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は しが き

從來、組織切片 内 ノ結核 菌 ヤ癩 菌其他 ノ抗酸牲

菌 ノ染色法Dテ ハ、 一般 二tZiehl-Neelsen

法 叉 ハ ソノ色 々ナ攣法 ガ用 ヒ ラレテヰル ヤウデ

アル心 コ レラ ノ方法 ガ、抗酸 牲菌 ソノモ ハ 検

出 トカ観察 トカニ、 極 メテ剴切 ナ方法 デァル コ

トニ異論ハ ナ ィ。併 シ、 コレラノ染色法 デノ・、

菌 ハ赤 ク染 リ、 組織 ハ 複染色液 ノ色調 二懸 ジ

テ、核 モ原形質 モー一多少 ノ濃淡 ノ差ハ アルニ セ

ヨー青0黄 、緑或 ハ褐 色等 ノウチ ノ ドレカノー

色 二染 メ揚 ゲラ レテ了 ヒrソ ノ結果、病理組織

學的所 見 トカ、菌 ト組織 細胞 トノ間 ノ正確 ナ關

係相 トカバ、殆 ド犠牲 ニ サ レナ ケ レバナ ラナ イ

トイフ不利 ハ 認 メナ ケ レバ ナ ラヌ.デ アル カ

ラ、實際上 多 クノ場 合、同一種類 ノ組織切片 二

就 テr一 方 デハ、菌 ノ検 索 子目的 トスル2zehl-

..　.法 又 ハ ソノ類 似法 テ施 シタ染色標本 テ

作 り、他方 ニハ、組織像 ノ襯察 二 必要 ナ「ヘ マ

トキ シリン、エ オジ ン」染色法其他 華施 シタ標 本

手モ作 ツテ、 先 ヅ各別 ニ ソ レゾ レノ目的 二副 ツ

タ観察 呼行 ヒ、更 二繭ゐ相照 ラ シ合 ハ セ乍 ラ、

菌 ノ組織細胞或 ハ病壁 トノ關係等 チ窺 フコ トガ

行ハ レテヰル ガ、 づ ンナ煩項 ナ方法 ニ ヨ ツテモ

猴成績 ノ正 鵠 ガ期 待出來 ナ イコ トモ屡 ζ経験 サ

セ ラ レル トコロァ アル窃

以上 ノヤウナ不利不便 ラ避 ケル 目的 デ0組 織切

片内 ノ抗酸性 菌 テ、 先 ヅ、 石炭酸 「フ クシン」

液 デ染 メ、次 デrヘ マ トキシ リン」デ細胞核 テ染

色 シ、細胞原形 質ハ、 石炭 酸「フク シン」デ淡紅

染 サ レタ状態 ノマ ・デ観察 スル方法 モ行 ハ レテ

ヰル 眠onrich{ま},其 他 、ガ、ゴレノ・「エ オジン」染

色 デ併 用 シタ際 ノ組織 所見 二匹敵 ス可 クモナ ィ

コ トハ言 フ迄 モナ イ0ソ ノ他、同 ジ目的 デHS.

Wmis働 へ 菌 テ 石炭酸 「フクシン」デ、 細胞

核 ヲ 「ヘマ トキ シリン」デ、 ソシテ 細胞原形質

テOrangeG液 デ ソ レゾ レ各別 三 染色 スル方

法 ラ案 出 シテ居 り、叉最近 デノ・G.LFite(31ガ 、

抗酸性菌 ハ黒 青染r核 ハ褐染、結締織繊維 ハ赤

染 ソシテ筋繊維 ノ、黄 染 スル トづロノ 臼「フクシ

ン●フ遠ル ムアル デ ヒー ド」法,,ト イフ 複雑ナ染

色法 テ褒表 シテヰル。

私 ハ、・雫常観察 二 押 レテヰル トコロノ「ヘマ ト

キ シ リン、 エオ ジン」染色標 本中 二、抗 酸姓菌

テ、 紫色、紅 色以 外 ノ色素 デ簡輩 二染 メ出 スコ

トガ出來 タう、 日常 ノ結核及 ビ癩 ノ細菌墾的又

ハ病理組織學 的研 究上、病 原菌 ト病 攣組織像 ト

ノ關係或 ハ病 原菌 ノ覆境等 ノ観察追究 二、如何

ユモ便利 グ ラウ トノ考 ノ下 二、種 々實験 シタ結

果、先 ヅ っレナ ラバ ト思バ レル程度 ノ染色法ガ

得 ラ レタ ノデ、以 下 ソ ノ大要 テ紹介 シ、江湖 ノ

追試 ト批判 トラ仰 ギ タイ ト思 フ0
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抗酸性菌二射スル染色々素ノ選揮

組織 ガ「ヘ マ 〉キ シ リ ソ」ド エ オ ヂ ソ」〉二 染 メ ラv

ル ノデ ア ル カラ、抗 酸 性 菌 ハ紫 色及 ビ紅 色 以 外 ノ色 調

二染 色 サ レナ ケ レバ ナ ラナ イ ト考 ヘ テ 、先 ヅ敏 室 所 蔵

ノ多種 多様 ナ色 素 ノ ウチ カ ラ、次 ノヤ ウ ナ多 轍 ノ色 素

ヲ ト リア ゲ テ供 試 シ タ 彊

1.黒 色 系色 素:Nigr◎sin,W◎ll§chwarz,Napht◎ls・

chwanz,Janusschwarz,Aliza.rikblack-S.

2.線 色 系色 素:MalachitgrttR,Eehtgrttn,Chr◎mg・

出n,AethylgrOn,J◎dgr恥,Naphtelgrim,Smaragdg・

曲b,DiamantgrUn,Viktoriagrim,Brillantgriin,Lich-

tgrfin.

3.檀 、 黄 色 系 色i素;OraRgeG.,Methyl◎range,

OrangeI,OraRgeR,Chry§oidin,Martinsgelb,Nap・

hthylamingelb,MikadoG◎ldgelb2R

4.青 色 系色 素:Methyleablau,Nilblau,Viktoriab-

lau,Echtblau,Janusblau,Nachtblall。

以上 ノ多 敷 ノ色 素 ノ ウチ 、日常 一 般 ニ ヨ グ使 用 サ レル

モ ノデ 圓的 二適 フモ ノガ見 付 カ レバ、コ レニ越 シぶ 犠

トハナ イ ト考 へ 、 「メ チ ーVh青yカ ギマ ラ ヒット」線

等ニ ハ大 イニ 期待 ヲ カケ テ試 ミタ ガ、 ドウモ 讐 レ ラハ

染色 力 ガ比 較 的 弱 ク テ、染 色 後 封 鎮 迄 二酸 、 酒 精、「キ

シ ロール」等 ノ脱 色 性 ノア ル薬 液 ヲ通過 サ セル 機 會 ガ

多 イタ メ カ、睨 色 サ レ易 ク、 一 、 ご ノ媒 染 法 ヲ モ試 ミ

タガ ソレデ モ思 ハ シ イ成 績 ガ得 ラ レナ カソ タ.ト 雛 篇

ガ 「ト リア リ・一一/vメ タ ソ」系色 素 デ ァルNachtblau

(Grtibler)及 ビ 「オ キサ チ ソ」系 色 素 デ ア ルNilblau

(Grljbler)ノ ニ ソ ノ色 素 ヘ ソ ノ 染 色 力 ガ非 當 二 強大

デ、 ソvラ ノ純 酒 精 飽 和 液(5gr;100aq>ノ10-200a

二封yテ5%石 炭 酸 水1000cヲ 加 ヘ タ染 色液 デ 、組織

内 ノ抗 酸 性菌 ヲ加 温 染 色 ス ル レ、 酸 、 酒 精 、 「キ ジ ロ

ー〃」ノヤ ウナ脱 色 鋼 二充 分 強 ク耐 エ テ、 最 後 迄 菌 ハ

睨色 セ ラ レナ イデ濃 染 ノ マ ・残 〃 コ トガ判 ツ タ ノデ 、

専 ラ コ ノご 種類 ノ色 素 ヲ 用 ヒ テ 染 色 實 験 ヲ進 メテ行

ツ タe

染 メ方

イ、抗酸性菌 ノ染色液

「ナノ、ト」青液:原 液 く「ナハ トJ青 粉末5grラ 純

酒精100c.c.二 飽 和 サセ タモ ノ)10cα テ5%、 石

炭酸水IOOcα 二 加 ヘ タ濾紙 デ1同 濾過 シテ作

ノUo

Tニ ー ル」青液:原 液(「ニール」青粉 末5grラ 純

酒精100ca・=飽 和 サ セタモ ノ>20caヲ5%石 炭

酸水100c.c.二 加 へ濾過 シテ作 ルe

ロ、 染 メ方 ノ實際

「パ ラフィンJ切 片標本 二就 テ述 ベル
.

1.一 般 ノ「パ ラゐ ン初 片 ノ場合 ト同檬 ニ シ

テ、脱 「パ ラフィンJカ ラ1順次 脱 「キシロ・一ル」テ

行 ヒ、水洗 シテ腕酒精。

2.「 ナハ ト」青液又ハ「ニール」青液 ラモ ツテ5

火 娼上 デ加温染色1-2分 間、若 クノ、37℃ ノ艀

卵 ・器内 デ15-30分 間 染色。

3.色 素液 テ傾潟 シ、輕 ク水洗。

4.3%盤 酸 酒精 デ腕色10-30秒(組 織 ガ殆 ド

無色 ニ ナル迄>e次 デ充分 水洗。

5.Lug◎1液/沃 度1gr,沃 度 加里2gr,蒸 鰹

水300④ デ10--15分 閣 室温 彪置e輕 ク水洗。

6・ 「ヘマ トキ シリン」液 二5-13分 間 浸漬。軽

ク水 洗.

7。1先 賂酸酒精 デ5-20秒 分 別。

8.流 水 デ30分 一1時 間水洗。

9。 「エ オジン」液 デ15-30秒 染 色,輕 ク水洗、

10.濾 紙 ノ間 二挾 ンデ充分脱 水。

11.無 水 酒精中二5-15秒 。 「クvオ ソー一ト・キ

シロー ル」中二寸時(透 化 〉。

12.濾 紙 デ「ク レオソー5。 キ シロール」テ除 去

シ、直 チニ中姓 バルサムデ封鎖 スル.

ノ、v染 色所見(著 色 圏1、2、3饗 照)

組 織 ノ・普通 ノ「ヘマ トキ シリン・エオ ジン」染色

標 本 ト較 べ テ大差 ノナ イ染 リ方 デアル ガ、唯核

ガ多少紫褐色 二染 ル コ トガ屡 支アル.併 シ組織

細胞 ノ性 質、種類、核 ノ細胞構造等 ハ凡 テ普通

ノ「ヘマ トキ シリ ン・エ オジ ンJ染色標本 ノ場合

ト同檬 二極 メテ鮮 明二観察 サ レルゥ

結核菌或 ノ癩 菌 ハ紅染 原形 質 ノ内外其他随所 二

美 シク鮮 ヤ カデ濃厚 ナ「コバル ト」色二染 メ出 サ

レ、周園 ノ紅色 ト鮮明 ナ 封照 ラナ シテ(著 色圖
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滲照)、 多少浮 キ上 ヅタヤウナ 感 ジデ 眼 二映 ジ

テ來 ル カラ假令1個 々々散 在 シテヰル ヤウナ菌

デモ見逃 サ レル コ トハ ナ ク叉周園 ノ環境 ト菌 ト

ノ關係、或 ハ細胞 ノ種類、攣化 等 ト菌 トノ關係

ノヤウナモ ノモ充分 二追究 スル コ トヴ出來 ル.

尚、 染色 サ レタコ レラノ菌 ハ、石炭酸 「フク シ

ン」染色 ノ場 合二較 べテ 多少 起ク見 エル ヵラ、

乾燥 系400倍 程 度 ノ籏大率 デ鏡検 シテモ孤在菌

迄 モ ガ明 カユ探 シ出 サ レル登從 ツテ油浸 系ニ ョ

ル鏡検 ヨ リモ遙 ヵ二短時間 デ充分 二全視野 二亙

ル菌 ノ検 索 ガ可能 デ アル.

菌 ノ断 裂型 ヤ穎粒 モ、 本染色法 デ観察 ・ヘル コ ト

ガ出來 ル。但 シ、穎粒 ハ菌罷 ガ彊 ク濃染 シタ際

ニノ、可成 リ認 メ難 クナル ヤウダ.

爾 、石炭酸 「フ クシン」染色 デ断裂型 ノ菌 ガ多撒

見 エルヤウナモ ノデモ、 コVテ 「ナハ ト」青 デ染

メテ見 ル ト完全 ナ桿菌歌 ノモ ノガ多藪 ラ占 メテ

ヰル コ トガ アル壁 コ レハ前者 ノ染色力 ガ弱 イタ

メニ菌艦 ノー部 ガ充分 二染 ラナ イ結果 ガアラウ

ト考 ヘ ラ レル ノデアル ガ、 コンナ コ トハ病竈部

ノ抗 酸性菌 ノ形態 ト病期 トノ關係 等 ニ ツイテ研

究 スル 際 ニ ハ充分注意 サ レネバ ナ ラヌ コ トダ

ラウ.

二、染色上 ノ注意事項 ソノ他

1・``染 メ方"二 於クル、凡テノ操作時間ハ、組織切

片 ノ厚サ、菌 ノ種類、 室温、「ヘマ トキシリン」及ビ

「エォヂソ」ノ染色カー癖二等 ノ如何 ニ ヨツテ適宜加

減サレナケレパナラヌコトハ無論デアル瀞

2.本 法ニヨル染色標本中 ノ抗酸性菌ハ、人癩菌 ノヤ

ウナ最モ脱色セラレ易 イモ ノニ於テモ、染色後今 日デ

既二2ケ 月ニナルガ、染色直後二較ベル ト多少ハ脱色

サ レテハヰルモノ・、爾比較的繊〃保存サレ、充分観

察二堪 エノ職 態 デアル。 コレへLug◎1液 二欝ノ嘘

置 ノオ蔭デアソテー ノ礎置 ヲ省略 シタ場合ニへ 最

モ脱色サv難 イ結核菌デモ40日 後ニハ可成 リノ程度

迄脱色サv、 人癩菌 ノ如キハ2週 間後ニハ既二殆 ド全

ク脱色サレルポ

Lugol液 ノ代 リニ、10%食 盤水 ヲ以テ30分 位盧置 シ

テモ相當 ノ程度迄所期 ノ目的ハ達セラレル.

短時日ノ保存 デ、 コト足 リルヤウナ場合 ニハ勿論

Lugol液 叉 ハ食 唖 水 ニ ヨル塵 置 ヲ省 略 シ テ モ ヨイ。

3・ 「ニ ー ル」青 二 比 シ テ、「ナ ハ ト」青 ノ方 が染色 力 ガ

強 イ カラ、 人 癩 菌 ヲ染 メ ル時 二 ・・コ レヲ以 テ、火 熔 上

ノ加 温 染 色 デ ノ・2分 間 、 血 温 ニ ヨル 染 色 デ ハ30分 間

以 上 染 色 シ タ方 ガ安 全 デ アル.若 シ「ニ ール 」青 ヲ用 ヒ

〃 場 合 ニ ハ 、ヨ リ永 イ染 色 時 間 ヲ與 ヘ タが ヨ イ.結 核

菌 及 ビ鼠 癩 菌 ハ ザニ ーノ偽 青 デ モ ヨク染 ・㌧ コ ノヤ ウナ

差 ハ、コ レヲ三 菌 ノ被 染 性 ノ強 弱 二 基 ク モ ノ トミル ヨ

リモ、 ム ジ 覆、ソ レラ ノ脱 色 齊ト 封 ス ル抵 抗 力 ノ差 二

因 ル モ ノ ト考 ヘ タ方 ガ委 當 ノヤ ウデ アル。種 々賓験 ン

テ封 比 シタ結 果 、 脱 色 鋼 二樹 シ テ 最 モ強 ク 耐 エル ノ

へ 結 核 菌 デ、 次 ガ鼠瀬 菌 、最 モ 弱 イ ノガ人癩 菌 トイ

フ成 績 ヲ得 タ.

4.「 ヘ マ トキ シ リン」ニ ヨル 染 色 時 間 ハ 問 題 ニハ ナ

ラ ヌ ガ、「エ オ ヂ ン」液 殊 ニ ヂェ オ ジ ソ」酒 精 液 デ ノ染 色

時 間 ハ、 許 サ レル 範 園 内 デ 短 縮 ス ル コ トガ 肝 要 テ ア

ル 。何 故 カ トイ フ ニ、第 一 二「エ オ ジ ン」酒 精 液 二永 グ

染 色 標 本 ヲ浸 シ テ オ ク ト、青 染 ジタ菌 ガ多 少 二不 拘 脱

色 サ レル懸 念 ガ ア リ、第 ニ ニ 「エ オ ジ ン」染 色 時 間ガ永

ク テ 「エ オ ヂ ソ議ガ著 キメ ギル ト、稀 酒 精 ヨ リ漸 次 濃酒

精 ヘ ト段 々二移 シ テ、脱 水 ト共 二除 分 バ エ オヂ ン」ヲ

除 去 シ ナ ク レバ ナ ラナ クナ ル ガ、ソ ノ際 菌 モ少 シツ ・

脱 色 サ レル コ トヲ免 ン得 ナ イ筈 ダ カ ラデ ァル 。

5・ 標 本 ノ封 鎮 ハ、Lugo1液 麗 置 ヲ行 ソ タ染 色標 本 デ

ノ、中性 「バ ル サ ム」デ行 フ}、 歯 ノ脱 色 ガ最 モ緩 徐 ダ カ

ラ、 安 全 デ アル 。多少 成 績 ガ劣 ル 場 合 モ アル ガ コ レ ト

大 差 が ナ イ コ トガ 多 イ「チ エ ー デル ソ」油 ヲ 代用 メ ル

コ トモ 許 サ レル 。Lug◎1液 慮 置 ヲ 省 略 シ タ 標 本 デハ

中性 「バ ル サ ム」ヨ リモ ザチ エ ーデ ル ン」油 ノ 方 ガ 菌 ノ

脱 色 ガ遅 イ カ ラ後 者 デ 封 ス 可 キ ダ.・

酸 報 「バノレサ ム3ノ・何vノ 場 合 デモ2-・3日 デ菌 ヲ脱色

サ セル カ ラ使 用 嚴 禁 デ アル.尤 モ、鼠 癩 肉芽 ノ様 二細

胞 内 二菌 ガー 杯 詰 ツテ ヰ テ、組 織 像 ノ親 察 二支 障 ガア

ル ヤ ウナ場 倉 ニ ハ、同 一 種 類 ノ組 織 切片 ヲー 赦 載 物硲

子 面 ノニ ケ所 二別 々二貼 リソ ケ、前 記 ノ方 法 デ 染 色 シ

タ 後 、 一 方 ハ 中性 「バ ル サ ム」デ 封 ジ、 他 方 ハ酸 性 「バ

ル サ ム」デ 封 ジテ 置 ク ト2-3H後 ニ ハ 後 者 ノ・菌 が完

全 二脱 色 サ レテ 了 フ カ ラ、コ レニ 窃ツ テ仔 細 ナ組 織 學

的 襯 察 ガ 可能 トナ リ、前 者 ニ ヨツ テ菌 ノ駿 況 及 ビ菌 ト

環 境 トノ間 ノ關係 モ窺 フ コ トガ 出 來 ル カ ラ重 賓 デ ア

ラ ウ継
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the nature of the antigen. This is because the antigen used for the  complement-fixa-
tion test serves our purpose better in proportion to the weakness of its anti-complementary 
reaction, namely the width of the useable dose of antigen. (By the author.) 

         The " Three-Colors Method " of Staining Acid-Fast Bacilli 

                         in Paraffin Sections. 

                              By 

                         Assist.  Prof. Dr.  Kaorn Urabe. 

 From the Bacteriological Department (Prof. Dr. T. Toda) of the  Kytishii 
                         Imperial Imperial  University, Hukuoka, Japan. 

    The following method is given by the Author and is found to be the reliable means 
of staining acid-fast bacilli in sections. 

 Method  : Begin with sections dry and adherent to the slide. 
Then treat in the followingway: 

   1. Place in xylol•...... 1minute 
    2. Second jar of xylol.......... 1 minute 

  3. Alcohol, absolute  1 minute 
  4. Alcohol, 95%  1 minute 
  5. Alcohol, 80%    1 minute 
 6. Water  1 minute 
 7. Stain in, Nachtblau (Gruebler) 0.5 g., alcohol  abs. 10 cc., phenol crystals 5,0 g. 

and distilled water to make 100,0 cc., or Nilblau (Gruebler) 1,0 g., alcohol abs. 20,0 cc., 

phenol crystals 5,0 g. and distilled water to make 100,0 cc., at 37°C for from 15 to 30 
minutes, or steam for from 1 to 2 minutes. The longer periods are recommended for 
lepra bacilli. 

     8. Wash in water 
     9. Decolorized in 1%Hcl-alcohol  ..  ,  1 2 to 1 minute (until blue disappears) 

    10. Wash  thoroughlp in water 
    11. Place inLugol'sfluid...10to15minuteatroomtemperature 

   12. Water..:...........1/2 minute 
     13. Stain in hematoxylin.....................5 minute or longer 

   14. Decolorize in 1%Hcl-alcohol  10 to 15seconds 
    15. Wash in runningwateruntilhematoxylinisblue,usually....30 to 6minutes 

  16. Stainineosin  15 to 30 seconds 
     17. Water......,....................... 1/2 minute 

   18. Blot with filter paper 
    19. Dehydrate in alcohol,  absolute  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .  .10 seconds 

  20. Clear in xylol   5 seconds 
    21. Blot with filter paper and mount in neutral balsam. 

    By these staining procedures acid-fast bacilli (tubercle bacilli as well as human and 
rat leprosy bacilli) stain clear beautiful marine blue, nuclei brown-violet and the cyto-

plasm  red.  ;Author's  abstract.;




