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は じめ に

結核症が伝染病である以上,そ の対策が細菌学的対応

を中心とせざるをえないのは自明の理である。そ して細

菌学的手技の開発 と向上が,結 核病学の進展に,こ れま

で大きな役割を果たし,今 後 もそ うであることに疑いは

ない。

結核菌発見後の100年 間を,結 核菌に対する有効な化

学療法の出現するまでの前2/3と,そ の後の1/3の 時期

に分けることができよう。この前期には結核菌検査の研

究は主としてより鋭敏な菌検出法の探求に向けられ,後

期はこれに分離菌の各種性状試験が加わり著 しく複雑化

した時期 と言える。

この分野の研究は,以 前の華やかさに比べると,最 近

はかなり衰退 しているように 思わ れ る。 これは先進諸

飼における結核への関心の低下や,医 学研 究 の高度分

化 による実利的研究軽視の傾向と無縁ではな いであろ

う。

しかし,結 核菌検査には手技的にも未解決の難問が多

く,さ らに地球的視点からみればその応用実施面での障

壁が多数立ちはだかつているのが実情である。

結核菌発見100年 に当たり,こ の分野の過去の発展の

跡をたどり,問 題点を探ることは意味のあることと思わ

れ る。

以下に主な手技別に筆者の私見を述べることにする。

塗抹染色法

Kochの 結核菌発見の公式発表は1882年3月 で あ る

が1),彼 が この研究に従事したのは発表の前6な いし8

カ月間であつたと言われている。彼が結核菌を鏡下に初

めて捉えた際のエピソー ドは,本 誌創刊号の冒頭に北里

初代会長が興味深 く述べている2)。 コッホがアルカリ性

メチレンブラウ液 とベスビンまたはビスマルクブラウン

液を結核菌の検出に用いたのは,一 見偶然のようにみえ

るが,後 述のWeigertやEhrlichと 以前から知識の交

流のあつたことが大いに役立つたと思われる3)。現在結

核菌の染色法として不動の地位を確保している抗酸性染

色法の原理,す なわち,媒 染剤を加えた塩基性アニリン

色素を用い,長 時間あるいは加温により強力に染色,脱

色剤により抗酸菌以外を脱色,背 景混在物を複染色する

という方式は,そ の各因子が既に最初の方法にすべて備

わつていた。(ア ルカリ化による染着力の増強,長 時間の

浸漬,丁 寧な水洗 とビスマルクブラウン液のもつ脱色力

を利用 した脱色 と複染色)。 しか し,現 在この方法を追

試 してみると,組 織内とくに新 しい壊死部の結核菌はそ

の存在を判別 しうる程度には染まるが,か くたん材料な

どでは明確に染め分けることはかな り困難である。これ

をか くたんのような臨床材料中の結核菌をも明確に染め

出せるように改良したのはエール リッヒの業績である。

彼は多 くの組織染色に名を残したワイゲル トのいとこで,

彼 もアニリン色素 に よ る細胞組織染色の研究に没頭 し

ていたが,コ ッホの菌発見第一報を聞き,そ の席から研

究室に直行して菌染色を追試したと伝えられる。そして

1週 間 くらいの間に,ア ニリンを媒染剤としたフクシン

またはメチルバイオレット溶液で染め,こ れを3倍 希釈

硝酸で脱色し,後 染色を加えるとい う現在の抗酸性染色

と全 く異ならない方法を提唱した。この発表はコッホの

口頭発表後わずか40日 足 らずの5月1日 に行なわれてい

る。 この方法は現在でも臨床検査として充分な実用性が

ある。直接加温による染色時間の短縮と確実化はRind-

Heishに よつて工夫され,さ らに同じ年の8月12日 には

ziehlが 媒染剤のアニリンをより安定で扱いやすい同じ

芳香族の石炭酸に変え,脱 色もやや薄い鉱酸とした方法

を発表 した。Neelsen(1883)は 単 にチールのゲンチアナ

ビオレットよりフクシンが,エ ール リヒの硝酸より硫酸

がよいと述べているにすぎない。

このようにして,現 在抗酸性染色法の代表 として世界

的に著明なZiehl-Neelsen法 は,実 にコッホの結核菌発

見 と同じ年に確立されているのである(Z-N法 の原著は

存在せず,Johneの 総説論文(1885)の 脚 注に記載さ
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れ ているのが,今 に伝えられたもののようである)4)5)。

この後も,よ り優れた方法を求めて無数の提案が行な

われている。そのなかでやや見 るべきものとしては,脱

色と複染色を同時に 行 な うこ とにより術式を簡便にし

たGabbett(1887)の 工 夫や,脱 色剤に酸 もアルカリも用

いないEberspacher(1936)の 方法があるものの,原 理的

にはZ-N法 と異なるものではない。

Z-N法 はその後少しずつ処方や操作を変え,現 在Z-N

法 と称 している手技も各国,各 機関によりかな りの相異

がみられ,ま た多 くの考案者の名を冠せられた方法も,

そ のほとんどがZ-N法 の変法にすぎず,多 くは脱色剤

(酸,ア ルカリ,ア ルコールの組み合わせ)と 複染色(メ

チレンブルー,マ ラカイ トグリーン,ピ クリン酸,ビ ス

マルクブラウンあるいは複染色をせず)に いく分かの工

夫を加えている程度である。

このような抗酸性染色法の うちで,唯 一のユニークな

考案は蛍光顕 微 鏡 法 で あ る。 この方法はHagemann

(1937)6)が 初 めて抗酸菌染色に応用 し,そ の有効性を主

張 したものである。多 くの追試者もこの方法 が従 来 の

Z-N法 に比べ臨床材料中の結核菌検出率 が 高 く,観 察

時間 も短縮できるなどの利点を認めているが,光 源にア

ーク灯を用いる煩雑さや結核菌の質的判別ができるとい

う主張から,臨 床検査用としてはあまり普及しなかつた。

しかし主に ドイッでこの装置に用いる光源ランプやフィ

ルターの改良が進められ,わ が国でも戦後逸早 く矢崎7)

に よつて新しい装置が紹介された。その優れた性能は蛍

光顕微鏡研究協議会によつて確認され8),1急 速に全国に

普及した。現在この方法はわが国では結核を扱う医療機

関の38%が 採用 している(1980年113施 設 アンケー ト調

査-筆 者)。

これ らの抗酸菌染色法の優劣を判定することは極めて

難しい問題であることが,実 際に取 り組んだ研究者たち

によつて述べられて い る。Z-N法 系統の染色法につい

て,Pottenger9)は 同一方法でも染色の強さ(加 温や染色

時間の差)や 複染色の濃さ(各色素液を希釈した り,複 染

色を行なわないと菌数が増す)を 変えると,方 法の差 よ

りも大きな影響を検出精度に与えうると結論づけている。

またEngbeckら10)も 広 く用いられているい くつかの方

法を塗抹標本で比較 し,同 一標本内の視野ごとの分布に

バラつきが大きすぎ,い ずれの方法が優れているとは言

い難いと言つている。要するにZ-N法 の方式を踏襲 し

た方法である限 り,こ れらの方法の間には本質的な差は

ないと考えるべきであろう。ただし,蛍 光顕微鏡につい

ては,Z-N法 よ りも大よそ20%程 度の陽性率の向上が

得 られるとい うのが諸家の一致した見解であ る8)11)(こ

のことは現在の進歩した装置を用いても同じである)。

結核菌の形態観察の うちで,あ る程度臨床検査にとり

入れられたもの と して,穎 粒染色 法 が あ る。 これは

Much(1907)が 抗酸菌にグラム染色法を施 し,そ の意義

について述べたものであるが,そ の後い くつかの手技的

改善が行なわれ,本 邦では隈部が病巣内結核菌の観察に

改良法を提案 し12),筆 者 もさらに安定した成績を与え う

る方法を発表 し,従 来の報告も述べているように生体内

の結核菌の活動状況 とある程度の関連のあることを示唆

した13)。しか し最近は臨床検査に本法が用いられること

は少ないようである。

これ らの染色法の改善の努力とは別に,臨 床検査とし

ての塗抹染色法の分野におけるいま一方の流れとして,

臨床材料中の微量の結核菌をも捉えることによつて,検

査精度を向上させようとする試みがある。一般に集菌法

(concentration method)と 呼ばれている。多 くは材料を

そのまま,あ るいはアルカリなどで溶解し,遠 心沈殿に

より結核菌を沈渣中に集めようとするものである。一部

では材料に脂溶剤を加え,結 核菌の親和性を利用して遠

心により逆に浮上させるとか,電 極を挿入通電して,結

核菌を一方の電極へ誘引集菌 しようとする企てもあつた。

あるいはまた尿などの微量菌に対し,白 濁を生じさせた

り,凝 固物を作 り,こ れに結核菌を捕捉させて遠心する

などの方法も行なわれた。 これ らの工夫 もこの100年 間

の前半には,か なりの数の発表がみ られる。 しかし,か

くたんの場合は検出率が10～50%く らい向上するとは言

うものの,操 作が複雑で時間のかかることが問題であつ

た。その後,簡 便でより精度の高い分離培養法が臨床検

査に広 くとり入れられたことによつて,い つの間にか塗

抹染色検査の世界から姿を消 した。(一 面では微量菌を

染色のために集めることは,迷 入した自然界抗酸菌を高

頻度に検出するおそれ もあ る)。現在では集菌法は尿,

髄液,胸 腹水のような粘稠度が低 く,菌 量の少ない材料

については用いられているが,か くたんでは分離培養の

前処理として応用 されているにす ぎない。

以上のように,結 核菌塗抹染色法の手技は,菌 発見当

時から100年 を経た今日,蛍 光顕微鏡法を除けば(こ れ

も原理的には抗酸菌染色法の一種で あ る),ほ とんど進

歩がなかつたと言える。これはあとに続 く研究者たちの

怠慢というよりは,当 初に優れた方法が確立されてしま

つたことによると思われる。

この手技はWHOの 専門委員会の勧告14)を 待つまで

もな く,結 核対策の前提 となる患者発見に最 も重要な役

割を担 うもので,そ の技術的改善の努力は今後も続け ら

れねばならないが,そ れ以上に現在開発途上国で直面す

る実施上の諸問題を解決することが急務であると思われ

る。た とえば,染 色液の調製は僻地ではかな り煩わしく,

これ らの国では中央供給とせざるをえないが,保 存期間

に限度がある。できれば粉末化して,水 さえあればどこ

でも即座に試薬が得 られるようにしたい。また脱色剤に

しても強酸やアルカリは国によつては輸送に制限があ り,
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アルコールは飲用が問題 となつたことがある(WHOの

国際共同研究用試薬には,わ ざわざアルコールを含まな

い処方が記載されてい る)。 さらに適当な加熱手段が入

手 しにくい僻地では,冷 染法の改良さえも望まれ るので

ある。このような粉末化の努力や不便な地域に適した試

薬処方の改善の試みは現在も細々と続けられ て い る が

(たとえぽ紙片に色素を浸みこませたものなど15)),Z-N

法 の染色効果に匹敵するものは得 られていない。蛍光法

が優れていると言つても,電 気設備のない地域にとつて

は画餅以下であるが,こ れとても自然光や電池を用いる

方法が開発されるならば,そ の益するところは大きいに

違いない。

分離培養法

100年 前に確立された塗抹染色法とは異な り,分 離培

養法が臨床診断にとり入れ られたのは比較的近年のこと

に属する。

コッホ1)は 結核菌の分離培養に成功して,純 培養菌に

よる動物感染実験を多数行なつているが,そ のほとんど

は結核材料接種により感染を起こした動物の病巣よりの

分離である。彼の創案になる牛や羊の加熱凝固血清が培

地 として用いられ,こ れに病巣の砕いた材料を塗 りつけ

た もののようである。この培地の結核菌発育支持力は極

めて貧弱であ り,微 小な集落がまれに発育するというの

が実情であつたと思われる。汚染 も多く,慎 重な植え継

ぎによつて実験に必要な収量を確保した。当時か くたん

などの爽雑菌を含む臨床材料から直接結核菌を分離培養

するとい うことは至難の業で,北 里はか くたんの膿様部

を滅菌水中で繰 り返 し洗つて後,培 地に接種することに

より初めて直接分離に成功したが,95%は 失敗 したと言

われる。

当然 この後,培 地 と接種方法の改良は多数発表されて

いるが,培 地に関する著明な進歩としては,Nocardと

Roux16)の 結核菌のグリセリン嗜好性の発見(1887)と

Dorset17)の 凝固卵培地の創案であろう(1902)。 前者は

長期培養による培地の乾燥を防 ぐことを目的に加えたら

しいが,こ れによつて結核菌の発育が著しく促進 され,

集落が大ぎくなることを見出だした。培地基剤として当

初は前述のように凝固血清が用いられたのであるが,グ

リセリンを加えると,普 通寒天培地や馬鈴薯培地でも結

核菌が発育しうることが知られるようになつた。さらに

凝固卵が培地基剤として安定 していることが 見 出だ さ

れ,こ れとグリセ リン添加を結びつけることによつて,

現在の凝固難卵培地の祖型 とも言うべきLubenauの 培

地(1908)が 出現した。ひき続いてより発育支持力の高

い培地を求めて,無 数の培地が発表されている。

しかし,こ れ らの培地の進歩 とともに,結 核菌分離培

養が臨床診断に役立つ検査法として確立されるためには,

臨床材料からの直接分離術式の開発が必要であつた。

材料中に混在する雑菌を除 くために,初 期には雑多な

試みが行なわれている。熱湯で洗つた り,過 酸化水素水

や フォルマリンなども用いられている。1908年 になつて

Uhrenhuthら18)は アンチフォル ミンが一般の細菌類に強

い溶解消毒作用をもつているに拘らず,抗 酸菌はこれに

抵抗力があることから,か くたんの結核菌培養における

前処理法への応用を提案した。ここでやつと臨床検査 と

しての培養法の道が拓けることにな つ た。その後Pet-

roff19)はアンチフォル ミン中のNaOHだ け で充分前処

理ができると し て,NaOH処 理 の材料を全卵 とグリセ

リン牛肉エキスにゲンチアナバイオレットを加えた彼の

培地に接種して好成績を挙げ,世 界的にも広 く用いられ

るようになつた(1915)。 培地に色素を加え,雑 菌の迷入

を防 ぎ,集 落の発見を見やす くするとい う工夫 もペ トロ

フの始めたものである。 この培養法は現在広 く用いられ

ている臨床材料からの結核菌分離法とほとんど同 じであ

る。その後の一時期はこの分野の研究の最も盛んな時代

で,多 数の発表が行なわれている。そのうちでわが国の

住吉20)による硫酸処理,グ リセリン馬鈴薯培地接種は,

アルカリによる前処理よりも汚染が少ないとして,世 界

的にも広 く注 目を浴びた(1924)。 引 き続いて発表された

Hohn(1926～29)の 方法はルベノーの改良培地に住吉の

前処理を組み合わせたもの であ る。 次いでPetragnani

(1927),Lowenstein(1930～1933,流 血 中結核菌の分離

に適しているとして発表,こ の間に処方を4回 変えてい

る)な どのそれぞれ特長のある培地が発表されている。

レェーウェンスタインの培地はその後Jensen21)に よ り

改良が加えられ,現 在は諸外国において標準法として広

く用いられている(Lowenstein-Jensen法)22)。 一方,わ が

国でもホーンの卵培地の後,小 林23)の全卵培地が発表さ

れ(1929),鈴 木 の銀杏培地(1930),さ らに レェーウェン

スタイン培地を簡略化 した岡 ・片倉の培地(1939)24)へ と

発展 していつた。住吉の硫酸法は臨床材料の前処理法と

して,か なり長い間主流を占めていたが,近 年は再びア

ルカリが多 く採用されている。

結核の化学療法の出現 とほぼ時期を同じくして,わ が

国では臨床材料 とくにか くたんの分離培養が急速に普及

した。勿論 それは化学療法が薬剤と結核菌 との直接の

関係を重視すべき治療法であることにもよろ うが,小 川

法 とい う画期的な手技の開発によるところが大きい。小

川はそれまで発表された多 くの結核菌用培地の組成を検

討 し,そ の単純化を企図していた。たまたまBCG生 菌

単位測定用として新たに開発した1%リ ン酸カリ培地が,

当時広 く用いられていた岡 ・片倉培地 よりも安定性のあ

ることが認められ,こ れを感染動物の臓器内菌数測定に

応用して,い わゆる定量培養法の手技を確立 した。次い

で臓器の均質化に酸よりも優れているアルカリをか くた



5 6 8 結 核 第 57 巻 第 11 号

んの前処理にも用いようとしたが,従 来の培地では酸に

比べ,発 育が著しく悪かつた。広範な基礎検討か ら前処

理 と培地組成の適合点を見出だし,培 養法を最終的に確

立したのは1950年(昭25)の ことである25)。この際,処

理材料を中和や洗浄をせずに培地に直接接種 しても結核

菌 の培養が可能であることも見出だした。 このことは既

に酸処理遠心沈渣の場合には知られていたが,凝 固卵培

地 の強大な吸着作用を積極的に利用 した極めてユニーク

な発想であつた。そしてさらに労多 くして功少ない遠心

集菌を廃し,ア ルカリ処理か くたんの0.1mlと い う大

量を流入接種する方式をとつた。このことは操作を著 し

く簡便化するとともに,外 界からの汚染を防止し,成績を

安定なものとした。この方法はわが国の衛生検査指針の

1953年 版 に早 くか らとり入れられ,そ の後標準法として

急速に全国に普及 した。小川法はか くたんを対象として

開発 されたものであつたが,他 の材料についても小川培

地に適した方法が次々に確立されている(糞 便-工 藤26),

胃内容-古 久保27),喉 頭粘液-平 沢28))。 当初,本 法は

細菌学の常識を超えた乱暴な方法 とみ られたらしく,欧

文で発表されなかつたこともあつて諸外国ではこの方法

の追試すら試みようとはしなかつたようであるが1959年

になつてMarksが これ とほとんど同じ方法を発表した。

Dixon29)に よれば,多 数の簡便法を比較 した結果,い わ

ゆる標準法とされているL-J法 に匹敵したものは,実

にこのアルカリ処理直接接種法のみであつ た と言 う。

WHO共 同研究用の技術手引22)にも今では小川 ・マーク

ス法として記載され,開 発途上国のかな りの部分で本法

が普及 し始めている(韓 国の全土,イ ン ドネシアの大部

分,タ イの一部,ネ パールその他)。

以上のように臨床材料か らの結核菌分離培養では,卵

培地が世界の主流を占めているが,一 部にはコッホ以来

の血清を中心 とした培地の流れがある。この系統での古

い業績としてはProskauer, Beck30)の 培地(1894)が 挙げ

られる。 これはアスパラギン,ク エン酸マグネシウム,リ

ン酸カリ,グ リセリンから成る塩類溶液に馬血清を加え

た液状培地である。その後,こ れ らの塩類組成は結核菌

の研究に欠 くことのできない合成培地(成 分の明らかで

ない天然物質を含まない)の確立へ連なつてゆく(Sauton

1912,Lockemann1919,Long1924,Henley Le Duc

1930)。P-B培 地はKirchner(1932)31)に よ り改良され,

わが国でも薬剤の発育阻止濃度の測定などに広 く用いら

れている。これらの液体培地に一つの変革をもたらした

のは,戦 後間もないDubos, Middlebrookら32)33)の 結

核菌発育因子に関する一連の分析的な研究である。これ

らを通じて菌発育に牛血清アルブミンが優れていること

が見出だされ,さ らにそれまで極めて困難であつた結核

菌の均等分散培養が水溶性脂質ツィーン80の 添加にょつ

て可能 となつた。 この培地は培地組成が複雑で取扱いも

難しいが,そ の後数次の改良を経て7H9,7H10,7H11

な どの培地が生まれ,現 在最 も優れた結核菌培養用培地

として広 く用いられている。 プロスカウエル ・ベックや

キルヒナーの培地は分離用培地 としても推奨されてはい

たが,実 際に用いると汚染が卵培地 とは比べものになら

ぬほど多 く,こ れらの亜流であるSulaの 培地(凍 結乾

燥粉末として一時広 く配布された)も 含めて臨床検査に

用いることは無理であつた。しかし,デ ュボス系統の培

地が菌発育に優れているところから,こ れ らに寒天を加

えた培地が,現 在の米国で標準的結核菌分離用培地の1

つ として登載されている34)。この方法は優れているとは

いえ,複 雑な前処理と厳重な無菌操作が求められ,高 度

な熟練 と設備を必要とするので,結 核対策のオペレショ

ナルな手技 としてはとり上げに くい。

以上述べた以外にもこの分野では前処理法の工夫が多

数発表されている。先年IUAT(国 際結核予防連合)の

科学委員会で分離培養法の比較研究がとり上げ られ,参

加者の研究室で用いている前処理法の報告を求めたとこ

ろ,筆 者を含めてすべての研究室の手技が異なつていた

(1975)。 近年の抗酸菌の変貌に対応すべく,各 国の研究

機関が抗酸菌により傷害の少ない前処理法を求めて苦心

しているように思われる。

結核菌分離法はこの100年 間に着実に進歩してきた。

そのうちで凝固卵を中心とする技術は小川法でほぼ頭打

ちの感がある。しかし,最 近の化学療法の影響によると

思われる発育劣勢の菌株や増加傾向にある結核菌以外の

抗酸菌をも広 く検出するためには,さ らに検討の余地が

ある。現に ピルビン酸や血清の添加によつて発育を促進

しうる菌株 もかなり見出だされている。また,緑 膿菌な

どの混合感染による汚染例の対策 も積極的に検討されな

ければならない。一方,ア ルブ ミン寒天培地による分離

は今後さらに発展する余地が多く,ま すます複雑化する

抗酸菌学の中心的担い手となるものと思われる。そして

この方面から臨床検査における培養検出期間の短縮が期

待できるかもしれない。

結核菌分離培養法は直接塗抹染色法よりも結核菌検出

能力が高 く,か つ次の段階の検査に必要な生菌が入手で

きることから,多 くの開発途上国においても基礎データ

の収集には重要な手技となる。新鮮な材料を必要 とする

分離培養を,悪 条件下に高い精度で実施するという困難

な問題を解決することも,現 に結核対策を最 も強 く必要

としてい るのが,そ のような国々であることを考えれ

ば,緊 急の課題であると言えよう。このような考え方に

基づく筆者 らの提案35)36)が,こ れらの国々で検討され始

めている37)38)。今後進めるべき1つ の方向を示している

ものと思われる。
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薬剤感受性試験

結核菌の薬剤感受性試験は,当 然ス トレプ トマイシン

の臨床応用 とともにその歴史が始まる(基 礎的な最小阻

止濃度の測定はそれ以前の抗結核性をもつとされた薬剤

については試み られ てい るが,臨 床検査としてではな

い)。 したがつて,そ の歴史は丁度1/3世 紀 を経たこと

になる。

この検査法の原理は比較的単純ではあるが,成 績に与

える複雑な因子が極めて多 く,未 解決の問題を抱えた検

査であると言える。これらの技術的問題点を解決し,そ

の判定値の臨床適合性を高めようとする努力が,本 検査

法の歴史そのものであつた。しかし,こ のことは各国各

機関で異なつた術式や成績判定法を生む結果とな り,今

や各国のデータを比較することは,ほ とんど不可能に近

い。1961年 ごろWHO専 門委員会が調査したところに

よると,各 国で行なわている方式は大よそ次の3つ に分

け られるとしている。1)absolute concentration method,

2)proportion method,3)resistance ratio method39)。

これ らのうち2)は パス トゥール研 一 派 のCanettiや

Grossetが そ の合理性を主張 しているもので,わ が国で

も篠田らの臨床効果との関連における詳細な研究がある。

3)は イギリスのMRCに よつて推奨され,英 連邦など

ではこの発想に基づいた簡便法を用いているところもあ

る。この2),3)は 理論的な合理性はあるであろうが,

臨床検査法としては菌量を適切に調整する必要があると

か,対 照菌株の成績と細か く対比するなどの煩雑 さがあ

り,大 量の培地を必要とする。1)の 方 法 はアメリカの

V.A.や 西 ドイツのMeissnerら が採用 し,わ が国もこ

れに従つている。やや精度に欠ける点はあろうが,臨 床

的な目安を得るには,こ れで充分であると考えられ る。

ただ ドイツやわが国では卵培地を用いているが,ア メリ

カは最近ではアルブミン寒天培地を主に用 い て い る34)

(以前は卵培地)。 これは発育が速 く判定までの期間を短

縮できるばか りでな く,卵 培地のような一部の薬剤の培

地作製時における活性低下がない点では有利であるが,

汚染の機会が多いので操作に慎重を要する。卵培地での

活性低下は40),こ れを判定規準設定に折 り込めば臨床的

にはさしたる支障はないであろう。またわが国のように

検査濃度を高 くそして粗 く設定している場合は,検 査ご

との判定値の変動はあまり問題にならないようである 4 1 )

各 国での検査濃度はかな り区々でわが国よりも一般に低

い。

薬剤感受性試験の成績を変動 させる因子ははなはだ多

い。接種菌量,培 地性能,培 養条件,培 養 日数などであ

るが,こ れらに厳 しい条件を課すると,薬 剤感受性試験

は臨床検査 としては実施不能とならざるを得ない。たと

えこれ らが理想的に実施されたとしても,示 された成績

の解釈が各国間に相当の距 りがあり,各 国で発表される

成績の比較を困難にしている。早 くか らWHOやIUAT

が このような混沌とした本検査法の術式を統一すべ く努

力を重ねてきたが,国 境の壁は厚 く現在では断念したよ

うにみえる。

わが国では1953年 以来,一 定の術式が衛生検査指針に

とり入れ られ,全 国的にほぼ同一の規準に従つて検査が

実施されているのは幸いなことである。この30年 間にお

ける変更としては新 しく加わつた薬剤の検査法を改版ご

とに追加記載 したことと,1972年 版から培地に添加する

薬剤濃度をそのまま表示するように改めたことくらいで

ある(以 前は卵培地に吸着の大きい薬剤は,そ の活性低

下を見越 して表示濃度の2倍 とか10倍 を加えていた)。

薬剤感受性試験のもつ宿命的な弱点は,分 離培養と同

様に時間がかか りすぎることである。この検査が始めら

れた当初には,わ が国でもいくつかの迅速検査法が発表

されている(馬場,二 村,辻,山 本,小 川の方法など)。

これ らは臨床材料の直接接種を目標としていたが,菌 量

が多くないと旨くゆかず,汚 染 も多いことから,衛 生検

査指針の1956,1958年 版 に採用されたが,1964年 版から

は姿を消した。これに代わつてわが国では簡便法の提案

が行なわれている。増大する薬剤数が検査実施の大 きな

負担 となり,本 検査の普及が妨げられる傾向がみえてき

たか らである。小川(政)42)は首 曲り試験管により(1957),

次 いでSchmiedel43)も 全 く同 じ考えのもとに凹みつき試

験管を用いる(1958)直 立拡散法を発表している。これ

は急性感染症の細菌に広 く用いられている拡散法を結核

菌の性質を考慮に入れて応用したもので,現 在でも一部

の検査機関では用いられている(筆 者も普通の斜面培地

によるディスク法を提案 した44))。 また川村45)は少量の

薬剤含有卵培地を一つの器具に小さくセットしたマイク

ロタイター法を考案 し,そ の実用性を強調した。

今後のキメ細かい結核対策に,本 検査法の重要性は増

す ものと思われる。 しか し以上述べたように解決すべぎ

問題点が 多々あ り,一 層の検討が必要である。 たとえ

ば希釈法を中心 とするにしても,現 在のように各薬剤の

2～3段 階濃度を検査する必要があるのか(ア メリカで

は既にアルブ ミン寒天培地による1濃 度法を とつ て い

る),直 接法による検査 も続けるべきか(結 果が早 く分か

るというが,世 界的には生えた菌を用いる間接法のみを

実施 しているところが多 く,直 接法は例外的である),検

査すべき薬剤数は繁用される3～4剤 でよいのではない

か(そ れで耐性の場合,さ らに他の薬剤を検査する),そ

してより合理的なアルブミン寒天培地に変える必要はな

いかなどの点,さ らに現在の検査濃度 と耐性規準を再検

討する必要はないのか(諸 外国に比べ高すぎる)等 々が,

当面臨床検査として解決すべき問題点であろう。
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同 定 試 験

結核菌以外にも抗酸性をもつ細菌が自然界に多数存在

することは,結 核菌の発見から,時 を経ず,次 々に知ら

れている。最 も古い記載はAlvarez & Tavel(1885)の

ス メグマ菌であろう。引き続いてバター菌,チ モン菌,

牛乳菌などのいわゆる自然界抗酸菌が発表されている。

そ して当初人間の結核菌 と同じであると考えられていた

動物に結核類似の変化を起 こす細菌についても,鳥 類で

はノカル ド・ルウ(1887)が,ま た牛の真珠腫の原因菌

についてはコッホ(1901)が それぞれ異なつた菌型であ

ることを明らかにした。 このように して異なつた名称を

冠せられた菌株は算え切れないほどあ り,そ の都度人や

動物への関連が述べ られている。しかし長い間,抗 酸菌

学の中心は結核と癩であり,他 の抗酸菌は鳥型結核菌,

パ ラ結核菌,牛 型結核菌,鼠 癩菌,Vole菌 などの特別

な意義をもつ菌種以外は,い わゆる非病原菌あるいは雑

菌として,結 核菌検査の際の迷入を鑑別除外することに

主眼を置いていた。 この時代には動物への病原性以外に

は集落の性状や抗酸性の強さ(抗 煮沸性など)が 鑑別の

主な根拠となつている。ただ一部の研究者が酵素反応や

免疫反応での群別を,均 等菌液を作 りやすい迅速発育S

型菌株について試みていたようである11)。

このような状態が長く続いていたが,1953年,Buhler,

 Pollak46)のyellow bacillusの 発表が契機となつて,結

核菌以外の抗酸菌の人における臨床的意義が見直され,

米国の広範な調査に引き続き47)48),各国から多 くのデー

タが発表された。今や結核菌,癩 菌以外の抗酸菌の人感

染いわゆる非定型抗酸菌症は,結 核の減少 した国々の感

染症の分野に大 きな比重を占めるに至つている(結 核ま

ん延の高い国では,ツ 反応への影響の可能性を除けば,

実際上はさしたる問題ではない)。

一方,抗 酸菌種同定に必要な手技の開発は長 らく低迷

していたが,こ れらへの臨床的関心の高まりに伴い,急

速な進展をみた。その うちで,人 型結核菌が他に比べ多

量のニコチン酸を産生することに着目した今野49)のナイ

アシンテス トの確立は特筆に値する(1956)。 これは単に

極めて高い特異性をもつ反応とい うだけではなく,抗 酸

菌の同定に化学的手法を導入しうることを示したことに

大きな意義がある。その後多数の酵素反応や薬剤による

発育阻害の差などを用いた同定手技が発表されている。

そ して,同 定手技の増加は,結 果として菌株間の細かい

差異を際立たせることになり,新 しい菌種名の提案が相

踵 ぐことになつた。現在,国 際的に登録されている菌種

名は40を 超えているとい う。これらの菌種はいずれ統廃

合されるであろうこ とは,Bergeyの 細菌鑑定便覧所載

の ミコバクテリア種名が1923年 の初版以来,改 訂ごとに

かなり変動 していることか らもうかがわれる。

現在の同定試験法には,発 育性状(発 育速度,発 育温

度域,集 落の発色と形態)や ナイアシンテス トのように

比較的安定 しているもの以外は,成 績の変動しやすいも

のが多く,検 査に際し条件を厳しく設定することが必要

である。また同一菌種内でも菌株により差がみられる反

応 もあり50),大 きな幅をもつて判定すべきであると思わ

れ る。 したがつて,一 部の明白な特徴をもつ菌種以外は,

種 名までを決める同定試験は,日 常臨床検査にとり入れ

るほど成熟していないとも言えよう。

この分野における今後の課題は,臨 床的に意義の多い

菌種を同定すべき,で ぎるだけ少ない数の必須の同定キ

イを確立することである。それ と同時に臨床検査として

の同定試験は,ま ず結核菌 とそれ以外の抗酸菌を鑑別し,

結核菌以外の抗酸菌であれば,そ の例が非定型抗酸菌症

を起こしているか否か を臨床所見か ら決定 し,し かる

後に菌種名を追求するという手順に従 うべきであること

を広 く知つてもらう必要がある。なお,わ が国の肺の非

定型抗酸菌症の大部分からM. intracellulareが検 出され

るが,こ の菌種は現在の同定に用いられる試験管内反応

の大部分に陰性である。したがつて代謝活性の弱い異な

つた菌種が,こ の菌種名の下に混在 している疑いがある

(このことは血清型が多数に分かれ るこ とや,抗 結核薬

への感受性に大きな幅がみられることからも推 定 され

る)。 これを解明するこ と も,臨 床との関連の深い菌種

だけに重要であると筆者は考えている。

同定試験の一部として,結 核菌の型別(ま たは亜群別)

が未解決のまま残されている。比較的有望視 されたファ

ージ型別も,そ の特異性の不足や不安定性のため足踏み

状態である。血清型もいま一歩であるし,抗 結核薬によ

る最小発育阻止濃度も補助的なものである。結核の感染

経路(集 団発生や家族内感染における)の 解明の決め手

となるだけに,一 層の進歩を望みたいものである。

む す び

主観的な記述となつたが,こ の100年 間の結核菌(抗

酸菌)臨 床検査における先人の偉業を偲び,現 在の問題

点を筆者なりに考察してみた。

このように早急に解決しなければならない問題が,こ

の分野には未だに多 く残されている。いずれも困難な課

題で,多 くの研究者の地道な努力が必要と思われる。 し

か し,残 念なことにこのような分野に関心をもつ人の減

少が,急 速に進んでいるのが実情である。結核絶滅を目

指す国でも,結 核制圧の緒についた国でも,こ のような

対策の成果に直結する実技の向上は,何 よりも優先さる

べき研究課題であると考えるのは筆者のみの偏つた考え

であろうか。
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