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I緒 言

病巣 内で結核菌がいか なる性状 を保っかにっいては 古

来幾 多の研究が あっ たが,肺 切除療法の発達は新鮮 な結

核病巣 を数 多 く検索 し うる機会 を もた らし,病 巣内結核

菌の態度 も漸次明 らか にな りつつあ る。すなわ ちMedlar

1),D'Esopo2)以 来 内外 多数 の研究が あるが その問題点

は 「閉鎖性病巣 には 塗抹陽性 培養陰 性菌が 多 くみ られ

る」 ことで,そ の菌の生死 をめ ぐって幾つかの論議がか

わ されて きた。

私 は切除肺,摘 出材料,剖 検肺の病巣 内結 核菌につい

て病巣の性質,化 学療法 との関連 を考察 し,ま た培養 に

関与す る条件 につい て も検討 を加 え ことに塗抹陽性培養

陰性菌 の出現 につい て観察 した。 さ らにin vitroで 乳

酸接触 によつ て実験的塗抹陽性培養陰性菌 を作 り,こ れ

を用いて各種培地の検 出能 を比 較 し,さ らに この菌の生

体 内においての復活,蘇 生 を検べ るため コーチゾ ンお よ

び ア ロキサ ン負荷動物体内での これ らの菌の状態 につい

て研究 した。

II検 査材料,検 査方法お よび実験方法

1.検 査材料お よび検査方法

a)検 査 材料

肺切除53例231病 巣(空 洞50,閉 鎖 性病巣155,そ

の他26),切 開空洞20例29病 巣,摘 出 リンパ腺6例

19コ,剖 検22例149病 巣,総 計428病 巣 であ る。

b)検 査 方法

塗 抹標 本はZiehl-Neelsen染 色後検鏡 しGanetti3)

にな らい100視 野の総数 を求 めた。

切 除病巣 では乳鉢 またはホモヂナ ィザーで磨砕後,生

理 的 食塩 水,ソ ー トン培地液,0.01%活 性 炭末水,

0.1%ア ル ブ ミン水等 で 稀釈 し,そ の0.166ま たは

0.266を 主 として1%KH2PO4培 地 に培養 し,他 に

0.25%焦 性 ブ ドウ酸加小川培地,キ ル ヒナー培地,デ

ュボ ス培地 お よびそれ らの2%寒 天,炭 末加寒天,血

液寒 天培地 も用いた。

摘 出 リンパ腺 の場合 は これ に準 じて培養 したが,剖 検

材料 お よび切 開空洞 の場合は4%NaOHで 前処理 し,

3%KH2PO4培 地に接種 した。

培養の判定は毎週行 い,12～16週 までの成績 によつ

た。

2.実 験方法

ソーD培 地 継代 培養H37Rv株 を1%KH2PO4

培地に接種後,3週 目の よ く発育 した 菌苔 上に0.2%

お よび0.4%乳 酸 を十分注 ぎ孵卵器 中に保存 し,毎 週

と り出し乳酸液 を捨 てたの ち,菌 液 を作製 し,そ の0.1

c6を1%KH2PO4培 地,焦 性 ブ ドウ酸加培地 に還元

培養 した。

塗抹標本は 型の ごと くZiehl-Neelsen染 色 を行い,

またMiddle-brook法 に よってH2O2分 解能 を 検査

した。

動物実験 は 体重3009,ツ 反応陰性の 海〓60頭 に

1～8週 間乳酸接触菌液(1mg/cc,0.1cc)を,対 照

動物 にはH37Rv菌 液(1mg/cc,0.1cc)を それぞれ

筋肉 内に接種 し同時に コーチゾ ンアセテー ト20mg/kg

を24資 間連 日筋肉内に注射 し,4週 後屠殺,局 所 リン

パ腺,肺,肝,脾 か ら臓器培養 を行 うとと もに,組 織標

本 を作製 し,ヘ マ トキシ リンエオジン染色 を行った。

また体重209前 後 のマウス100頭 の 腹腔 内にア ロ

キサン150mg/kgを 注入 し,Crecelius-Seifert法 に

よ り血糖 を測定 し,48時 間後250～300mg/dlと なっ

た とき,1～6週 間乳酸接触菌液(0.1mg/cc,0.1cc)を

腹腔内に接種 し,対 照 にはH37Rv菌 液(生 菌単位15

×108,0.1cc)を 接種 した。早期死 マウスは全 身 ホモヂ

ナ ィズによ り,生 存 した もの は6週 後 体重測定の うえ

屠殺 し臓器培養 を行っ た。

III成 績

1.人体 にお ける検査成績

a)切 除標 本の検 査成績

表1に 示す よ うに 病巣の種類 を 肉眼的に空洞,閉 鎖

性病巣(乾 酪巣お よび充実空洞,以 下全 部 この意 味)お

よび その他(気 管 支内容,リ ンパ腺等)に3大 別 し,前

2者 について長径の大 きさに よ り分け ると,病 巣の大 き

さによ り塗抹陽性率 にやや差がみ られ,閉 鎖性病巣では

2cmを こす と急 に陽性率が高 くなっ た。 これ らの標 本

の菌数 は表1各 欄下段に示 した。

閉鎖性病巣 の肉眼 的軟化 の有無 と菌 との関係について
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表1切 除病巣の結核菌塗抹成績

(陽性率と100視野菌数)

各欄上段は陽性率%,中 段は100視 野菌数,下段はその平均

は表2の よ うに 「軟化 あ り」 の80%に 菌が み られ,

菌数50以 上が その40%を 占め るが,「 軟化 なし」

の菌陽性率は56%に 止 ま り,菌 数50以 下が その66

%を 占めた。

菌 の形態 は空洞 内の ものは全般 に正常 型の長桿状 菌が

多 く,Ziehl顆 粒 は黒染 してい る。閉鎖性病巣 内の菌 は

短桿状 の ものが 多 く,顆 粒状集簇 もしば しばみ られた。

表2病 巣軟化 の有無 と菌 数

表3切 除病巣の培養成績

培養成績は表3の ごと くで,空 洞では50コ 中40コ

(80%)に 陽性で ことに長径2cm以 上 の もので は 全

例陽性 を示 し,++以 上 の多量発育 をみた ものが培養陽性

例 の70%近 くを占めてい る。

閉鎖 性病巣155コ では33%が 培養 陽性 となったの

みで,長 径2cm以 上の病巣は それ 以下の ものに 比 し

ほぼ2借 の陽 性率1を示 した。発育集落数 は100コ ロニ

ー以下の例 が62%を 占めた。

閉鎖性病巣 中その病巣が主病巣 となっ てい る21症 例

についてみ ると図1の よ うに塗抹,培 養陽性率 ともに長

径2cmを 境 として明 らかな差 を 示す。娘病巣134コ

では図2の よ うに,主 病巣 が空洞 であ るか 否か によっ

て培養陽性率 に大 きい差 が現 われている。

図1主 病巣 た る閉鎖性病巣 の大 きさと菌陽 性率

図2娘 病巣の菌陽性率

□塗抹

■培養

肉眼的軟化 の有無については 表4の ご と くで 「軟化

あ り」では66%の 陽性率で,そ の80%以 上が50

コ ロニー以上,「 軟化 な し」 では 陽 性率15%で その

75%ま でが50コ ロニー以下であ る。

表4病 巣軟化 の有無 と培養成績

いわ ゆる 塗抹陽性 培養陰性菌 は67病 巣 に み られ た

が,こ れは検査病巣155コ の43%に 相 当す る。塗抹

陽性培養陰性菌 とその病巣の大 きさ,可 視菌数 との関連

をみたのが表5で ある。 この菌の65%は 径1cm未

満 の小病巣 に出現 し,100視 野10以 下 とい う少数菌例

であ ることが多かつた。
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表5塗 抹陽性培養陰性菌と病巣との関係

表6化 学療 法 コースと培養陽 性率

*1病 巣で も(+)と な釈ご症列を(+)と して取扱つた

表7初 同 治療 群の 治療 期 間 と培 養 陽 性率

表6は 化 学療 法 コースに よってみた 主病巣の性状 と

病巣内結核菌培養陽 性率 との関係であ る。陽 性率は初回

治療 再 治療 未 治療 の順に上昇 してい るが,有 空洞率 も

また平行 して上昇 してい る。初同治療 例での治療期間 と

の関連 を表7に 示すが,6ヵ 月 を 境 として 差が み られ

た。

以上の培養 を行 うにさい して前処理,稀 釈液,培 地等

に2,3の 方法 を行い比較 したが,そ の成績 を総括す る

と表8の ご とくで,焦 性 ブ ドウ酸加培地の 使用 によ り

他 の方法で陰性 の ものの10%を 陽 性化 し,集 落 の早

発,増 大,増 加 をみた もの とあわせ30%に 効果 をみ

とめ た。

b)切 開空洞お よび摘 出 リンパ腺の検査成績

切開 空洞 の 塗抹 陽性率 は90%で,菌 数は180～

∞/100視 野 の範 囲にあった。培養陽性率 は72%で あ

つた。

摘出 リンパ腺6例19コ の うち塗抹陽 性2コ,菌 数

は2お よび14/100視 野で培養陽 性は4コ(21%)で

あつた。

表8種 々の操作が培養陽性化に及ぼす影響

表9剖 検病巣内の結核菌塗抹検査成績

(陽性率と100視野菌数)

各欄上段は陽性率%,中 段は100視 野菌数,下 段はその平均

表10剖 検 病 巣 の培 養 成績

c)剖 検標 本の検査成績

表9は 塗 抹検 査の 成績 であ る。 空洞では91%,閉

鎖性病巣では69%,そ の他の もの では38%に 菌 を
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検 出 した。菌数は空洞 が全般 に多 く,閉 鎖性病巣 では非

常 に少な く,も っ とも多 い もので192,平 均33/100視

野 にす ぎなかっ た。結核菌 の形態 は切除標本 と異な るこ

とな く空洞 内の ものは長桿状,紐 状で閉鎖 性病巣内では

顆粒状,短 桿状の ものが多かつた。

培養成績 は表10の ごと くで空洞 では100%の 培養

陽 性率を示 した。菌数 の少 ない 例 の うち1例 は 肉眼 的

浄化空洞,1例 は嚢胞状空洞 であった。閉鎖性病巣 は67%

の陽性率で しか も++・+++発 育が半数近 くみ られ,長 径

2cm以 下 の小病巣 内に も多量の 発育旺盛 な菌が存在す

ることを示 した。

切 除例 に多い塗抹陽性培養陰性例 はわずか4症 例9

病巣 にのみみ られ た。

また培養 した リンパ腺は 表11の ごと く7例14コ

であつたが,白 亜化,石 灰化 の もの もあ り,こ れ らの う

ち5例8コ(43%)か ら結核菌 を培養 しえた。

表11剖 検 リンパ腺の検査成績

2.乳 酸接触菌の実験成績

a)乳 酸接触の影響

前述の方法 による乳酸接触菌 を週 を追ってZiehl-Neel.

sen染 色 を 行つたが,12週 間 接触菌で も なお抗酸性

は失 われず よ く赤 染 した。 しか し菌体 は顆粒 状 とな る も

のが多 く,4週 以後 は著 明であった。

この菌液 の培養成績 を培地1本 当 りの平均生菌数 でみ

る と,表12の よ うに 乳酸接触1週 では 対照 に比 しや

や発育不良の程度で あるが,2週 の もので は著明 な集落

数減少 をきた し,0.2%乳 酸接触3週 の もので は対照

十}十に比 し0～21コ ロニー,4週 日では0～2 .3コ ロニ

ー,0.4%乳 酸接触では3週 目0～5コ ロニー,4週

目0～0.4コ ロニーとな り6週 以降は発育菌 をみなかっ

た。 これ らの菌 の カタラーゼ反応 は陰性 または弱陽性 で

あつた。

以上の成績か ら乳酸接触 によ る2週 菌,3週 菌 は 塗

抹陽 性培養微量菌,4週 菌は塗抹陽 性培養極微量 または

陰性菌,4週 以後 の ものは塗抹陽性培養陰性菌 とみなす

表12乳 酸接触菌の培地1本 当り生菌数

ことが で きる。

b)乳 酸接触菌 と各種培地 の微量菌 検出能

乳酸接触3週 目の菌液 を各種培地 に 接種 し微量菌検

出能 をみたのが図3で あ る。平均 コロニー数 および 陽

性率か ら みる と図 のご とく焦性 ブ ドウ酸加1%KH2-

PO4培 地がす ぐれ,1%KH2PO4培 地は これ と ほぼ

等 し くデ ュボ ス寒天,キ ル ヒナ ー寒天培地はやや劣 り,

血液 寒天,ソ ー トン寒天培地 は低 い検 出能 よ り示 さなか

った。 しか しデ ュボ ス,キ ル ヒナー寒天 はいずれ も集落

初発 貝数が早 く,ユ%KH2PO4培 地 よ り1週 間 早発

した もの もあった。

図3各 培地の微量菌検 出能

1:焦 性 ブ ドウ酸加1%KH2PO4
2:1%KH2PO4

3:デ ュボ ス寒天
4:キ ル ヒナ ー寒天

5:グ リセ リン血 液 寒天
6:ソ ー トン寒天

これ らの培地 と稀釈液 とをいろいろ組合 わせ る と図4

のご とく0.1%ア ル ブ ミン水処理がいずれの培地に も
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図4稀 釈液,培 地 と コロニー数

よ く,0.01%活 性炭末 水で も生理 的食塩水 よ りも良結

果 を得た。培地では焦性 ブ ドウ酸 加小川培地 がす ぐれ,

デ ュボス寒天 も良好な結果 を示 した。

c)乳 酸接触菌 と コーチゾン負荷 海?

コーチゾ ン大量 負荷 海〓 での乳酸 接触菌液 接種 戒績 は

表13の ご とくで ある。

ツ反応 は乳酸接触3週 以上ヒの 菌を接種 した 場合は陰

性 となつ たが,対 照H37Rv群 で もコーチゾ ン使用獣で

は陰性 とな るものが み られ た。 体重は 乳酸接触4週 以

上菌接種 群では減少が起 らず,む しろ増加が み られ る。

局所 膿瘍,所 属 リンパ腺腫大 は2週 接触菌接種の もの

までみ られ,そ れ以上 の接触菌で はみ られ なかつ た。

臓器 の肉眼 的所見 は2週 接触菌接種群 以降で は なん

ら異常 がみ とめ られなか つた。

臓器培養 では コーチ ゾン使用群 で 乳酸接触2週 菌,

3週 菌 で陽 性 とな る例 がみ られたが,非 使用群で は2週

以上接触菌接 種ですべて陰性で あった。H37Rv菌 を用

いた対照群 か らは コーチ ゾン負荷群 の方が 検 出菌 数 多

く,肺,肝 か らも菌 を培養 した。

肺,肝,脾,リ ンパ腺の組織 学的所 見は対照動 物にみ

られた巨細胞,結 節等が乳酸接触1週 菌 接種臓器にの

みみ られ,そ れ以上の接触菌では コーチ ゾン使 用の有無

にかかわ らず と くに病的所見がみ られなかった。

d)乳 酸接触 菌 とア ロキサ ン負荷 マ ゥス

ァ ロキサ ン腹腔 内注射 マウスの 血糖平均 値は図5の

ごと くで,注 射後48時 間で 平均200mg/dlを こ え

た。 この とき乳酸接触菌 を 接種 した 成績が 表14で あ

る。体重 は一定の傾 向がなか った。

臓器の肉眼的所見 としては,乳 酸 接触3週 菌接種 マ

ウスの肝に結 節形 成をみた例があったが,そ れ以上の接

触菌接種獣か らは と くに病的変化 を発見 しなかつた。

培養成績 は1週 菌接種群では ほぼ対照 同様 に 大量 発

育 をみ,2週 菌 接種群では 対照に比 し 減少 しては い る

が,な お平均50コ ロニー余の発育 をみた。3週 菌群で

はア ロキサ ン負荷 獣で 大量発育 を みた1例 の ほか は,

対照 に比 し著明 な減少 をみた。 ア ロキサ ン群で とくに菌

数が増す ことは なかつ たが 実験 中の 早期死亡が 多かつ

た。

IV総 括および 考案

切 除閉鎖 性病巣155つ の 塗抹陽 性率 は56%,培 養

陽 性率は32%で,塗 抹陽 性 培養 陰性菌 は69コ,閉

鎖 性病巣 の45%に み られた。一方,剖 検 閉鎖性 病 巣

では塗抹69%,培 養67%の 陽性率で,塗 抹陽 陸培

養陰性例 は44コ 中8コ(18%)に す ぎなかつアこ。

切除例の閉鎖 陸病巣について は軟化の有無で培養陽性

率が66%か ら15%と 大 きく異 な り,病 巣 の大 きさ

は2cmを こす と陽性 率が増 し,娘 病巣 となって い る

もので は,そ れが空洞 に随伴す るものでは68%,非 空

洞 に随伴す るものでは8%と 大 きい差 を示 す。

塗抹陽性培養陰性菌はすでに桂4)が 指摘 したがMed-

lar1)が発表 して 以来にわかに 問 題 化 された もので あ
1り

,そ の 菌 の 生死 を め ぐる論争 は1953年 のPanne

 Discussion2)以 来今 印 こい たる もなお 決定的 な もの は

ない。その成因 にっいては化学療法 に よるとす る者 が多

く,SM毎 日法が週2回 法 よ りも菌検 出率 を低 め うる

とい うFalk5),8ヵ 月以.卜治療例 で 菌数が 減少す る と

い うD'Esopo6),岡7)ら が ある。Raleigh8)もChem-

otherapeutic target poinに 達 したか否かで培養陽性

率に18～80%の 差が あ るとし化学療法 の効果 と病巣 内

菌 との関連を指 摘 してい る。一方,化 学療 法の影響 とは

い えない とのBeck9),Katz10)の 報告が あ りGriffith

2)は 化学療法時代以前の300例 中176例 に塗抹陽性培

養陰性 をみた と報告 してい る。

Canetti5)は 化学療法 の期 間や種類 と菌 とは 直接 に関

連 しないが化学療法 によ り病巣の性状が大 きく変 りそれ

につれ て菌の態度 も変 りうることを述べてい る。

私 の例 につい て化学療法 との関係 をみ ると再治療 よ り

も初 回治療群で菌検 出率が低 く,ま た治療期間が長い ほ

ど検 出率が低 くな り,化 学療法 と菌陽性率 とは関連 を も

っ ようであ るが,空 洞 の有無 によ り陽性率が異 な り病巣

の性状 に支配 きれ ることも否定で きない 。

またDubosi1)～13)ら は 病巣の 物理化学的環境 を 重

視 す る立場 を と り,Hobby14)は それに 基 づいてDor-

mantな 菌の存在 を提唱 した。私 も前処理 参 稀釈液等 に
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表13コ ーチ ゾン海〓 乳酸 接触菌 接種実 験成績

図5ア ロキサ ン注射 マウ スの平均血糖値

ついて この点を検討 したがその存在 を確認 す ることはで

きなか つた。

剖検 閉鎖性病巣 ではMedlar15)の15屍 体49巣 中

81%に 生菌 を検 出 した報告 があ るが,と くに生 えに く

い菌の存在 についての記載 はない。私 の22屍 体44病 巣

はほ とん どが長径2翻 以下 の 小 さい もので 塗 抹菌 数

も平均33/100視 野 とい うもので あるに もかかわ らず

67%も の高い培養陽性率を示 し,さ らに リンパ腺 か ら

も57%に 生菌が検 出され切除例 と大 きな差が あっ た。

この ことは剖検例は慢性重症肺結核で一般状態の不良 な

こ とと考 えあわせて病巣 自体の性状 とと もに宿主全体の

条件が菌発育 に大 きい影響力 を もってい る もの と推察す

ることがで きる。

閉鎖性病巣 内の結核菌が酸素張力の低下,代 謝産物の

蓄積等の環境下 にあ り,こ れ らが菌の発育に阻止的に働

く因子で あることはDubos11)12)ら のすで に 唱 えた と

ころで,彼 は とくに乳酸16)の 作用 を強調 した。私は この

乳酸 と接触 さす こ とによって4週 後に実験的塗抹陽性培

養陰性菌 を作 つたが,岡17)はINH接 触に よって こ

れ を作 りこの菌 を用い ての実験で,培 地 によっては一部

はなお培養陽性 となし うる可能性 を示 した。私 も実験の

途 中,塗 抹陽性培養微量菌 の ときを利用 して各種培地の

性能 をみたが焦性 ブ ドウ酸加1%KH2PO4お よび1

%KH2PO4培 地 が良好 な結果 を得,拮 抗 物質 としての

焦性 ブ ドウ酸18)の ためであろ うが鶏卵培地 の微量菌検

出能の悪 くない ことを知 つた。前処置 としてはアル ブ ミ



1959年7月481

表14ア ロキサ ンマウス乳酸 接触菌接種実験成績

ン水,活性 炭末水 による稀釈が好成績 をえた。

in vitroで 培養 陰性 となった 乳酸 接触菌はin vivo

でいかな る態度 をとるか,宿 主の状態 を悪 くして結核症

の進展 に都合の よい環境 に用意す るため コーチゾ ンおよ

びア ロキサ ンを 用い た。Spain19)を 始 め として コーチ

ゾンに よる 実験的結 核症悪 化の 報 告は 多いが,Steen-

ken20)は 切除材料接種海?に これ を 用いて 陰性結果 を

報 じてい る。私の実験 も20mg/kgの 大 壁を用いたが,

4週 以 上乳酸 接触菌 を復活蘇生せ しめえなか つた。ア ロ

キサ ン過血糖 マウスで も4週 以上接触菌 は なん ら病原

性を示 さずに終った。

in vitroで の陰 性菌 は発病 条件の準備 されたin vivo

で も復活 す ることはなか った。

さ らに病理組織標 本の所 見か らこれ らの菌 の病原性が

その 増殖性 よ り強 く障害 されてい るとい う知見 を 得 た

が,実 験に用いた乳酸濃 度に も問題は あ りさ らに検討 を

加え ることとす る。

以上 の臨床的および実験 的観察か らは塗抹陽 性培養陰

性菌 の生死 の結論 は保留せ ざるをえないが,そ の臨床 的

意義 につい て考 えれ ば,培 養陰性菌 の蘇生,復 活 はほ と

んど無視 し うるもの と思 われ る。

V結 論

1)結 核肺切除病巣231コ,切 開空洞29コ,摘 出

リンパ腺19コ,肺 結核屍剖検病巣149コ,計428病

巣 につい て細菌学 的検索 を行 つた。

空洞157コ で は塗抹88%,培 養86%,閉 鎖 性病

巣200コ で は塗抹59%,培 養45%,リ ンパ腺35コ

では 塗抹11%,培 養34%,そ の他36コ か ら塗抹

42%,培 養70%の 結核菌 陽性率を得 た。

閉鎖性病巣 の うち切 除病巣 では45%に 塗抹陽性培

養陰性菌が み られたが,剖 検 肺病巣 か らは67%の 培

養陽性率 を得 た。 また 剖検 リンパ腺は43%の 培養陽

性率 を示 した。

2)病 巣 内菌 と化学療法 との関係 につい ては,初 回治

療 例46%,再 治療 例83%,未 治療例100%の 培養

陽 性率で,初 回治療例 の治療期 間では6ヵ 月未 満67%,

12ヵ 月未満33%,12ヵ 月以上25%の 陽性率で あ

った。 しか し培養 陽性率は 空洞の有無,病 巣軟化 の 有

無,病 巣 の大 きさ等 とよ り密 接な関係にあった。

3)塗 抹陽 性培養陰 性菌 を陽性化 す る手段 として切 除

直後 よ り24時 間凍結 したの ち培養 す る方法,ア ル ブ ミ

ン水,活 性 炭末水等 で洗滌,稀 釈,ホ モヂナ ィズす る方

法,種 々の培地 を用い る方法等 を行っ たが,焦 性 ブ ドウ

酸加1%KH2PO4培 地 を 用い てやや良好 な 成績 を得

た。

4)乳 酸 接触操作 に よ り実験 的塗抹陽 性培養 陰性菌 を

作製 したが,乳 酸 接触2,3週 間では塗抹陽性培養微量

菌,4週 では培養 陰性 または極微最菌,4週 以上 では全 く

培養陰性 菌 となった。 この菌の カタラーゼ反応は陰性 ま

たは弱陽性 を示 した。 また この菌 を用いて各種培地の微

量菌検出能を し らべ たが焦性 ブ ドウ酸 加1%KH2PO4

培地,1%KH2PO4培 地が好結果 を えた。

5)コ ーチ ゾン負荷 海?お よびア ロキサ ン負荷 マ ウス

に乳酸接触菌 を接種 し,蘇 生,復 活 の有無 につい て検討

したが乳酸接触4週 以上 の 菌 の 還元培養 は陰性 に終 り

病原性を と り戻す ことはなかつた。
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