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基 づ い た 培 養 集 落 数 の 推 定 法 に つ い て
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1.緒 言

喀痰中結核菌の生菌数を培養によつて定めようとする

場合に,定 量的測定に都合のよい,数 えうる程度の集落

数を発生せしめるような喀痰稀釈度の決定法は,実 際上

必要であるにもかかわ らず,今 日までのところ明 らかに

されていない。その理由は,菌 検出に最 も簡易普遍的な

塗抹染色法がいわば定性的な方法にすぎず,定 量的測定

法たる培養法との関連を掴 むことが不可能と考えられて

いること,臨 床上遭遇するいわゆる塗抹陽性,培 養陰性

例のために,染 色による検出菌数との関連において培養

集落数の予想を立てること自体が,方 法論的に無意味で

あるかの如 き印象を与えていることなどに主 として基づ

いていると思 う。しかし,も し塗抹標本か らの菌検出に

当つて,こ れを定量的に扱 うことがで き,そ の結果を手

懸 りとして,そ の喀痰の培養か ら得 られ るであろう集落

数を直接推定する方法が定められれば,定 性的測定方法

を定量化しうるという点で有意義なばか りでなく,日 常

の臨床検査に利するところが多かろうと思 う。

そこで幾つかの仮定を設けて推定式を作 り,実 測値 と

どの程度まで一致するか,し たがつてこの方法による予

想が どの程度まで利用しうるかを検討 しようと考 えた。

2・ 推定式の設定

塗抹および定量培養 される菌液が,一 定の範 囲内の分

散を有する均等な単孤菌菌液であると仮定すれば,そ の

一定量の塗抹材料中の菌数を足場にして,菌 液一定容積

中の総菌数を求めることは可能である。そこで,菌 液が

均等であるとの仮定の下に,推 定式を次のようにして設

定した。

1)一 白金耳で採取塗抹される最を容積に換算する。日

常用いる白金耳(内 径約3mm,針 金 の太 さ約0.7mm)

の容積をvと すれば,

v=0.152×0.07× π=0.0049≒0.005(ml)

で あ る。水についで実測すると,10回 の計測値の平均に

おいて,1.0mlは201.0±1.1白 金耳に当る。また,正 常

人喀痰を2%NaOHで 均等化 して遠沈し,そ の沈渣に水

を加 えて1mlと な し,同 様に計測すると,6回 の測定値

の平均において,1.0mlは201.4±0.18白 金耳に相当す

る。したがつて,0.1mlを ほぼ20白 金耳 と見做しうるの

で,0.1(ml)≒20(v)と 仮定する。

2)検 査に用いる顕微鏡の一視野面積(S1)は,同 一装

置を用いる限 り一定であるか ら,塗 抹面積(S)を 一定に

すれば,鏡 検総視野数(K)は,KS/S1と な り,恒 数で

表わされる。視野の広 さ(視 野数 と呼ばれ る)は,顕 微

鏡固有で,装 置によりそれぞれ多少宛の差はあるが,日

本工業規格(JIS)1)に よれば,拡 大率 と視野数(視 野

直径)と の間には次の関係があり,し たがつて,油 浸対

物鏡100倍,接 眼鏡10倍(拡 大率1,000倍)の ときは,視

野の直径2γ ≒0.138mmと な る。

視野数(直径)=130/倍率+2

実際 には,視 野周辺部まで鮮明に見尽すことはできな

いし,全 塗抹面を悉 く見ることもな く,ま た塗抹面その

ものに相当の誤差があるので,一 応,γ ≒0.06mmと 仮

定する。

これに相応して,一 白金耳の材料を半径R≒6mmの

円形になるように塗抹すると,塗 抹面の鏡検 総 視 野 数

(K)は,

となるので,計 算には甚だ都合がよい。

この場合,塗 抹面の厚 さは10-5mmのorderに な るの

で,塗 抹の厚 さによる検出誤差は除きうる訳である。

鏡検視野数は,成 績の精度を増す上か らはなるべ く多

い方が良いが,あ る程度よく均等化 された材料 で あ れ

ば,一 標本について,atrandomに50視 野すなわち全塗

抹面積の1/200の検 索を行えば充分であると愚われる。

3)一 視野平均検出菌数を 恥 とし,そ れ らの菌がすべ

て増殖可能な りと仮定すると,0.1ml中 に存 する生 菌

数,し たがつて推定発生集落数は次の式で求められる。

ただし,こ の場合,1集 落は1個 の菌か ら生ずるものと

仮定する。

(1)

菌数が極めて少ない ときはほとんど全視野を検索せね

ばならないが,そ の場合の検出菌数をnと すると,推 定

式は次の如くになる。

N100=20・n(2)

4)し か し,実 際 上,い わ ゆ る塗 抹陽 性,培 養 陰性 な る
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場合が存在するので,検 出菌のすべてに増殖可能 という

平等な資格を与えることは不合理である。そこで,ma-

lachitegreen-fuchsin染 色 による菌体の分別染色が,菌

の培養成績とかなりよく平行する2)こ とか ら,こ の分別

染色が培養前の状態における菌の生,死 をある程度まで

示しうるものと仮定して,緑 に染まる菌を増殖可能な菌

と見做し,そ の割合を α%,ま たそれ らの菌の培養基上

におけるreproducibility(増 殖可能性)を β%と して推

定式を立てると,

N=20・n1・ α・β(3)

菌数の極めて少ない場合には,

N=20・n・ α・β・10-4(4)

となる。

この場合には,n1あ るいはnお よび αを実測によつ

て求め,β には適当な値(20～80)を 与 えて推定値の上,

下限を算出することとする。

(1)～(4)の推定式によつて,推 定発生集落数Nあ るいは

N100が 求 められれば,そ の数に応 じて,集 落計数に適

当な集落数(通 常2桁 の数)と なるように計算によつて

稀釈度を決めればよい訳である。なお,推 定式(1),(2)は

推定式(3),(4)に おける α=100,β=100の 特殊な場合に

すぎない。

3.実 験 方 法

喀痰約2mlに2%NaOHま たは1%KOHを4倍 量(濃

厚な喀痰のときは適宜増量)を 加えて約10分 間フラン器

におき,自 金耳で撹拌後,3,000rpm,20分 間遠沈する。

沈渣に0.5～0.6mlの 滅菌蒸溜水を加えて沈渣原液 とし,

その一白金耳を半径約6mmの 円形になるように塗抹す

る。残 りは10倍 段階稀釈し,各 段階毎に0.1mlを1本 宛

の小川培地に培養する。遠沈沈渣を用いたのは菌の分散

度をなるべ く均等にするためである。

塗抹標本は,乾 燥固定後malachitegreen-fuchsin法2)

で染色し,緑 に染まる菌,赤 く染まる菌ならびにその合

計を数え.1視 野平均菌数n1を 算定し,推定式(1)～(4)に

よつて,推 定集落数な らびに適切な稀釈段階を定めた。

4.実 験 成 績

31例 の喀痰について得た成績は表1の 如くである。表

中βに20～80の 値 を与えたのは,毎 常行つている単孤菌

slide culture成 績か らみて,緑 にそまる菌のすべてが必

ずしも増殖可能ではないことか ら,上,下 限を仮定した

訳である。また推定値 としては概略の範囲を知 りうれば

充分なので,計 算によつて得た数値の少数点以下はすべ

て切 り上げた。小川培地による実測値(VU)は,培 養4

週 目の計数である。稀釈度は集落数の分母に記した。

検出菌数についてみると,直 接塗抹(nα)と 沈渣塗抹

(n1)と では著しく相違するもののあるのに気付く。こ

表1喀 痰からの検出結核菌菌数と,集落推定値な

らびに集落実測値との関係

注nd:直 接塗抹1視 野平均 菌数n1:沈 渣塗抹1視 野平均菌数

α:緑 に染まる菌の割合 β:同 上菌 のreprcducibUity

 VU:実 測集落数(小 川培地,4週)N,N100:推 定集落数
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れは材料中の菌分布の不均一さを示すもので,直 接塗抹

材料では定量的測定に役立ちえないことがわかる。

検出菌数(n1)と 緑 にそまる菌の割合(α)と の間には

特定の関係は認められない。

推定集落数(N)と 実測集落数(VU)と の関係をみる

と,実 測値の方が大 きいもの(20,22,27,28,29)や,

小 さいもの(3,11,25)が あ るが,過 半数において,推

定値は実測値によく近似している。そこで,推 定値Nあ

るいはN100に ついて実測値 と同一orderの 値 を示した

ものを一致例 と見做すと,表2の 如 くで,N100は 一般

に実測値より大 きく推定しているが,Nは 実測値にほぼ

近い値を多 くの場合に示すことがわかる。

表2実 測集落数(VU)と 推定値(N,N100)と の関係

また緑にそまる菌の割合αと実測な らびに推定集落数

(N)と の関係は表3の 如 くである。αの非常に小さい例

(9,12,15)で は,推 定値(N)と 実測値とが特によく一

致 していることがわかる。

表3緑 にそまる菌の割合(α)と 実測集落数(VU)

お よび推定値(N)と の関係

次に,算 定 し易い集落数をえた実測時稀釈度と推定式

によつて指示 された稀釈度とを,一 視野平均菌数n1の

多少に由つて分けると,推 定式(1),(2)による推定値N100

か らは実際にえられる稀釈度と一致した もの16例,ま た

(3),(4)による推定値Nか らはやや実際の稀釈度と一致し

た もの20例 であり,Nの 方が実測値に近い値を示すこと

がわか る。

しかしNとN100と の差は20rder以 内で,実 測値の

大半はNとN100の 間に存するか ら,Nに よる推定稀釈

度以外にその前後各1段 階について も培養 を行つておけ

ば,数 えうる集落数をうることは可能であろう。

5.総 括 考 案

直接塗抹染色によつて喀痰中から検出され る結核菌菌

数 と培養検出菌数 とに関して,Cummings 3)は,喀 痰

1ml中 に10万 個 以上の菌が存在せねば鏡検により検出し

えずといい,海 老名 ら4)は,5万 個 以上の菌の存在 を必

要とすると述べている。しかし喀痰中結核菌の分布がそ

のままでは極めて不平等であることを考えると5),か か

る材料の直接塗抹標本における菌検出数を培養集落数と

直接関係づけようとすることには大 きな無理があると思

う。そのいずれ も,研 究材料として非結核と思われる喀

痰に培養菌を混入したものを用いているが,培 養菌が容

易には単孤菌に離れ難いこと,喀 痰に人為的に菌を混入

する場合に菌分布を容易には均等化しえぬことなどを考

えると,そ の研究方法 自体にまず問題があろう。従来定

性的方法としてのみ用い られてきた染色鏡検法と,定 量

法としての培養法との間に一定の関係を見出そうとする

には,前 者を定量化する方法をまず考 えなくてはな らな

い。

本実験に当り,幾 つかの仮定の下に,染 色による菌検

出法を定量化しようと企てた。もちろん予備実験的に行

つたために,い ろいろの点で吟味が欠けているが,実 験

成績をみると,偶 然にしては推定値が実測値に余 りに も

よく近似 してお り,し たがつて,推 定式設定への幾つか

の仮設に著しい誤 りのなかつたことを示すように思 う。

鏡検所見と定量培養成績 との間にある関係を見出そう

とする試みは,喀 痰中結核菌の耐性populationを 分離

培地で直接測定しようとする目的か ら種々工夫されてい

る。小酒井 ら6)は,直 接塗抹材料について,Gaffky I

～III号の場合は2～3倍 および20～30倍 に,IV～VI号 の

場合は2～3倍 および200～300倍 に,VII号 以上の場合は

2～3倍 および2,000～3,000倍 にそれぞれ稀釈培養を行

えば,多 くの場合に数え易い集落 を期待 しうると言い,

Middlebrookら7)は,均 等化および集菌操作 を行つた材

料について,20視 野鏡検で20個 以下の場合はそのまま,

一視野10個 以下の場合は10倍 に,10個 以上の場合は100

倍に それぞれ稀釈培養すべ きことを述べている。これ ら

の考慮は,共 に日常検査における定性的測定法を定量的

測定法への足場たらしめようとする方向に一歩を進めた

と言い うるであろう。しかし,そ れ らは多分に経験的な

もののように察せられ る。ことに,何 等の処置をうけぬ

喀痰中結核菌の分布の不均一 さを考えると,そ の非特定

の一部を塗抹した標本の測定か ら定量的測定への指示を

与えることは前者の場合甚だむずかしい。また後者のよ

うに,た とえ均等化や集菌操作が行われて も,た とえば

1視 野宛1個 以下の場合にはそのまま培養するとい うこ

とでは,少 数の例外を除いて,培 養集落数は算定可能な

集落数を恐 らくは遥かに越すであろうし,し たがつて稀
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釈培養の意昧を成さぬと思 う。

実験成績に述べたように,本 実験の範囲では,わ れわ

れの推定式は必ずしもすべての例に対 して適正な指示を

与ええなかつた。それはvariationの 大 きい材料を扱 う

以上当然なことである。しかし,懸 け離れた値を示 した

少数例 を除けば,約 半数では実測値(VU)と 推定値(N)

とよ く近似し,ま た近似しない もので もおよそ1稀 釈段

階以内の差にすぎないか ら,推 定式(3),㈲ に よる推定は

実際上可能であると思 う。この場合,検 出菌中にmala .

chitegreen染 色性の菌が大部分を占めるものでは,推 定

式(1),(2)あ るいは(3),(4)のいずれによるもほぼ近似 した

値 となるが,fuchsin染 色性の菌が甚だ多い場合には,

推定式13),(4)に よ らなければ実測値に近い推定値は定め

えない。また,数 え易い集落数を的確に得ようとするに

は,推 定値Nに よつて示 される稀釈段階の前後各1段 階

において も培養を行つておけば,多 くの場合に失敗はな

かろうと思 う。

以上述べた推定方法は,臨 床検査の実際にはやや煩雑

であるか も知れない。しかし,定 性的検査法を定量化 し

うる意昧において,ま た鏡検によつて求め られる推定値

が,次 に行 う培養における労力,資 材を著 しく節約せし

め うる意昧において,こ の試みには実際的な価値がある

と思 う。 もちろん,菌 液の均等度や,小 川培地の培地差

などについての吟昧が必要であるが,こ れ らについては

改めて検討する予定である。

なお,malachitegreen-fuchsin法 に よつて赤 く染まる

菌の多い場合には,実 測集落数 も明 らかに少ないが,こ

のことは,少 数例なが ら,本 分別染色の機序に対する著

者 らの考察2)を 裏付けるもののように思われ る。

結 諭

塗抹染色による喀疾中結核菌の検出を定量化するため

に,均 等化した喀疾沈渣をmalachitegreen-fuchsin法

で染色し,そ の鏡検によつて計数された菌数に基づき,

推定式によつて生菌数を算定 し,そ の推定値を,培 養し

て得 られた実測値と比較した。

推定集落数は過半数例において実測集落数と近似し,

特 に緑にそまる菌の割合の少ない場合には,実 測値 も推

定値 も共に少な く,よ く近似する。 このことは,mala-

chitegreen-fuchsin法1に よる分別染色が菌の生,死 を判

別する上に役立ちうることを示すように思 う。

大多数例において,推 定値と実測値との間に余 り大 き

い開 きがないので,推 定値によつて指示される稀釈段晧

およびその前後1段 階において培養 を行えば,計 数に容

易な集落の発生を期待することがで きると思 う。

擱筆に臨み御校閲戴いた柳沢部長,喀 疾材料を提供 さ

れた北―里研究所付属病院小川辰次博士に謝意を表す。

本研究の概要は第11回 日本公衆衛生学会総会において

報告一されτナこ。
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