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FDA/EB染 色法 によ る結核菌 の生死判別 とコロニー形成能
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We have previously reported that the staining of mycobacteria with fluorescein 

diacetate (FDA) and ethidium bromide (EB) detects viable bacteria and distinguish them 

from heat—killed bacterial). Whether this method can be applied to clinical specimens has 
been an important question. In the present experiment , we treated mycobacteria with either 
UV—irradiation, 70% ethanol, 0.2% benzalconium chloride, 5% saponated cresol solution , or 5
% phenol for 24 hours, and stained with FDA/EB to evaluate the effect of sterilization . We 
also stained samples of sputum from a tuberculosis patient with FDA/EB after treatment 

with 4% NaOH for 30 min. and neutralized with 1N H2SO4. All the samples were determined 
for the colony forming units on 1% Ogawa egg media . A good correlation was observed 
between the results of FDA/EB staining and colony formation . We believe that FDA/EB 
staining is useful method to detect viable mycobacteria in clinical samples .
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緒 言

われ われ は既 にFDA/EB染 色法 によ り,BCGの 生

菌 と死 菌 を判別 できることを報告 した1)。この染色法 は

生細胞 がエステラーゼによ りFDAを 分解 して緑色の蛍

光物質を細胞内に蓄積す る反応を利用 した ものであ るが,

この判別法が加熱 による死菌のみでな く,消 毒薬 やUV

による殺菌を も生菌 と区別す ることがで きるか,ま た実

際の患者材料 中の生 菌を検 出す ることができるか,は 重

要な問題点であ った。 今回,わ れわれは これ らの疑問 に

答 える目的で,各 種の殺菌法 により処理 した菌液につ き

FDA/EB染 色 と還 元培養 によるコロニー形成 の結果 を

比較 した。その結果,FDA/EB染 色 法は生菌 の検 出法

として信頼で きる方法であ ると考 え られるので報告 する。

材料と方法

抗酸菌:Mycobacterium bovis BCG Tokyo株 の

凍 結乾 燥 ワ クチ ンを20mg/mlの 生 理食塩水懸濁液 と

し,こ れを生菌 材料 と した。同 じ菌液を100℃30分 間

加熱 した ものを死菌材料 と した。

*From the Department of Cellular Immunology
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患 者材 料:結 核 患 者 の喀 痰 を用 い た。 抗 酸 染 色(Ziehl

-Neelsen)で 抗 酸 菌 を 確 認 した と こ ろ ガ フ キ ー9号 で

あ っ た 。 喀 痰 を4%NaOHで 処 理 し,1NH2SO4で 中

和 して 用 い たo

消 毒 薬:70%エ チ ル アル コー ル,0.2%塩 化 ベ ンザ ル

コ ニ ウ ム,5%ク レゾ ール 石 鹸 液,5%フ ェ ノー ル 液 を

用 い た。 処 理 時 間 は各 々24時 間 と した。

UV照 射:菌 液 を35mmプ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レに1

ml加 え,7cmの 距 離 か ら殺 菌 灯(15W)で1分 間,

10分 間 お よ び24時 間 照射 した。

FDA/EB染 色:Fluorescein diacetate(FDA,

Sigma)は5mg/mlの 濃 度 で ア セ ト ン に溶 解 し,分

注 して-20℃ に保 存 した。Ethidium bromide(EB,

Sigma)は20μg/mlの 濃 度 でPBSに 溶 解 し,-20℃

に 保 存 した。 使 用 に際 し,FDAは20μlを1mlのPB

Sに,ま たEBは50μlを1mlのPBSで 希 釈 して用 い

た。 染 色 は希 釈 したFDAとEBを そ れ ぞ れ25μlず つ,

プ ラ ス チ ッ ク ・チ ュ ー ブ(Falcon2054)に と り,こ れ

に検 体(菌 液)50μlを 加 え て よ く混 ぜ,室 温 に2分 間

放 置 した。

検 鏡:染 色 した 材 料 を 枠 付 ス ラ イ ドグ ラ ス(松 浪

S-6113界 線 な し)に1滴 と り,18×18mmの カバ ー

グ ラ ス を か け て 直 ち に,蛍 光 顕 微 鏡(オ リ ンパ スBH2

-RFL)で ブル ー フ ィル ター を か けて検 鏡 した。

還 元 培 養:菌 液 を 適 宜 希 釈 し,1%小 川 培地 に0.1ml

を 接 種 し,37℃4週 間 培 養 して コ ロ ニ ー形 成 の 有 無 を

観 察 した。

結 果

消毒薬の殺菌効果の判定:ア ル コール,ク レゾール,

および フェノール処理菌液 には,FDA/EB染 色で緑 色

の蛍光 を発す る生菌 は認 め られ なか った。 これ らの菌液

の還元 培 養 には コ ロニーが 出現 しなか った。 しか し,

0.2%塩 化 ベ ンザル コニウム処理の菌液 には,FDA/E

B染 色で緑色 に光 る菌が赤色 に染 ま った死菌 の中に見 出

され,還 元培養で もコロニ ーが出現 した。 これ らの結果

は,FDA/EB染 色が生菌の存在を示す確実 な染色法 で

あ ることを示 してい ると同時に,FDA/EB染 色 によ り

消毒薬 の殺菌効果 を判定す ることがで きることを示 して

い る(表)。 対 照 と して用 いたBCG生 菌 液 はほぼ100

%FDAで 緑色に染ま り,死 菌 は100%EBで 赤色 に染

まった。

UV照 射後の菌液のFDA/EB染 色 と集落形成:UV

を7cmの 距離 か ら1分,10分 お よび24時 間照射 した

材 料 につ き,そ れぞ れFDA/EB染 色 を行 った。検鏡

によ る観察 に加 え,顕 微鏡写真 につ き,緑 色 に染 まる菌

と赤 い菌 を数 えて,緑 色 の菌 の割合 を算 出 した。UV1

分 間照射 後 の菌 は,ほ とん どすべ て緑色 に染 ま った。

UV10分 間照射 後 の菌液 を照射直後 にFDA/EBで 染

色 した ところ,約60～70%の 菌が緑色 に染ま っていた。

ところが 同 じ菌 液 をUV10分 間 照射後4℃ に24～48

時間保 存 し,そ れか らFDA/EB染 色 を行 うと多数の

菌が赤色 に染ま ることが分 か った。 これ らを還元培養す

る と,UV1分 間照射の菌液か らは対照 と同程度 に,培

地全面 を覆 うコロニーが出現 した。

UV10分 間照 射直後 の菌 液 と,そ れ と同 じ菌液を48

時間後 に培養 した ところ,両 菌液共 にお よそ105/mlの

生菌 が認 め られた。照射前 の生菌単位数が約108/mlで

あ るのでお よそ0.1%の 菌 が生残 した ことになる。 これ

は菌液が濃厚であ ったため,UVに 照射 されなか った菌

が あ った と考 え られ る。同 じ距離 で24時 間照射 した菌

液 は水分 が蒸発 し,湿 菌 の状態 とな ったが,こ れを滅菌

水 に再浮遊 させて検鏡 した ところ,FDA/EB染 色で緑

色に染ま る菌 は認 め られず,還 元培養で もコロニーは出

表 FDA/EB染 色 と還元培養成績
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図1　 喀痰材料のFDA/EB染 色

緑色 の蛍光を発す る菌はよ く見え るが,赤 染色の死菌は喀痰材料 中の粘液

と区別で きな いので,写 真には見えない。

現 しな か った(表)。

こ の よ う に,UV照 射 直 後 にFDA/EB染 色 を 行 う

と,還 元 培 養 の 結 果 と定量 性 の点 で 矛盾 す る こ とが 分 か

っ たが,こ れ は菌 体 内 に残 存 す る エ ステ ラー ゼ活 性 に よ

り,FDAの 還 元 が起 こ るた め と理 解 で き る。 照 射 後48

時 間 以 上 た っ と、 エ ス テ ラ ーゼ 活性 が極 め て低 下 して,

FDA/EB染 色 で 生 菌 と認 め られ る菌 の数 が減 少 す る。

患 者 喀 痰 中 の 結 核 菌:ガ フキ-9号 の 喀痰0.3mlを

フ ァル コ ン ・チ ュ ー ブ(F2059)に と り,常 法 に 従 って

4%NaOHを 等 量 加 え て30分 間 処 理 した2,。 この材 料

を 中 和 す る に 当 た り,pH指 示 薬(プ ロ ム ・チ モ ル ・ブ

ル ー(BTB))を1滴 加 え,pHの 判 定 を 容 易 に した.

1NH2SO4を 約0リ25ml加 え て よ く 撹 扮 し,さ ら に

BTBの 標 準 液 に 比 較 しな が ら0.1NH2SO4で 微 調 整 し

てpH7に な る よ う に 修 正 した。 中 和 後 の材 料50μlを

と り,FDA/EB染 色 を チ ュ ー ブ の 中で 行 い,染 色 後 の

試料 を枠付 スライ ドグラ スに1滴 を とり,カ バー グラス

をか けだ,こ れ までの操作 はすべて安 全キ ャ ビネッ トの

中で行 った,,FDA/EB染 色 により,こ の喀痰に は赤 く

染 ま った粘液 の中 に多数 の緑色の蛍光を発す る桿菌の存

在が認 め られた。球菌 は認め られず.ア ルカ リ処理 によ

り雑菌 は除 去され たもの と見 られた(図1-a)。 なお,

この材料 は還元培養で強陽性 を示 した。 またこの材料を

加熱処 理後FDA/EB染 色 した もの には緑色 に光 る菌

は全 く認 め られなか った(図1-b)。

考 察

FDA/EB染 色法 は既 に述べ たよ うに生細胞が エステ

ラーゼでFDAを 分解 して緑 色の蛍光物質 を細胞内 に蓄

積 す るこ とを 利用 した生 細胞の鑑別法であ り脳),抗 酸

菌の生死判別に も利 用で きる.さ らに この染色法が実際

の臨床検査 に利用で きるかが,わ れわれの興味 の対象で
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あ ったが,今 回 の実験 の結果,FDA/EB染 色 による生

菌死 菌の判別 と,小 川培地 での還元培養結果 は一致 し,

また喀痰材料 か らも生菌 が検 出できる ことか ら,こ の染

色法が実地 に応用される可能性 が十分 あると考 え られ た。

われわれの行 った方法 は,喀 痰材料 の処理か ら染色 ま

での操作 を安全 キ ャビネ ッ トの中で行 い,遠 心操作 など

もせずに行 うことができ,ま た枠付 きのス ライ ドグラス

を用 いて,生 菌材料 が流 れ出る危険 をな くし,安 全性 に

十分,配 慮 している。 ここで強調 したいのは,染 色 に際

して,ア ルカ リ処理 した材料 を確実 に中和す ることが重

要 である とい う点で ある。試料が アルカ リ性の場合 は顕

微鏡視野 は全体 が蛍光 を発 し,菌 が判別で きない。 また

酸性 では視野全体が暗 くなり同 じく,菌 の判別が困難で

あ る。そ こでBTBを 加 えて色調 の変化 をみなが らpH7

に調整す ることを工夫 したところ,簡 単でかっ再現性の

あ る結 果 を得 ることがで きた。pHの 調整 は喀痰を処理

す る際 に用 い るNaOH液 の当量 と見合 う酸を用 いれば

よ く,量 的 な関係 は特 に問題で はない。 ただ し中和操作

にと もなって,菌 液が希釈 されす ぎると,菌 の検出 に不

利 となるので この点 の配慮 は必要であ ろう。

FDA/EB染 色の実地応用を考え るとき,生 菌 と死菌

の割合が0.1%で あって も生菌を簡単 に確認で きるとい

う有利 さが あるが,一 方,生 菌 と死菌の数を正確 に算定

す ることはむずか しく,生 菌数 は還元培養 には及ぼない。

しか し,ガ フキ ー数 に相 当 す る目安 として,生 菌が10

%,50%,90%な ど とい う程度の確認 は可能であ り,

菌 の生死の迅速 な判別がで きる点が何 より評 価 され るべ

きであろ う。 ただ,FDA/EB染 色で は抗酸菌か否かの

判定 はで きな いので,必 ず抗酸染色 と組み合わせて用い

ることが必要で ある。

UV照 射 の場 合,照 射 直後 のFDA/EB染 色 と還元

培養の結果が定量性の点で,一 致 しなか ったが,こ れ は

UVに よる菌DNAの 損傷,そ の結果 としての菌の増殖

能力の消失 と,菌 体内の酵素活性の消失 との問に時間的

なずれが あるため と考え られ る。 この場合,照 射 した菌

液 を4℃ に1日 以上保存 してか らFDA/EB染 色 を行

うと緑色 に染 まる菌の数 は少な くな り,そ の呈色 も弱 く,

す ぐ槌色 す る。つ ま りFDA/EB染 色 に よ る生菌 の判

別 には,こ の ような残存酵素活 性を考慮 に入 れ る必要 が

あろう。

抗酸 菌 のFDA/EB染 色 を試 みた報告 はい くっかあ

り5)～10),特に築山 らは,ら い菌を用いて詳 しく解析 を行

ってい る。 この方法が有 望 と考 え られていたに もかかわ

らず一般化 しなか ったのは,明 瞭に染 め分 けるには確実

な中和が必 要であ ることと,強 毒菌 を生菌 のまま取 り扱

うための安全性に問題 があ ったため と考 え られる。今 回,

われわれの行 った手技 は これ らを解決 する可能性 があ り,

今後 さらに検討 して臨床検査 に応用 される方法 を開発 し

た い と考 え て い る。
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