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Microscopic observations of the morphology of mycobacteria after the Ziehl-Neelsen stain 

serve for differentiation among mycobacterial species. Rapidly growing mycobacteria were 

cultivated on Ogawa egg medium slants at 37•Ž for 5 days, and slowly growing ones for 14 

days. The organisms grown were observed after staining by the Ziehl-Neelsen method. Useful 

morphological characteristics were the occurences of long rods (longer than 7ƒÊ), coccoids, 

and cross-barring (intracellular granules).

Within Group I, the majority of strains of M. kansasii show long rods with cross-barring, 

whereas M.marinum strains show these features relatively rarely.

Within Group II, the occurence of long rods with cross-barring is rare in M. scrofulaceuin 

strains, whereas the majority of strains of M.szulgai and M.gordonae show cross-barred long 

rods.

Within Group III, M.avium-intracellulare complex appears usually as short rods or 

intermediate rods without cross-barring, whereas long rods and cross-barring are not rare in 

M. nonchrornogenicum complex and M. gastri.

M.simiae and M.asiaticum are differentiated from each other by their morphological 

characteristics (Tables 2 and 4).

Among rapidly growing mycobacteria, only the strains of M.duvalii and M.tokaiense show 

cross-barring, and only M.chitae and M.chubuense appear as only coccoids.

緒 言

Ziehl-Neelsen染 色法による抗酸菌の形態観察はすで

に古典的検査法に属し,臨 床検査室における日常業務と

なつている°近時,抗 酸菌の分類学は飛躍的発展を遂げ

たが,抗 酸菌の形態を分類,同 定の手技として使用する

ことには,あ まり関心が払われなかつた。しかし,個 々

の菌種の報告例をみれば,必 ず若干の形態的観察の結果

が記載されているし,Bergey's Manual of Determina-

tive Bacteriology(1974)1)に も形態についての記載が

ある。個々の著者の記載をみると,「 結核菌に比して

…」 という記載がかなりあるが,形 態の記載には,か な

りの主観が入らざるをえないと思われる。

形態の観察が分類の手段 として,あ まり用いられなか

*From the Mycobacteriosis Research Group of the Japanese National Chest Hospitals, Obu, Aichi 474 

Japan.
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つた理由は,(1)定 量的記載が困難で,主 観が入りやす

い。したがつて,研 究者が敬遠する傾向がある,(2)形

態を規定する要素が単純で,得 られる情報も限定 される

などによると思われる。

最近,有 馬 ら2)3)は,抗 酸菌の電子顕微鏡的観察によ

つて菌体内の縞模様を認め,こ れがZiehl-Neelsen染

色 によつて菌体内に認められる縞模様(cross-barring)

(場合により穎粒のごとくにみえる)に相当することを報

告 した。 このcross-barringはM.kansa８ii,M.

marinum,M.gordonaeお よびM.asiaticumに 見 出さ

れた。この報告に刺激されて,筆 者は抗酸菌の菌種と形

態の関係について観察を続けたところ,両 者の間に関連

性があ り,菌 種の分類 ・同定にも役立つと考えるに至つ

Table 1. Criteria of Bacterial Shape of Myco

-bacteria Observed by the Ziehl-Neelsen

 Stain

(+): More than a few per microscopic field (magnification:

 900•~);

(-): Less than one per several microscopic fields.
* Presence of several acid-fast granules in a rod-form cell

.

た の で報 告 す る。

研 究 材 料 お よび 方 法

菌 株 は 本 研 究 室 に 保 存 の もの で,す で に 同定 を 終 えた

ものを 使 用 した ° 検 査 の 方 法 は,routine workに 使 用

で き る よ うに 簡 便 な 方 法 を 用 い た 。

Slowly growing mycobacteriaは,1%小 川 培 地 斜

面 に 塗 抹 後,37℃,14日 培 養 し,rapidly growing

 mycobacteriaは5日 間培 養 して検 査 に用 い た。

発 育 した 菌 を ス ライ ドに塗 抹 し,火 炎 固 定 し た 後,

Ziehlの 石 炭 酸 フ ク シ ン液 を ス ライ ド上 に盛 り,2分 間

加 温 染 色 した 。 フ クシ ン液 を 捨 て た 後,3%HC1エ タ ノ

ール 液 を 注 い で1分 間 処 理 し た 後
,水 洗 し,Lofflerの

メチ レン ブ ラ ウ液 で1分 間 後 染 色 を した後,水 洗,乾 燥

し鏡 検 した 。

菌 の長 さの 定 義 お よびcross-barringの 定 義 は表1の

ご と くに きめ た 。

Cross-barringは,桿 状 型 の菌 体 内 に数 個 の抗 酸 性 穎

粒 が あ る もの を 指 す 。 この形 態 の菌 が 各視 野 に見 られ る

も のを 陽 性 とす る。

菌 の 長 さは,接 眼 鏡 にmicrometerを つ け て測 定 した 。

視 野 に み られ る全 部 の菌 に つ い て測 定 す る こ とは,勿 論,

不 可 能 な の で,視 野 に み られ る菌 の 中,数 個 につ い て測

定 し,他 は 目測 に よつ た。 視 野 の菌 が,Lb,b,sbの 混

合 物 で あ れ ば,記 録 は そ の ま まLb,b,sbと な る。 菌

種 ご との ま とめ は 次 の ご と く行 なつ た。 あ る菌 種 のa株

の成 績 がLb,b,sbで,b株 の 成績 がLb,bで,c株 の成

Table 2. Morphological Characteristics of Slowly Growing Mycobacteria

Note: If a strain consisted of a mixture of long rods (Lb) and intermediate rods (b), the results were recorded 
in both the columns Lb and b.
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Table 3. Morphological Characteristics of Rapidly Growing Mycobacteria

Note. Appearance as only coccoids is characteristic for M. chubuense and M. chitae. Appearance of cross-barring 

in rapidly growing mycobacteria is characteristic for M. duvalii and M. tokaiense.

Table 4. Differentiation within Group

績がLb,sbで あれば,成 績のLb,b,sbの 項株の数は,

Lb3,b2,sb2と な る。

培養日数は,本 来は,種 々の日数について観察するこ

とが望ましいが,実 際に,こ のようなことを行なうのは

困難なので,上 記の日数を便宜的に使用した(考 察の項

参照)。

研 究 成 績

成 績 を 表2お よび 表3に 掲 げ た 。

Group4)内 で の主 な抗 酸 菌 の 比 較 を 表4に 示 す 。

Group I内 で のM.Kansasii と M.marinum, Group

 II内 で のM. scrofulaceum と M. gordonae, Group

 III内 で のM. auium-intacellulare complex と M.

 nonchromogenicum, M. nouumお よびM. gastriの

間 に は,Lb(long rods)お よびG(cross-barring)の 出

現 率 に 著 明 な 差 が あ る。

M.simiaeとM.asiaticumは,と もに光 発 色 性が あ

る菌 と してWeiszfeilerら5)6)に よつ て報 告 され た 菌 で

あ るが,そ の 分 類 学 的 位 置 はGroup Iと はか な り違 つ

て い る7)。 こ の2つ は,形 態 に よ り区 別 が で き る。M.

simiaeに はLbもGも 出 て こな い が,M.asiaticumに

はLbとGが 出て くる(表4)。

Group IVで は 次 の菌 が 特 徴 を 示 す 。 抗酸 菌 は通 常

rods(桿 状 型)を 示 す が,M.chitaeとM.chubuense
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はrodsが な く,coccoids(球 菌 状 型)の み か らなつ てい

る。 また,菌 体 にGを 示 す もの は,ほ と ん どM.dvualii

とM.tokaienseだ け で あ る。

考 察

抗酸菌がいわゆる多形態性を示すことは,古 くから知

られている8)～16)。筆者の1人,東 村17)～24)も以前にM.

5megmatis獣 調株(当 時はM.aviumと されていた)を

材料として,抗 酸菌の発育環と形態の関係について研究

した。一般に,抗 酸菌は発育相の誘導期には長大な桿状

型で,対 数期になると短 くな り,停 止期に入ると顆粒化

する。したがつて,分 類,同 定のために形態を観察する

には,捕 えやすい対数期の終 りが適 している。陳旧な培

養では,ど の菌でも顆粒化の傾向が現れる。 したがつて,

本 研究では,小 川培地に豊富な発育が起こつた時期(対

数期の終 りに当たると想像される)を 取ることにした。

抗酸菌の形態を観察するに当たつての難しい問題は,

成績の定量化が困難なことである。表1に 示すような目

安をおいたが,実 際にはスライ ドに塗抹した菌量も違 う

し,ス ライ ドの部分によつて菌量も違つて くる。しかし,

実際にみてみると,菌 種別の差がかな り大 きいためか,

LbやGの 有無は比較的はつきりと特徴づけ られる。

各視野に沢山のLb型 のものがみられればLb(+)と 判

定 されるし,い くら探してもみつからないときは(-)

と判定 され る。したがつて,比 較的簡単にみつかる場合

のみを(+)と すれば よい。

形態の観察は,成 績の項,特 に表4に 示すように,実

際にはかなり役に立つと思われる。上述のような判定の

困難があるにもかかわ らず,な おかつ,か な りはつきり

した差が出ることが多い。

抗 酸 菌 の形 態 に 関 す る記 載 を 文 献 で し らべ て み る と,

著 者 に よ り形 態 へ の関 心 の 差 が か な りあ る。最 も早 く形

態 が 注 目 され た の は,M.Kansasiiの 場 合 で あ る。

Tarshis & Frisch(1952)25)は,「 結 核 菌 に比 較 して,大

部 分 の 菌 は 長 く厚 く,あ る株 に は顆 粒 がみ られ る」 と述

べ て い る。 同様 な記 述 は,抗 酸 菌 委 員 会 報 告(1962)26),

Silcox & David(1971)27),Bergey's Manua1(1974)1)に

もみ られ る。Bergey's Manua1に は,長 桿 菌 で 著 明 な

cross-barringが あ る と書 い て あ る。M.marinumに つ

い て のAronson(1926)28)の 最 初 の 記載 に は特 徴 が 明 ら

か で な いが,Bergey's Manual1)に は短 桿 菌 で あ るが,

時 に 長 桿 菌 お よび"barred bacilli"が あ る と され てお

り,本 報 の 結 果 と一 致 す る。 この よ うに観 察結 果 が 一 致

す る こ とは,形 態 観 察 が 満更 役 に立 た ぬ もの では ない こ

とを示 して い る。

M.scrofulaceUmの 記 載 時 の 形 態 は,単 に 「病 巣 内 で

は短 桿 菌 」 と記 され て い る29)。 一 方,M.gordonaeも,

これ を 記 載 したBojalil et al.(1962)30)は 形 態 的特 徴 を

と らえ て い な い 。 これ に 対 して,Arlma et al.(1972)2)

はM.gordonaeに お け るcross-barred構 造 を 報 告 して

い る。 この所 見 は,長 桿菌 の存 在 と と も こM.gordonae

の一 つ の特 徴 で あ る と思 わ れ る。M.szulgaiの 記載 者

Marks et al.(1972)31)は"barred staining"の 存 在 を指

摘 して い て,本 報 の結 果 と一 致 す る。

GroupIIIで は,Crow et al.(1957/32)は,M.

intracellulareが 結 核 菌 よ りも短 く球 菌 状形 態 が み られ

る と述 べ てい る。 しか し,私 ど もの所 見 で は短 桿菌 型 ま

で で球 菌 型 の もの は み られ な い と言 つ て よい。 非 病 原 性

のM.nonchromogenicum33),M.terrae34),M.gastri34),

M.triuale35)の 著 者 らは,形 態 に 関す る関心 が少 なか つ

た た め と思 われ るが,単 に抗 酸 性 桿菌 とのみ 記 してい る。

この 点,本 報 の所 見 は知 見 を補 うに足 三と思 わ れ る。

M.smiaeに つ い ては,Weiszfeiler5)は,短 く,し ば

しば 球菌 状 を 呈 す る桿 菌,そ して,M.asiaticumは 球菌

状 と して い るが6),本 報 の所 見 の方 ガ 確 か であ る と信 じ

る。

Group IVに 関 しては,Tsukamura36)がM.chitae

で"acid-fast coccoids"で あ る と して い る が,そ れ 以

外 の報 告 は 特 徴 の記 載 に 乏 しい 。 事 実,わ れ われ の観 察

結 果 も表3に 示 す よ うに,形 態 と菌 種 を 結 び つけ る特 徴

が 乏 しい 。 そ の 中 で 注 目 され るの が,M.chitaeとM.

chubuenseがcoccoidsで あ る こ と と,M.duualiiと

M,tokaienseがcross-barringを 示 す こ と であ る。

結 論

卵 培 地 に培 養 した 抗 酸 菌 の形 態 をZiehl-Neelsen染

色 で観 察 す る こ とは,分 類,同 定 の一 つ の手 設 と して役

に立 つ 。 注 目す べ き形 態 は,7μ 以 上 つ長 大 桿(Lb)の 存

在,菌 体 のcross-barring(菌 体 内 の縞 模 様 ま た は 顆

粒 の存 在)(G),お よび 球 菌 状 形 態(c)で 老 る。例 えば,

Group Iで は,M.kansasiiに はLbとGが 大 抵 の場

合 み ら れ る が,M.marinumに は滝 較 的 まれ であ る。

GroupIIで は,M.scrqfUlaceumに はLbとGは ま

れ で あ るが,MgordonaeとM.szulgaiに は 大 抵 の

場 合 これ が み ら れ る。GroupIIIで は,Maulm

intracellulareに は,通 常LbもGも み うれ ない 。 一

方,非 病 原 性 のM.gastriやM,nonchromogenicumで

は,か な りの頻 度 で これ が み られ る。M.sinUaeはLb

もGも 示 さな い が,M.asiaticumはLbお よびGを

示 す 。

Group IVの 中 で は,M.dUualiiとM.tokaienseが

Gを 示 す 点 で特 徴 的 で あ り,M.chitaeとM.chubuense

はcoccoidsか らな り,rodsが 見 当 だ らな い の が 特 貨

で あ る。
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