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〃e""Zoc:)ＭＳＣαγ〃i肺炎（以下ＰＣ肺炎と略）は，

生体の免疫機能低下時に発症しやすい肺炎であり，放置

すればほぼ100％の致死率をもつ重症な症患である．従

来pentamidineisethionateやpyrimethamineと

sulfa剤との合剤がその治療薬として使用されてきたが，

最近HugheseZaZ．（1975）がtrimethoprimとsulfa‐

methoxazoleの有効性について報告した．我々も既報

(古田ら，1977)したように動物実験でその有効性を確認

するとともに，臨床面においても４例の有効例を経験し

た．この薬剤は1976年から我が国でも販売されるように

なり，今後ＰＣ肺炎の治療および予防薬として大いに期

待されている．一方，ＰＣ肺炎の診断には尚困難な場合

が多く，確定診断のつかないまま投薬される例も少なく

ない．これは，現在ＰＣを検出するためには肺生検や肺

吸引のような高いリスクを伴う方法に頼らざるを得ない

ためである．そこで，我々は，この欠点を補うために，

大量の喀疾または，気道分泌物を採取し，これをｍｕ‐

colyticenzymeを用いて処理し，効率よくシストを集め

る方法を検討し,良好な成績を得たのでここに報告する．

検討に用いられ，ついで，当大学附属病院に入院中の本

症患者の喀疾について実際に検討した．一方，宿主の気

管と気管支の腔内に実際にＰＣが存在するかどうかをた

しかめるための動物実験を行った．すなわちラットに酢

酸コーチゾンを週２回，各回25ｍｇ宛連続注射して実験

的にＰＣを肺内で増殖させ，気管および気管支を摘出

し，ＰＣの有無，濃度を調べ，他の肺組織内のそれと比

較した．

成績

Ａ喀疾または気道分泌物の集シスト法

先ず初めに我々が得た最良と思われる術式を述べ，つ

いで種々の操作条件の比較検討結果を述べることにす

る．

ＰＣ肺炎は喀疾の排出の少ないのが特徴の１つであり，

喀疾の採取自体に問題があるが，我々は患者の枕元に容

器を置き，努めて喀疾を喀出するよう指示し，喀疾が少

ない場合は24時間，あるいは，４８時間の間の全喀疾を材

料とした．

１．術式

１）喀疾容器には予めamphotericinBの1.2’9/ｍｌ

溶液を入れておき，真菌などの増殖を防ぐ．

２）acetyl-1-cysteineを2w/v％の割合にＯ２ＮＮａＯＨ

に溶解した溶液を喀疾の約１０倍量これに加え，ガラス棒

でよく混和する．数分の混和で喀疾や分泌物の粘性がと

れる．操作は室温で行う．

３）ガーゼ１枚で濾過し，３，０００rpmで５分間遠沈す

る．

４）上清を捨て，沈i査に生理食塩水を加え，ガラス棒

材料ならびに方法

今回の実験に用いた材料は，まずＰＣ肺炎で死亡した

患者の肺とＰＣ肺炎の患者の喀疾ないしは気道分泌物と

である．すなわち剖検肺から取り出したＰＣが．今回考

案された集シスト法によって損傷を受けないかどうかの
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ＮａＯＨ溶液では，若干のシストの変形とシスト数の減

少を認めた．acetyl-l-cysteine加ＮａＯＨ溶液で喀疾を

消化する方法は,すでにKubicaeraZ.(1963)が喀疾より

結核菌を抽出する方法として報告した．彼らは，その中

で最も効率のよい消化を得るためのacetyl-l-cysteine

とＮａＯＨ溶液の濃度について検討し，２ｗ/ｖ％acetyl

l-cysteine加0.5ＮＮａＯＨ溶液を用いた．今回我々は

彼らの報告を参考とし，さらに種々の検討の結果より，

mucolytic作用が強く，シストの変形や染色`性の変化が

ない濃度として，Ｏ２ＮＮａＯＨ溶液が適当であると結論

した．

Ⅲ、I7zUi〃ｏにおける抗真菌剤のシストヘおよぼす影

響についての検討

１）材料および方法

酢酸コーチゾン25ｍｇを週２回宛皮下注射し，実験的

にＰＣを肺内で増殖させたWistar系ラットの肺を用い

た．方法はラット肺各１９ずつを４本の遠沈管に取り，

ハサミで細断した後，生理食塩水を５ｍｌずつ加えガラ

ス棒で混和した．ガーゼ１枚で濾過し，濾液中のシスト

数を定量した．そして，それぞれの遠沈管にamphote

ricinBL2βg/ｍ１，１２βg/ｍｌ，nystatin25units/ｍｌおよ

び250units/ｍｌの濃度になるように加えた．抗真菌剤を

加えた後，１時間，４時間，６時間，２４時間でのシスト

数を定量した．

２）成績

Table2に示す如く，amphotericinBL2ノリg/ｍｌの濃

度では，２４時間後でもシスト数の変化はほとんど認めら

れなかった．しかし，amphotericinB12'9/ｍｌおよび

nystatin25units/ｍｌでは，２４時間後に，若干のシスト

数の減少を認めた．さらにnystatin250units/ｍｌでは，

１時間後に既に相当のシスト数の減少を認めた．ａ、‐

photericinB1､2Jug/ｍｌの濃度は，ほぼ常在の真菌の発

育を抑制することから，喀疾をはじめとする気道分泌物

の採取時に，あらかじめ採取瓶へこの濃度のamphote‐

ricineBを加えておくことが，真菌の混入ならびに発育

を少くしてＰＣを検出しやすくするために良いと結論し

た．

Ｂラットの気管および気管支におけるシストの検出

１）材料および方法

酢酸コーチゾン25ｍｇを週２回宛皮下注射し，４週か

ら10週の間に死亡したWistar系ラット46匹について検

討した．死亡したラットを開胸し，肺および気管・気管

支を摘出した．肺は集シスト法（猪飼ら，1977）で処理

で混和しながら洗浄する．

５）３，０００rpmで５分間遠沈する．

６）４)，５)をもう一度繰り返す．この２回の洗浄で液

はほぼ中性となる．

７）上清を捨て，沈法をピペットでよく混和した後，

図１のようにスライドグラスに塗布する．

８）風乾後，toluidineblue-O染色(以下ＴＢＯ染色

と略）を行い鏡検する

Ⅱacetyl-l-cysteine加ＮａＯＨ溶液のシストにおよ

ぼす影響についての検討

１）材料および方法

ＰＣ肺炎で死亡した症例の肺を用いた．肺１９ずつを

９本の遠沈管に取り,ハサミで細断し,各々に生理食塩水

10ｍｌを加え,ガラス棒でよく混和する．ついでガーゼ１

枚で濾過し，濾液の0.01ｍｌをスライドグラスに３ケ所

とり，それぞれのシスト数を定量した.定量法は,既報(猪

飼ら,1977)の集シスト法に準じた．定量後,３，０００rpmで

５分間還沈し，上清を捨て，３本を１群として３群に分

け，それぞれの群の沈澄に２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteine

加0.2ＮＮａＯＨ溶液，２ｗ/ｖ％aceytyl-l-cysteine加

ｑ５ＮＮａＯＨ溶液，２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteine加１Ｎ

ＮａＯＨ溶液を10ｍｌずつ加え，ガラス棒でよく混和し

た．溶液を加えた後，各群の１本ずつを，１５分後，３０分

後，６０分後に３，０００rpmで５分間遠沈し，上清を捨て，

沈法を生理食塩水で２回洗浄した後，再び生理食塩水を

10ｍl加えガラス棒で混和し，シスト数を定量した．

TablellnHuenceofmucolytictreatｍｅｎｔ

ｗｉｔｈ２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteineand

O,２ＮＮａＯＨｔｏＰ・ca7ilziicysts

Numberofcysts
aftertreatment

Numberofcysts＊Minutesfor
beforetreatmenttreatmennt

2,070,300

2,531,600

1,751,100

５
０
０

１
３
６

2,157,700

２，０１０，９００

１，９６９，８００

＊Ｃｙｓｔｓｉｎｌｇｏｆｐａｔｉｅｎｔ,ｓｌｕｎｇｄｉｅｄｂｙＰ．ｃα‐

γ/"ｉｉｐｎｅｕｍｏｎｉａ、

２）成績

Ｔａｂｌｅｌに示す如く，２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteine加

0.2ＮＮａＯＨ溶液では，６０分処理後でもシスト数に大き

な変化はなく，かつFig.２に示すようにＴＢＯ染色で

の染色性や形態的な変化は認められなかった．しかし１

ＮＮａＯＨ溶液では，１５分後ですでにFig.３に示す如

く，ＴＢＯ染色で著明なシストの変形を認めた．０．５Ｎ

（５８）
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Table21nHuenceofantifungaldrugs，amphotericinBand

nystatin，ｔｏＰ、ｃａ７ｉｍｉｃｙｓｔｓ

Numberofcysts＊aftertreatmentwith

Ｈｏｕｒｓｆｏｒ

ｔｒｅａｔｌｎｅｎｔ
AmphotericinB Nystatin

1.2肥/ｍｌ １２〃g/ｍｌ ２５units/ｍｌ２５０units/ｍｌ

beforetreatment

l

４

６

２４

１，９７２，８００

１，８１２，２００

２，１０７，７００

2,008,300

１，９０９，３００

2,093,600

2,065,900

2,113,200

1,８３３，２００

１，６２７，９００

１，８８２，６００

１．５９３，９００

１，８４５，１００

１，７５７，２００

１，６９３，９００

1,455,400

６７７，２００

６５３，５００

５１９，４００

７０１，５００

＊Ｃｙｓｔｓｉｎｌｇｏｆｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆｒａｔｓｔｒｅａｔedwithcortisoneacetate・

Ｔａｂｌｅ３Ｒｅｌａｔｉｏｎｏｆｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｓｔｓｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓａｎｄｐｒｅｓｅｎｃｅ

ｏｆｃｙｓｔｓｉｎｔracheaandbronchusamong46rats

Numberofcases

withcystsin
tracheaandbronchus

Numberofcases

withoutcystsin
tracheaandbronchus

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｙｓｔｓｉｎｌｇ
ｏｆｔｈｅｌｕｎｇｓ

０
３
８
８
２

１０５－１０６

１０６－５×１０６

５×１０６－１０×１０６

ｍｏｒｅｔｈａｎｌＯ×１０６

２
５
０
０

Prednine（ＶＥＭＰ療法）等の化学療法を受けたが余り

効果を認めなかった．昭和52年３月12日呼吸困難が出現

し，胸部レントゲン写真でFig.４に示すような網状陰

影を認めた．ＰＣ肺炎の疑いで喀疾の集シスト法を行い，

３月14日の喀疾からFig.５に示すような多数のシスト

を検出し診断を確定した．その後直ちにtrimethoprime

800mg/日とsulfamethoxazole4g/日の投与を行ったが

症状は改善せず，基礎疾患が悪化して４月２日死亡し

た．この症例は剖検が行えず，肺でのＰＣの検索は行え

なかった．

症例２，角○光○，６０歳，男子

昭和52年１月27日，左上葉の肺未分化癌で京都府立医

大第２内科に入院し，コバルト照射およびPrednine投

与をうけ，腫瘍陰影は縮少したが，４月12日左上葉に膿

瘍が出現した．これはセファゾリン，アンピシリン，ス

ルベニシリン等の抗生剤で改善したが，４月30日より咳

嗽を訴え，胸部レントゲン写真でFig.６に示すような網

状陰影が出現した．ＰＣ肺炎の疑いで喀疾の集シストを

行ったところ，５月２日の喀疾中にFig.７に示すよう

なシストを検出した．しかし診断時の患者の一般状態は

既に極めて悪く，治療を施こすいとまもなく，同日呼吸

不全のため死亡した．死後,直ちに肺吸引を行い，ＴＢＯ

し，１９当りのシスト数を定量した．気管および気管支

は，homogenizer用遠沈管に取り，ハサミで細断した

後，homogenizer（日本精機ＨＢⅡ型）18,000rpmで

２分間磨砕した．ついでガーゼ１枚で濾過し，濾液を

3,000rpmで５分間遠沈し,上清を捨て,沈澄をピペット

でよく混和した後，スライドグラスに塗布し，風乾後

TBO染色を行い鏡検した．

２）成績

Table3に示す如く，４６匹中39匹（84.8％）に気道よ

りシストを検出した．この気道内シスト数と肺組織の中

のシスト数との関係をみると，肺１９中のシストが100

万個以下の場合は，２匹とも気道内は陰性，100万個か

ら500万個では８匹中３匹（37.5％）が陽性であり，５００

万個以上になると，３６匹中すべてが陽性であった．すな

わち，肺胞内にシスト数が増大してくると，気管や気管

支腔内にも高率にシストが見出され，従ってこれが喀疾

や気道分泌物中に出現するのは充分考えられることであ

る．

Ｃ臨床的応用２症例について

症例１，久○理○，６３歳，男子

昭和51年12月９日ホジキン氏病で京都府立医大第２内

科に入院し,Vincristine,Endoxan,６－Mercaptopurine，

（５９）
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染色とＧｉｅｍｓａ染色を行って検索したところ共に多数の

ＰＣを確認した（Fig.８，９)．

/ug/ｍｌの濃度で加えたり，あらかじめamphotericinB

を加えた水で口腔内を洗浄させたりすることにより，か

なり減少させることができる．また，従来，シストは気

道にあまり出現しないとされていたが，今回ラットを用

いた実験で，肺におけるシスト数の増加に平行して，か

なりのシストが気道に出現することが判明した．このこ

とは，喀疾や気道分泌物の検索が，ＰＣ肺炎の診断に有

力な－手段であることを示すだけでなく，ＰＣの空気,感

染説をも裏付けるものと考えられる．

考察

生前に患者の肺からＰＣを検出して診断する方法はい

くつかあるが，まずＷｈｉｔｅｅＺａＺ．（1961)，Marshall

emZ．（1964)，ＤｏｍｉｎｙａｎｄＬｕｃａｓ（1965)，Robbins

eZaZ．（1965)，LilleheieraZ．（1968)，DesaieZaZ．

(1971)，ＫｉｒｂｙｅＺａＬ（1971)，GentryetaZ．（1972)，

ＲｏｓｅｎｅｒａＪ．（1975）等の開胸的肺生検，LilleheieZ

aZ．（1968)，ＥｉｎｚｉｇｅｔａＺ．（1969)，ＪａｃｏｂｓｅｔａＺ．

(1969)，ＤｅＶｉｔａｅＺａＺ．（1969)，CohenandWeiss

(1971)，ＫｉｒｂｙｅＺａＪ．（1971)，ＧｅｎｔｒｙｅＺａＺ．（1972)，

等の閉鎖的肺生検，RepshereraZ．（1972)，Hodgkin

eZaZ．（1973）等の経気管支的肺生検，Becroftand

Costello（1965)，JohnsonandJohnson（1970)，Ｈｕ‐

ｇｈｅｓｅＺａＺ．（1973)，石黒ら（1975)，GiebinkeZaZ．

(1976)，ChaudharyeZqZ．（1977）等の経皮的肺吸引

等が報告されている．我々も今迄に開胸的肺生検１例，

経皮的肺吸引５例を経験している．これらは，ＰＣの検

出率では優れているが，出血や気胸といった合併症が多

く，患者の状態によって施行出来ない場合も多い．一

方,気道分泌物からのＰＣの検出の報告は,Ｖｉｎｈ（1960,

1963),ErchuleraZ．（1962)，RobillardeZaZ．（1965)，

RifkindeZaZ．（1966)，Catar（1968)，ＧｅｎｔｒｙｅｒａＺ．

(1972)，田村ら（1975）等があり，主として気道吸引物

を直接塗抹染色して見出している．一方FortunyeZcJZ．

(1970)，MiniellyeZaZ．（1970)，Mojon（1971)，古山

ら（1976）等は喀疾から検出し，さらにＣｈａｎｅＺａＪ．

（1977）は胃液から検出したと報告した．しかし，これ

らの方法は単に喀疾や気道分泌物をスライドグラスに塗

抹したもので，大量の材料からシストを集めたものでな

く，従って検出率が低く，ＰＣ肺炎の診断法として推賞

されなかった．今回我々が行ったacetyl-l-cysteineと

NaOH溶液による集シスト法は，もともとＫｕｂｉｃａｅＺ

ａＺ．（1963）が結核菌を喀疾から抽出する方法として最初

に報告したものである．ＫｉｍｅｒａＺ．（1972）は本法をラ

ット肺からＰＣシストを抽出するために用いているが，

その際ＮａＯＨを加えていない．今回我々が報告した方

法は，大量の材料を簡便に，かつ迅速に処理でき，ＴＢＯ

染色でその染色性や形態的変化もなく，かつ鏡検も容易

である．ＴＢＯ染色でＰＣのシストと鑑別上問題とな

る真菌類も，採取する材料にamphotericinBを１．２

結語

ＰＣ肺炎の診断を確定するために，従来，肺生検や，

肺吸引によってＰＣを検出していたが，これらの方法は

常に危険が伴い，重症の患者には用いることができな

い．そこで患者の喀疾あるいは気道分泌物を出来るだけ

大量に採取して，この中からＰＣのシストを集めること

ができれば，患者への侵襲はなく極めて有益である．我

々は種々の検討の結果，２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteine加

0.2ＮＮａＯＨ溶液で喀疾などを処理することにより，能

率よくシストを集め得ることを示し，この方法で診断し

た２症例を呈示した．また動物実験で気管および気管支

内にかなりのシストが存在することを示し，喀疾や気道

分泌物中にシストが存在することの裏付けを行った
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! Abstract j

STUDIES ON PNEUMOCYSTIS CARINI1 AND

PNEUMOCYSTIS CARINII PNEUMONIA

V. DIAGNOSIS BY CYST CONCENTRATION FROM SPUTUM

Yukio YOSHIDA, Tsuyoshi IKAI, Kenji OGINO, Shigeru TAKEUCHI,

Minoru YAMADA, Yoshiharu SHIMADA and Tsunezo SHIOTA

(Department of Medical Zoology, Kyoto Prefectural University

of Medicine, Kyoto, Japan)

Antemortem diagnosis of Pneumocystis carinii pneumonia by detecting the organism has

mainly been done by lung biopsy or lung aspiration. However, the procedures as mentioned

above sometimes cause severe complications such as pneumothorax and hemorrhage. The pre

sent study was attempted to give diagnosis by detecting the cyst in the patient's sputum in

spite of this idea has been discarded for its low detecting rate in the past. However, our

method is different as mentioned below from the former usual method which is direct smear

of the sputum.

Procedure : (1) The sputum or tracheal aspirates are collected for 24 hours or more in

a bottle which contains 1.2 //g/ml amphotericin B solution (Table 2).

(2) Mucolytic solution is freshly prepared at use by dissolving acetyl-1-cysteine at the

rate of 2 w/v% in 0.2 N NaOH solution. This prescription showed good mucolytic action

without any damage to the cyst in preliminary experiment (Fig. 2, Table 1). Ten times vol

ume of this solution is added to the sputum, and agitated for several minutes under the room

temperature.

(3) Deviscid solution is nitrated through one sheet of gauze then centrifuged 3,000 rpm

for 5 minutes.

(4) The sediment is washed with saline, and centrifuged again like the above.

(5) Procedurs (3) and (4) are repeated once more.

(6) All the sediment thus obtained is spread on a slide glass, dried and stained with to-

luidine blue 0 (Fig. 1).

In order to realize the presence or absence of P. carinii cysts actually in the trachea

and/or bronchus, a series of animal experiment is carried out. Fourty-six rats were treated

with cortisone acetate 25 mg, twice weekly, then examined for P. carinii cysts in the lungs

and in the airway at the time 4 to 10 weeks of the treatment. As the result, 39 or 84.8%

of total rats were positive for cysts in the airway, especially the positive rates were 100%

among heavily infected rats such as more than 5 X 106 cyst counts in 1 g of the lungs (Table 3).

Those facts indicate the possibility of cysts appearing in the sputum in man.

Two clinical cases of Pneumocystis carinii pneumonia who were diagnosed by detection

of the cysts in their sputa by the present method are shown (Fig. 4-9).

( 63 )
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ExplanationofFigures

ＳｅｄｉｍｅｎｔｓｍｅａｒｏｆＰ．ｃαγ〃icystconcentrationmethodofsputｕｍ．Ｆｉｇ．１

Ｆｉｇ．２ P.ｃαγ〃icystswithoutdamageaftertreatmｅｎｔｂｙ２ｗ/ｖ％acetyl-1-cysteineand

O,２NNaOHsolution（×1000)．

P．ｃαγ〃icystswithdamageaftertreatmentｂｙ２ｗ/ｖ％acetyl-l-cysteineand

lNNaOHsolution（×1000)．

ChestroentgenogramofP.ｃαだ"iipneumonia（CaseNo、１）ａｔｔｈｅｔｉｍｅｏｆｃｙｓｔ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｓｐｕｔｕ、．

Ｐ・ｃａ７ｉ"iicystsrevealedbythepresentmethodfromsputumofCaseNo、１

(×100o)．

ChestroentgenogramofP.ｃαγ〃ipneumonia（CaseNo、２）ａｔｔｈｅｔｉｍｅｏｆｃｙｓｔ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｎｓｐｕｔｕ、．

Ｐ・ｃａｒi"iicystsrevealedbythepresentmetｈｏｄｆｒｏｍｓｐｕｔｕｍｏｆＣａｓｅＮｏ、２

(×１０００）

P.ｃαγ〃icystsstainedbytoluidineblue-O（Fig.８）ａｎｄｇｉｅｍｓａ（Fig.９）

foundinlungaspirationmaterialsｏｆＣａｓｅＮｏ、２afterdeath

５，７，８Toluidineblue-Ostain・Ｆｉｇ．９Giemsastain．

Ｆｉｇ．３

Ｆｉｇ．４

Ｆｉｇ．５

Ｆｉｇ．６

Ｆｉｇ．７

Figs､８－９

Ｆｉｇｓ､１－３，
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