 染 色 に よ る

陽 性 率 はZiehl-Neelsen法 に比 し て増 し て い るし,こ と

に顆 粒 型 も陽 性 と し て と ると,培 養 に ま で接 近 し て く

る 。

(3)蛍 光染色における桿菌型と顆粒型の培養陰性例の

比較

表3で 見るように蛍光染色で桿菌のみを陽 性 とす る

と,喀 痰の単純塗抹では37例 である。これを培養 して見

ると,13.5%が 培養陰性を示した。同じ材料の中の顆粒

1型のみの陽性のものは劉 であつて,こ れを培養して見
る と,62.5%が 陰 性 を爪 し た。 同様 に し て見 て ゆ くと,

表2蛍 光 染 色 と 培 養 に よ る陽 性 率
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表3蛍 光染色における桿菌型と顆粒の培養陰性例

喀痰の8%NaOH処 理でも,中 和でもまた胃 液の20%

NaOH処 理 でも中和でも,い ずれ も顆粒型の培養陰性

率は,桿 菌型に比して著明に多い。喀痰,胃 液のそれぞ

れの前処理の ものを合計して見ると,検 査例数が890で

あつて,桿 菌型のみつかつたもの206例,顆 粒型の見つ

かつたもの64例 であつて,こ れ らを培養 して見 ると,

桿菌型では18.9%の みが陰性を示したのに対して,顆

粒型では70%す なわち桿菌型の約3倍 以上の陰性率を

示した。

4総 括および考察

Ziehl-Nedsen法 に比して蛍光法がすぐれていること

は諸先進の成績 と一致する。しかし喀痰における成績が

培養に匹敵するとか,培 養以上であつたとする上坂5)三

友,中 村4),小 酒井5),小川政6),柳 沢,榛 名7),ら の成績

とは異な り,蛍 光法より培養の方がすぐれていると発表

した蓑茂8),工 藤9),馬 場10),佐 々木11),David G.

Freiman12)ら の成績と一致した。 また胃液においても

Jensenu.Ghode13)や,三 友,中 村のように蛍光法が培

養に比して数等すぐれていると発表した成績とは全 く異

な り,わ れわれの成績は,培 養法がすぐれていた。しか

しそのいずれの場合において も,培 養による成績に接近

していることは事実であつて,こ のことは蛍光法のすぐ

れている一面を語 ると共に,培 養しても発育してこない

ものが多 くなつてい るか らであろう。なお研究者によつ

て,蛍 光法と培養法の比較の成績が相違してい るので蛍

光法が常に培養法よりもす ぐれているとはいえないだろ

う。これはいろいろの条件に左右 されていると思われ る

が中でも,対 象が違つていることが大 きな原因ではなか

ろうか?

次 に顆粒型は,結 核菌であるか どうか問題となつてい

るが,工 藤は喀痰において585例 の検査中に38例 を発見

している。この数は同じ材料で桿菌を認めた例が69例 で

あるか ら,桿菌型の約%弱 となる。Jensen u.Ghodeは

439例 の胃液か ら蛍光陽性のものを126例 発見したが,

そのうちの半数は球菌(顆 粒型と同じと思われる)で あつ

たとい う。われわれの顆粒型の桿菌型に対する検出の比

率は,工 藤や,Jensenu.Ghodeの ように多くはないが

しかし喀痰,胃 液の別なく,ま た前処理の方法のいかん

にかかわ らず常に発見されている。発見された顆粒型の

数は,大 部分は全標本に2～3コ,あ るいは,1コ とい

つたように少な くて,桿 菌型のように,1視 野に何 コも

見つかることはない。また顆粒型陽性の もので も,同 じ

材料より塗抹標本を作 りZiehl-Neelsen法 で染色した も

のでは,1例 も陽性を示したものはない。これ ら顆粒型

の陽性のものを培養すると,そ の70%は 集落が発育し

てこない。

また内科の病室に結核症以外の疾患で入院している12

例 の喀痰を採取して蛍光染色をして見ると,そ のうちの

3例 に顆粒型を見たが,こ れ らは培養しても結核菌の集

落は発育しなかつた。

以上のようなことか ら顆粒型は結核菌でないとは断定

できないが,蛍 光顕微鏡研究協議会で提案したように,

一 まず結核菌のわくの外においた方が無難のように思わ

れ る。なおJensen u.Ghodeら の取 り扱つた患者は,

いずれも,チ ビワンを服用しているが,わ れわれはチビ

ワンそのものが蛍光を発するのを見ているので,こ のよ

うなことも,蛍 光染色では陽性例の多かつた1つ の条件

であろう。

最後に,表 題とは多少かけはなれるが,塗 抹陽性,培

養陰性の例が,胃 液の方が喀痰の2倍 も多い。この事実

は,胃 液が喀痰に比して結核菌の検出率が良いといつた

ことと矛盾す るようであるが,こ の点はさらに研究した

い。また塗抹陽性培養陰性の臨床上の意味についてもさ

らに検討したいと思つている。

5結 論

入院して化学療法を実施している肺結核症の患者の胃

液,喀 痰を材料として,こ れ らを,単 純塗抹後,ア ルカ

リ処理して培養し,あ るいは,ア ルレヵリ処理して遠沈し

たもの,さ らに沈渣を中和した ものについて,塗 抹標本

を作 ると共に培養し,塗 抹したものを蛍光染色,あ るい
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はZiehl-Nedsen染 色 をし,次 のような成績を得た。

(1)培 養陽性を100と したこ場合のZieh1-Neelsen染

色 の陽性比は,最 も少ない もので32,最 も多い もので

48.2で あった。

(2)蛍 光染色による培養に対する陽性比は桿菌のみを

陽性にとれば,53.3～75.8で あつて,さ らに顆粒型を

陽性として,桿 菌型と 一緒にして陽性とす ると,胃 液の

20%NaOH処 理では,培 養に匹敵する検出率を示したこ

が,こ れを除 くと,そ の陽性比は,66.2～85.1で あつ

て,Ziehl-Neelsen法 よ りもよく,こ とに顆粒型を入れ

ると,陽 性比はさらに良くなる。

(3)顆 粒 型のものを培養すると,70%が 陰 性 を示 し

たこ。

(4)桿 菌のみを陽性としたこ場合で も,桿 菌と顆粒型と

一緒にしたこものを陽性としたこ場合でも,塗 抹陽性,培 養

陰性例が,胃 液の方が喀痰の2倍 もあつたこ。
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