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 In experiments using 4% NaOH solution, it was found that with longer pretreatment 

time, there was a significant decrease in the survival rates of mycobacteria (M. tubercu

losis H37Rv IID 591, M. kansasii P-1, M. scrofulaceum ATCC 19881, M. intracellulare 

ATCC 15984, M. fortuitum ATCC 6841) (p<0.05, t—test). M. tuberculosis was the 

most resistant strain to 4% NaOH solution, and M. fortuitum (Runyon group IV) was 

the most sensitive. The survival rates of them following pretreatment with 1% NaOH 

solution were higher than the values obtained with 4% NaOH solution. It was considered 

that pretreatment with 1% NaOH solution for 30 min at 37•Ž was not only bactericidal 

to contaminating bacteria but also significantly to mycobacteria, and not so good as 

for 5 min treatment at room temperature with 4% NaOH solution.

 It was clear in this experiment that mycobacteria in sputa were also significantly 

damaged by pretreatment with 4 and 1% NaOH solutions. It was considered that 

pretreatment with NaOH solution would be one of the causes of the "smear—positive 

and culture—negative" phenomenon, so that consequently a misdiagnosis of mycobacteri

osis might be made. Therefore, new methods to replace the pretreatment with NaOH 

solutions should be investigated.
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緒 言

前 報1)で 生 理 食 塩 水 に浮 遊 させ た抗酸 菌 に対 し,

NaOHの 影響 を検 討 した結 果,抗 酸菌 もか な りの傷害

を受け,特 にそれ は菌種 によ り差が あ り,非 定型抗酸菌

(AMと 略す)は ヒ ト型 結核 菌 よ り抵 抗性が弱 く,こ

の うちRunyon groupwに 属 するM .fortuitumが

最 も強 い傷害 を受 け,4%NaOH5分 処理で99%近 く

が死滅 す ることを明 らかに した。

AMは 本来 病原 性 の弱 い菌 で あ り,AM症 の頻 度は

結 核症 と比 較 して少 な い(新 規AM症 患者/新 規肺結

核症 患者 ×100=3.3%)2)が,有 効 な化学療法剤 に乏 し

く,治 療 しが たいことか ら,こ の菌の早期検 出,感 染 の

有無,化 学療法な どについて の研究が望 まれて いる3)。

臨床検査室の側で は抗酸菌 をチール ・ネルゼ ン染色 によ

り検 出す るとともに,可 及的速やか に病原抗酸菌 を分離

し,同 定す ることが責務であ ろう。 これ には分離培養 に

さい し,抗 酸菌には傷害が可及的 に少な く雑菌のみを死

滅 させ,抗 酸菌の検出率を上げ ることが重要であ る。今

回の実験 は実際に行なわれてい る分離培養法に近づ ける

ために,喀 痰 に抗酸菌を混入 させて人工的に抗酸菌含有

喀 痰 をつ くり,そ れをNa〇Hで 処理 し,検 体中の抗酸

菌 が どの程 度NaOHに よ り傷害 を受 けるかを生理 食塩

水菌浮遊液 における傷害 と比較 した。 なお,抗 酸 菌,特

にR型 菌は菌塊を形成 してい ることが多 いため,一 般細

菌 と異 な り菌 液 の均等 化 が困難 な ことか ら4),実 験成

績 がば らつき,評 価が困難であ る。また,実 際 に大量排

菌 の 場合 よ りも少 量排 菌 の方が診 断上 問題 になる6)。

前 報 で も生 残 率の ば らつ きが大 き くみ られてお り1),

今 回 も成 績の解 釈は繰 り返 し実験を行な ったあ と推計学

的処理 によ り抗 酸菌の生 残率を調べた｡

方 法

1)菌 種

前報1)と 同様,以 下の 菌種 を使 用 した。 これ らは病

原的 に意義があ るとされて いる菌種の参考株で ある。

 Mycobacterium tuberculosis H37Rv IID 591, 

M. kansasii P-1, M. scrofulaceum ATCC 19881, 

M. intracellulare ATCC 15984, M. fortuitum AT 

CC 6841•B

2)抗 酸菌含有喀痰調製法

被 検菌 の1mg/ml生 理食塩水菌浮遊液 をつ くり,小

川培地での集落 を実数で把握す るために,滅 菌生理食塩

水 で10-2～10-5希 釈 した。但 し,菌 浮遊液 の調製 は,

S型 集落で はそのままエーゼで懸濁 して菌液 とし,R型

集 落で は水 晶玉 を用 い て常法5)に 従 い作製 し,30～60

分間静置後上層部 を採取 した。抗酸 菌含有 喀痰は抗 酸菌

やPseudomonas属 を含 まな い膿性 喀痰 を臨床材 料か

ら集 め,ミ キ サ ー で混 和 し,こ れ に希 釈 菌 液 を1/10量

加 え,駒 込 ピペ ッ トでpumpingし,充 分 混 和 し調 製 し

た 。

3)NaOH前 処理

この抗酸菌含有喀痰お よび これ と同一濃度の生理食塩

水菌 浮遊 液 に4%ま たは1%NaOHを5倍 量加えた｡

撹 拌均 等化1.5分,5分,10分,30分 後にそれぞれ3%

また は1%小 川 培 地 に0.1mlず つ接 種 し,迅 速発育菌

は1週 間,遅 発育 菌は2～3週 間,ヒ ト型結 核菌は4週

間37℃ で培養 した。

4)加 温処理法

前述の抗酸菌含有喀痰お よび同一濃度の生理食塩水菌

浮遊 液 に5倍 量の1%NaOHを 加え,こ れ を恒温水槽

で37℃,30分 処 理 し,そ の0 .1mlを 前 記 同様 に培養 し

た｡

5)成 績の推計学的評価

生残率 は検体 を前処理 して培養 した ときの集落数 をそ

れ ぞれ の対 照(NaOH処 理前)の 集落数で割 り,算 出 し

た。各実験で小川培地 は2本 ず つ用 い,こ の実験 を各抗

酸菌 に対 して5～7回 行な い,そ の平均値,標 準誤差 お

よびt検 定(p<0.05)か ら成績の評価を行 なった｡

成 績

1)喀 痰 中および生 理食 塩水中の抗酸菌に対す る4%

NaOHの 影響

喀痰 中 およ び生 理食塩水中の抗酸菌を4%NaOHに

よ り前処理 し,培 養後,発 育 した集落数か ら生残率の平

均 値,標 準誤 差,更 に これ らの値 をt検 定(p<0.05)

した もの を 図1に 示 した。また,各 処理 時間におけ る

平 均 集 落 数 を表1に 示 した。 両者 における各 抗酸菌は

NaOHの 処 理 時 間が長 くな 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 り差 が認 め られた。

ま た,こ の ときの 各抗 酸菌の生残率 を比較す る と,M.

tuberculosisは 喀痰 中の方 が生 理食 塩水中 よ りも集落

数が多 く,こ れ は推計学 的に も有意差 が認 め られた。一

方,AMで は両者 の間 に集 落数 に は差 が あったが ,推

計学的にみて有意差が認め られなか った｡本 実験で使用

した抗 酸 菌 中,NaOHに よ り最 も強 く傷害を受 けた菌

はM.fortuitumで あ り,4%NaOH5分 処 理によ る

生残率 は両条件下で それぞれ1 .1±0.5%と0.5±0 .2%で

あった。その次 に生残率の低 いAMはM .intracellulare

であ り,212±9 .4%と15.0±7.0%で あ った。M .kan

sasiiで は39.4±9.7%と11.3±3 .2%で あ り,、M.scro-

fulaceumで は63.3±12.6%と43.7±17.2%で あ った。

5分 処理以外 の他 の時間(10分,30分)で も同様の傾向

が得 られ た。以上 のことか ら,AMはM.tuberculosis

と比 較 して 喀痰 中で も4%NaOHに よる傷害 を強 く受

けていた。
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Fig. 1 Bactericidal effects of 4% HaOH solution on the survivals of my
cobacteria. A : M. tuberculosis H37 Rv, B: M. kansasii (I), C : M. 
scrofulaceum (II), D: M. intracellulare (III), E : M. fortuitum (IV), 

: Runyon group.

2)喀 痰 中および生理食塩水中の抗酸菌 に対す る1%

Na〇Hの 影響

1%NaOH処 理 に よ る成 績 を 上 記 と同 様 に集 計 し,

図2,表2に 示 した 。 こ の 場 合 も 処 理 時 間 が 長 くな

る に つ れ て生 残 率 の 減 少 が み られ た 。 更 に,こ の と きの

両 者 の生 残 率 を 比 較 す る と,M.tuberculosis(5分 処

理 を 除 く)とM.fortuitum(10分 処 理 を 除 く)で は有

意 差 が 認 あ られ た(p<0.05)が,.M.kansasii,.M.

scrofulaceum,.M.intracellulareで は有 意 差 が 認 め

られなか った(P<0.05)。M.fortuitumは1%NaOH

処 理 で は5分 処 理 に お い て,そ れ ぞ れ66.5±15.7%と

17.3±5.3%の 生 残 率 であ り,こ れ らの 間 には 有 意 差 が 認

め られ た 。 本 実 験 でNaOHに よ り最 も強 く傷 害 を 受 け

た 菌 は4%NaOH処 理 で は1M.fortuitumで あ った の

に対 し,1%Na〇H処 理 で はM .kansasii,M'.scro

fulaceum,M.intracellulareで あ り,そ の程 度 は ほ

ぼ 同 じ く らい で あ っ た 。 喀 痰 中 のMtuberCulosisは

5分 処 理 ま で は有 意 差 が 認 め られ なか っ たが,10分 処 理

以 後 は 有 意 差 が 認 め られ た。AMと の比 較 で はNaOH

に 対 す る抵 抗 性 が よ り強 か った 。 各 抗 酸 菌 は喀 痰 中 ま た
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 T  able 1 Means of Colony Counts of Mycobacteria after 4% NaOH Treatment

* Control: means of colony counts of 
mycobacteria before 4% NaOH treatment 

SP: in sputum NSP: in saline

は生理食塩水 中を問わず,当 然の ことなが ら1%NaOH

処 理 の方が4%NaOH処 理 よ りも傷害 が少 な くな る傾

向があ った。

3)喀 痰 中の 加温処理 と4%NaOH5分 処理 による

生残率の比較

加 温 処 理(1%NaＯH,37℃,30分)と4%NaOH

5分 処 理 に お け る各 抗 酸 菌 の 生 残 率 を 表3に 示 した。

.M.kmsasiiと.M.scrofulaceumは4%NaOH5分

処 理 の 方 が 有 意 に 生 残 率 が 高 か った が,M.fortuitum

は加 温処 理の 方 が 有 意 に生 残 率 が 高 か った 。M.tubercu

losisは 生 残 率 が そ れ ぞ れ46.9±7.1%と66.1±7.6%に

な っ た が,危 険 率5%で は有 意 差 が 認 め られ な か った

(危 険 率10%で は有 意 差 が 認 め られ た)。M.intracellu

lareは と も に20%代 の 低 い 生 残 率 を 示 して お り,両 方

法 と もに 強 い 傷 害 を 与 え て い た 。

ま た,加 温 処 理 に関 して はす べ ての抗 酸 菌 は対 照

(NaOH処 理 前)に 対 し,生 残 率 の低下 が有 意 に認め

られたが,喀 痰中 と生理食塩水中 との間で有意差 は認め

られなか った。

考 察

実 際 の喀痰 中の抗酸菌はNaOHの 殺菌作用 に対 し,

生理食塩 水中よ りも保護 されてい ることが考え られ るの

で,こ の実験 を行な った。我々の人工的抗酸菌含有喀痰

は喀痰 に抗酸菌を混入 させた もので,患 者喀痰中 に含ま

れる抗酸菌の状態 と同 じであ るとは考えがたい。 さらに,

使用 した抗酸 菌は膿性が中等度の ものであ ったが,そ れ

で も喀痰 の状 態は さまざまであ り,同 一条件下の喀痰で

はない。即ち,我 々の実験 設定はあ くまで も培養菌を用

いたモデル実験 であ るが,実 際の分離培養において抗酸

菌 もNaOHに よ り相 当強い傷害を受け ることは確実 で

あ ろ う。

本実 験 にお いて,4%お よび1%NaOH処 理 によ り

抗酸菌は喀痰中で も処理時間の延長 とともに傷害 を強 く

受 け,生 菌 数が 減少 す る傾 向が み られた。 また,1%

NaOH処 理 ではM.tuberculosisお よびM .fortuitum

は喀痰 中の菌 の生残 率が生 理食塩水中の もの と比較 して

有意 に高か ったが,4%NaoH処 理 ではM.fortuitum

はその差が有意でな く,喀 痰 の有無 にかか わ らず 強い傷

害を受けていた。実験前,喀 痰 中の抗酸菌 はムコ多糖体

な どの影響 によ り,生 理食塩水中 と比較 して生残率の上

昇が考 え られ たが,こ の実験 において4%NaOH処 理

で はMtuberculosisの み が,1%NaOH処 理 で は

M.tuberculosisとM.fortuitumに 有意差が認められ ,

M.hansasii,M.scrofulaceum,M.intracellulare

で は有意差が認 め られなか った。 これ ら後者の菌は小川

培 地上 でS型 集落 を形成す る抗酸菌であ り,先 の2菌 種

がR型 菌で ある ことか ら,抵 抗性 は菌塊形成 の有無,細

胞 壁 のWaxや 脂肪 酸含有 量な どに関連 してい ると考え

られる。

抗 酸菌 は 喀痰 中で も生 理食塩 水中 と大差な くNaOH

処理直後か ら減少 し続 け,時 間が長 くなればな るほど生

残 率 は低 下 して い た。特 にAM群 は.M.tuberculosis

よ りもNaOHの 傷 害 を受 けてお り,菌 数 の少 ない場合

には全滅 し,「塗抹陽性培養陰性」(「塗陽培 陰」 と略す)

とな ることも考え られ る。 したが って,喀 痰 などの雑 菌

を含有 している検体か ら抗酸菌の分離培養 を行 な うさい,

NaOHに よ る雑 菌処 理 の時 間 はあま り長 くな い方が良

い ことが本実験で も明 らか にな った。

しか し,Pseudomonas属 な どが 患者検 体 中 に存在

して い る と,こ の菌は一般細菌 よりもNaOHに 強 く抵

抗 し,死 滅せず に生残 して お り,NaOHがKH2PO4
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Fig. 2 Bactericidal effects of 1% NaOH solution on the survivals of my
 cobacteria. A: M. tuberculosis H37Rv, B: M. kansasii ( I ) , C: M. 

scrof ulaceum(II) , D: M. intracellulare (Ifl) , E: M. fortuitum(IV), 
: Runyon group.

や卵 蛋 白な どで 中和 されると発育 し,そ のproteaseの

作用で培地を くず し,抗 酸菌 の増殖 を不能 にす る。 これ

を防止す る方 法 としては蔭酸処理法7)や 培地 に抗Pseu

domonas薬 剤を添加す る方法 など8)9)が 挙 げ られ るが,

Pseudomonas属 が検 体 中に混 入 して い る ことが予知

で きず に検体 をNaOHで 処理 し,小 川培地 に接種す る

ことが 日常検査では多 い。1983年 の1年 間 における本院

での雑 菌混入率は10.1%で あ り,そ の うちPseudomo

nas属 は全体の24.4%(同 一患者検体を含む)検 出され

てお り,最 も多か った。検査不能の原因 とな った汚染菌

の うちで は,Pseudomonas属 が76.7%(同 一 患者 検

体 を含 む)を 占あてお り,他 菌 と比較 して圧倒的多数を

占めて いた。

次 に加 温処 理 について考察す ると,4%NaOH処 理

の場合,前 処理時間は一般に5～15分 くらいが多 いことか

ら10),そ の5分 処 理 を加温処理の場合 と比較 した｡そ

の結果,加 温処理 での抗酸菌の生残率はそれ と同程度か

それ以 下 にな った。更に,加 温処理は4%NaOH処 理

法 と比較す る と操作 が煩雑であ ることか ら,我 々 は日常

検査 において この方 法を採用す ることは難 しい。
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 T able 2 Means of Colony Counts of Mycobacteria after 1% NaOH Treatment

Notes: the same as Table 1

T able 3 Comparison of Survivals of Mycobacteria in Sputa between 1% NaOH

 Treatment at 37•Ž for 30 min and 4% NaOH Treatment at Room Tem

 perature for 5 min

-: not significant difference at p<0. 05 
+ : significant difference at p<0 .05 
unit: %

また,NaOH濃 度 を4%か ら1%に 低下す ることで

抗酸菌 の生残 率は増加 したが,そ の反面,雑 菌汚染 も多

くなった。更 に,加 温処理は喀痰 の均等化 と汚染菌に対

す る殺菌効果 を増 強 したが,同 時に抗酸菌の生 残率の低

下を も招 くことにな った。

次 にNaOH処 理 に よる 「塗 陽培陰」の可能性につい

て触れ ると,今 回 の実験で 喀痰 中の抗酸 菌は菌種によ り

NaOHに 対す る抵 抗性 に差 異が あるが,4%で も1%

で も対 照(NaOH処 理前)と 比較 して生残率 が減少 し

て い る。 しか も,NaOHと の接触時間 が長 くなればな

るほ ど傷害を強 く受 けて いる。即 ち,こ のことが 「塗 陽

培陰」の原因にな ることは明 らかで ある。また,Rifam

picinを は じめ とす る化学療法剤の投与中 にお ける抗酸

菌 と 「塗 陽 培 陰」 との関 連 性 に ついて は報告11)～13)が

あるが,化 学 療 法 剤 に よ って活性が低下 した抗酸菌は

NaOHに よ って 更 に死滅 しや す くな ることが考え られ

る。 したが って,化 学療 法中の 「塗陽培陰」は化学 療法

剤 の殺 菌 効果 ばか りでな く,NaOH処 理 も一因 とな り

うることは確実で あろ う。

喀痰,尿,糞 便 などの雑菌 を含有 している検体 か らの

抗酸菌の分離培養 には,酸,ア ルカ リなどの前処理 は必

須であ り,こ れな くして はほとん どの抗酸菌 は分離培養

す ることがで きな い。 しか し,抗 酸菌 は酸,ア ル カ リに

抵抗性があ るとはい うものの限度が あ り,現 行法 の4%

NaOH5分 処理 で は,喀 痰中のM.tuberculosisは 生

残 率 が66.1±7.6%,AM中,我 国 で分 離頻 度 の多 い

M.intracellulareは 生残率が21.2±9.4%,M.fbrtui

tumに 至 って は1.1±0.5%と い う結果 を得 た。「塗陽培

陰」で は抗酸菌症 の確定診 断はできず,ど うして も生菌

の培養が必要で ある。 しか も,診 断基準 としては集 落数

を考慮 した上で行 なわれて いるが,前 処理 の方法 の違 い

や分離菌種 によ って この基準 を変える必要 があろ う。

AM症 は最近多様化 の傾 向にあ ると言 われてい る2)。

したが って,現 行法 を今一度振 り返 ってみる必要 がある

と考え る。
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本 論文 の要 旨は第55回 日本 結核 病学 会総会(大 阪 ,

1980)と 第27回 日本 臨床病理学会総会(奈 良 ,1980)で

発表 した｡
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