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原 著

抗 酸 菌 に対 す るNaOHの 殺 菌 作 用

1.　生理食塩水中での抗酸菌の生残率
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Bactericidal effects of 4% and 1% NaOH solution on a variety of mycobacteria (reference 

strains) suspended in saline were examined at various intervals (1,5,10 and 30 minutes) after 

the suspension. The bactericidal effect was evaluated by the survival rate (Mean•}S.E.) in com

parison with the control.

The results obtained were as follows. After the pretreatment for 5 minutes with 4% and 1% 

NaOH solution, the survival rates of Mycobacterium tuberculosis H37Rv (IID 591) were 63•}8% 

and 74•}4%, respectively. Those of M. kansasii (p1.) were 35•}12% and 43•}8%, of M. scrofulaceum 

(ATCC 19881) were 29•}10% and 32•}10%, of M. intracellulare (ATCC 15984) were 16•}4% and 

12•}6%, and of M. fortuitum (ATCC 6841) were 1% and 17•}4%, respectively. After the pre

treatment for 30 minutes with 4% and 1% NaOH solution, the survival rates of M. tuberculosis 

H37Rv were 45•}3% and 55•}8%, of M. kansasii were 18•}6% and 7•}4%, of M. scrofulaceum were 

16•}6% and 10•}6%, of M. intracelluare were 11•}3% and 8•}6%, and of M. fortuitum were 0% 

and 4•}2%, respectively.

The longer the pretreatment time with both concentrations of NaOH, the lower the survival 

rates of all mycobacteria. Moreover, there were marked differences in the resistance to NaOH 

among the species of atypical mycobacteria and it was demonstrated that M. fortuitum was 

damaged most markedly by the treatment with NaOH solution. In this experiment, M. fortui

turn could not grow on Ogawa egg media after the treatment with 4% NaOH for 10 minutes.

Keywords: Bactericidal effect, Mycobacteria, Pre

treatment, Survival rate, Mean•}S.E. (Standard error)
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要 旨

種々の抗酸菌(参 考株)を 生理食塩水に浮遊させ,

それらに対す るNaOHの 発育に及ぼす影響 を調べ,以

下の成績が得 られた。4%お よび1%NaOHに よる5

分 間処理では, Mycobacterium to H37Rv
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(IID591)は 平 均 生 残 率(Mean±S.E.)が そ れ ぞ れ

63±8%,74±4%と な り,M.kansasiiP1)は35±

12%,43•}8%,M.scrofulaceum(ATCC 19881)

は 29•}10%,32•}10%,M.intracellulare(ATCC

15984)は16±4%,12±6%, M.fortuitum (ATCC

6841)は1%,17±4%で あ っ た。 ま た,NaOH30分

間 処 理 で は,M.tuberoulosisH37Rvは そ れ ぞ れ45±

3%,55•}8%,M.kansasii‚Í18•}6%,7•}4%,

M.scrofulaceumt‚Í16•}6%,10•}6%,M.intracel-

lulare ‚Í11•}3%,8•}6%,M.fortuitum‚Í0%,

4±2%で あ った。実験に用 いたすべての抗酸菌は,

NaOHに よる処理時間の増加 とともに生残率の低下がみ

られた。また,非 定型抗酸菌は 一般 に結核菌 よりNaOH

に対 す る抵抗力が弱 く,ま た,非 定型抗酸菌でも抵抗

力に著 しい差がみられた。 特 に,M.fortuitumは 最

も強 くNaOHで 傷 害され,4%NaOH10分 間処理で

は発育不能 となった。

緒 言

現在,我 国における抗酸菌の分離培養 法は検体 を

NaOHで 処 理 し,小 川培地に培養す る方法が画一的に

行 なわれている1)。この際のNaOH処 理 は,抗 酸菌が耐

アルカ リ性であることを利用 して検体 中の雑菌を殺 し,

抗 酸菌だけを分離培養する目的に用いられている。ま

た,喀 痰などの粘稠性のある検体 を均等化す るにも適

した方法であり,小 川が1949年 に発表2)し て以来,約35

年 の歴史がある。しか し,この方法でも抗酸菌はNaOH

に よ りかな りの傷害 を受けることが知 られている3)～ 7 ) 。

これがいわゆる塗抹陽性培養陰性(以 下 「塗陽培陰」

と略す)の 一 因であることも指摘 されていることか ら,

抗 酸菌に対 し,よ り傷害の少ない他の分離培養法につ

いての検討 も行なわれてきた8)～ 1 0 ) 。

近 年,結 核は抗結核剤の発達によ り大部分は治癒 し,

そ の罹患率 も非常に減少 している。一方,非 定型抗酸

菌(以 下AMと 略す)症 は 日和見感染的であ り,例 数

もそれほど多 くな く,まだ臨床的にも不明な点があ り,

その検査法について も充分な知見が得 られていない。

しか し,漸 次増加の傾向にあ り,検 討を要す るところ

にきている。

今回,我 々は細菌検査室の立場か ら,抗 酸菌,特 に

AMの 分 離培養法に関す る検討 を企て,ま ず病原 とし

て意義のある抗酸薗(参 考株)を 用い,そ れ らに対す

るNaOH前 処理の影響について定量的に検討を行ない,

若 干の知見 を得たので報告す る。

実 験 方 法

1)　使用菌種

使用 した抗酸菌は,以 下 に示す ごとく,病 原的に意

義のあるとされている菌種の参考株 である。

Mycobacterium tuberculosis H37Rv (IID 591),

M. kansasii (P1), M.scrofulaceum (ATCC 19881), 
M.intracellulare (ATCC 15984), M.fortuitum 

(ATCC 6841)
2)　菌液

菌浮遊液の調製は,R型 集落では水晶玉法を用い,

S型 集落ではそのまま菌浮遊液 とした。まず,1mg/ml

生理 食塩水菌浮遊液 をつ くり,30～60分 間 静置後,上

層部 を採取 した。 これを小川培地上で集落 を実数 とし

て把握するために,更 に10-2～10-5希 釈 した。小川培地

上での集落数は,5～278個 で あった。

3)　前処理および培養

これらの菌浮遊液に4%ま たは1%NaOHを5倍 量

加え,攪 拌直後(1分),5分,10分,30分 後 に常法通

り1),それ ぞれを2本 ずつの3%ま たは1%小 川 培地に

0.1mlず つ接種 し,37℃ で,迅 速発育菌は1週 間,遅 発

育菌は2～3週 間,ヒ ト型菌は4週 間培養 した。対照

としては,同 じ菌浮遊液に生理食塩水を5倍 量加 えた

ものの0.1mlを,上 記同様 に培養 した。

4)　成績の推計学的表現

抗酸菌は一般細菌 と比較 して均等な菌浮遊液にな り

難 く,こ れがデータのばらつきを招 くので,繰 り返 し

実験(5～14回)を 行ない,各 回の実験で算出された

生残率の平均値,標 準誤差およびt検 定(P<0.05)

に よ りNaOHの 傷 害作用の評価 を行 なった。

成 績

1) 4%NaOHの 傷害作用

各抗酸菌 を4%NaOHに よ り,さ きに述べた時間で

前処理 し,培 養後,発 育 した菌数 を対照 に対す る生残

率の平均値,標 準誤差,お よびこれらをt検 定(P<

0.05)し た ものを図1お よび表1に 示 した。各抗酸

菌は4%NaOHの 処 理時間が増加す るにつれて,生 残

率 がかな り減少 してお り,そ の減少率 は菌種によ り著

しい差が認め られた。即ち,4%NaOHに 対 して最 も傷

害作用の少ないM.tuberculosisH37Rvで は,処 理時間

1分,5分,10分,30分 で,生 残率はそれぞれ76±9

%,63±8%,56±6%,45±3%と なった。 また,

4%NaOHに よ り最 も強い傷害作用を受 けたのはM.

fortuitumで あ り,各処理時間で,生 残率はそれぞれ1±

1%,1%,0%,0%と な り,10分 以後は発育不能

となった。その次に生残率の低いAMはM.intrace-

llulareで あ り,各 処理時間で生残率 はそれ ぞれ20±

6%,16±4%,12±3%,11±3%と な った。

M.kansasiiで は,そ れぞれ68±18(対 照 に対 し有 意

差な し,p<0.05),35±12%,24±12%,18±6%と

なった。M.sorofulaceumで は,そ れぞれ47±6%,

29±10%,23±7%,16±6%と なった。M.kansasii

と M.scrofulaceum も M.tuberculosis H37Rvと 比 較

すると,各NaOH処 理 時間におけ る生残率は,か な り

の低値 を示 していた(有 意差あ り,P<0.05)。
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Table 1. Bactericidal Effects of 4% NaOH Solution 

on the Survivals of Mycobacteria

Control*: Colony counts of mycobacteria (before 4% NaOH treatment)

**: Mean•}S
.E.

Fig. 1. Bactericidal effects of 4% NaOH solution 
on the survivals of mycobacteria. A: M. tubercu
losis H37Rv, B: M. kansasii (I) C: M. scrofulaceum 

(II) D: M intracellulare (III) E: M. fortuitum 
(IV), (): Runyon Group.

Fig. 2. Bactericidal effects of 1% NaOH solution 

on the survivals of mycobacteria. A: M. tubercu
losis H37Rv, B: M. kansasii (I) C: M. scrofulaceum 

(II) D: M. intracellulare (III) E: M. fortuitum 
(IV), (): Runyon Group
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Table 2. Bactericidal Effects of 1% NaOH Solution 

on the Survivals of Mycobacteria

Control*: Colony counts of mycobacteria (before 1% NaOH treatment)
**: Mean•}S

.E.

2) 1%NaOHの 傷害作用

各抗酸菌 を1%NaOHで 処 理 し,培 養後 集計 した

もの を図2お よび表2に 示 した。各抗酸菌 は,4%

NaOH処 理 のときと同様に,1%NaOHの 処 理時間の

増加 とともに生残率の減少がみ られた。1%NaOH処

理 に対 して最 も傷害の少ない抗酸菌は,4%NaOHと

同様 に,M.tuberculosis H37Rvで あ り,処 理時間1分,

5分,10分,30分 で,生 残率はそれぞれ80±13%(対

照 に対 して有意差 なし),74±4%,67±10%,55±8

%と なった。M.fortuitumは4%NaOHほ どではない

が,各 処理時間で生残率 は,そ れ ぞれ55±6%,17±4

%,14±4%,4±2%と な り,か なりの低値 を示 し

ていた。M.intracellulareは,各 処理時間で生残率 はそ

れぞれ17±9%,12±6%,12±7%,8±6%と な

り,1%NaOH処 理 を4%NaOH処 理 と比較すると,

有意差(P<0.05)は なかったが,と もに強い傷害作

用を受 けていた。また,M.kansasiiは 各 処理時間で,

生残率 はそれぞれ59±11%,43±8%,24±3%,7±

4%と なった。M.scrofulaceumで は,各 処理 時で

生残率 はそれぞれ32±11%,32土10%,21±9%,10

±6%と な った。M.kansasiiとM.sorofulacenm

も,1%NaOHと4%NaOH処 理 を比較す ると,そ

れぞれ有意差はな く,同 程度の生残率 を示 していた。

考 察

前述のごとく,我 国における抗酸菌の分離培養法 は,

検体 をNaOH処 理 し,小 川培地 に接種する方法が広 く

普及 している。 この方法 は,迅 速,簡 便,陽 性率,雑

菌汚染の少ないことなどの点で他法よ りもす ぐれた方

法 と言えるが16),こ の方法でも抗酸菌は相 当な傷害を受

けることが知 られてい る3)～6)。また,こ れ らの報告で,

菌種 によりNaOHに 対 する抵抗性に差のあることも指

摘 されているが,定 性的な実験が多 く,し か も大量菌

を用いているため,明 確 な抵抗性の菌種間差はでてい

ない。また,実 際に行 なわれている検体の前処理時間

内で詳細に追求 した報告は少な い5) 6 ) 。

我 々は,ま ず,病 原性の知 られている菌種の参考株

を選び,そ の培養菌を用いてNaOHの 傷害作用 を検討

した。この ときの実験条件 としては,ル ーチンに用いら

れている前処理法になるべ く準 じた。即ち,NaOHの 濃

度は結核菌検査指針1)に もあるように,4%お よび1%

とし,処 理時間は30分 を限度 とした。臨床抗酸菌談話

会の調査結果17)で も30分 を超 えるものはな く,こ れ以

上の処理時間の観察は,臨 床検査上,必 要性 に乏 しい

と考 えられ る。

次に使用菌量についてみると,分 離培養に際 し,菌

種のNaOHに 対 する抵抗力の強弱は大量排菌ではあま

り問題にならず,微 量排菌の ときに問題がある7)。また,

菌種 間の抵抗性の強弱およびその程度 を知 るには少量

の菌を用い,数 を実数で把握す ることが重要であると

考 え,菌 液を希釈 し,対 照が集落 として数 えうる範囲

でNaOH処 理 実験を行 なった。実験 に際 し,抗 酸菌は

一般に均等浮遊液になりに くいので,菌 液をつ くり,

30～60分 間放置 し,大 菌塊はなるべ く除去 し,上 清を

用いた。 しか し,こ れ ら上清の塗抹標本 をつ くり,染

色 してみ ると,な お相当大 きな菌塊(約100個)が 混 じ

ていたことがあった。このような菌塊内部の菌はNaOH

を作 用させ ても接触が悪 く,殺 菌されず,1個 の集落

として発育 して くることが考 えられ る。 また,NaOH

で菌 塊がほ ぐれ,そ れぞれが発育 し,集 落数 を増加さ

せ ることもある。このような菌液の不均一性がNaOH

の殺 菌力に影響を及ぼし,集 落数を変動 させ,デ ータ

のばらつ きの原因になったと考 えられる。即 ち,4%

NaOH処 理 よりも1%NaOH処 理 の方 が生残率が低

く表現された例があったり,NaOHと 接触直後で,対

照 より集落数が 多い成績が得 られた りした。このよう

に抗酸菌の実験では明確な成績は得 がたいので,数 回反

復実験 を行ない,抵 抗性の強弱を推計学的に表現 した。

次に,本 実験で使用 した菌株は継代株であ り,in vivo
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での抗酸菌 とは菌体成分,特 に脂質などの含有量にも

違 いがあると言われている18)。この脂質の含有量は,

抗 酸菌のNaOHに 対 する抵抗性に関係 していることが

知られている。したがって,こ の系におけ る抗酸菌の抵

抗性が,直 ちに排菌直後の菌の抵抗性 とは一致 しがた

いが,本 実験が菌種によるNaOH抵 抗 性の強弱に関

し,一 つの情報を与えた もの と考 えている。

これ らの点 を考慮においた上で,抗 酸菌の各成績を

みると,ヒ ト型結核菌はNaOHに 対 して最 も抵抗力が

強かった。ヒト型結核菌 とAMと をNaOH処 理 時間に

対 し,生 残率 をt検 定で比較すると,有 意差(p<0.05)

が あ った。AMが ヒ ト型結核菌 よ りもNaOHの 傷

害 を受けやす いことは,他 報告 とも一致 していた6)7)。ま

た,AMは4%お よび1%NaOHに よる5分 間処理で,

既 に集落数が半数以下に減少 していた(対 照に対 し有

意差あり,p<0.05)。 更 に,30分 間処理 になると,各

抗酸菌は一層生残率が低下 していた。4%NaOHと1

%NaOHの 濃度差による同一菌種の生残率の差につい

ては,M.fortuitumに 有 意差(p<0.05)が あったが,

それ以外は差がなかった。

M.intraoellnlareはAM中 最 も臨床的に意義 がある

とされてお り,特 にこの菌は 日本のAM症 の中で罹患

率が一番高いこともあるので,こ の菌が生残率に して

低値を示 していたことは,分 離培養に際 しては,特 に

細心の注意を払う必要がある と思われる。

この実験 で,抗 酸菌中,NaOHに よ り最 も強 く傷害

を受けたAMは,迅 速発育菌に属 しているM.fortui

-tumで あ った。この菌は4%NaOHと の10分 以上の接

触 で発育不能 となった(生 残率0。4%以 下)。 迅速発育

菌は一般的にNaOHの 影 響を受けやすいことが示され

てお り3)6),我々 の 成績 も一致 していた。M.fortuitum症

は 日本において症例 は極めて少な く,そ の臨床的意義

については研究の緒についたばか りである19)20)。この菌

による感染症 は,文 献的にみて有効 な化学療法剤が見当

た らない状況である21)。この菌がNaOHの 傷害 を強 く

受けているこ とは,分 離培養 に際 し,陽 性を陰性 と判

定を誤まる危険が多いことを意味す る。

結核の化学療法が行 なわれるようになってか ら,結

核菌検査 におけ る 「塗陽培陰」 という現象が特に注 目

を集め,こ れに関す る報告が しば しばみられるように

な った11)～14)。しかし,こ の現象に関 しては,化 学療法以

前に もい くつかの報告があった5)15)。即 ち,「 塗陽培陰」

の原因は薬剤の殺菌作用や薬剤による菌の活性低下に

よるだけでなく,検 体 の前処理操作 も一因であること

が明 らかである5) 1 1 ) 。

本実験は生理 食塩水中の抗酸菌に対するNaOHの 影

響 をみた ものであるが,喀 痰中の菌に対 して も現在行

なわれている方法は,か なりの傷害を与えているこ と

が考えられる。 これらの結果か ら,分 離培養に際 し,

抗 酸菌に対す る傷害のよ り少 ない方法 を検討す るこ と

が是非 とも必要であろう。

本論文の要 旨は,第55回 日本結核病学会総会(大 阪

1980)に て発表 した。
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