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原 著

バ イ オ ハ ザ ー ド対 策 を 考 慮 し た ス ラ イ ド法

に よ る 抗 酸 菌 の 生 死 鑑 別 検 査 法 の 開 発
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An acid-fast staining can detect mycobacteria in clinical specimens rapidly and specifi-

cally. It equally stains living and dead bacteria.

It would be of more clinical use if the viability of mycobacteria in a sample was deter-
mined by the staining. In the present paper, the problems of FDA/EB staining, which de-

tects live or dead bacteria, were solved by establishing a new technique, a slide-method.

An air-dried smear of Mycobacterium bovis BCG (Tokyo 172) on a glass slide was cov-

ered by a filter paper fully soaked in the staining solution (500 ƒÊg FDA and 40 ƒÊg EB 

per ml PBS). This was kept in an incubator at 37•Ž for 20 min. The filter paper was re-

moved after incubation and the slide was examined using a fluorescent microscope with 

a blue filter. Live bacteria were stained greenish yellow taking the FDA stain in while 

dead bacteria were stained red with EB. This new slide technique eliminated the problems 

associated with FDA/EB staining. Moreover, stained smears appeared to be more stable 

compared with the conventional tube method.

To overcome the biohazard problems in smear examination of tubercle bacilli, heating 

of the slides on a heat block at 100•Ž for 20 min or passing air dried smears in a flame 

5 to 30 times was tried to kill the bacteria. The heat-treated slides were stained with 

FDA/EB and the number of green and red bacteria were counted. Samples of the smeared 

bacteria were taken after heating and cultured on a solid medium to determine the pres-

ence of any colony-forming unit.

It was found that no CFU was observed after heating and the morphology of the 

stained sample was the same to that before heating.

These facts suggest that the above mentioned method is a simple, safe yet inexpensive
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diagnostic tool for mycobacterial clinical specimens.
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緒 言

結核 症は,単 一の感染 症 としては世界 で患者死亡数 の

最 も多い疾患であ り,そ の数は年間約300万 人 と推 定 さ

れてい る1)。 特 に,ア ジア お よびア フ リカ地域 を 中心

とす る発展途上国で は結核 死亡 率 の高 さは,わ が国 の

1950年 代 に相当す る現状 にあ る2)。 一方,工 業 先進 国

にお いてもHIV感 染の蔓延や世界的 な交通 網 の発展 に

伴 い,結 核感染の機会が増大す るとともに,近 年は非定

型抗酸菌症や薬剤耐性結核菌の出現 により,新 たな予防 ・

治療対策が急務 となっている3)。

基本 的結核対策 のひとつ は,患 者材料か らいか に迅速

に菌を検 出す るか というこ とであろう。近年,遺 伝子操

作技術 お よび生化学 的反応 な どを応用 した抗酸菌の迅速

検 出法が開発 され,一 部 はすで に臨床 検査4)に 導 入 さ

れている。 しか しなが ら世界 ではこれ らの最新技術が従

来法 としての塗抹 法や培養法 に とってかわる現状 にはな

い。 これ ら従来法の簡便 かつ安価 である とい う特長 を活

か した新た な検査法の開発 も期待 されている3)。

従来の塗抹検査法は抗酸性 染色 に より抗 酸菌 を迅速 に

確認す ることはで きるものの,そ の菌の生死 は判 別で き

ない ので,生 菌の確認 には数週間 を要する培養 法に よる

集落 の発現 を待た なけれ ばならない。 この ことより古 く

か ら,塗 抹標本で直接,結 核菌の生死 を判別する試 み5)

が なされてきたが,そ れが 日常の臨床検査 に導入 される

こ とはなかった。

Rotmanら6)は 動物細胞 を用い て蛍光基 質 の ひ とつ

であるfluorescein diacetate(FDA)が 細胞 内 のエ

ステラーゼで分解 される と透過性 のない蛍光物質 となり,

これが細胞 内に蓄積 されるこ とによ り蛍光顕微鏡下で生

細胞 のみが緑色 の蛍光を発 して観察 されることを報告 し

た 。 その後,こ の 原 理 をJarnagin7)ら を は じめ,

Kvachら8)はFDA/EB染 色法 として抗酸菌 に適用 し,

築山 ら9)は それを追試す るとともに詳細 な解析 を行 い,

また著者 ら10)も喀痰材料 を用いて,こ の染色 法 が臨床

検査 におけ る結核 生菌の迅速検 出法 として有用 であるこ

とを報告 した。 しか しなが ら,こ れ までの小試験管 内で

染色す る方法(チ ューブ法)は 被検材 料が希釈 されるこ

と,染 色標本の保存がで きない こと,観 察時におけるバ

イオハザ ー ド対策 などの点で実用性 に欠ける面があった。

本報で はこれ らの問題点 を解決 し,塗 抹標 本で抗酸菌 の

生死 を迅速かつ安全 に判別す るための実用的な臨床検査

法 を検討 したので報告す る。

材料お よび方法

抗酸菌:Mycobacterium bovis BCG(Tokyo172

株)の 真 空凍結乾燥菌 を生理食塩水で20mg/mlの 濃 度

に再 浮遊 させ た ものを生菌 とし,目 的 に応 じて適宜,希

釈 して実験 に供 した。また菌液 の一部 を分 け取 り,100

℃で30分 間煮沸 した ものを死菌 とした。さらに両者 を等

量に混合 した もの を調 製 し,生 死混合菌 として実験 に供

した。 これ らは1%小 川培 地に接種 し,37℃ で4週 間培

養 して生死 を確 認する とともに,定 量培養法 によ り生菌

単位数 を算定 した。

蛍 光 基 質 と保 存 染 色 液(原 液):蛍 光 基 質 と して は,

fluorescein diacetate粉 末(FDA,Sigma F-7378),

ethidium bromide粉 末(EB,Sigma E-8751)お よ

びpropidium iodide粉 末(PI,SigmaP-4170)を

準 備 した。FDAは,5mg/mlの 濃 度 で ア セ トンに 溶解

した 。EBお よ びPIは,死 菌 な ど の 染 色 液 と し て

phosphate buffered saline(PBS)で そ れ ぞ れ2mg

/mlお よ び1mg/mlの 濃 度 に調 製 した 。PIはEBに 代

わ る染 色 液 と して検 討 した 。 これ らの 染 色 液 は原 液 と し

て1ml用 プ ラ ス チ ック製 マ イ ク ロ チ ュ ー ブ に 適 量 を 小

分 け し,密 栓 して 一20℃ で遮 光 保 存 した。 この 保 存 条 件

で 各 原 液 は,少 な く と も2年 間 は実 験 に使 用 で きた 。

蛍光染色 液の調 製:実 験 の都度,各 原液 をPBSで 希

釈 して蛍光染色 液 とした。スライ ド法 には,FDA原 液

を10倍 に(500μg/ml),EB原 液 を50倍 に(40μg/ml),

PI原 液 を10倍 に(100μg/ml)そ れぞれ希釈 した。チュー

ブ法 には,FDA原 液 を50倍(100μg/ml),EB原 液 を

20倍(100μg/ml)に 希釈 して用いた。なお,チ ュー ブ

法で はPIを 使用 しなかった。希釈染色 液はあ らか じめ,

適 当な容器(小 チ ューブあ るいは小 型シ ャー レ)に 必要

量 を等量 に混合 してお き,手 順の簡素化 を図った。これ

らの蛍光染色液 は冷暗所保存で約6時 間は実験 に使 用で

きた。

スライ ド法 による染色:こ の方法 は染色標本の保存,
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材料の希釈 回避お よびバ イオハ ザー ド対策 を意 図 して考

案 した塗抹 蛍光染色 法である。被検菌液 を径3mmの 白

金耳でスライ ドガラス(MATSUNAMI,76×26mm,

MASコ ー ト付 き)に 径約10mrnに 拡 げ,室 温で 自然乾

燥 させ た。染色 は,混 合染色液 を十分 に含 ませた濾紙片

(定性濾紙No.1,ア ドバ ンテック東洋,約15mm正 方

に切 断)を 乾燥 した塗抹標本 に静か に載せ,37℃ の孵卵

器 内で濾紙片が完全 に乾燥す るまで(約20分 間)静 置 し

て行 った。乾燥 した濾紙片 は標本か ら自然 に剥離するが,

剥離 しない場合で も力 を加えず にピンセ ッ トで簡 単に取

り除 くことがで きた。封入には,市 販 の無色 ネイルエナ

メル(成 分:オ キシベ ンゾ ン,ハ イム化学)を 用 い,菌

の塗抹 面にエナメルが直接触 れないよ うに注意 しなが ら,

あ らか じめその周 囲を薄 く数 ミリの幅 で囲い,エ ナメル

を 自然乾燥 させ た後,カ バ ーガラス を接着 し,さ らに同

じエナメルでカバ ーガラスの周辺 を固着 して封 じた。

チューブ法 による染色:こ れ は,Kvachら8)の 原 法

を一部 改変 した方法 であ る。 小 チ ュー ブ(FALCON

No.2054,BECTON DIKINSON)を 用い,菌 液50μl

と混合染色液の50μlを 混和 し,室 温で2分 間静 置 して

染色 した。ついで材料の一滴 をス ライ ドガラスに滴下 し,

カバーガ ラス をかけて染色標 本 とした。

染色標 本の観察:染 色標 本の観 察は,落 射型蛍光顕微

鏡(Olympus,BH2-RFL)を 用 い,水 銀 ラ ン プ

(USHIO INC,USH-102D)を 光源 としてブルー フィ

ル ター(ダ イクロイ ック ミラー,DM500,B-G)お よ

び補助吸収 フィルター(0-515あ るいは0-530)の 下で

行 った。FDAを 分解 して黄緑色の蛍光 を発す る桿菌は,

菌体 内にエス テ ラーゼ活 性 を有 す る生 菌,EBま たは

PIに よ り赤橙色 に染色 され る桿菌 を死菌 と判定 した。

塗抹標本の加熱処理:加 熱処理は,ス ライ ド法に よる

塗抹標本 について行い,エ ステ ラーゼ活性 が維持 された

状態で集落形成能 を抑止する条件 を把 握するこ とを 目的

とした。方法は,ブ ンゼ ンバーナーで火焔加熱 を行 う場

合 と電気加 温 装置(Dry Thermo Unit,DTU-2C,

TAITECCo.)を 用 いる場合 の2通 りで試 み た。 火焔

加熱 は材料 の塗抹面 を上側 に した状態 で毎秒1回 の速 さ

で最低5回 か ら最高30回 まで火焔 を通過 させて処理 した。

電気加熱 では100℃ に設定 した装置の プ レー ト上 に塗 抹

標本 を静置 し,そ れにアルミ箔 を被せた状態で最短5分

か ら最長5時 間 まで加熱処理 を施 した。

加熱材料の培養 と染色:加 熱処理標本か ら還元培養 に

よる菌の検出 と蛍光染 色 による染色性 を観 察 した。還元

培 養は,ス ライ ドガ ラスに固定 されている被検材料 に70

μlのPBSを 滴下 し,固 着 してい る菌 をマ イクロピペ ッ

トの先端 で剥離,再 浮遊 させ,懸 濁 した菌液 を1%小 川

培 地に20μl宛接種 し,37℃ で4週 間静 置 して行 っ た。

蛍光染色 は,培 養材料採取後のス ライ ドガラス上に付着,

残存 してい る菌液 を室温で再乾燥 させ,前 述のスライ ド

法 によ り行 った。

結 果

1.染 色 結果

チューブ法に よるFDA/EB染 色 の場合 は,染 色直後

の標 本では生菌 と死菌 が鮮 明 に判別 で きる8)が,染 色

後約30分 放 置 してか ら検鏡す ると,図1(文 末 カラー頁)

のよ うに生菌(A),死 菌(B)お よび生死 混合 菌(C)

の各標本 とも,FDAの 非特異的水解 によ り菌液 全体 の

緑色蛍光が強 くな り,生 菌 と死菌の識別 は困難な状 態 と

なる。一方,ス ライ ド法 によるFDA/EB染 色標 本は,

図2(文 末 カラー頁)の 生菌(X),死 菌(Y)お よび生

死混合菌(Z)に 示す通 り,染 色7日 後においても,チ ュー

ブ法で生 じた ような色 調の変化 はな く,黄 緑色 の生菌 と

赤1榿色の死菌が,染 色 直後 の標本(図 には示 していない)

と同様 に明瞭に識別す るこ とがで きた。

この染色標本 をさ らに放置(室 温)し てお くと,死 菌

等 の赤色 は槌色 し黄変す るが,緑 色 に蛍光染色 された菌

は1カ 月後 にお いて も識別 は可能で あった。 なお,ス ラ

イ ド法 のFDA/EB染 色 標 本 を抗 酸 性 染 色(Ziehl-

Neelsen法)で 重染色 を試 み た とこ ろ,菌 は赤 く抗 酸

性 に染 まることが分か った。 この ことは,同 一の塗抹標

本で菌の生死判別 と抗酸菌の同定が同時にで きるス ライ

ド法の利便性 を示 している。

2.加 熱処理材料 の還元培養 と染色結果

1)火 焔 に よる加熱処理標本

加 熱条件 の検討結果:表1に,抗 酸性染色法 に準 じた

操作 で火焔 中を5回 通過 させ た生 菌液(10mg/ml)の

塗抹標本 におけるエ ステラーゼ活性 と集落形成能 を調べ

表1塗 抹菌のエステラーゼ活性と集落形成能に
及ぼす火焔処理の影響

塗 抹 エステ ラーゼ活性 集落形成能

標本NQ(FDA/EB染 色法)(還 元培養法)

1＋ ＋

2＋ ＋

3＋ ＋

対 照 ＋ ＋

塗抹菌:M.bovis BCG生 菌液(濃 度10mg/ml)

火焔処理:塗 抹標本 を火焔 中に5回 通過

エステラーゼ活性:黄 緑色 に蛍光染色 された菌

集落形成能:塗 抹標本上 の材料 を還元培養

対 照:火 焔処理 しない生菌塗抹標本
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表2塗 抹菌のエステ ラーゼ活性の持続 と集落形成 能に及 ぼす火焔処理 の影響

火焔処理 集落形成能 エステ ラーゼ活性 と持続

火焔通過 還元培養 火焔処理後の経過時間

回 数(37℃,4週)直 後32472

10＋ ＋ ＋ ＋ ＋

20-＋ ＋ ＋ ＋

30-＋ ＋ ＋ ＋

対照+++++

塗抹 菌:M.bovisBCG生 菌液(濃 度10mg/ml)

集落形成能:火 焔処理 直後 の塗抹標本材料 を還元培養
エステラーゼ活性:黄 緑色 に蛍光染色 された菌

対照:火 焔処理をせずに室温放 置 した生菌塗抹標本

表3火 焔処理前における被検材料の状態とその火焔処理後の染色性

染色性 被検材料の状態と染色結果

[FDA/PI染 色]液 状 湿菌 乾燥 対照1対 照2

緑 染 菌(%)>3050>80>800

赤 染 菌(%)<7050<20<20100

計(%)100100100100100

材料:M.bovisBCG生 菌液(10mg/ml)

液状:菌 液滴下直後 に火焔で加熱乾燥

湿菌:菌 液塗抹直後 に火焔 中を20回 通過処理

乾燥:塗 抹菌液 を室温乾燥後,火 焔 中を20回 通過処理

対照1:生 菌液 の非加熱塗抹標本

対照2:煮 沸死菌液(10mg/ml,100℃,20分)の 塗抹標本

た結 果を示 す。この条件 では,緑 色菌(生 菌のエステラー

ゼ活性 を示 す)と 還元培養 された集落が共 に多数認め ら

れた。 また,緑 色 菌 と集 落の出現頻度 は火焔処理 を しな

い対 照標 本 とそれぞれ同程 度であったこ とか ら,こ の加

熱条件は菌に影響 を及ぼ さないこ とが分 かった。

次 に火焔加熱回数 を増 や した標 本について同様 に蛍光

染色 と還元培養 を行 った。その結果 を表2に 示 す。この

際,エ ステ ラーゼ活性の経時的変化の有無 を調べ るため,

加熱処理直後,3時 間後,24時 間後お よび72時 間後の各

標本 について も観察 した。 この結果,緑 色 に蛍光染 色 さ

れた菌 は,火 焔加熱 回数お よび処理後の時間経過等に関

わ らず,す べ ての標本か ら多数認め られ,菌 体内のエス

テラーゼは相 当の耐熱性の あることが示唆 された。一方,

加熱処理直後 の標本 につ いて行 った還元培養の成績では,

火焔加 熱20回 以上 では集落形成能が抑止 され ることが分

かった。

ここで集落形成能 とエステラーゼ活性 の両成績が理論

的 に一致 しなかった理由が,塗 抹標本 の乾燥状態(含 水

量)と 関係があるのではないか と考え,含 水量 の異 なる

3種 の 標 本 に つ い て検 討 した 。 す な わ ち,生 菌 液

(10rng/ml)を ス ライ ドガ ラスに,① 一滴,滴 下 した直

後の菌液,②1白 菌耳 を塗抹 した直後の湿菌,③1白 金

耳 を塗抹 し約10分 間乾燥,の 各状態で,① については火

焔で加熱,② お よび③ についてはそれぞれ火焔中 を20回

通過 させ,染 色 はEBをPIに 代 えたFDA/PI染 色 で

行 った。

その成績 は表3に 示す とお り,緑 色 に蛍光染色 された

菌 の全体 に占める割合 は,液 状標本で30%,湿 菌標本で

50%,乾 燥標本 では対照1の 非加熱標本 と同程度の80%

と観 察 され,対 照2の 煮沸死菌 に緑色菌は認められなかっ

た。 この結 果か ら,標 本 中の菌 のエステラーゼ活性 は加

熱時における被検材料 の水分 の多寡 に影響 される可能性

が示唆 された。なお,成 績 には示 さないが,塗 抹標本 の

生菌濃度 は染色結果に影響 を及ぼ さないことが分かった。

塗抹標本の菌数算定:表4は,表1お よび表2に 示 し

た結果 を定量的 に確認 す るた め,0.1mg/mlの 塗抹標

本で菌数 を調べた成績であ る。菌数の算定にあたっては,

顕微鏡の光源スポ ッ トを絞 り,凝 集 している菌塊 を避け,
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塗抹標本:M.bovisBCG生 菌液(0.1mg/m4VU=4×107cfu/mg)を5μl塗 抹

集落形成能:塗 抹菌 を還元培養(37℃,4週)

染色法:FDA/EB染 色

md:染 色 または還元培養せず

菌が均等 に分散 している視野につい て倍率200倍 で鏡検

した。 この結果,菌 のエステ ラーゼ活性 は,火 焔加熱30

回の標本で低 下傾向(約81%)が うかがえたが,25回 以

内では非加 熱対照標本 と同程度(84～85%)に 維持され,

加 熱の影響 は認 め られなかった。なお,集 落形成能 は火

焔加熱20回 以上 の処理 によ り抑止 され ることが再確認 さ

れた。

2)恒 温器 による加熱処理標本

表5は,恒 温器 を用いた加熱処理標 本における集落形

成 能 と染色 性 を定量 的 に調 べた成績 であ る。集落 形成

能 は,生 菌液10mg/ml,1mg/mlお よ び0.1mg/ml

の各塗抹標 本について(実 験 皿を除 く)検 討 した。染色

性 は実験Iお よびIIで は1mg/ml,実 験 皿で は0.1mg/

mlの 各 塗抹標本 について検討 した。菌数 の算 定 は火 焔

処理標本 と同様 に行 った。

この結果,実 験1の 還元培養成績(い ずれ も培地3本

の平均値)は,10mg/mlの 塗抹標本 において加 熱時 間

が10分 まで は(帯)と 判定 されたが,20分 で96個,30

分で49個,45分 で43個,60分 で15個 に減少 した。 生菌

1mg/mlの 塗抹標 本では,5分 で16個,10分 で6.6個,

20分 以上の加 熱では0～1個 に減少 した。なお,0.1mg

/mlの 塗抹標本 では5分 間の加 熱処 理で すで に集 落 は

検 出 されなかった。

実験IIで は,30分 間の加熱で10mg/mlの 加熱 標本 か

らのみ20個 の集落が検 出されたが,60分 以上の加熱お よ

び濃度1mg/mlと0.1mg/mlの 加熱標本か らは,い ず

れ も集落す なわち生菌 は検 出され なか った。一方,染 色

結果 は,実 験I,IIお よびIIIのすべてか ら多数の緑色菌

が認め られ,エ ステ ラーゼ活性の残存が示 されたが,そ

の割合は加熱時間の長短 による差が認め られた。前述の

火焔処理実験 と本実験1お よびIIの 非加熱対照標本 の成

績(83～85%)を 基準 に,菌 のエステラーゼ活性 に影響

を及ぼす加熱 時間を推測す る と,30分 以上 では影響が生

じるが,20分 以 内ではそれの ないことが判明 した。

考 察

抗酸菌 は,他 の細菌 に比べて発育速度が遅い とい う特

色があ り,そ れ故 に診断,治 療につながる迅速検査 法の

開発が強 く求め られて きた。特 に結核 が蔓延 している発

展途上国では,迅 速性 に加 えて コス トがかか らず,通 常

の検査 室 レベルで行 うことがで きる簡便 な結核菌検査法

が必要 とされてお り,本 研究 はこれを視野 に入 れ,実 用

に供す るこ とをめ どに検討 を進め た。

抗酸菌 の酵素作用 に関す る研 究11)～13)は 長 い歴 史が

あ り,そ の一部 は現在,抗 酸菌鑑 別法14)と して利用 さ

れてい るが,抗 酸菌 に多 く含 まれているエステ ラーゼ活

性 を応用 した検査法の開発 は論 じられていなかった。 その

理由のひとつには,エ ステラーゼに対応する適当な基 質に

関す る研究報告がなかったためと推察 されるが,Rotman閑

ら6)に よって示 された 蛍光基 質FDAの 有 用性 は,植
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表5恒 温器を用いた塗抹菌の集落形成能と染色性

塗抹標本:M.bovisBCG生 菌液(VU=4×107cfu/mg.10mg/ml,1mg/m40.1mg/ml)

検 出集落数:塗 抹菌 を還元培養(37℃,4週)

染色:還 元培養材料採取後の乾燥標本 をFDA/EB染 色

菌数算定:実 験No.Iお よびIIは1mg/ml,IIIは0.1mg/mlの 染色標本 による

物15),哺 乳動 物16)～20),細 菌 お よび原 虫21)～28)な ど

の各種細胞 の生死鑑別法 に応用 され,近 年 は腫瘍細胞の

薬剤効果判定29)～32)に も利用 されている。

蛍光物 質FDAは,2個 のアセチル基がつ いた非極 性

の脂肪酸 エステルでその性 質は,細 胞膜 を容易 に通過 し

て細胞 内に浸 透 し,そ こに存在 するエステラーゼによっ

て速やかに水 解 されて極性 のfluoresceinを 遊離 する。

遊離 したfluoresceinは,FDAと 同 じような速 さで は

細胞内か ら漏出せず,細 胞内 に蓄積 される。 しか し,死

細胞あ るい は細胞膜が機械的 に傷害 された細胞では,そ

こに残存 してい るエステ ラーゼでFDAが 水解 された と

して も,生 じたfluoresceinは 細胞内 に蓄積 されず に細

胞外へ漏 出す る。一方,EBは,損 傷 され た細胞 膜 で は

速 やかに通過 し,核 酸 に結合 して細胞 を赤 く染 めるが,

正常 な細胞膜 に対 しては極 めて遅 い速度 で しか通過 しな

いので死細胞 を確 認する各種 実験33)～38)に 古 くか ら汎

用 されている。1990年 代 に入 り,FDA/EB染 色法 を抗

酸菌の生死迅速判別 に応用する研 究39)～41)は続 け られ,

著者 らもこの方法が結核 菌の生死 を短時間で判定 で きる

こと,手 技が簡単で試薬類のコス トも安価であるこ とな ど

の利点を認め,こ れを日常の臨床検査に導入す るべ く改 良

研究 を重 ね,そ の結果 を本学会で発表 して きた42)～47)。

また,原 田ら48)は,臨 床材料 を用 い てFDA染 色 と分

離培養 による抗酸菌 の生菌検 出数が完全 に一致す ること

を報告 した。このようにFDA/EB染 色法の利用価値 は

高いが,従 来のチューブ法 では染色標本 の安定お よび生

菌の取扱 いに伴 う安全性 な どに関す る点で,実 用上 の問

題が残 されている と考え られた。

本ス ライ ド法は,蛍 光染色 の安定性 を妨 げる原因 とな

る水分 を除いた上で濾紙 を用いる染色 法に よって生 菌死

菌の分別がで きることを示 した。同時に封入方法に も工

夫 を加 えて,染 色標本の長時間保存 を可能 にした。本操

作 でス ライ ドガラス に塗抹 された菌が濾紙 に吸着 されて

剥離す るこ とが懸念 されたが,抗 酸菌が有す るガラスへ
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の強い吸着性 に加 え,剥 離防止処理 がな されているスラ

イ ドガラスの使用 と加 熱処理に より,菌 は より強 くガラ

ス に固定 され ると考え られる。同 じ材料 で抗酸性染色標

本 と蛍光染色ス ライ ド法 を比較 した ところ,FDA染 色

標本 におけ る菌数の減少は認め られなかった。スライ ド

法の染色時間は,チ ューブ法 よりも長 くなっているが,

これ は濾紙の乾燥 に必要な時間である。 さらに室温 で乾

燥,染 色 して も結果 に影響はない ことが知 られた。染色

液の濃度 は,FDA,EB溶 液 ともに比較 的濃 厚 に調製

して使用 したが,染 色性の良否は色 素の濃 度 よりも両色

素のバ ランス による。 したがって,よ り希 薄な濃 度で も

染色可能 と思われ るので,さ らに詳細な検討 が必要であ

ろう。 なお,細 胞傷害性のある ことで知 られ てい るEB

に代 えて使用 したPIは,EBよ りも濃 度 を濃 くす る こ

とで 同様の染色性が示 され,代 用が 可能 で あっ たが,

EBと の試薬 コス ト差の大 きい点が難点 と考え られる。

FDA/EB染 色法の最大の問題点は,バ イオハザ ー ド対

策であ った。高 レベルの危険度 に分類49)さ れ てい る結

核菌 に接す る臨床検査の場では,特 に この対策は重要で

あ る。 この ため には適切 な設備機器の使用は当然 の こと

と して,本 染色法で期待 される対策は,前 述 したとお り,

エス テラーゼ活性 を低下 させず に生菌の発 育能 を抑止す

ることであ り,こ の ような条件 に適す る方法が実現可能

か どうかが最大の関心事であ った。著者は,抗 酸菌か ら

抽 出されたエステ ラーゼ に40℃ か ら70～80℃ までの耐熱

性が あるとの報告9)13)に着 目 し,菌 体 内 に留 まっ てい

る状態のエス テラーゼ は,さ らに高温 に耐え るのではな

いか と考 え,集 落形成能 との関係 をみ なが ら種 々の条件

で塗抹標本の加熱 を試みた。その結果,表1に 示 した と

お り,通 常の火焔固定で は菌の発育能は抑止 されない こ

とはもとよ り,エ ステ ラーゼ活性が失活 しない ことを見

いだ した。 さらに抗酸菌以外の細菌お よび喀痰 等に混在

す る細胞のエステ ラーゼ活性は弱 く,い ったん,緑 色 蛍

光 を発 して も,そ れ は速やか に槌 色す ることが分かった

(結果 は示 してい ない)。 この結果 は,抗 酸菌の細胞膜の

特異性 とエ ステラーゼの強力 な耐熱性 を示唆す る知見で

あった。同時 に,こ の結果 は、著者 らが これ まで に述べ

て きた 「死菌 はエス テラーゼ活性が ない」とす る表現が、

集落 を形成 しないすべての菌 に適合す るものでは ない こ

とを示 している(表2)。FDA/EB染 色法は,生 きた細

胞がエス テラーゼ活性 を持つ ことを前提 に開発 された も

ので あるが,ス ライ ド法 において もその前提 は変わ らな

い。つ ま り,ス ライ ド法で は加熱、乾燥す る前の菌の状

態 を検 出 していることになると考 えられ る。本実験 によ

り,菌 体 内のエス テラーゼ活性 は加熱処理後 も長時間 に

わた り残存 し,そ の持続 は14日 後 において も約50%維 持

されるこ とが認め られ た(成 績 は表示 してい ない)。 加

熱前 に塗抹標本 を乾燥 させてお くことは,本 法では極め

て重要 である(表3)。 これ は,水 分 が存在 した状態 で

加熱す る と菌 の細胞膜が傷害 されやす くなり,エ ステラー

ゼおよび染色液 などの漏 出入が起 こ り,染 色性 に影響 を

与 えるためと考 えられ るか らであ る。 なお,表3の 成績

で液状標本が対照2と 同 じように赤 染菌 が100%と は な

らず,緑 染菌が30%程 度認め られ たが,こ の理由 は単 に

加熱 時間の不足 による ものと考 えられ る。 また,乾 燥標

本 と対照1に 認 め られた20%程 度 の赤染 菌 は,実 験 材

料 が凍結乾燥菌 であるため,凍 結乾燥過程で生 じた死菌

の混在 による もの と考 え られ る。 事実,凍 結 乾燥 菌で

100%の 生菌液 は調製 で きない。これ らの観 察結 果 は,

菌 数を算定 した表4の 成績 によって裏付 けられた。火焔

加熱 は通常 の検査室 レベ ルで例外 な く行 うことがで きる

簡単 な操作 といえるが,火 焔 の強弱 あるいは通過速度 な

どの不安定要素が ある。恒温器 の使用 は操作 と結果 の安

定化 に有利 な方法 である。加熱処理条件 につ いて,最 も

重視 されるべ き安全対策 の面 か ら考察 を加 える と,表5

に示 した還元培養 の成績 か ら,加 熱 による菌の生存率は,

加熱 時間の長短 は もとよ り菌液濃度 に関係す ることが示

唆 された。濃厚菌液(10mg/ml)で は,60分 の加 熱 に

よって も多 数の菌 が還 元培 養 され たが,1mg/mlの 濃

度では20分 の加熱 で3本 の うち2本 に各1個 宛,30分 お

よび45分 では同 じく3本 の うち各1本 か ら各1個 の集落

が検 出 されたに過 ぎず,こ れ らを非加熱対照標本 の成績

と比 較する と,20分 以上 の加熱 に よって少 な くとも99%

以上の菌が死滅す る もの と推察 される。ここで,加 熱処

理に よって菌が より強 くスライ ドガラスに固着 し,還 元

培養 される菌数が少 な くなる とい う可 能性 については,

本操作 に示 した とお り,菌 をスライ ドガラスか ら物理 的

に剥離する ことによって回避 した と考 えている。本実験

に用 い た材 料 の 生 菌 単 位 数 は4×107V.U.(viable

umit)/mgで,10mg/mlま たは1mg/mlと い う濃 度

であったが,実 際の臨床材料 を想定す れば,こ のような

濃厚 菌液が通常の検査室 レベルで取 り扱 われるこ とはな

いであろ う。すなわち,実 際的 に は1mg/ml以 下 の濃

度 と考え られるので,加 熱に よる菌 の生残率 は さらに低

下する もの と推 察 され,安 全性 は より高まるといえよう。

よって,菌 のエステ ラーゼ活性 を維持 した状態 で集 落形

成能 を抑止する塗抹標本 の加温器 に よる加熱 条件 は,実

用的には100℃,20分 間の処理 で十分 に対 応 で きる もの

と結論 される。

この ように,ス ライ ド法は,エ ステラーゼ活性 を低下

させずに感染 の危 険性 を防止 する とい う相反 する条件 を

同時 に満た しなが ら,同 一標本 を繰 り返 し観 察で きるた

め,患 者の経過観 察な どに際 して も役 立つ手段 と考 え ら

れ る。 さらに,被 検材料 は染色 液で希釈 される ことがな
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いので菌の検 出率 は低下せ ず,同 じ材料 で抗酸性染色 と

の比 較判定がで きるな ど抗酸菌 の生死 を迅速 に判別す る

簡便 で安全 かつ安価 な方 法である。

今 後は,機 器 を用 いる判定法 の開発 や薬剤感受性 テス

ト等 への応用,あ るいは未だ解 決をみていない塗抹 陽性

/培養 陰性 な どの問題解 明へ の応用 の可能性が考 え られ,

検討 中である。
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図1チ ューブ法 によるM.bovisBCG菌 液のFDA/

EB染 色30分 後の標 本(倍 率400)。FDAの 分解

に よ りバ ックグラ ウン ドが緑色蛍 光を発 し,生 菌

と死菌 の判別が 困難 となる。

(A)生 菌液;染 色直後 は黄 緑色 の菌 が鮮 明 に識別

で きる。

(B)煮 沸死菌液:染 色 直後 は赤橙 色 の菌が 識 別で

きる。

(C)生 死混合菌液:染 色直後 は黄 緑色 と赤 橙色 の

菌が よ り鮮明 に判別で きる。

図2ス ラ イ ド法 に よ る.M.bovisBCG菌 液 のFDA/

EB染 色7日 後 の標 本(倍 率400)。 染 色 直 後 の 染

色 性(色 調)が 保 持 さ れ てお り,生 菌 と 死 菌 の 識

別 が 可 能 。

(X)生 菌液:染 色直後 と同様,黄 緑 色 に染 色 され

た菌 を認める。

(Y)煮 沸死菌液:染 色直後 と同様,100%赤 橙色 に

染色 された菌 を認める。

(Z)生 死混合菌液:染 色直後 と同様,黄 緑色 と赤橙

色に染色 された菌が判 別で きる。
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