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工 藤 祐 是

結核予防会結核研究所(所 長 隈 部英 雄)

工 藤 禎

国立療養所清瀬病院(院 長 島村喜久治)

受 付 昭 和51年8月7口

緒 隣

結核菌菌体内異染部分に関してはMuch1)2)以 来多数

の研究があり,現 在 もなお菌の発育過程との関係や,そ

の生物学的意義についての報告は枚挙にいとまがない。

結核菌の顆粒といわれるものは,非 染標本,チ ール ・ネ

ールゼン渠色,さ らに各種の細胞化学的染色法によつて

も見出され,こ れ ら相互間の異同について も論ぜ られて

いるが,狭 義にはグラム陽性顆粒すなわちMuchの 顆

粒を指す場合が多い。

この顆粒を染め出す手技 としては,創 始者Muchか ら

Weiss5',Fontes4)更 に最近では隈部5)の方法に至る多 く

の ものが知 られてい る。しか るにこれ らの方法はZ-N

法 に較べ ると操作がやや繁雑で,安 定した成績を得るに

は熟練を要する。よつて,よ り簡便確実な方 法 を得 べ

く,従 来の方法の各因子をそれぞれ検討の上,総 合 して

以下の一案を得た。本法は昭和25年11月 文部省科学研究

綜合結核研究協議会に概略を発表し,そ の後今日まで常

用して好成績 を収めているが,今 回はその基礎的検討の

過程と,本 法によるご,三 の知見を併せて報告 し,御 追

試 と御批判を仰 ぐ次第である。

なお,こ の顆粒染色は結核菌の質的検索の一つとして

結核症の経過や治療効果判定の資料 とな りうる。特に化

学療法における喀痰や肺組織中の結核菌の形態変化を追

求するに,今 後益々必要な手技になると思われる。

実 験

1.染 色法の検討

最初Muchは 結核菌にグラム染色を施し,こ の顆粒

を検討したが,球 菌のそれよりも強力に行う必要を認め

た。さらにWeissはMuchの 方法のメチール紫液を石

炭酸フクシン液に混じて抗酸性染色 との二重染色を考案

した。またFontesは,こ の同時染色を別々に分け,メ

チール紫をクリスタル紫に替えた。隈部は組織内結核菌

で,石 炭酸の代 りにアニリン水を推奨した。他の方法 も

すべて原理は同一で必須の因子に要約す ると,石 炭酸 フ

クシン液および石炭酸パラロザニリン色素液(メ チール

紫,ク リスタル紫,ゲ ンチアナ紫)で 染め,こ れに沃度

液をかけ(沃 度化),そ れを一ないし数種の脱色剤で脱

色,水 洗,後 染色(行 わない もの も多い)と いう順序で

ある。それで,こ れ ら各因子別に最適条件を見出すべ く

実験を行つた。

方法としては,培 養菌液,喀 痰および組織切片中の結

核菌の各方法による染色状態を,顆 粒の濃 さならびに鮮

明さ,菌 体抗酸性の強さならびに紫色調の残存程度,お

よび標本面の脱色状態の各点について比較検討 した。

イ.脱 色剤;石 炭酸フクシン液 と石炭酸 クリスタル紫

液を3:1に 混 和した液で加温染色5分,ル ゴール液を

かけ室温に5分 後,次 の各脱色剤で30秒,1分 およびそ

れぞれの標本に応 じて色素の流出しなくなるまでの各時

間を較べた。

被検脱色剤は3%塩 酸アル コール,1%塩 酸 アル コー

ルおよびそのおのおの とアセ トンを1:1,2:1,3;

1に 混 じたもの,さ らに対照 として,Weissの 法(5%

塩酸 水,3%硝 酸水,ア セ トン,ア ル コールを別々に使

用),Fontesの 法(ア セ トン・アル コール混和液)を 用

いた。

以上のうち,3%お よび1%塩 酸アルコールとアセト

ンをそれぞれ1:1な い し2:1に 混 じた ものが最 もキ

レイな標本を与え,Fontesの 法 がこれに次いだ。 また

塩酸の濃度は3%で も1%で も大差ないが,塩 酸を加 え

ないと脱色が悪いし,塩 酸アルコールだけで も紫色調の

抜けが悪 く,ア セトンはどうしても必要である。脱色時

間は劃一的に決めずに色素の流出しなくなるまで としな

いと,標 本によつて甚しいムラが起 る。

ロ.石 炭酸 フクシン液と石炭酸クリスタル紫液の混合

比;1:1,2:1,3:1,4:1,5:1の 混合液で染め,

沃度化,3%塩 酸アル コール ・アセトン(2:1)脱 色 の

方法で比較し,2:1な い し3:1の 割合が適当であるこ

とを知つた。 しか し混合液で染めると,Fontes法 の よ

うに別々に行 う場合に比べ,抗 酸性の色調がやや薄い欠

点がある(後 述)。

ハ.沃 度化;ル ゴール氏液の沃度がパラ・ザニ リン色

素 と結合して,ア ルコール不溶性の沃度パ ラ・ザニリン

を形成す るといわれ るが,こ の際加温によつてその結合

を促進せしめようとして,3;1混 合液で染めた後,ル ゴ
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ール液を室温1,3,5,10分 間および弱加温30秒,1

分,2分 間の各時間かけて沃度化を行い,2:1脱 色剤で

脱色した各標本を比較す ると室温1分 では明 らかに不十

分であるが,3分 以上ではほとんど差がなく,さ らに加

温すると,30秒 で も十分な効果がえられた。

ニ.沃 度 と脱色剤の混合;す べて操作の回数を少なく

す ることは,時 間が経済であるばか りでなく,成 績を不

安定にする因子を少な くすることになるので,沃 度化 と

脱色 も同時に行えれば好都合である。この点についてZ

-N法 に沃度を併用 している方法がある6)の で,こ れに

用い られてい る沃度加脱色剤に更にアセ トンを加えたも

のと,他 に工夫したものを試用した。

処方a)15%塩 酸水50b)沃 度0.2

純 アル コール50塩 酸3.

沃 度 丁 幾25ア セ トン100

ア セ ト ン50

その結果,以 上のような方法 も必ずしも不可能ではな

いと思われ る。a)の 処方では脱色,沃 度化を別々に行

うよ りも,む しろ菌体および顆粒が濃 く染まるが,色 素

粒の沈着により標本を汚し易い。このことは組織中の顆

粒状菌を染める場合に大 きな欠点となる。b)は 顆粒 も

菌体 も淡染して不適当である。したがつて,や はり別々

に行 う方が良い。

ホ.後 染色;以 上の検討はすべて後染色をせずに行つ

たが,菌 浮游液の場合を除き後染色は必要と愚われる。

よつて10倍 稀釈レフソル氏 メチーレン青液,0.1%マ ラ

カイト緑水溶液,1%ピ ク リン酸水溶液のおのおのにつ

いて種 々の時間で比較 した。結局,1%ゼ ク リン酸水溶

液で5秒 間染めるのが最 も適当であつた。その他は幾分

かは菌体を再び染めるため,顆 粒の鮮明さが低下する。

へ。再び色素混合比;ロ に述べたように混合法では抗

酸性染色が弱い。 これはフクシンが更に加 えられる石炭

酸クリスタル紫によつて稀釈されることも原因ではない

かと思われる。それ故に石炭酸 フクシン液に,直 接クリ

スタル紫のアルコール冷飽和液を加 えることとした。石

炭酸 フクシン液100ccに 対 してクリスタル紫液0.1ccか ら

2ccに至 る0.1cc間隔の各濃度を比較するにおおよそ0.566

ないし1cc位 が適当であつた。

この際 クリスタル紫が少ないと顆粒は淡 く小 さ くな

り,多 ければ顆粒は大 きくなるが,他 の菌体部分 も紫色

とな り,顆 粒が不鮮明となる。 この方法によつて前述の

抗酸性染色の淡染はかな り救われるが,一 般にZ-N法

に比べ るとやや薄いように思われる。 これには顆粒が濃

染 されるための対比的な見掛け上の現象 も加 わつ てい

る。

ト.パ ラロザニリン色素の選択;以 上よ り一案をえた

が,さ らに本法に用いるべ きパ ラロザ ニ リ ン色素の う

ち,よ り適したものを求めるため,以 下の比 較 を行つ

表

た。すなわち表に示 した各色素をそれぞれ化学天秤で秤

量し純アル コール100ccに 対 し79の 割に加えて,振 盪混

和し密閉して3目 後その性状を比較観察 した。 この液の

上清1ccあ て をメルク製フクシンと化学用石炭酸により

作 られた石炭酸フクシン液10060に 加 えて濾過 した染色

液で型通 りに菌液および喀痰を染色した。成績は表に示

した通 りであるが,こ の うち幾分優れていると思われる

ものはBの メルク製 クリスタルヴィオレットで,他 の も

の も大体において使用しうる。ただゲンチアナ紫はその

本来の色調に赤味があるので,重 染色には避けた方が良

い。よつてクリスタル紫またはメチール紫が用いらるべ

きである。また純アル コールに対する溶解状態には幾分

差があつて も必ずしも染色結果 とは併行しないし,外 国

製,和 製の差 も特に強調する程ではなかつた。

II.顆 粒染色法の一案

以上の基礎的な検討より以下の方法を考案 した。

試薬;

A液 石炭酸 フクシン液100cc

(型通 りのチール氏液)

ク リスタル紫またはメチール紫純アル コール

飽和液1cc

(7g/100ccの 上清)

以上を混和後,濾 紙濾過

B液 ルゴール氏液
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(沃度加里2,沃 度1,水300)

C液3%塩 酸 アルコール2容

アセ 卜ン1容

以 上を混和

D液1%ピ ク リン酸水溶液

操作;

菌液は卵白がリセリンで接着,細 織切片は脱パラフィ

ンを行い湿つたままで,喀 痰 その他の臨床材料はできる

だけムラなく塗抹.乾 燥,固 定してわく。

1.A液 を満載3な いし5分 間加温(少 し強 目に),

2.A液 を捨てB液 をかけ30秒 間軽 く加温,3.B液 を

捨て,C液 をかけ標本を揺 り動かしなが ら色素の流れ出

なくなるまで 脱色4.水 洗後D液 で5秒 間染色,水

洗,乾 燥.

注意;

1)染 色 液は十分量用い.操 作途中で乾か さないよう

にする.2)A液 の染色後軽く水洗 しても良い。3)B

液 に よつてできる金属光沢ある膜を標木面に附着 させぬ

ようB液 で洗い流す。4)脱 色水洗後,標 本面は白また

は淡紅色である。不十分ならげ脱色を繰返して良い。

5)菌 液の場合は後染色の必要はない.6)検 鏡 は強口

の人工光線を用い,倍 率は油浸対物に接限×10位 が望ま

しい。

検鏡所見;

標本は全体 として淡い黄色調を帯び,喀 痰や組織切片

では細胞その他がすべて黄色に染まつている.そ の中に

淡紅ないし濃赤色の菌休に1な いし数個の暗紫色の顆粒

を有す る結核菌がみ られろ。

本法で結核菌を染 めると,菌 体がZ-N法 の場合よ り

もやや大 きくみえる。しかし実際 に計測すると,両 者間

の長さには大差がないが,本 法では幅が幾分増 して い

る。これは石炭酸フクシンのみで染め沃度化を行つて も

同様な結果をえることから,沃 度化色素の沈着 にようも

のと推定される.ま たZ-N法 で淡染ないし染まらない

Fig.1 部分 にも本法では菌体が染

め出されろ場合がある。す

なわちZ-N法 で染めて,

間隙を認める菌体 を マ ー

クして,本 法で再び染める

と,連 つた一個の菌体であ

ることが証明きれた例に時

Ziehl's Stain this methodに 遭遇する。(図1)

本法 による顆粒は,Weiss法 およびFontes法 に よ

つて染まるものと全 く同一である。

顆粒は菌体の随処に現われ,甚 しい大小不同がある。

一個の菌体上の顆粒の位置とその大小との問には何等の

関連性がなく,顆 粒相互間の間隔 も全 く不定である。

また顆粒は菌体幅の中央にあるとは限 らず一側に偏て

みえるものがむしろ大部分である。そしてしばしば菌体

側縁よりも外ヘハミ出している。

IV.本 法 による二,三 の実験

1.顆 粒の脱色による縮小について

方法;人 型菌,陸F,KH1の 菌液および患者喀痰中

結核菌2種 の塗抹標木を準備 し,本 法により染めろ.検

鏡 して適当な結核菌を求め,こ れを中心に,マ ルキール

・アパ ラー トで印をつけ,ツ エデル油を除 き,3%塩 酸

アフレコール ・アセ トンで2へ5分 位強力に脱色する。再

び同一の個所を観察後,き らに脱色を繰返すか,本 法に

よつて再び染色する。

成績;染 色 きれた顆粒は,脱 色を再び強く行 うことに

よつて縮小する、特にその小きいものは全 く消失して,

顆粒の数が減少する.し か し大なるものは脱色操作の繰

返のみによつては,完全に不可視にすることはできない.

このよ うにして一部の顆粒の消失 した菌を再度本法で染

めると,以 前あつた場所あるいは多少ズレて,顆 粒が再

び染め出される。

考察;以 上の所見は,こ の顆粒がなん らかの物質に色

素が滲透染着 しているのではな くて,あ る核になるもの

の上に沈着し,桜 膜を形成していうと息われる.よ つて

脱色操作により色素被膜が外層よ り除去され 縮小し,き

らに消失 し,こ れを再染すると同一部位に再び色素が沈

着してくるように考えられる.す なわら染色により現わ

れた顆粒は被染物質の実際の大 ききを示すのではなく,

色素被膜の大 ききを現わしていろのであろう,(図2)

Fig.2

I Exp. II Exp.

stain

Decoloration

Re-stain

2.Z-N法 に よる顆粒状濃染部分との関係

方法;陳 旧培養菌や病的材料中の結核菌をZ-N法 で

染めると,し ばしば濃淡不正の像を示 し,濃 染する部分

は顆粒状にみえる。したがつてこのような結核菌を前述
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のよ うにマークし本法によつて再染色を行つた。

成績;Z-N法 による顆粒状の部分にはほとんど例外

なく,本 法による顆粒が出現する。しかしその中間の部

分にも微小なムッフ氏顆粒がしばしば存在す るので,両

者のすべてが一致しているわけではない。また位相差顕

微鏡による生菌の高密度部分 も一部はムッフの顆粒と一

致す るが一致しない もの もあ り,こ れら三者の関係は甚

だ複雑であつて一貫した原則は見出せない。

3.休 止菌における顆粒の増減

方法;ソ ー トン培養の結核菌菌膜を水で数回洗滌し,

これより結核菌水浮游液を作つて室温に放置し,一 部を

とつて定期的に本法で染色した。そして菌 を200個 み

て,そ の中の顆粒数を算定した。

成績;図3に 示すように一個の結核菌にある顆粒数の

分布を日を逐つて算定すると,一 般に徐々に増加の傾向

があり,さ らに日を経ると逆に減少する。すなわち結核

菌の顆粒は菌の増殖しない状態においても増加 しうる。

後に減少す るのは,菌 体の断裂(こ のことに関しては前

報 に詳述した7)す るために一個の菌体上の顆粒が減少

するのであつて,顆 粒の絶対数が減つたものとは思われ

ない。

Fig.3

Number of granule on unity cell

I Exp

II Exp

考察;顆 粒は菌体内に始め一様に分布していたある特

定の物質が数個処に凝縮することによつて形成されるよ

うに思われる。この機転が菌が発育を止め老化に陥る過

程に も,さ らに続けられると推定することにより以上の

現 象 が 証 明 され る7)。

4.抗 酸 性 菌 の 各 菌 株 に お け る顆 粒

方 法;以 下 の各 菌株(保 存株 は1%KH2PO4培 地,臨

床 株 は3%KH2PO4培 地 に4週 培 養)を 塗 抹 し て本 法

で 同 時 に染 色 し た。

菌 株;人 型 結 核 菌一KH1,H37Rv,陸F,SF,青 山

B,DT,C,Pn,芝 野,辻 本,H37Ra,KH1-SM

∞,KH1-INH100,― 牛 型 結 核 菌 ― 大 井,弁 天 舎,

大 宮,牛 金 沢,芝23,屠 牛,263,三 輪,RO,R14,

― 鳥 型 結 核 菌 ―AV ,AVT,― 抗 酸 性 雑 菌 ―(白 色)モ ル

I,モ ルII,モ ルIII,14,21,(有 色)1～13,15～20

22～27,― 癩 菌 ― 全 生 園 よ り分 与 せ られ た結 節 癩 の 上 陣

部 結 節 よ り作 つ た 塗 抹 標 本,― 臨 床 材 料 ― 患 者 喀 痰,20

名 分 。

成績;

イ.染 色状態には多少の差があるが,被 検材料のすべ

てに本法による顆粒が見出された。すなわちすべての抗

酸性菌は顆粒を有すると考えられ る。

ロ.顆 粒の性状は菌型と直接の関連はないが,一 般に

集落のR型 の ものに明瞭かつ濃 く染出され,湿 潤で柔い

S型 の場合には淡い小さな顆粒が多数み られる。それ故

に人型,牛 型結核菌と鳥型結核菌,抗酸性 雑菌の大まか

な区別は認め られる。

ハ.抗 酸性を失つた菌を多 く含む菌株 にお け る観察

で,そ の菌が元来抗酸性菌であつたならば,抗 酸性 を失

つて もなお,顆 粒が認められるという事実を知ることが

できた。

ニ.人 型結核菌の 保存株 を試験管内でSM100,000/

とINH100γ の耐性にした もので も,原 感性株 との間

に顆粒の特別な差を認めない。また臨床的に獲得された

喀痰中の耐性菌について も同様である。

5.顆 粒はか熱固定を行わない標本ではしばしば不明

瞭のことがある。結核菌を加熱すると顆粒はむしろ明瞭

かつ濃 く,数 も増加する。

流動パラフィン中で抽出した死結核菌の菌体をエーテ

ルで洗い,本 法を実施すると抗酸性は十分保持 されてい

るにかかわらず顆粒は全 く染まらなくなる。

結 語

結核菌顆粒染色法を分析的に検討し,最 適条件を見出

し,そ の結果 を総合して,簡 便,確 実な一 法 を考 案し

た。

本法を用い二,三 の実験を行つた。その結果顆粒は菌

体内に始め均蜂に分布していたある物質が数ヵ所へ凝縮

し,そ の部分へ色素が外皮状に沈着したものと思われる

そして,こ の凝縮機転は菌が生長 しない状態で も行われ

うるであろう。抗酸性菌族にはすべてこの顆粒が見出さ

れると考えてよい。
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