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Two-hundred sputum specimens from tuberculosis patients were examined for viable or 

non-viable mycobacteria by a combination of fluorescein diaectate ethidium. bromide 

(FDA/EB) staining, Ziehl-Neelsen staining, and the use of cultures in 3% Ogawa egg 
medium. The sputum specimens were treated with 3% NaOH for 10min and washed in PBS . 
The bacteria was then harvested by centrifugation at 6,000 rpm for 5min. Each sample was 
subjected to FDA/EB staining, Ziehl-Neelsen staining and cultures to compare the staining

-method results and the results of colony formation.

Ziehl-Neelsen staining method revealed acid—fast bacteria in the specimens , distributed 
from Gaffky 1 to Gaffky 8. The number of FDA—positive specimens and culture—positive 

specimens were identical in all Gaffky grades , suggesting that the FDA staining method 
well reflected the presence of viable mycobacteria in the specimens .

We concluded that FDA staining is a valuable method to detect viable mycobacteria in 

sputum specimens on the first day of examination. It is therefore advantageous for doctors 

and patients to be immediately informed of culture results rather than waiting for several 

weeks.
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緒 言

従来抗酸菌染色は,一 般にZiehl-Neelsen法,蛍 光

染色法などにより他の菌と区別 してきた。 しかし,火 炎

固定を実施するために抗酸菌であることは確認できるが,

生菌か死菌かは確認できない。塗抹標本で,抗 酸菌が認

められたとしても生菌であるか否かは,培 地上のコロニ

ーでの判定 を余儀なくされてきた
。特にSmear posi-

tive culture negtive(SPCN)の 場合,生 菌がいない

のか,ま たは,培 地その他何 らかの条件により菌が生え

てこなかったのかは判定できない。また,分 離培養には

4週 以上を要 し,菌 の同定や薬剤耐性の判定にはさらに
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時 間 がか か る。 したが って,医 師 は結 核 を疑 わ せ る患者

に ど の よ う な治 療 を実 施 す るか を決 定 す るの が 困 難 で あ

る。 少 な くと も,生 菌 の排 菌 が あ るか 否 か が 速 や か に判

定 で きれ ば,臨 床 的 に有 利 で あ ろ う。

抗 酸菌 は,加 水 分 解 酵 素 のEsterase活 性 を も って い

る1)。 蛍 光 物 質 で あ るFluorescein diacetate(FDA)

は 容 易 に細 胞 膜 を通 過 す るが,Esteraseに よ り分 解 さ

れ る と透過 性 が弱 い蛍 光 物 質 に な り細 胞 内 に蓄 積 され る。

した が ってEsterase活 性 の あ る生 細 胞 の みが こ の色

素 に染 色 され る。FDA染 色 を 用 い た細 胞 の生 死 判 定 に

っ い て は,Rotman & Papermaster2)が 動 物 細 胞 で,

Jackson3)ら は寄 生 虫 のLeishmaniaで,奥 山1)は

Mycobacterium lepraemuriumとM. smegmatis

につ いて,中 村 ・木 ノ本4)はMycobacteriumわovis

 BCG(Tokyo株)で そ れ ぞ れ 報告 した。 わ れ わ れ は 臨

床 材 料 喀 痰 か ら抗 酸 菌 を検 出 し,FDA染 色 に よ りそ の

抗 酸 菌 の生 菌 ・死 菌 鑑 別 を 試 み,分 離 培 養 の 結 果 と比 較

検 討 した ので,報 告 す る。

材料および方法

検 体:抗 酸 菌 染 色(Zieh1-Neelsen染 色)で 陽 性 の

患 者 喀痰200検 体 を用 い た。 同 一 患 者 か ら複 数 回 にわ た

って供 与 され た もの は含 まれ て い な い。 す べ て 塗 抹 陽 性

で ガ フキ-1号 か らガ フキ ー8号 ま でで あ った。 喀 痰 は

3%NaOHで 室 温10分 間処 理 した後,6000rpm5分

遠 心 し て 集 菌 し,15mlのPBSに 浮 液 して 再 び6000

rpm5分 遠 心 し た。 こ の処 置 に よ り,菌 を洗 浄 し,懸

濁 液 を 中 性 に す る こ とが可 能 で あ る。 最 終 的 に は2回 め

の 遠 心 沈 渣 を0,5mlのPBSに 懸 濁 し,検 体 と した。

染 色 液:FDA/EB染 色 に は,Fluoresceindiace-

tate(FDA;Sigma社)を アセ トンで5mg/mlに 溶

解 し,-20。Cに 保 存,使 用 に際 して20μlをPBS1ml

に とか した。Ethidium Bromide(EB;Sigma社)

はPBSに30μg/mlの 濃 度 に溶 解 し,分 注 して-20℃

に保 存 した。 染色 に あ た っ て は,検 体(洗 浄 した 菌 の 最

終 懸 濁 液50μ1とFDAの 希 釈 液25μ1,EB保 存 液25

μlを プ ラ ス チ ッ クチ ュ ー ブ内 で 混 ぜ,室 温 で2分 間 放

置 し た 後,蛍 光 顕 微 鏡(OlympusBH-2)でblue

filter(波 長515nm)で 観 察 した。 対 物 レ ンズ は ×100

を 用 いた。Ziehl-Nee lsen染 色 液 はGUntherの 変 法

を 用 いた。

菌 の 生 死 判 定:生 菌 は エ ス テ ラ ー ゼ活 性 が あ る た め

FDAが 速 や か に止 常細 胞 に浸透,細 胞 内 に生 成,蓄 積

さ れ たfluoresceinは 強 い 黄 緑 色 の蛍 光 を発 す る。 こ

れ に 対 して 死 菌 は,FDA分 解 物 質 の蓄 積 が な く,EB

が傷 害 され た細 胞 膜 を通 過 して 細 胞 内 に 入 り,核 酸 と結

合 して赤 く染 ま り,容 易 に区 別 され る。 しか し,中 に は

極 め て 薄 い黄 色 を呈 す る菌 が あ り判 定 が 困 難 で あ るが,

緑 色 の蛍 光 を発 して い な い もの は少 な くと も生 菌 で はな

い とみ な した。

結 果

検体 に よ る生 菌 の比 率 の差:塗 抹 判 定 で 同 じガ フ キ ー

号 数 で あ って も,FDA/EB染 色 に よ る生 菌,死 菌 の比

が 著 しく異 な る もの が み られ た。 図1と 図3は ガ フ キ ー

6号 の 同一検 体 をそれ ぞ れZiehl―Neelsen染 色 とFDA

/EB染 色 した もの で あ るが,FDA/EB染 色 で 明 る く光

って い る菌(染 色=生 菌)が 多 数 あ る こ とが認 め られ る。

視 野 に み られ る 明 る い菌 の 数 は,Ziehl-Neelsen染 色

の場 合 の 菌 の数 と ほぼ 同 程 度 で あ る。

こ れ に対 して 図2と 図4は ガ フキ ー4号 の検 体 を2分

してZiehl-Neelsen染 色,FDA/EB染 色 を 施 した も

の で あ る が,FDA/EB染 色 で 明 る く光 って い る菌 の 数

は,Ziehl-Neelsen染 色 で み られ る 菌 数 よ り も は るか

に少 な い。 白黒 写 真 で は赤 く染 ま って い る菌(死 菌)は

ほ とん ど見 え な い が,実 際 の観 察 で はEBで 赤 く染 ま っ

図1　 ガ フキ-6号 の検 体,Ziehl-Neelsen染 色
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図2　 ガ フ キ ー4号 の 検 体,Ziehl-Neelsen染 色

図3　 ガ フ キ ー6号 の 検 体,FDA/EB染 色

ほ とん どす べ て の 菌 は生 菌 で あ る。

図4　 ガ フキ ー4号 の検 体,FDA/EB染 色

生 菌 もあ るが,死 菌(赤 く染 ま る菌)の 割 合が 多 い標

本 で あ る、 赤 い 菌 は,こ の写 真 で は 見 え な い。
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表　喀痰材料の抗酸菌のFDA染 色と分離培養の結果

た菌が視野に多数認められた。上掲の表で判定不能とし

た例は,生 菌 と認められる菌が1個 も見いだせなかった

例である。

FDA染 色の結果と培養成績:Ziehl-Neelsen染 色

で抗酸菌を確認したガフキー1号 からガフキー8号 まで

の検体(200人 の患者の喀痰材料)に つき,FDA染 色

による生菌の有無と,小 川培地での分離培養の結果を比

較 した(表)。

検体はアルカ リ処理後遠心集菌 してPBSで 洗浄 し,

FDA/EB染 色 を行 う と同時 に一 部で再 度Ziehl-

Neelsen染 色 して抗酸菌の存在を確認 した。FDA染 色

で緑色に染まる生菌を確認 したものは陽性 とし,薄 黄色

の菌があっても緑色の蛍光を発していないものは陰性 と

した。FDA/EB染 色 を行った同じ検体の一部を小川培

地に培養 し,4,6,8週 にコロニーの出現を観察し,コ

ロニーが1個 以上出現 したものを陽性とした。

表には4週 でコロニーを認めた例数,6週 で初めてコ

ロニーを認めた例数,8週 で初あてコロニーを認めた例

数を記録 してある。8週 で観察を打ち切 った。

表にみられるように,ガ フキー1号 の検体27例 中,

FDA染 色 陽性,即 ち生菌を認めたのが14例 であり,

一方
,培 養陽性 も14例 であった。ガフキー2号 ～8号

のいずれの場合も,FDA染 色で生菌を認めた検体数と,

培養陽性検体数は完全に一致 した。

考 察

FDA染 色 による生菌検出数 と培養による生菌検出数

は,完 全に一致した。この結果により,FDA染 色 は生菌を

検出し,培 養の結果を十分な信頼度をもって予測するこ

とがで きると考える。FDA染 色 は抗酸菌の生死を判別

するのに適 しており,4～8週 後の培養の結果を培養初

日に予測することが可能である。検査の即日に生菌があ

るかどうか判定できるので,治 療のために有用な情報を

迅速に送ることができ,検 査室 レベルで今後活用できる

方法であると思われる。われわれは遠心操作で集菌する

ことにより,ガ フキー1号 という微量の菌を有する検体

でも,FDA/EB染 色による判定を可能 とした。 しかし,

結核生菌を扱うので,安 全性に関してさらに検討が必要

であろう。

FDA染 色 で生死の判定が不能であった薄黄色の菌を

含む検体は,結 果的には培養陰性であった。化学療法を

長 く続けている患者の喀痰にはこのような菌が見 られ,

一方
,化 学療法を始める前の患者材料には強い緑色蛍光

を発する菌が多く認められた。今後,化 学療法を行って

いる患者の治療経過予後とFDA染 色 との関連は極めて

興味ある点で,同 一患者について経過を追いながら検査

結果と対照していくことを考えている。
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