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   Differentiation of Nocardia from Mycobacteria is generally not difficult according to  the 

cultural properties. Sometimes, however, it is not easy to differentiate them, especially in the 

microscopic examination of sputum specimens, owing to the acidfast stain of the fragments of 

some of the Nocardia. 

   As reported previously, analytical studies carried out on the decolorization procedures of 

the acidfast staining led us to the finding that within 20 minutes rinsing in a decolorizer 

composed of  O.  1-0.  5% HNO3 or HC1 in 70% (v/v) Ethanol resulted in the complete loss of the 

stain of saprophytic Mycobacteria. In the present studies, two kinds of acid-ethanol, namely, 

0. 1% HNO3-70% Ethanol and 4% HNO3-Ethanol, were used for the decolorization. 

   The results revealed that the former was very effective in decolorizing Nocardia almost 

completely by less than 30 seconds' rinsing, by which time Mycobacteria retained nearly 50% 

of stain. On the contrary, by the use of the latter, the commonly used decolorizer, such a 

marked difference was not observed between Nocardia and Mycobacteria. 

   Based on the results obtained, a very simple method was devised to differentiate Nocardia 

from Mycobacteria by the acidfast stain of smears employing 0. 1% HNO3-70% Ethanol as a 

decolorizer for 10 to 30 seconds.

NocardiaをMyc◎bacteriaか ら鑑別す るこ とは,培

養性状に よれ ば必ず しも困難ではない。 とくに培地 に食

い入 るよ うに増殖す る集落形態や,集 落 の強 烈 な 色調

や,さ らに分裂様式 の違いな どの点で,鑑 別はむ しろ容

易であ るとさえいえるeし か しNocardiaの あ るもので

は,桿 菌状をなす菌体片がZiehレNeelsen染 色 で 弱な

い し部分的抗酸性 を呈す るため に,喀 疾材料の塗抹標本

検査において,結 核菌 との鑑別 に迷 うことがあ るといわ

れ る1)一一3)。その抗酸性 の程度 については,し か し明確な

記載はみ られない◎

すでに報告 した ように4)5),抗 酸染色法 に お け る脱色

条件を検討 して,Mycobacteriaの うち抗酸雑菌が最 も

抗酸性の弱い ことを明 らかに したが,Nocardiaの 抗酸

性は これ よりもいつそ う弱い ことが推察 され る◎ この点

を明 らかにす るために,一 定時間 の作用で抗酸雑菌 のみ

を完全に脱色せ しめ るような組成の脱色液4)を 用い,所

要脱色時間を指標 として,Nocardiaの 抗酸性 の 程度を

抗酸雑菌のそれ と比較する ことに した◎そ の結果,塗 抹

標本 の染色状態の違いに よつてNocardiaをMycobac。

teriaか ら容易 に区別 し うる条件が 見出 だ されたので,

その成績 を報告す る。

* From Department of Tuberculosis, National Institute of Health, Kamiosaki-chojamaru , Shinagawa-ku, 

 Tokyo, Japan.



408

Table1.Decreas1ngTrendoftheAcidfastness

(%)ofNocardiaandSapr◎phyticMycobacteria

bytheUse◎f4%HNO3-Ethanel

astheDecolorizer

Strain

N.carallina

N.convoluta

N.erythropolis

=N.lutea

=N.caviae

N.pellegrini

N.gardneri

M.phlei

M.smegmatis
(SY1)

Decolorizati◎ntime(Seconds)

1・is・16・118・13・ ・

92.3
(1861)
91.4
(1987)
85.2
(1987)
85.8
(2053)

84.0
(2150)
81.0
(2357)
85.2
(2137)

94.9
(2316)
84.2
(1986)

69.5
(1931)
55.8
(1795)
70.2
(2269)
19.0
(2167)
15.3
(2057)

65.5
(1722)
18.1
(2079)

87.1
(2195)
60.9

3.1
(1772)
13.8
1(1994)

8.5
(1911)
O.7

i(1898)
0.4

(1980)
9.8

(2024)
0.7

(2040)

39.7
(2502)
30.4

0.1
(1876)
1.2

(1998)
O.7

(1949)
0

0

0.6
(1916)

0

21.8
(2015)
11.2

1(2163);(2114)1(2135)
…

11.2
(2129)
7.0

(2120)

Note:()Numberofrodscounted.

実験材料 ・方法

1.菌 株 。7株 のNocardia(N.carallina,N.1utea,

=N.convoluta,N.erythropolis,N.caviae,N.pelleg-

rini,N.gardneri)お よび,Mycobacteria中 抗 酸 性 の最

も 弱 い抗 酸 雑 菌 の代 表 と して2株(M.phlei,M.Smeg-

matis)を 用 い た 。

2。 菌 液 お よび 塗抹 標 本 ◎ 以上 の菌 株 を1%小 川 培 地

に37℃,7日 間培 養 した の ち,集 落 を掻 き 取 り,試 験

管 壁 で 磨 砕 して菌 液 と した。 菌 計 数 のた め に は,こ の 菌

液 を濾 紙1枚 で濾 過 して単 個 菌 菌 液 と し,1視 野 当 り50

コ程 度 の菌 を数 え うる よ うに適 宜 に希 釈 し,そ の1白 金

耳 を 塗 抹 した。 ま た 簡易 鑑 別 法 設 定 のた め に は,濃 厚 菌

液 を そ の ま ま1白 金 耳 塗 抹 した 。

3。 染 色 法 お よび 鏡 検 。victoriablue染 色 液 で加 温 染

色 した の ち,脱 色 液 中 に 一 定 時 間 挿 入 し,水 洗 後,10倍

希 釈Ziehl液 で 複 染 した 。1標 本 に つ き50視 野 鏡 検 し

て,抗 酸 性(濃 紺)お よび 非 抗 酸 性(ピ ン ク)の 菌 数 を

数 え,抗 酸 性%を 算 出 した 。

4.脱 色 液 お よび 脱 色 時 間 ◎ 通 常 の抗 酸 染 色 に用 い ら

れ る3%HC1ま た は4%HNOs-Ethanol(95%Ethyl・

・alcoho1)と,既 報 のo.1%eHNo3-70%e(v/v)Ethano14)

とを 用 い た◎ 脱 色 時 間 は,10秒,30秒,1分,3分 お

よ び5分 で あ る。

実 験 成 績

塗 抹 標 本 をvictoriablue液 で加 温 染 色後,4%HNO3一
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Table2.DecreasingTrendoftheAcidfastness

(%)ofNocardiaandSaprophyticMycobacteria
bytheUseofO.1%HNO3-70%eEthanol

astheDeco1orizer

Strain

N.carallina

N.convoluta

N.erythropolis

N.1utea

N.caviae

N.pellegrini

N.gardneri

M.phlei

M.smegmatis
(SY1)

Decolorizingtime(Seconds)

1・13・i6・ い8・13・ ・

O.8
(2213)
O.8

(1915)

0.4
(2019)
O.2

(1992)
1.7

(1624)
0.1

(1952)
1.7

(1686)

46.7
(2361)
40.4
(2547)

0
(2121)
0

(1713)
0

(1945)
0

(1803)
0.9

(1887)

0
(1748)
0.5

(1796)

28.4
(2532)
24.7
(2246)

0
(1596)

0
(1724)

13.6
(2443)
14,5
(2117)

～
ノ

)

R
)
薩
.》

7
8
ハ0

摩
3

願
0
δ

7

4

4

8

2

1

(

(

3.5
(2157)
1.2

(2168)

Ethano1に 挿入 し,経 時的 に 取 り出 し て,10倍 希釈

Ziehl液 で複染 した場合の抗酸性菌体%の 推移はTable

1の ごと くであ る◎

供試7株 のNocardiaの 抗酸 性は,脱 色液10秒 の作

用では 抗酸雑菌 と 変 りな く,30秒 では 著 し く脱 色 す

るもの(3株)と,抗 酸雑菌 と ほぼ同程 度の 抗酸 性 を

示す もの(4株)と があつた。 しか し60秒 にな ると,

Nocardiaの 大多数は10%以 下 の抗酸性 とな り,3分 で

はほぼ抗酸 性菌 体を認 めえな くなつ た。 これ に対 して抗

酸 雑菌では,5分 後において もなお10%近 くの抗酸 性を

有 す るので,こ の脱色条件だけ か らも,こ の両者 の抗酸

性 の程度 に違い のあるこ とは明 らかに示 され てい る。し

か し実際問題 として,こ の程度 の染色状態 の違 いを もつ

て両 者を鑑別す る ことは,そ の差が あま り著 しくないの

で 困難 と思われ る◎

次 に脱色液 として,O.1%HNO3-70%Ethano1を 用

い た場合 の成績をTable2に 示 した。

脱色液に挿入10秒 後において,N◎cardia7株 のす

べ てが2%以 下 の抗酸性 となつ てしまつた のに対 して,

抗酸雑菌ではなお40～50%に 抗酸性 の染 ま りを残 し,

著 しい相違を示 した。そ して30秒 ない し1分 の作用で,

Nocardiaに は最早や全 く抗酸性菌体 を 認め るこ とがで

きな くな るが,抗 酸雑菌では5分 後に おい てもなお数%

程度に抗酸菌体を 含 んでいた。 す な わ ち4%HNOg-

Ethanolを 脱色液 とす る場 合 に 示 され たNecardiaと

Mycobacteriaの 抗酸 性の程 度の 違いが,0。1%HNOs-

70%Ethan◎1に よつてい つそ う明確に,拡 大 し て示 さ
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Fig.1.DecolorizingTrendoftheStainedCells

ofNocardiaandSaprophyticMycobacteriaby

theAcid-ethanolofDifferentCompositions
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れ た こ とに な る。

Table1,2の 成 績 を 用 い て,脱 色 液 作用 時 間 ご との

Nocardia(7株)お よび 抗酸 雑 菌(2株)の 平 均 抗 酸 性

%を 算 出 し,Fig.1を 得 た 。 この 図 か ら 明 らか な よ う

に,0.1%HNOs-70%eEthanolを10秒,す なわ ち 瞬

間 的 に 作用 させ るの み で,Nocardiaは ほ ぼ 完 全 に 脱 色

され て しま うが,こ れ に 対 して抗 酸 雑 菌 は な お50%程

度 に抗 酸 性 を 維 推 す る の で,染 色 状 態 の面 か ら この 両 者

を 容 易 に区 別 す る こ とが 可能 とな る。

以上 の成 績 に基 づ き,次 の よ うな きわ め て 簡易 な 鑑別

法 を設 定 す る こ とが で き た。

固型 培 地 上 の集 落 の場 合,集 落 を掻 き取 つ て適 宜 の濃

度 の菌 液 と し,塗 抹,火 焔 固 定 後,victoriablue同 時 法

染 色 液S)で 加温 染 色す る。 標 本 が 冷 却 して か ら水 洗 し,

0.1%HNO3-70%EthanolVこ10～30秒 間 挿 入 し,た だ

ちに 濾紙 で吸 湿 す る。 抗 酸 雑 菌 塗抹 部 分 が青 色(抗 酸 性)

を 呈 す る の に対 して,Nocardiaの それ は 黄 褐 色(非 抗

酸 性)を 呈 す る ので,肉 眼 的 に 区別 で き る。(写 真)

Ziehl-Neelsen法 の 脱色 液 をO.1%HCIま た は0.1

%HNO3-70%Ethanolに す れ ば,抗 酸 雑 菌 塗 抹 部 分 は

ピ ン ク(抗 酸 性)に,Nocardiaの それ は 青(非 抗 酸 性)

に 染 ま るの で,同 様 に両 者を 区 別 で き る。 た だ し この場

合 に は,fuchsinとmethylenblueの 色 が 混 合 して 紫 色

とな り紛 わ しい こ とが 起 こ り うるの で,色 調 の対 比 が鮮

明 で しか も染 色 操 作 が1回 で す むvictoriablue同 時 染
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色法をすすめたい。

考 察

Mycobacteriaの 特性であ る抗酸性は,Ziehl-Neelsen

法で代表 され る染色手技における3%,HCI-Ethanolの 短

時間(通常約30秒)の 作用 とい う特定 の脱色条件に よつて

示され る。 この条件下においては,そ の程度 のいかんに

かかわ りな く抗酸性を もつ もののほ とんどすべてを他 の

非抗酸性 のものか ら分別できるのであ るか ら,Mycobac-

teria検 出とい う 目的には好適 の脱色条件で,抗 酸 性を

もつ ものをで きるだけ多 く検 出す るための比較的温和 な

脱色条件 といえ るであろ5。 しか しMycobacteriaに 属

す る諸菌株の抗酸 性の程度を比較 しよ うとす る目的 に対

しては,こ の条件 は適切 とはいいがた く,い つそ5苛 酷

な脱色条件を必要 とす る。すでに 報 告 した よ うに鋤,

0。1%～0.5%HNO3-70%Ethanol,20分 作用 とい う脱

色条件においては,Mycobacteriaの いずれの 菌株 も種

々の程度に脱色 されて,抗 酸性な る性質が絶対的 のもの

でない ことを示唆す るが,と くに抗酸雑菌 のみは,こ の・

脱色 条件 で完全に抗酸性の染 まりを失 い,他のMycobac--

teriaか ら容易 に識別 され るのであ る。

Nocardiaの 抗酸性 については,Zieh1-Neelsen法 に

よつ て弱ない し部分的抗酸性 を示す ものがあ ると成書に、

は記 されてい るのみで,抗 酸性 の強 さの具体的な記載ば

み られない。 しか し臨床検査 に おい てときにMycobac一
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teriaと の区別に迷 うとい うことは,慣 用 の抗酸染色法

で はMycobacteriaと の間 に抗酸性 の程度に差をつけ に

くい ことを意味 し,そ のか ぎ りにおい てはN◎cardiaが

・弱抗酸性 である ことはいいえないこ とになる。 この こと

は,上 述の実験成績 において,4%HNO3-Ethanol・30

秒作用 とい う脱色条件では,あ る程 度 の 差 は 認 めえて

も,こ の差を もつて両者を決定的に区別する ことが でき

な かつた ことに よつて明 らかに示されてい る。 これに対

して脱色液の組成を変えて,0.1%HNO3-70%Ethanol
'を用いた場合には

,NocardiaとMycobacteriaの 染 色

性 の差は きわめ て明 白に示 され,作 用時間10～30秒 で,

Nocardiaの みがほぼ完全に抗酸性 の 染 ま りを失なつた

ので あ り,こ の条件に よつ ては じめて,Necardiaの 抗

酸 性が きわ めて弱 く,Mycobacteria中 最 も抗酸性の弱

・い抗酸雑菌 よりもはるか に弱 い ことが確i認された ことに

な る◎

以上 の実 験事実 に基 づいて,NocardiaとMycobacte一

二riaとは,写 真に示 した よ うに,塗 抹標本の 染色状態に

よつて容易に鑑別で きるが,喀 疾 塗抹標本 の場合には,

次 の よ うにすれぽ鑑別が可能であ る。

喀疾 塗抹 標本を型の ごと く抗酸染色 して鏡検し,ま ず

航 酸菌のあ ることを確かめてお く。次にXyleneま たは

tolueneで セダー油を除 き,0。1%HNO3-70%Ethanol

・に10～20秒 挿入 して吸湿,鏡 検する。 もし前 同様に抗

蔽 桿菌が認め られれば,そ れはNocardiaで はない と考

結 核 第41巻 第9号

えて よい。 また さらに20分 程度挿入 して もなお抗酸桿

菌が認め られれば,そ の菌は抗酸雑菌 ではな くて,非 定

型抗酸菌か結核菌 とい うことに なる4>。 い うまで もな く

Mycobacteriaの 同定 ・鑑別には 多 くの生物学的性状 の

検討を必要 とす るが,そ の精査 に数 日ない し数週 を要す

ることを考 えれぽ,く わ しい成績を得 る前 におお よその

見当をつけ ることができるとい う意味 で,上 述の脱色方

法を利用す ることは,実 際的 に便利 であろ うと思 う。

総 括

Nocardiaの 抗酸性は,Mycobacteria中 最 も抗酸性 の

弱 い抗酸雑菌 よりも明 らかに弱い。 こ の こ と は0.1%

HNO3-70%Ethano1を 脱色 に用 いる ことに よつて示 さ

れ る◎ この事実 に基 づき,抗 酸 染色性 の面 で両者 を鑑別

す るきわめて簡便な方法 を設定 した。
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