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胃液 お よ び喀 痰 よ りの結 核 菌 の 検 出 に関 す る知 的 補遺

第1報 材料保存 の検出に及ぼす影響

本 田〓

北里研究所附属病院(指導 小川辰次)

受付 昭和34年4月50日

I 緒 論

胃液 は,喀 痰 の欠如 した場合の結 核菌の可検材料 とし

て,広 く使用 されてい る。 ことに化学療法下の現在にお

いては,喀 痰の代用 としての有力 な対象で あつ て,そ れ

らの成績 は肺結核患者の病状 の判定,治 療,あ るい は管

理等の方針の決定 に大 きな役 目を果 たしてい る。この 胃

液 よ りの結核菌 の検査 につ いては,以 前にはか な りの研

究 もされ てい たが,し か し現在で はほ とん ど研究 され て

いない 。それ は胃液 の検査 は,ほ ぼ完成 され た もの とし

てみ られ てい るためか もしれ ない 。それで私 は胃液 よ り

の結核菌 の通常検査 の成績 を正確 にす るために,次 の よ

うな基礎 的な種 々の実験 をした。す なわ ち,

(外 国で は,保 存 した胃液 よ りの菌 の検査 をしてい る

所が多いが1)～5),そ れは正 しいか?

(2) 胃液 よ りの菌 の培養が,喀 痰 よ りも優れ てい ると称

され てい るが4)～13),そ れが本 当か?

(3) 胃液 よ りの菌 の検査 におい て,塗 抹染色 してみるこ

とは,非 病原性抗酸性菌の混入が多いか ら,あ ま り意味

がない と称 してい る人 もあ るが14)～16),そ れは本 当か?

(4) 蛍光法 は胃液 の塗抹検査 に有望か?

(5) 最近,可 検材料 よ りの菌 の検 出率が悪 くなつ てい る

ので,長 期培養 も実施 されてい るが,喀 痰,胃 液の場合

には それ は どの程度 に検 出率 を増 して くるので あ るか?

私 は同一 の患者 につい て,胃 液 を採取す る と同時 に喀

痰 を採取 し,喀 痰 を基準 としてこれ と比較 しなが ら実験

した。それ は喀痰 は可検材料 として,も つ と もしばしば

検査 され るもので あ り,こ れ と比較す ることに よ り,胃

液検査 の地位が うかがい知 ることがで きるので はないか

と推定 した ためで ある〇

そこで まず第1に 胃液お よび喀痰の保存に よる検出へ

の影響 につ き,実 験 したので報告す る。

II. 実 験 方 法

i)対 象:同 一の患者について,早 朝 空 腹時 に 同時

に採 取 した胃液 お よび喀痰各22例 であって,こ れ らは

いずれ も従来までの毎 月の喀痰塗 抹検査 で陽 性の もので

ある。

ii)実 験方法 の概略:採 取前 日は 患者 に 結核化学療

法剤 の投与 を 中止 した。 採取後喀痰は 材料少量 の 場合

は,滅 菌蒸溜 水を加 え適宜稀釈 し,胃 液 はそのままそれ

ぞれ ホモ ジナ ィザーに か け,均 等化 し ただ ちに塗抹培

養 残部は0.5ccず つ滅菌中試験管 に分注 して 適 当数

に分 け,そ の半数ずつを,室 温(22° ～31℃)お よび 氷

室(5℃)に 保存,24時 間後お よび48時 間後 に,両 者

を1本 ずつ とり,塗 抹染色す るとともに培養 した、。

iii) 染色方法:毎 剛2枚 の載せ ガ ラスを使用,材 料

をそれ ぞれに1白 金 耳宛塗抹 し,1枚 は チール ・ピク

リン酸法1枚 は蛍光法で染色 した 。

(イ)チール ・ピク リン酸法(戸 田 ・三友17));石 炭酸 フ

クシン液で2分 間加温染色,液 をす て3%塩 酸 アフレ

コづ レで1分 間 脱色後水洗 続 いて0.5%ピ クリン

酸で30秒 染色 水洗 した。

(ロ)蛍光法(ロ ダ ミン ・オー ラ ミン法,矢 崎 ・t8))

;0.1%・ ダ ミン液 で1分 間染色,液 をす て0.1%

オー ラ ミン液(石 炭酸5%含 有)で15分 間染色,水

洗,1%塩 酸 アル コールで1分 間脱色,水 洗後,10倍

稀釈 レフレル氏 メチ レン青液で20秒 染色,水 洗 した。

チール ・ピクリン酸法で,染 色 した標本の鏡検は,菌

の形態 をよ り精密に 観察す るた めに,双 眼 顕微鏡 を使

用,そ の拡大率は675倍 で ある。菌の陰性か陽性かは,

20視 野鏡検 して決定,な お,陽 性 の場合 には10視 野 をみ

て1視 野の平均菌数 をだ し,そ の菌数表示はLawrason

Brownの 修正 した ガフキー番号で示 した。

次に蛍光法に よ り染色 した標本 は,200倍 で20視 野

鏡 検,菌 の陰性か陽性か を決定 した° なお この さい疑わ

しい ものは,450倍 で観察桿菌で あることを確 定 した。

また陽性の場合には さ らに450倍 で鏡検 し,菌数表示 を

チール ・ピク リン酸 法の場合 と同様 に して行なつた。

iv) 培養 の方法(小 川の定量培養法19)):胃 液,喀 痰

ともに8%NaOHを 等量加 えてよ く振盪 し,そ の0.1

ccずつ を3%小 川培地2本 に接種 し,斜 面全体 を う

るお しs斜 面 を上 にして 水平 として37℃ の 孵卵器 に

保存,液 のほぼ乾燥す るのをまつ て,ゴ ムの キ ャップに

替 え,立 てて37℃ の孵卵器で培養 を継続 した。 そして

1週 ご とに観察 し8週 まで継続 した。
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III実 験 成 績

i)塗 抹染色検査に及ぼす影響

a)喀 痰

塗 抹染色各 回陰 性または剥離 した ものの多い例 を除い

た12例 についての成績 は表1の よ うで あ る。 判定 は

3号 以上の 差 のあ るものを もっ て差が あつ た と解釈 し

た。これはガ フキー番号 と集落数 との関係 をみた小川20)

表1喀 痰保存の塗抹染色検査に及ぼす影響

注:1)ロ ーマ数字はガフキー番号

2)剥..剥 離の意

3)(-)は 陰性を示す

4)空 欄は実施しないことを示している

表2胃 液 保 存 の 塗 抹 染 色 検 査 に 及 ぼ す影 響

注:表1に 同じ

の実験 によれ ば,3号 以上の差の あつ たと きには じめて

集落数 に差 をみる場合が多いか らで ある。

(イ)チール ・ピクリン酸法;合 計12例 中10例 は室温

お よび氷室 で も,直 後 と24時 間お よび48時 間 とでは

差が ない 。 他の2例 す なわ ち(17)(18)は 室温の24

時 間保存 の成績が陰性 となつ てい るので,ガ フキー番号

が直後 に比 して,減 少 した とい え るが,し か し48時 間

の成績が再 び直後程 度の,ガ フキー番号 となつ てい るの

で,こ の2例 は技術上 の誤差 に よ るもの と思 われ る。

この よ うに考 えると,全 例 と も室 温,氷 室の如何にかか

わ らず,ま た24時 間,48時 間の 保存時間の 如何にか

かわ らず,ガ フキー番号には差 がない と解 釈 され る。

(ロ)蛍光法;表 示 した例の うち(7)(8)の2例 は全部

陰性,(9)は 検査 してないので,こ の3例 を除いた9

例が比較で きる。保存に よ り減少を認め られ る ものは,

(11)の 室温24時 間保存お よび氷室48時 間の保存,

(14)の 氷室48時 間の保存,お よび(18)の 氷室24

時 間の保存 の ものの3例 で あるが,こ れ らの 例はいず
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れ もチール ・ピク リン酸法においては,ガ フキー番号の

低 下をみていない。 したが つてこの よ うな成績 を示 した

のは,技 術上の誤差 ではないか と思 われ る。 この よ うに

考 え ると,蛍 光法 で も保存に よ りあ ま り影響 はない もの

の ように思 われ る。

b)胃 液

塗 沫染色各 回陰 性または剥離 の多い例 を除いた8例 が

比較 の対 象であ る。その成績 は表2の よ うであ ろ。

喀痰 の場合 と同様,3号 以上の差 のあつた ものを差 と

した。

(イ)チール ・ピク リン酸 法;ガ フキー番 号数が いず れ も

少ないので,比 較す ることは困難で あるが,室 温で も氷

室 で も,ま た保存時閥が24時 間で も48時 間で も,直

後 とそ う大差 はない ものの ように思われ る。

(ロ)蛍光法;チ ール ・ピク リン 酸法 と 同様の 例で ある

が,こ の うち(14)は すべ て陰 性なので除外 した。す る

と7例 であ るが,こ の場合で もガ フキー番 号が低いので

比較 しに くいが,チ ール ・ピク リン酸 法 と同様,室 温に

保存 して も氷室 に保存 して も,ま たその保存 時間が変わ

ることによつて も,直 後 と大差 は ない ものの よ うであ

る。

c)胃 液 と喀痰 の比較

(イ)チール ・ピク リン酸 法; 同 じ患者 よ り同時に採 取 し

た胃液 と喀痰6例 〔表1お よび表2の(3)(7)(14)

(15)(16)(18)〕 について,保 存 に よる影響 が どち ら

が著 しいか を,チ ール ・ピクリン酸法に よ り比 較 してみ

た。その結果 は室 温 と氷室 との保存 の違 いに よつて も,

両 者に著 しい差 は認 め られない。 この ことは胃液 のみ,

喀痰 のみの比較 にお いて,と くに保存 によ りガ フキー番

号 数の減少 した ものが,な かつた ことか らで も当然であ

ろ う。

(ロ蛍光法;4例 〔表1お よび表2の(3)(15)(16)

(17)〕 によ り比較 したが,蛍 光法 において も ほぼ同様

の成績 を得 た。

ii)培 養 に及 ぼす影響

a)喀 痰

22例 中 の培養陽 性を示 した19例 が,比 較の 対象 で

あるが,こ の22例 中の17例 は塗 沫陽性 の もので あっ

て4例 は塗 沫陰 性,他 の1例 は塗 沫検査 を実施 しなか

つた ものであ る。培養 陽性 を 示 した ものは 塗抹陽性17

例 と塗抹陰性の2例 とで ある。

実験 の 方法 は前 に 述べ たよ うに,0.5cc宛 分 けて,

これ を氷室(5℃)と 室 温(22° ～31℃)に 表3の よ う

に,1時 間よ り48時 闇まで保 存 して培養 し保存の影響

表3喀 痰保存の培養に及ぼす影響

注:1)集 落数 +++++菌膜様の発育 ++++斜 面全体に発育一しているが集落の孤々になつているもの 

+++集落が斜面の1/2程 度の発育 ++集 落が斜面の1/5程 度の発育 数字は集落数を示す
2)集 落数は培地2本 の平均値
3)-は 陰性を示す

4)空 欄は実施しないことを示している
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をみた。発育 した集落 数は,

+++++……菌膜様 の発育

++++…… 斜面全体に発育 してい るが集落 の孤々になつて

い る もの

+++…… 集落 が斜面 の1/2程度の もの

++……集落 が斜面 の1/3程度の もの

に分 け集落 の計算 で きる ものは150コ まで算 え2木 の

平均値 を示 した。 そして この場合減少 と認めた ものは,

無 数では2段 階以上減少 した もの,ま たは有数 となつた

もの,算 とえ ることので きた ものでは,2倍 以 上の差 の あ

った もの とした。また直 後培養 で集落 数の10コ 以 下の

ものは判定で きない もの として除外 した。

成績 は表3に み るよ うに,比 較 で きるのは 直 後の集

落数 の無 数の ものが14例 〔(1)～(15)〕 有数の ものが

1例(6)で あ るが,こ れ らの ものでは集落数が減 少 し

た と思 われ るのは,室 温保存 では無 数の ものの うち(21)

(7)(15)で あ り,有 数の ものでは(6)で あ る。 す

なわ ち4例 に集落 数の減 少をみたが,こ の4例 中3時

間で 減少 した ものが2例,24時 間で 減少 した もの2

例,48時 閥で減少 した ものは3例 であ る。次に氷室保

存では,無 数の ものでは,減 少 したのは(21)で あ り,

有数の ものでは減少 した ものはない。なお(21)は1時

間お よび24時 間で減 少 してい る。すなわ ち喀痰 に おい

ては,室 温保存 では15例 中の4例26.一%が48時

閥内のあ る時間におい て減 少を示 したこ とにな り,氷 室

では15例 中1例6.7%が48時 間内 のあ る 時間内

において減 少を示 した ことにな る。

以上 の成績 か ら喀痰 においては,保 存 すれば室 温で も

氷室で も集落数が減 少す るものが あ ること,そ の影響 は

室温 の方が著 明であ るこ とが分か った。

b)胃 液

喀痰 の場合 と同様 の仮定 で保存 の影響 をみた。採取直

後培養陽性 となつ たのは塗抹陽性11例 中の10例,塗

抹陰性11例 中の5例,合 計15例 であっ て うち2例

は,直 後の集落数が10コ 以下で あったので,比 較 の対

象 となつたのは13例 〔(1)(3)(5)(11)(16)(17)

(18)(21)(22)(7)(10)(15)(13)〕 であ る。塗抹陽

性培養陰性の ものは1例 であつ た。成績 は表4に 示 す

よ うで ある。

直後に比 して集落 数の減少をみたのは,室 温では(1)

表4胃 液保存の培養に及ぼす影響

注:1)集 落数の表示は表5と 同じ
2)S… …雑菌侵入を意味する

3)集 落数は培地2本 の平均値

4)-は 陰性を示

5)空 欄は実施しないことを示している

(5)(11)(17)(18)(21)(22)(10)の8例 で,13例

に 対 して61.5%で あ っ て,内 訳 を み る と保 存1時 間

で 減 少 し た もの は2例,3時 間 で減 少 した4例,8時

間で2例,24時 間 で4例,48時 間 で6例 で あ る。

同様 に して 氷 室 保 存 の影 響 を み る と減 少 し た の は,(5)

(11)(17)(22)の4例,す なわち13例 に 対 して

30.8%で あ る。 この4例 をみ ると1時 間で減 少 した

ものは1例,3時 間1例,8時 間1例,24時 間3例,

48時 間4例 であ る。以上の成績か ら胃液 は室温で も氷

室で も保存すれば集落 数の低下す る ものが多い こと,こ
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とに室 温保 存で著 朗であ ること,ま た保存 の影響 は室 温

で も氷室 で も時間の長 び くにしたが つて著 しい とい うこ

とが分 かつたて。

c)胃 液 および喀痰 の比較

(イ)集落 数;て室温 でも氷室で も集落数 の減 少は胃液 にわ

いて著明で あることは,前 述の成績 におい てはっ きり示

されてい る。なお同一患者についての胃液 と喀痰 とを同

時に保存 した ものは11例 〔表1お よび表2の(1)

(3)(5)(11)(16)(17)(18)(21)(22)(7)(15)〕 で

あ るが,そ の うちの1例(21)の みが 同じよ うに 減少

してい るのみであつて,他 の10例 は全 く区 々で ある。

したがつ て集落数 の減少 は,結 核菌 自体 の性状に よると

い うり てよ りも,胃 液 あ るいは喀痰に よる影響 と解 さる

べ きで あろ う。

(ロ)雑菌侵 入率;同 一患者 よ り同時に採取 した胃液 喀痰

各22例 について,雑 菌侵入の 状態 を表5に 示 した。

表5喀 痰,胃 液保存 に よる雑菌侵 入の比較

注:表 中数字は例数を示す

これ は,各 材料 を室温お よび氷室 に保存 した場合,48時

間後 までの各時間 に培養 した材料中,何 例に雑 菌が侵入

したか を示 した ものであ る。成績 は喀痰では室温で延べ

4例,氷 室では1例 もない。胃液 では室 温で延べ7例,

氷室で延べ4例 の雑菌侵 入例 がみ られ る。 すなわ ち 胃

液 は喀痰 に比べ,室 温,氷室 と も雑菌侵 入率の大であ るこ

とが分 か る。また胃液,喀 痰 と も室 温保存 の方が氷室保存

に比べ,雑 菌侵入例が 多 くこの点両 者は同様 であつた。

また時間的には胃液 に おいては,48時 問後 に 室 温,氷

室 とも雑菌侵入例数 の増加 を きたしてい るが,喀 痰 には

そのよ うな傾 向はみ られ ない 。

IV総 括お よび考察

私は同一 患者よ り採取 した 胃液 お よび喀痰 を用い,室

温(210～32℃)お よび氷室(5℃)保 存の塗抹に よる

検査お よび培養に よる検査の影響 をみた。染色 法 として

はチ ール ・ピク リン酸 法お よび蛍光 法を用いた。

塗抹 では例 数 も少ない し,ま た培養 では無 数の集落 を

認 めた ものが 多いので比較 にやや困難で あ るが,胃 液,喀

痰 ともにチール ・ピク リン酸法 た ると蛍光法 た るとを問

わず 室温で も氷室 で も,ガ フキー番 号の 減少 を認 めな

い 。この成績 はSprickら21)(1946)の 成績 と全 く同様

で ある。 しか し,胃液,喀 痰 と も室温保存の ものでは保存

時間の長び くとと もに,崩 潰 を愚わせ るような菌 の所 見

がみ られた。次に培養検査に及 ぼす影響 をみ ると,胃液,

喀痰 ともに,室 温,氷室 のいずれ を問 わず集落数 の減少す

るものを認 めたが,そ の傾向 は胃液 は喀痰 よ りがい して

著明で あ り,ま た室 温は氷室 よ り影響 が著明であ る。ま

た保存時間の長いほ ど影響 されやすい。 この私の成績 は

実験的に健康者の胃液 に喀痰 を混 入して37℃ に保存 し

1時 間 よ り68時 間まで の 種 々の 時間,動 物接種 した

C.H.Krameri)(1946)の 成績や,胃 液 に菌液 を混入 し

て37℃ および氷室 に保存 して直後 と24時 間後に培養

したV.H.Schwarting22)(1948)の 成績,お よび結 核

患者の胃液 を室 温あ るいは 氷室 に24時 間,48時 間保

存 して 培 養 したSprickら21)(1946)やSchwarting

22)(1948) ,Kalberら2)(1949)等 の成績 とほぼ一致 す

る。なお私の実験 では雑菌 の侵 入 も保存 時間の長び くと

ともに多 くなつてい る。

以上の事 実か らで も分か るよ うに,外 国で実施 され て

い るよ うに,郵 送 して実施す る方法 は成績 を不確実にす

る もので あろ う。したがつて胃液,喀 痰 と くに胃液は採取

直後に検査す るのが望 ましいが,万 や むをえず保存の必

要があ る場 合には氷室 に保 存すべ きであ ろう。 しか しこ

の ように して も,喀 痰 は ともか くとして,胃 液 では影響

され る ものがあ ることは銘 記 しなければな らない。

V結 論

22例 の結核患 者か ら胃液 および 喀痰 を同時 に 採取,

室温お よび氷室に保存 して,塗 抹(24時 間お よび48時

間)お よび培養(1～48時 問)が いかに影響 され るか を

実験 した。

1)胃 液,喀 痰 ともにチール ・ピク リン酸法,蛍 光法 に

よる塗抹標 本の検査 では,室 温に保存 して も氷室 に保存

して も48時間までは菌 数の うえには著 明な影響 はない。

2)培 養 では胃液,喀 痰 ともに,室 温保存で も氷室保存

で も集落 数は減 少す るものが あ るが,そ の影 響は胃液 は

喀痰 よ り著 しい。 また室温が氷室 よ りも著 明であ り,保
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存時間 の 長び くに したがつて,そ の影響 は 明 らか とな

る。

3)胃 液,喀 痰 と もに保存時間の長び くとと もに,雑 菌

の侵 入数が名 くな るが,そ の影響の され方は,喀 痰 よ り

は胃液が著明で あ り,ま た氷室 よ りは室温において はな

はだ しい。

稿 を終わ るに臨み,終 始懇 切な御指 導,御 校閲 を賜わつ

た東京 慈恵会医科大学矢崎芳 夫教授 お よび北 里研 究所附

属病院小川辰次部長に深 く謝 意を表 します。
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