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喉 頭 粘 液 よ り の 結 核 菌 の 培 養

第4報 喉頭粘液 よりの結核菌の培養 を集団検診 に併用する試み

その2検 査 に関連 したこ手技の能率の概略,検 出 された抗酸性菌の性状,

な ら び に 侵 入 し た 雑 菌 の 種 類
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I　 緒 論

足尾町の集団検診に喉頭粘液よりの結核菌の培養を併

用したこ成績を第3報1)と して報告した。その成績は従

来の喀痰の培養に比して遜色がない。しかし集検に役立

つようなものであつて も,普 通の場合 と違つて一時に沢

山の件数を処理しなければならない集検の場合には,そ

の手技が簡単でなければ使用することは難しい。それで

今回はまず検査に関連した手技の能率について概略を御

報告申し上げるとともに,検 出された抗酸瞥菌の性状お

よび結核菌 と非病原性の抗酸 性菌の鑑別を主 とした試験

管内実験成績,さ らに侵入した雑菌の種類等につき御報

告申し上げ参考に供したこいと思 う。

II　 実 験 方 法

(1)　検査に関連した手技の能率の概略

われわれは試験研究,本 研究中に実施 された種々の手

技のうち

(1)喉 頭粘液の採取

(2)凝 固水の追加混入

(3)喉 頭粘液の培養

(4)ゴ ムキャップの交換および整理

の4つ の手技をとりあげて,随 時,時 間を測定し,

はたして1人1時 間で どの程度の仕事を処理す るこ

とがで きるかを検討した。

(1)は 試験研究の ときに行なつた。 この場合は被検

者が間接撮影後比較的連続してきたので,採 取者は大

体休むことなしに採取できたので,こ のようなときの

能率を2回 にわたって観察,平 均してみた。

(2)は8月 の本研究で観察した。一時に沢山の培地

を使用するので培養1週 間前までに必ず培地を準備す

るようにしていたが,実 際に集検にきた人は最初の推

定よりも少ないことが多かつたので採取した人員 も予

定より少なく,回 を重ね るに従い製造後2週 前後の凝

固水のなくなつたこ培地を使用す ることになつた。それ

で培養前に0.1CC～0.2CC宛 滅菌蒸溜水を補給したが,

この仕事の能率を5回 にわたつて観察平均してみた。

(3)は 試験研究および本研究の一般検診の8回 につ

き観察した。1回 の培養は もつ とも多い ときで414例,

もつとも少ないときで198例 で,こ れ らの材料を常時

4～5人 で培養した。

(4)は1人 あるいは2入 で実施した。綿栓 をゴムキ

ャップに変えて,2人 分すなわち4本 の培地を ゴム

輪で一緒にして,番 号順に50人 分ずつを1つ の籠に入

れて37℃ の孵卵室に入れ観察担当者の手に渡した。

このようにして実施した5回 を平均した。

(2)検 出した抗酸性菌の性状な らびに結核菌および非

病原性抗酸性菌 の鑑別を主とした試験管内実験

(1)着 色 の有無 と集落の性状

2ヵ 月間観察後に着色のはつ きりしているものと薄

黄色の着色のものに区別 した。また集落が湿潤のもの

と乾燥したものとに分けてS型,R型 とした。

(2)ナ イアシンテスト(今 野)9)

1代 継代 したこ1%小 川培地上の集落を2～3白 金

耳 とつて4%ア ニ リンアルコール液1CCに 入れ さ

らに10% BrCN液1CCを 加 えて 振盪して 黄色を

呈するものを陽性,無 色のものを陰性 とした。

(3)集 落数

数えられ るものは2ヵ 月目のものを平均した。融

合 したものは融合前の観察週で数えたこものを記録し

た。

(4)集 落 の発育す るまでの期間

毎週観察した。

(5)耐 性の検査
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1%小 川培地に,SM,PAS,INHの おのお

のを培地1ccに つ いて100γ,10γ,1γ,0に 流

しこみによ り混入した一連の培地に,1代 継代した菌

株の10-3mg宛 を接種し,結 核菌は3週 間,結 核菌

以外の抗酸性菌は2週 間で判定し,発 育 した最高濃度

をもつて耐性値 とし,そ の場合の耐性 値 がSM, P

ASで は10γ,INHで は1γ 以上を示した場合

は,そ の菌は耐性菌であると決定した。

(6)結 核菌以外の 抗酸性菌についての 光着色性

Runyon 8)の 方法に準 じて行なつた。すなわち3本

の1%小 川培地の斜面になるべ く平等に塗抹し,1

本 は室温に,他 の2本 は37℃ で培養し,4～5日 中

に室温で発育したものをrapid growerと し,室 温で

発育しないで37℃ に発育した ものについては,4～

5日 培養後1本 は晴れた日に日光に3時 間直射 し,

-再び孵卵器内に入れ,他 の1本 は対照 として37℃

の暗室の中にのみ培養を継続し,24時 間後に判定し

た。そして着色の強まつた ものをPhotochromogen

とし,着 色の強ま らないものをNon photochromogen

とし,さ らに暗室だけで着色の強まつたものをSco-

tochromogenと した。

(3)　侵 入した雑菌の種類

3%小 川培地に発育 した雑菌を まず 血液寒天培地に

塗抹培養し,こ の培地で集落の性状 と塗抹染色標本の検

査か ら枯草菌,コ リネバクテリア,α-連 鎖球菌,γ 一連鎖

球菌のように同定できるものはそのままとし,肺 炎双球

菌,肺 炎桿菌 らしい ものはさらに莢膜染色して同定し,

また変形菌 らしい ものは尿素培地に培養して尿素分解を

確認し,大 腸菌 らしい ものはエオジソメチレン青寒天培

地およびKligler培 地に培養して菌株を同定した。なお

かび類は3%小 川培地か ら直接塗抹した無染色標本に

よりその形態を確かめた。

III　実 験 成 績

(1)　検 査に関連した手技の能率の概略

成績は表1に 示すように,ま ず(1)喉 頭粘液の採取

表1　 検 査 に 関 連 し た 手 技 の 能 率 の 概 略

は約80件 は容易であって十分,間 接撮影,ツ ベルク リン

反応 と歩調をあわすことが で きる。(2)培 地 に凝固水を

追加することは246件,(3)喉 頭粘液の培養は26件,

(4)培 養 した培地のキャップ交換および整理は149件 で

あつた。このように手技は簡単であつた。なお滅菌試験

管は学生アルバ イトを使用して7月 中旬 ころまでに準

備した。採取用具の準備,培 養基の製造,培 地の整理,

後始末等は研究室所属の2人 の技術者が あたつた。 こ

のほかに滅菌試験管 その他採取に必要な用具の入つた運

搬袋を上野駅へ輸送す ること,お よび採取した喉頭粘液

の入つた運搬袋を上野駅より病院まで運搬することな ら

びに上述の準備,製 造,培 養等の手伝いには別に2人 の

学生 を臨時に1ヵ 月にわたつて使用した。このために仕

事は順調に進行し,と くに夜遅 くまで仕事を継続する必

要はほとんどなかつた。

(2)　検出された抗酸性菌の性状 と,結 核菌と非病原性

抗酸性菌の鑑別を主 とした試験管内実験

(1)　集落の着色,性 状,ナ ィアシンテス ト

表2に 示すように結核菌 と推定された15株 は全部淡

表2　 検出された結核菌および結核菌以外
の抗酸性菌の性状

(1)　集落の性状

注:表 中の数字は株数を示す。

黄色で集落はいずれもR型 でナィァシンテス トは全

部陽性であつた。結核菌以外の抗酸性菌は11株 中5

株 は結核菌同様淡黄色であつたが,残 りの6株 は黄色

であつた。集落は全部がS型 でナィァシンテス トも全

部陰性であつた。なおこの抗酸性菌11株 全部がRu-

nyonのNon photochromogenに 属するものと推定

された。なお病巣を認めない ものか ら検出された結核

菌 らしい2株 は,全 く結核菌に一致 した性状を呈 した。
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ナ ィァシンテストも陽性であつた。

(2)集落 数

発育 した平均集落数を表3の ように分けて株数を示

したが,結 核菌は集落の少ないものか ら多い ものまで

表3検 出された結核菌および結核菌以外

の抗酸性菌の性状

(2)集 落 数

注:表 中の数字は株数を示す。

種 々の段階がみ られたが,結 核菌以外の抗酸性菌はそ

の全部が3コ 以下であつて,2本 培養したものの1本

に1コ の集落を認めたのが大部分である。病巣 を認

めないものか ら検出された結核菌の2株 のうち1株

は無数であ り,他 の1株 は1コ であつた。

表4　 検出された結核菌および結核菌以外
の抗酸性菌の性状

(3)集 落の発育までの期間

注:表 中の数字は株数を示す。

(3)集落 の発育するまでの期間

表4に 示すように結核菌 と結核菌以外の抗酸性菌

の間には,発 育するまでの期間において著明の差はな

い。

(4)抗 結核剤に対する耐性

結核菌115株 中12株,結 核菌以外の抗酸性菌11

株 中9株 について検査した。成績は表5に 示すよう

に,結 核菌では化学療法を施行していた6株 中4株

は1剤 に,1株 は2剤 に,化 学療法をやつていなかつ

た6株 中2株 は1剤 に,2株 は2剤 に耐性が あつ

た。結核菌以外の抗酸性菌はいずれ も化学療法をして

表5　 検出された結核菌および結核菌以外の抗酸性菌の性状

(4)抗 結核剤に対する耐性

注:表 中の数字は株数を示す。

いない ものか ら検出されたが,2株 は1剤 に,2株

は2剤 に,4株 は3剤 に耐性であつた。残 りの1株

は耐性がない。

以上の成績か ら結核菌 と推定された菌株はやは り結核

菌であり,そ の他の抗酸性菌は非病原性の もの と推定さ

れる。なお病巣を認めない ものか ら検出された2株 の結

核菌 と推定された抗酸性菌は上述のように結核菌に一致

する性状や試験管内成績を示した。

(3)　侵 入した雑菌の種類 と発育 までの期間

本実験のさい侵入した雑菌170株 中110株 について

種類 を検査した。血液寒天培地に2代 培養して発育 しな

かったものが3株 あつたので107株 に ついて 同定 し

た。その結果は表6に 示すように,枯 草菌が45.4%

で約半数を占め,次 に α-連鎖球菌が多 くて19.1%,

以下大腸菌群の9.1%,変 形菌の7.3%,γ-連 鎖球菌

とコリネバクテ リアの それぞれ6.4%,肺 炎双球菌の

2-7%,緑 膿菌,肺 炎桿菌,ア スベルギールス,か び類

がそれぞれ1株 である。これ らの雑菌は培養の早い時期

に発育するものが多いが,傾 向として特有な ものは な

い。

IV　 総括および考察

喉頭粘液 より結核菌を検出する手技の簡単であること

は,以 前よりの研究でほぼ推定されていたところであっ

たが,今 回の実験ではさらにこれを確認す ることがで き

た。 まず採取は1人1時 間で約80件 も可能で あつ

た。採取の難しいのはごくわずかの人であつて,神 経質

な2～3人 の人が1回 でとれなかつた程度である。この
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表6　 雑 菌 の 種 類

注:表 中の数字は株数を示す。

人たちにして も説明することによつて2回 目に全部採取

できた。4才 以下の 幼児は今度の検査か ら除外された

が,そ れは喉頭 まで綿棒 を入れることは難しかろうとの

ためであつたが,4才 以上の小さい子供では採取するこ

とは可能であつた。したがつて喉頭粘液の採取は一般集

検 としてツベルクリン反応や間接撮影 と併行してやつた

場合で も,ま た精密検診 として実施された場合で も予定

者のほとんど全員を短時間の うちに採取することができ

た。この成績は厚生省の昭和33年2),34年5)の 結核

実態調査の場合の喀痰採取率すなわち採取予定者の68.6

%,82.4%に 比 して 優れて いるし,昭 和15年 の貝

田4)の 約1/3,昭 和28年5)の 実態調査,昭 和32年

の小川朝6)等 の1/2に 比 べると雲泥の差である。また

培養は最低1人1時 間で26件 可能 であるか ら,400

件の培養でも4人 でやれば4時 間で完了することがで

きる。熊谷7)ら は喀痰の1日 の培養可能数は200人 程

度であつて,400～500人 は難しいといつているが,わ

れわれの場合はアルヵリで処理してそのままうえるか ら

前述のように能率は比較にな らないほどよい。その他の

手技 もいずれ も容易であつて,喀 痰の培養に比 してとく

にそれ以上の繁雑 さはない。したがつて手技の点か らい

っても喉頭粘液は集団検診に 併用することは 可能であ

る。しかし手技が簡単であるだけに慎重に実施しなけれ

ばな らないし,こ とに採取の上手下手はその成績を左右

すると思われ るので,あ わてずに十分の量を採取する必

要があろう。 次にわれわれの検出した抗酸性菌 である

が,種 々の成績を総合して考えてみると,結 核菌 と推定

された15株 はやは り結核菌であつて,結 核菌以外の抗酸

性菌の11株 はいずれも非病原性のものと推定 され るもの

であつて,病 原性を人に示す結核菌以外の抗酸性菌すな

わち非定型的抗酸性菌は1株 もみ られなかつた。最後に

雑菌の種類であるが,同 定できたものの半分は枯草菌で
、

ある。この菌は自然界に 広く存在する菌 であ り,大 腸

菌,変 形菌,緑 膿菌,ア スペルギールス,か び類 も本来

は口腔外のものであるが,こ れ らの菌は時によ り口腔に

混入することもあ りうる。また α-連鎖球菌,γ-連 鎖球

菌,コ リネバクテ リヤ,肺炎双球菌,肺 炎桿菌等は口腔内

の常在菌である。これを要するに,雑 菌は,口 腔内およ

び口腔外の種々のものが混入されていることがわか る。

V　 結 論

足尾町で実施 された結核集団検診の中に喉頭粘液より

の培養を併用したときの手技の能率,検 出された抗酸性

菌,侵 入した雑菌等についてさらに検索し次のような成

績を得た。

1)　 検査に関連した手技の能率:1人1時 間で可能な

件数をみたが,喉 頭粘液の採取は79件,培 養は26件

で あ り,そ の他の手技についても喀痰の培養以上の繁雑

なものは何 もなかった。

2)　 検出された抗酸性菌 のうち15株 は結核菌 であ

り,11株 は 非 病原性の もので あつて,す べてNon

 photochromogenに 属するものであつた。そして非定型

的抗酸性菌 と推定されるものは1株 もなかつた。

3)　侵入した雑菌:8月 の本研究のさい侵入した170

株 中 の107株 に っいて 同定を行なった。 その 結果約

1/2は 外か ら侵入した と思われる枯草菌であつて,残 り

は α-連鎖球菌,大 腸菌,変 形菌,γ-連 鎖球菌,コ リネ

バ クテリァ,肺 炎双球菌等の ものであつた。

本研究は結核無菌化研究会(会 長田宮猛雄)の 多大の

御援助によつて実施された ものである。材料の輸送は国

鉄東京保健管理所長千葉博士の御厚意を受けた。なお予



1960年12月 839

防衛生研究所副所長柳沢博士,同 所結核部長室橋博士よ

り種々の御助言を受けた。これ らのことに対 して厚 く感

謝の意を表します。
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