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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



344 結 核 第33巻 第5号

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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