
95

喀 痰 塗 抹 標 本 か ら の 検 出 結 核 菌 菌 数 に

基 づ い た 培 養 集 落 数 の 推 定 法 に つ い て

室 橋 豊 穗 ・吉 田 幸 之 助

国立予防衛生研究所結核部(部 長 麹沢 謙)

受 付 昭 和32年7月23旨

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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