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  The TTC－test has been utilized for qualitative demonstration of a significant bacteriuria but

not so widely because of its disadvantages such as a high threshold value to be， positive and

inavailability of quantitative expression． ln view of these points， a standard curve was made

from the number of bacteria and the amount of formazan produced by reduction of TTC．

Formazan was extracted with ethyl acetate and determined colorirnetrically at 480 mpt． ln

clinical cases， the bacterial counts by this standard curve correlated well with the counts

determined by quantitative culture． The TTC test might be utilized as a quantitative evaluation

of bacteriuria，

 尿路感染症の臨床上尿中細菌の定量培養が重要であ

ることはよく知られているが，その操作が煩雑なた

め，これに代って日常臨床において簡易に一定量以上

の細菌が存在するかどうかを判定する目的でTTC－

testが開発された．一時はその試薬が測定セヅトと

して発売されるまでになったが，繁用されるに至らず

現在ではほとんど使用されていないようである．その

理由の一部はこのテストが定量性を欠いており，とく

にいちおう尿路感染症の病因菌判定基準とされている

105／m1程度の菌数では肉眼的判定がむずかしくなる

点にあると考えられる．われわれはTTC－testにお

いて，生じた色素を抽出し比色することにより，あら

かじめ作製した標準曲線から菌数を判定する方法を試

みたので報告する．

方 法

 Simmons and Williarns1）の方法に従って， TTC

（triphenyl tetrazQlium chloride）750mg をNa2

HPO4の飽和溶液100 mlに溶解しstock solutionと

した．working solutionはstock solution の4

m1をNa・HPO・飽和溶液にて100 mlに希釈して作製

した．けっきょくTTC O．3 mg／m1の濃度のNa2

HPO，．飽和溶液がTTC試薬になるわけである．

 1）標準曲線の作eq ： Escherichia coli O55株を純

培養したものを8段階に希釈しそれぞれ定量培養法に

より菌数を調べる一方，TTC試薬0．5 mlをこれら

試料2．Ornlとともに24時間incubateし，発生した

formazanを酢酸エチル3．Orn1を加えて振とうし分

離抽出した．formazanの酢酸エチル層への移行はき

わめて容易である．これを光電比色計（波長480皿μ）

にて比色し，菌数の指数を横軸にFig。1のごとき標

準曲線を作製した．

 2）臨床例における丁数測定：E．coliによる急性

膀胱炎15例の尿中菌数を定量培養法で測定するととも

に，尿2．OmlにTTC試薬0．5mlを加え24時間

incubateし，発生したformazanを酢酸エチル
3．Omlにて1）と同様抽出し比色をおこなった1この

吸光度から，上記標準曲線により相当する節理を読み
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とり，定量培養法の結果と比較した．

結 果

高橋・福山：TTC testの定量化

 Fig．2はTTC試薬により発色せしめた状態であ

るが，6×105／ml程度以上の菌数では肉眼的にも発色

は明らかであった．Fig．3は酢酸エチルによる色素

の移行状態を示したもので，bの試験管にみられるよ
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   Fig． 1． Standard curve．

うな発色が酢酸エチルとの振とうによって容易に。の

試験管のように上層の酢酸エチル層に移行する．Fig．

1のようにE．coli O，，株についての標準曲線を得た

が，酢酸エチルによる抽出をおこなわずそのまま吸光

度を測定した場合（Fig．1の破線）には106／m1以

下の計数では適当な勾配が得られなかった，Tableに

E．coliによる急性膀胱炎15例について定量培養法に

よる菌数とTTC・testによる菌数測定結果の比較を示

した．定量培養法に対し，菌数が比較的少ない場合に

はやや誤差が大きくなるが，ほぼ良好な一致をみた．

Fig，4にTableに示したデータにより， TTC・test

の吸光度に対応して定量培養法による菌数をとり点に

よって示した．この点を通る水平線と標準曲線との交

点までが誤差ということになるが，これら各点はほぼ

標準曲線に沿う傾向が認められる．

Table E． coli性急性膀胱炎15例の尿中菌数

No． 定量培養  TTC－test 差

開聞騨騨

Fig．2．各種菌数でのTTC－testによる発色状態

嗣覇『

．毒

        Fig． 3．

a．原    尿

b．TTC・testにより発色した状態
。．重回した酢酸エチル層（上層）への色素の移行

1 864×104／m1 915×104／m1 （＋）51

2 74Q 850 （＋）110

3 540 660 （＋）120

4 524 560 （＋）36

5 446 540 （＋）94

6 440 440 O

7 128 190 （＋）62

8 120 140 （＋）20

9 120 192 （一）28

10 118 185 （＋）67

11 92 85 （一）7

12 86 100 （＋）14

13 66 56 （一）10

14 62 84 （＋）22

15 24 50 （＋）26

（十） ： overestimation

（一） ： underestimation
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Fig． 4． Standard curve and 15 clinical cases．



考 察

高橋・福山：TTC testの定量化

 さきにも述べたように，従来のTTC－testがその簡

便性を喧伝されながら一般に使用されるに至らなかっ

たのは，その定量性の欠如「と，105～2×105／ml程度

での判定に問題があるためと考えられるが，本法では

この二点についてまず問題ないと考えられる．

 酢酸エチルによる色素の抽出についてをむ2～3分

の振とうにより全く容易かつ完全に抽出される．また

尿中の他の色素の移行も多少あるが，波長480～600

mμの聞ではほとんどformazanの比色のじゃまに

はならない，Fig．5に示すようにtriphenyl for一
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m1以上なら94％陽性率が得られ，1Q5／ml以下なら

2％陽性率であったとしている．ここで起こる当然の

疑問は，菌数が連続的に減少する場合に，還元力の減

少につれてformazanも連続的に減少するわけ『であ

るが，はたして菌数105／m1を境にして肉眼で陽性と

陰性を画然と．判定しうるものか．どうかという点であ

る．実際上は105／m1の境界線前後の症例は少ないか

もしれぬが，少数の回数においても，その還元力に応

じたformazanは生じているはずであるから，陰性

症例がよく観察すれば陽性であったというようなこと

も起こりうるわけでs肉眼判定に対する疑問は残るわ

けである．このような方法の成績が区々であるのも原

因はそのような点にあると思われるが，本法のように

色素を比色すればその点の問題は全くない．．

 TTC・testを用いて標準曲線から法数を算定する方

法は，定量培養による菌数との一致およびその簡便さ

から，じゅうぶん実用になる方法であると考えられる

が，E． coliの一つの株について検討したのみである

ので，実用化のためには向後さらに，各種尿路感染症

起炎菌のTTCに対する還元力の検討がなされねば

ならない．

300 400 500

Fig． 5．

600

mazanの吸光度は波長500～600 mμにピークがあ

り，いっぽう尿そのものの酢酸エチルによる抽出では

450 mPt以下の波長でいくらかの吸光値を示す．．した

がってわれわれが用いた480mμの比色でも支障は

ないが，500 mPt台の波長ならさらに安全と考えられ

る．尿をそのまま比色計にかけると600mμ程度ま

で吸光値を呈するので，抽出をおこなわず尿をそのま

ま比色する場合には，濁度も加わって正確な比色にな

らない危険がある．

 尿培養法以外の尿中細菌検査法としては TTC－

test， catalase試験， Griess nitrite testなどの生物

学的方法があるが，これらのなかではTTC－te＄tが一

時期最も普及したようである．これらの方法の成績を

文献的に比較すると． CGagnon et al．2）の方法による

catalase試験の陽性率は60．7～95％3～5）， Griess

nitrite testは28～97．4％6・7）， TTC－testは65～94

％1・8’・le）と報告されており，いずれもかなり区々の成

績である．TTC－testはWundt（1950）11）により開発

され，Siエnmons and Williams（1962）1）が発展せし

めた方法であるが，Sirnmonsらの方法によれば，細

菌の還元により生じた赤色のtriphenyl formazanを

含む沈殿物を裸眼でみて判定する場合に，細菌数105／

要 約

 従来TTC－testは尿中細菌の有意の増加に対する

定性的検査として利用されていたが，陽性にでる閾値

が高いことおよび定量的表現ができない，などの不利

のため繁用されるに至らなかった．これらの点にかん

がみてわれわれはTTC－testの定量化のため，細菌数

とTTCの還元により生じたformazan量との間の

標準曲線の作製を試みた．formazanは酢酸エチルで

抽出し，480 mPtにて比色定量したeこの標準曲線に

よる菌数測定結果は，臨床例において，．定量培養法に

よる測定結果と良好な一致を示した．

 本論文の要旨は第32回日本泌尿器科学会東部連合地方会

（1967年10月．28日），第18回日本泌尿器科学会中部連合地方

会（1967年11月3日）において発表した．． g田教授のこ校閲
を深謝する．
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血  ’尿
排尿困難
’書非尿痛
尿意頻数．

抗アレルギー作用
  圭完炎症イ乍用
に
  上皮賦活作用
  CPP麟魍抑制作用

のある

〉特発性腎出血，急性出血性膀胱炎（小児出血性頻尿

症）の血尿，術後出1血をすみやかに消失させる。

〉血精液症ないし出血性精嚢炎の血精液を消失させる。

〉アレルギー性および非細菌性尿道炎の尿糸，炎症を

消退させる。

〉急性膀胱炎，前立腺肥大症に伴う排尿困難，排尿痛，

尿意頻数，残尿感を消退させる。

夢里7噛細頸ミ／7ア岡ゲγ
 包装 2mnO管・100管，5ml 5管・50管，20ml 5管・30管 健保薬価 2ml 26円，5ml 34円，20ml 139円

M5058 文献御申越先 ミノファーゲン製薬学術部 〔〒107〕東京都港区赤坂8の10の22（ニュー新坂ビル）

レ適応症

特発性腎出血，急性出血性膀胱炎

（小児出血性頻尿症），急性膀胱炎，

急性膀胱尿道炎，非細菌性尿道炎，
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