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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

II推 定グ ラフを用いる推定法の簡易化

室 橋 豊 穗 ・ 吉 田 幸 之 助

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)
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緒 口

均等化された喀痰塗抹標本か らの検出菌数に基づいて

培養してえられる集落数を推定する方法については前報

告1)に 述べた。予備的に行つた約30例 の喀痰の成績によ

ると,推 定値は実測値とかな りよく近似しているので,

日常の検査にこれを応用することは可能と思われる。し

かし一時に多数例を扱 う場合を考えると,推 定値の上,

下限を計算することは煩鎖にすぎるので,こ の計算を省

略しうる簡易化された方法が望ましい。そこで,推 定式

をグラフに表わし,こ れによつて推定値を定めることに

した。推定式によれば,集 落数は鏡検検出菌数の一次醜

数で表わされているので,直 線 グラフに書 き直すことが

で きる。したがつて,一 視野平均菌数を知れば,推 定集

落数を直ちに求めうる訳である。

本報告においては,主 として喀痰か ら得た実測集落数

を推定 グラフにplotし て,推 定直線に対す る分布をし

らべ,前 報告に述べた推定方式の当否に吟味を加えるこ

とにした。

実験材料ならびに方法

1.喀痰 中の結核菌分布をなるべ く均等ならしめるた

めに,次 の方法を用いた。

喀痰約1mlに2%NaOH約4倍 量を加え,%hpの 小

型モーターに接続した 白金耳で1分 内外擬絆する。Na

OHを 添加して軽 く振盪するのみで容易に均等化 される

ような場合には攪拌 を行わなかつた。

2.喀 痰58例 中始めの30例 では,攪 拌均等化 したもの

か ら1白 金耳(前 報告)1)を とつて直径約12mmの 円形

に塗抹した。後の28例 では,攪 拌均等化後3,000rpm,

20分 間遠沈し,沈 渣に蒸溜水を加えて0.4～0.5mlの 再

浮游液を作 り,そ の1白 金耳 を同様に塗抹した。

3.標 本は,乾 燥,火 焔固定後,malachitegreenfu-

chsin染 色2)を施 し,atrandornの50視 野 を鏡検して,分

別染色 された菌を別 々に計数 し,赤,緑 両者を併せた1

視 野平均菌数n1お よび緑にそまる菌のみの平均菌数no

を求めた。菌の極めて少ない場合にはほとんど全視野を

鎌 し,全 視野1個 であればn1あ るいはn0=1/104と

した。次で前報告の推定式に従い,計 数に適した2桁 の

集落数をうるような稀釈度を決め,均 等化した材料をそ

の段階に稀釈して0.1ml宛 を小川培地2本 に培養した。

なお,集 落の生 じ難い場合を考慮 し,非 稀釈段階をも培

養 しておいた。

4.集 落数としては大多数例では4週 培養の値を計数

したが,発 育の遅い少数例では6～8週 の値をとつた。

表1検 出菌数,そ の分散および実測集落数

a.NaOHに て均等化のみを行つた場合
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表1検 出菌数,そ の分散および実測集落数

b.均 等化後,遠 沈,再 浮游を行つた場合

5.喀 痰の対照 として,均 等なBCG菌 液 を1～0.1m

g/mlに 稀釈し,濾 紙で濾過 して得た単孤菌菌液につい

ても実験を行つた。

実験成績ならびに推定式の吟味

均等化した材料をそのまま実験に供した始めの30例 の

成績は表1-aの 如 く,均 等化後遠沈沈渣を再浮游液と

した後の28例 の成績は表1-bの 如 くである。 全視野鏡

検により菌日でかつ培養陰性の ものは,前 者4例,後 者

になく,こ れ らは非稀釈段階においても集落を生じなか

つた。したがつて,培 養 された原液0.1ml中 には増殖可

能な菌を少なくとも含まないと推測 される。また鏡検上

10-2程 度に菌を検出しながら,培 養陰性のものは前者に

4例,後 者に1例 あつた。 これ らは検査順位が近接して

いることや,同 一一〇rderに 菌 を検出しえた他の例の成績

との相違などか らみて,例 えば薬剤の混入 とい うような

喀痰採取時の特殊な条件によるのか も知れない。そこで

集落を生 じなかつたこれ ら9例 を除 く49例 について,実

測値を推定グラフにplotし てみた。

まず,鏡 検にて検出ざれた菌のすべてが増殖可能なり

と仮定すると,前 報告の推定式1)N100=2.105・n1が

適用 されることになる。この式のn1に10P(P;-4～+2

の整数)を 与えれば,1視 野平均菌数のすべてを増殖可

能なりと仮定する場合の上限値を示す直線がえられる。

これに実測集落数をplotす ると図1の 如くである。

図11視 野宛検出菌数のすべてを増殖可能と仮

定した場合の集落数推定直線(N100)に 対

する実測集落数の分布

すなわち,大 多数例はN100直 線の下方に分布し,あ

る菌数における集落数の開きはおよそ102 orderに 近 くな

つている。この開きは,推 定式設定のために設けた仮定

とは全 く無関係で,主 として実測時の実験誤差に由来す

ると推定されるので,諸 条件について吟味してみる。

(1)菌 液の均等度:各 試料50視 野鏡検検出菌数か ら1

視野平均菌数および標準偏差を求めると図2-aの 如 く

分布 し,偏 差は意外に小さい。対照のBCG単 孤菌菌液

についてしらべると図2-bの 如 くである。すなわち,

前述の方法で均等化された喀痰中の結核菌の分布 と,B

CG単 孤 菌菌液の分布 とは,塗 抹標本上においてほとん

ど相違がない。したがつて菌液 としての均等度にはほと

んど差のないことが推測される。一般に,肉 眼的に均等

な同一BCG菌 液 の同一量か ら生ずる集落数が102 order

の差 を生ずることは全 くありえない とい う幾多の事実か

ら,前 記程度の均等度であれば,集 落数に与える変動は

せいぜい2～3借 程であると考えられる。

次に,各 視野菌数の平方根を求め,50視 野における菌

の分散をしらべ ると,喀 痰34例 においてはa=0.76(平

均)(表1-a,b),BCG単 孤菌菌液25例 においては

σ=0.85(平 均)で あるか ら,菌 の バラツキは小さく,

ほぼ2倍 以内の変動 と推定される。したがつて,実 測集

落数の分散に対してこれは大 きな影響を与えるとは思わ
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図2単 孤菌の分布

a.,均 等化 した喀痰 b、BCG単 孤 菌菌数
の

れない。

(2)小 川培地の培地差:同 一菌液を10本 の小川培地に

接種して,10例 のBCG菌 液 について集落数の分散をし

らべ ると次の如くである。各培地上の集落数の平方根を

とり,こ れか らσを求めると,σ=0.38～0.98,平 均0.72

であ る。したがつて,培 地差に基づく集落数のバラツキ

もほぼ2倍 程度と推測される。

(3)実 測集落数のバラツキに対しては,推 定式は無関

係である。しかし,実測値の分布に対して推定直線が上方

に存在することは,推 定式設定条件に何等かの修正を加

える必要のあることを示すように思 う。しかし推定式の

諸要因の うち最 も大きい影響があると思われる総視野数

K=S/s=104の 算定に当つて,塗 抹面積の半径に±1

mmの 誤差があつたとして も,Kに 与える開 きは1.34～

0.68程 度 であるか ら,直 線の位置に多少の変更を加える

にす ぎない。

菌液中の菌の分散や,培 地差の大 きさを考えると,た

とえそれ らの最大値が組み合 さつたとしても,図1に み

るような実測集落数の分布の幅の説明は困難であ り,単

なる実験誤差 としてのみ片付けえないことがわか る。そ

こで別の要因を吟味してみよう。

前述 した推定式および推定直線は,検 出菌のすべてが

増殖可能な りとの前提に立つている。 しかし,塗 抹 陽

性,培 養陰性なる事実や,菌 の分別染色 と増殖との関係

についてのわれわれの考察2)か らすると,検 出菌のすべ

てに増殖可能という平等な資格を仮定した点がまず問題

にされなくてはならない。そこで,malachitegreen fu-

chsin法 で緑にそめ分けられ る菌のみをvitalityを 備 え

た菌 と仮定す ると,前 報告の推定式(3)N=20・ α・β・

n1か ら推定直線がえられる訳である。緑の菌数をnoと

すれば,n0=n1/100α で あるか ら推定式(1)に 代入して

N0=2・105・n0を うるが,こ のようにして態々緑にそ

まる菌の割合(α)を 計算する必要はない。 標本か ら直

接,緑 にそまる菌数の1視 野平均値n0を 計数すれば,横

軸n1をn0に 変 えるのみで,図1と 同じ直線がえられる

わけである。この場合,推 定式はNo=2・103・ β・n0

とな り,図3の 最上部の直線Noは β=100%す なわち緑

にそまる菌のすべてが増殖可能であると仮定した場合,

すなわち上限値を与えることになる。

このグラフに実測値をplotす ると図3の 如 くである。

検出菌のうち緑にそまるもののみはすべて増殖可能 とす

る仮説が正しいならば,実 測値はNoの 直線に沿 うて甚

だ近 く分布すべ きであろう。図をみると図1の 場合より

図3緑 に染まる菌のみを計数した場合の集落数

推定直線(No)に 対する実測集落数の分布

もN0の 直線に甚だ近く分布する例が著しく増加 し,か

つ実測値相互の開きが明 らかに縮小されている。その開

きは1010rderか,そ れを僅かに越す程度にすぎない。こ

れか らみると,実 測値の分布の説明としては,検 出菌中

のある割合のみが増殖しうること,す なわち,わ れわれ

の考察に基づけば,緑 にそまる菌のみか ら増殖が行われ

るとい う仮定の下に,事 実を一層よく説明しうることが

わかる。

前報告や図3の 推定直線において,β なる値を考えに

入れた。これを仮に菌のreproducibilityと したが,こ

こにいうreproducibilityと は,菌 自体のvitalityに 基

づく分裂 ・増殖能力あるvitalityを 備 えた菌を分裂 ・増

殖せしめるに足 る培地性能などを主として意味するもの

で,も し実測上実験誤差を全 く含まぬと仮定すれば,集

落数の分散は専 らβの大小によつて左右 されることにな

る。そこで βに種々の値を入れて推定直線を平行移動す

ると,β=40と した場合すなわちNo,β=40を ほぼ分布

の中央 と見做す ことができる。 この分布か らみれば,検

出菌のすべてを増殖可能 と考えずに,緑 にそまる菌をま
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ず選び出して,そ のうちの増殖しうる割合を仮定する方

が,実 測値の分布を説明する上に都合がよいように思わ

れる。

次に,グ ラフを用いて集落数を推定し,さ らに適切な

稀釈度を定める方法を述べ る。

図1の 場合には,N100=2・105・n1の 直線は推定値

の上限のみを示し,そ の下方に分布するものに対して分

布の限界を示 さない。そこで,検 出菌数のすべて(n1)

を集落数推定への手懸 りに用いるとして,そ の うちの

α1%が 分裂能力を備え,さ らに培地性能などによりそ

の うちのβ、%の みが増殖しうると仮定して α1=10,β1

=20と お くと,発 育の極度に悪い場合の下限の推定直線

がえられる。図1に 示したように,実 測値のほとんどが

この2直 線の間に分布する。そこで,Ziehl-Neelsen法

またはVictoria blue法 で染色した標本をみる場合には

1視 野平均菌数n1を 求め,n1に 対 する集落数を図1の

2本 の推定直線上に求める。上限値の直線か ら,2桁 の

集落数 となるような稀釈度を定め,ま た集落数の少ない

場合を予想して,下 限値の直線か ら稀釈度の下限を定め

この2段 階の稀釈度において培養を行えば,計 数に適し

た集落数が期待できることになる。

しかし,図3の グラフを用いると推定は一層容易であ

る。すなわちmalachitegreen-fuchsin染 色 で緑にそま

る菌数noを 計数し,こ れに相当す る集落数をNo,β=100

の直線上に求めて,こ れが計数に適した2桁 の集落数 と

なるような稀釈度を直ちに定めることができる。 この場

合前述のように実測値の分布が狭いことか らみて,多 く

はこの一段階稀釈で事足 りるが,集 落の少ない場合 もあ

りうるので,万 全を期する上か らは,今 一段低い稀釈度

をも培養しておけばよい。

か くて培養集落数のorderが 簡単に推定で きるとなる

と,検 出菌数のorderさ えわかれば,培 養すべ き稀釈段

階の決定が,グ ラフを用いず とも瓦能 となる。われわれ

の実験条件1)に おける1視 野平均菌数をそのorderに 従

つて分類すると,全 視野中1個(104)か ら1視 野100

(102)個 までの間を6段 階に分けることがで きる。これを

号数に表わせば次の表の如 くで ある。 この表はmala-

chitegreen-fuchsin法 に よつて 緑にそまる菌の1視 野平

均数n0を 計数する場合に適用 される。 もし通常の抗酸

性染色法で菌の計数を行 う場合には,各 号数 とも,こ の

表で指示 される稀釈段階より一段低い段階を も培養する

必要がある。例えばIII号の場合n0が 計 数されたときに

は102お よび103稀 釈であるが,n1す なわち1視 野中の

全菌数が計数されたときは,101,102お よび103と な る

訳である。

したがつてこの号数を用いる上か らはmalachitegre-

en-fuchsin染 色 による方が,手 数を多少なが ら省 きうる

ので都合がよい。また,直 接塗抹標本において長 く慣用

されているGaffky号 数 は,菌 の定量的測定への手懸 り

とはなり難いのに対して,こ こにわれわれの提案する号

数は,菌 の多寡を定量的に示すのみならず,計 数し易い

集落数をうるような稀釈段階を も直 ちに示すことができ

るので,実 際の使用には便利であると思 う。

総 括

前報告に述べた集落数推定方法は実際に当つて煩鎖な

ところか ら,グ ラフを用いて推定法の簡易化を図ると共

に,実 測集落数をこれにplotし て,推 定方法の当否に吟

味を加えた。推定式(1),(3)に よる2つ のグラフのい

ずれ も集落数推定に役立つが,malachitegreen-fuchsin

染色 によつて増殖可能 と思われる菌数を直接計数し,図

3の グラフによつて推定値を定める方が一 層 適 切 であ

る。前述したように,図1に おいて培養条件による実験

誤差か らは説明し難い程度の大 きな分散を示した実測値

が,viableと 思 われ る菌数noを 定めたことによつて図

3に 見るように,実 験誤差の程度にまでその分散を縮め

えたことをみると,malachitegreen-fuchsin染 色の意義

が,こ の事実によつてある程度説明されたと考えてよい

であろう。また,推 定式に菌のreproducibilityな る観

念を用いたが,そ れは毎常観察 している単孤菌のSlide

 ultureに おいて,現 在の培地条件や 培養技術における
で

限 り,必 ずしもすべての菌がmacrocolonyを 生 じえず,

またたとえこれを生じても,macrocolonyに までは必ず

しも増殖しえない事実に基づいて,わ れわれに未知な因

子による発育の不可能性を考慮したが故である。 これを

単に実験誤差 と見做 して了うこともで きようが,必 ずし

もすべての単孤菌がviableで あ りさらにreproducible

で あるとい う観念は妥当でないことを念頭にお く必要が

あろう。

以上述べたところか ら,わ れわれの推定方法によつて

喀痰中の生菌数,し たがつて培養して発生するであろう

集落数を著しい誤 りなしに推定しうるとすれば,結 核菌

菌数の消長を定量的に追求することを容易ならしめ,培

養に伴 う労力や資材を著しく節約せしめる意味で,実 際

に利す るところがあるであろう。さらに重要な意義は,

従来定骨的方法 としてのみ用いられてきた塗抹染色方法
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を定量化しえたとい う点にあると思 う。

われわれの実験に関する限 り,推 定値が実測値 とよく

近似した点か らみて,推 定方式に大 きな誤 りのないこと

が考え られるが,さ らにこの方法による推定集落数の信

頼区間や,計 数すべき視野数の限度などについて,推 計

学的検討を加える必要があると思 う。これについては改

めて報告する予定である。

なお,喀 痰の均等化方法は,菌 の分散か らみると,ア

ルカリを加えて機械的にhomogenizeす る前記の方法で

実際的には充分であり,必 ずしも遠沈を必要 としないよ

うに思 う。

結 論

均等化された喀痰の塗抹標本か らの1視 野平均検出菌

数に基づいて培養集落数を推定し,進 んで,計 数に適し

た集落数をうるような稀釈度を定める方法を,推 定式か

ら導かれた推定用グラフを用いて簡易化しよ うと企 て

た。喀痰およびBCG単 孤菌菌液についてえた実測値を

グラフにplotす ると,大 多数はその推定直線の近 くに分

布するので,こ のグラフによつて集落数を推定し,適 切

な培養稀釈度を定めることが極めて容易にできることが

判つた。この事実に基づ き,1視 野検出平均菌数のorder

をI-VII号 の7段 階に区分し,グ ラフを用いるよりも一

層簡便に,適 切な稀釈段階を定める方法を提案した。

菌検出に当つて,通 常の抗酸性染色を用いるよりも,

majachitegreen-fuchsin染 色 を用いる方が,爾 後の集落

数推定に対しては便利が多い。

欄筆に臨み御校閲戴いた柳沢部長,喀 痰を多数御世話

下きつた社会保険中央病院石原房雄博士,有 益な御助言

を戴いた労働衛生研究所輿重治博士に深 く感謝する。

文 献

1) 室橋 豊穂 ・吉田幸之助: 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について,

 結核, 33 (2), 95～98, 1958.

2) 室橋豊穂 ・吉田幸之助: 抗酸性菌の 生 死に関する

細胞化学的研究,結 核研究の進歩, 17号, 160-

172, 1957.


