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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

皿 推定値 の信頼区間について

室 橋 豊 穗 ・ 吉 田 幸 之 助

国立予防衛生研究所結核部(部 長 柳沢 謙)

受 付 昭和52年.1月9日

緒 言

均等化した喀痰の塗抹標本か ら検出される結核菌菌数

を もとにして培養集落数を推定することができ,し たが

ってまた,計 数に適した2桁 の集落数をうるような稀釈

度を定めることがで きることはすでに報告した1)2)。

その場合,菌 の分散,培 地差,個 々の菌の活力の相違な

どの,培 養集落数に大 きく影響を及ぼす要因を含んでい

るので,推 定値の信頼区間や鏡検を必要 とする視野数な

どについて検討を加える必要がある。これによつて,わ

れわれの推定法による値が,実 際に培養してえられる集

落数とどの程度の確実さをもつて一致す るかが明らかに

され ると思 う。そこで,塵 埃数5)～5)や 血球数6)の 算定

に当つてなされていると同様な推計学的方法を用いて検

討を加えることにした。

方法,成 績ならびに考察

材料 としては,前 報告で扱つた喀痰およびBCG単 孤

菌菌液の計測成績を用いた。ただし,検 出菌数の極度に

少ない例は誤差 も非常に大 きくなるので除外した。

1)鏡 検視野数:視 野数を多 くすれば菌検索の精度は当

然増すが,そ の増加には限度がある。また,視 野数を増

すことは,検 索能率や検索に伴 う疲労の面からみて,あ

る程度以下に止められなければならない。

そこで,喀 痰例の中か ら,50視 野計数3例 ,40視 野計

数,25視 野計数各1例 の計数dataを もとにして,各 例

毎にatrandomに3～4回,20視 野宛計 数 した場合

の,1視 野毎の菌数の分散をしらべると表1の 如くであ

る。この場合,緑 も赤 も含めて,検 出全菌数についての

.視 野平均菌数n1と,各 視野菌数nの 平方根の平方

和か らの標準偏差 σとを求めた。それによると,atra。

ndomに 選 んだ20視 野計数による1視 野菌数の平均値n
1

お よび標準偏差σは,同一例では相互に著差がなく,また

20視 野以上計数した場合 とほとんど変 らない値である
。

したがつて,充 分均等化 された材料であれば,検 出菌数

(Σn1またこはΣn0)が この菌数orderに あ る限 り,20視

野鏡検で充分であることがわかる。菌数の極 く少ない場

表1鏡 検視野数と菌の分散

注.σ:ｎ を確率変数 とする標準偏差

合には,も ちろん視野数を増 さなくてはならない。その

程度はおおよそ表2の 区分でよいと思 う。

表21視 野平均菌数orderと 鏡検視野数
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以上により,推 定集落数の信頼限界算出には,20視 野

計数の値をもとにして検討することにしたこ。

2)推 定集落数の信頼区間:大 気中の塵埃数や血液中の

血球数の信頼区間については,輿 ら,渡 辺の報 告 が あ

る。それによると,塵 埃数の場合には,ま ず1本 の塵埃

線について実測されたこ塵埃数Nの 平方根Nを とり,

これを確率変数 として標準偏差 σを求める。これを用い

可Nの 信頼区間の上,下 限を難 し,そ の値を平方
し,さ らに1ml容 量 に換算すれば,大 気1ml中 の塵

埃数の上,下 限がえられ る。血球数の場合 も同様である。

均等化 された結核菌の単孤菌菌液について,菌 の分散

がどのようになつているかは知 られていない。しかし前

報告2)や 既述した分散,ま た後述する分 散 の 平均 値

て0.77)か らみると,塵埃の場合 とほぼ同様に,Poisson

分布 に近い分布を示すであろうと考 えられる。

そこで,malachitegreen-fuchsin染 色 を施した標本の

鏡検によつて検出され る菌のうち,緑 にそまるもののみ

すべて増殖可能な りと一まず仮定して,20視 野毎の菌数

(緑)ぞnOの1標 本中にこおける鷺 をしらべたこo20すなわ

ち,同 一標本を20視 野宛10回 計数してえたこ菌数『nOの 各

回の値の平方根を確率変数とし,標 準偏差 σAを 各例毎

に求める。これを用いて,次 の式により,菌 液0.1ml中

に含まれる総菌数(緑)の 上,下 限を算出する。その値

は,緑 にそまる菌のすべてが増殖可能でかつ1個 の菌か

表5推 定集落数の信頼区間

a喀 痰の均等化のみを行つたこ場合

表5推 定集落数の信頼区間

b喀 痰を均等化後,遠 沈,再 浮游した場合

ら1集 落を生ず ると仮定す る場合に,菌 液0.1Mnlか ら生

ずべ き集落数の上,下 限を示す訳である。推定集落数の

上,下 限 をm1,Σnα=niと お けば,信 頼 区 間 は次 の式は
で与えられる(危 険率5%)。

(1)

た だ し104は 推 定 式N0=2・105n。=2・105.Σno/20

か ら導かれる定数である。また表3に 示 したこように,σA

の45例 の平均値は0.77で あ るか ら,前 述 したこよ うに,

niはPoisson分 布 に近い分布であると考 えられる。

一方,小 川培地に生ずる集落数についてみると,同 一

濃度の菌液の同一量接種によつて も,い わゆる培地差に

よる集落数の差があるか ら,何 回か同一条件で培養して

えられたこ集落数の平方根の平方和か ら標準偏差 σB(平

均値)を 求めたこ2)。この σBを 用いて,実 測集落数VU

を中央値と仮定する場合の集落数の上,下 限 を算 定 し

たこ。実測集落数の上,下 限を聖 とおけば,信 頼区間は

次の式で与えられる。

(2)

た だ し10Pは 集 落 数 のorderで あ る。 また 前 報 告2)に

よ り,平 均 値 σB=0.72を 用 い て計 算 したこ。
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もしわれわれの推定方式が正 しいとするなら,推 定集

落数の上,下 限m1と,実 測集落 数 の 上,下 限m2と

は,あ る程度一致す る筈である。 そこで,こ の2つ の

上,下 限値の重なりをしらべて,重 なりの度合か ら推定

の的中率をみようと考えた。

表4推 定集落数の信頼区間

BCG単 孤菌菌液

式(1),(2)か ら算出された値は,表3a,b(喀 痰)お

よび表4(BCG菌 液)の 如 くである。

喀痰についてみると,m1=m2な る ものは,26/45例

(57.7%),BCG菌 液 では8/10例(80%)で,喀 痰に

おいては的中率がやや低い。20視 野菌数5以 下の ものを

除いてみたが,23/37例(62.1%)で,的 中率にやや上

昇をみ る程度である。また喀痰例中m1≠m2,す なわ

ち重な りのみ られない19例 「で はm1<m2な る もの

は1例 にすぎず,他 はす べ てm1>m2で あ る。この

ことは,検 出菌数か ら算出される推定値が,小 川培地に

よる培養を標準とする場合に,一 般に実測集落数よりも

やや大 きく推定される傾向のあることを示している。

ところで,m1は 前述 したところにしたがえば,緑 に

そまる菌のすべてが増殖可能であるとの前提に立つてい

る。しかし毎常繰返して述べているように,緑 に染まる菌

のすべてが必ずしも増殖可能ではないという事実を考え

ると,推定値を実測値よりも過大に推測せしめた原因は,

この前提に在 るように思われる。そこで,菌 のreprodu-

cibility(β%)を 考慮に入れて,限 界値の補正を行つて

み る。この場合

となるか ら,β に0.1,0.2,…,0.9を 与 えて,そ れ

らのβの値におけるm1とm2と の重な りの度合をみる

と,BCG菌 液 をも合計すれば,図 のような曲線がえ ら

れ る。これは β=0.6～0.7に おいて最高値70.8%を 示 し

ているので,的 中率は最高約70%と い うことになる。これ

は余 り高い的中率 とは言いえない。しかしその反面,こ

推定値の的中率

れ らのm1>m2な る例に対してβに0.1～0.9を 与 える

と,表 に示したように,そ のさまざまのβの値に対して

m1=m2と な る場合が見 られる。この こ とは,菌 の

vitalityが 各例毎に決して同様な ものではなく,repro

ducibilityの 甚だ低いもの も相当あることを意昧するよ

うに思 う。表に示したように,検 出菌数がほぼ同等であ

りなが ら培養集落数が必ずしも近似しない例のある事実

は,培 地による分散(σB)の 小 さいことを考 えると,菌

のreproducibilityの 相違を考慮せずには説明し難いので

はあるまいか。

化学療法を受けている患者喀痰中の結核菌が,化 学療

法剤によつて犯される程度は各例毎に著しく相違するで

あろうし,そ れが培地上での菌の増殖力の相違 として広

い幅を示しうることも当然考慮 されなくてはならない。

したがつて,当 初推定式 設 定 に 当 り1),β に20～80%

(0.2～0.8)を 与 えて,推 定値の上,下 限の計算を行つ

たことも当然の措置であるということがで きよう。対照

としてのBCGに おいては,例 数は少ないなが ら高い的

中率を見ている。これは化学療法剤に曝されたことの全

くない保存菌株の故であると思 う。したがつて,化 学療

法未施行の患者喀痰をもし検索したならば,β にある値

を考慮するとしても,推 定値の的中率はほぼBCG菌 液

程度には達しえたのではあるまいか。

以上は,一 方培地差および培地性能という大 きい変動

を含むものと,他 方菌の分散な らびに菌自体のvitality

ない しreproducibilityと い う大 きい変動を含むものと

の双方か ら独立に計算された限界値の比較であつた。し

たがつて的中率の低いこともまた止むをえないと思 う。

しかもその比較のし方は,培 地上での発育集落数に合わ

せるようにした訳である。しかし現在用いて い る培 地

(ここでは小川培地)に 生えるものを生菌 と見做すという

ことか ら,逆 に生菌はこれらの培地にすべて生えうるも

のと考えることは,誤 まつた論理 といわざるをえない。

何 となれば,こ れらの培地がviableな 菌のすべてを増殖
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せしめるという確たる証明は現在までのところなされて

いないか らである。したがつてm1,m2の いずれをも

正しいとも正しか らずとも決めることはで きない。 もし

培地が改良されて,viableな 菌 のすべてを増殖せしめう

るということになれば,そ の結果は恐 らくは集落数の増

加として示されるであろう。そうなればβの値 も一層1.0

に近付 く可能性があると思 う。現在までの実験成績か ら

はβの意味付けは推測にす ぎないが,同 一菌数水準のも

のにおいてもときに実測集落数に著しい差を示すという

事実は,現 在の培地条件における限 り生存,増 殖を続け

えない菌の存在 を考慮の外にはおきえず'し たがつてβ

を想定せざるをえないことを意味すると思 う。またたと

え現在の培地性能が極限に達 しているとしても,そ れが

そのまま生体内での条件を示す ものとは言いえないので

生体内ではviableで あ りながら培地上ではnon-viableな

菌 を,し たがつて培地上における菌のreproducibilityを

考 えに入れざるをえない訳である。われわれが予測して

いるように,malachitegreen-fuchsin染 色 によつて分別

染色されることの意義が,も し自然状態に在る菌のvita1-

ityを 端的に示す ものであるとすれば,β の大 きさは,

培地改良によつてさらに集落数を増加せしめうる余地の

あることを示唆することになるかもしれない。

総 括

malachitegreen-fuchsin法 による結核菌の分別染色の

意味付けが,菌 の生,死 を端的に表明すると考えられると

ころか ら,化 学療法施行中の患者喀痰やBCG菌 液 につ

いて得 られた実測集落数を,推 定式1)あ るいは推定グラ

フ2)に よつて求められ る推定集落数と比較したところ,

緑 にそまる菌を増殖可能 と考える場合に,推 定値はかな

りよく実測値と一致ないし近似す ることがわかつた2)。

もちろん,通 常の抗酸性染色を用いても,前 報告に述べ

たように推定は可能であるが,そ の際にも,検 出菌のす

べてが必ずしも増殖しうるものではないということを意

識の底においている訳である。その意味 か らす れば,

malachitegreen-fuchsin染 色 による方が,事 実 を よく

説明しうるし,し たがつてまた一層推定が確実である。

推定値の信頼区間についてみると,前 述のように,緑

にそまる菌のすべてをreproducibleで あ るとし,培 地

性能に信頼をおいた場合に,的 中率は余 り高 くないが,

培地上における菌のreproducibilityを 考慮して,こ れに

ある範囲の値を与えれば,か な りよく推定値と実測値と

が一致することがわかつた。この程度であれば,発 生す

るであろう集落数のorderを 推定する目的に対しては,

実際的に役立ちうると思 う。

われわれの方法では,喀 痰の均等化を行い,鏡 検によ

つて菌を20視 野(も しくはそれ以上)計 数しなければな

らないので,同 常業務には煩鎖 に思えるか も知れない。

しかし,染 め分けられた菌の観察,計 数によつて,培養 し

て発育しうるであろうおおよその菌数を予測することが

で き,さ らに,計 数された菌数か ら,推 定式1',推 定グ

ラフあるいは菌数区分表2)を 用いて,直 ちに適切な稀釈

段階を定めうるのであるか ら,培 地,器 具等の節約のみ

な らず'培 養に伴 う労力を著しく減じうる利点のあるこ

とはい うまで もない。また,定 性的検査方法としてのみ

用い られてきた染色鏡検方法を,定 量的測定法への手段

として役立たせ うる意味において も有意義である。

推定式の設定には,ま だ考慮すべ き他の要因があるか

も知れない。それにもかかわ らず,実 験か らえられた成

績によれば,こ の推定方式をもつて,4週 後に計数しう

るであろう集落数を,す でに培養前におおよそなが ら予

測 しうるのであるか ら,実 用的見地においてはこの方式

でほぼ充分であろうと思 う。

なお,培 養不可能な人癩菌や鼠癩菌についても,菌 の

分散を適当に調節しうれば,菌 の消長を追及する方法 と

して,あ る程度役立ちうるのではないかと思 う。

結 論

すでに報告した集落数推定法によつて得 られる推定値

の信頼区間を推計学的に検討した。

malachitegreen-fuchsin染 色によつて緑にそまる菌 を

計数し,さ らに培地上における菌のreproducibilityを 考

慮に入れるこの推定法によれば,か な りよく集落数を推

定することがで きる。また菌の計数には,均 等化の充分

な材料であれば,20視 野鏡検で充分である。

欄筆に臨み御校閲戴いた柳沢部長,推 計学的処理に関

して種々有益な御助言を戴いた労働衛生研究所輿重治博

士に深謝する。
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