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米ぬかによる細菌の発育増殖性と莢膜の形成性について
－高頻度に分離される細菌の場合－

山田　　巌 1)

Studies on Growth and Formation of Capsule of
Bacterial Culture by Rice Bran

－ A case of Isolation Culture for an Amount Frequency －

Iwao Yamada

Abstract
The purpose of this study is to examine growth and formation of capsule of bacterial culture by Rice Bran.

As the result, the following findings were obtained.

1 ) The growth by Rice Bran agar was confirmed in after cultivation of 48-72 hours, but isolated colony 

formation was difficult.

2 ) The growth by Rice Bran broth could be confirmed after the cultivation of 24 hours on all bacterial 

culture.

3) The formation of cupsule by Rice Bran broth could be confirmed in E.coli, K.pneumoniae, K.oxytoca.

4 ) As for K.pneumoniae, formation of capsule by blood broth was confirmed in both blood broths. E.coli, 

K.oxytoca were confirmed in human blood broth.

  In addition, a capsule of K.pneumoniae was thicker in Rice Bran broth than in blood broth.

Key Words: Rice Bran 米ぬか Rice Bran broth 米ぬか液体培地 blood broth 血液液体培地　
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1）九州大学医学部保健学科検査技術科学専攻

Ⅰ　はじめに
ヒトから分離される細菌に米ぬか液を利用する

に至った経緯は，水田や畑に米ぬか１,２,３）を加え

ると，土壌中の微生物の活発な活動により除草の

目的が達成できることを知ってからで，米ぬか液

体培地にヒトから高頻度に分離される細菌の発育

増殖性があること，保存により失われた莢膜を形

成させる能力のあることがさきの報告から示唆さ

れた１）。

今回は，さらに一般的にヒトから高頻度に分

離される細菌と真菌の Candida albicans (C. 

albicans)を用いて，米ぬか寒天培地と米ぬか液

体培地での発育増殖性について，普通寒天培地

での発育増殖性と比較検討した。さらに，大腸

菌，肺炎桿菌，肺炎桿菌と同じ菌属の Klebsiella 

oxytoca (K.oxytoca)の保存により失われた莢膜

の形成性について，米ぬか液体培地とウマ脱線維

血液，ヒト保存血液，ヒツジ保存血液を用いて作
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製した血液液体培地に，菌を接種して 18－ 24時

間培養後，莢膜染色法により莢膜形成の有無を確

認する方法で検討したので報告する。

Ⅱ　実験材料と方法
１．実験材料

使用した細菌：グラム陽性菌として，黄色

ブドウ球菌，表皮ブドウ球菌，Enterococcus 

faecalis (E.faecalis), Enterococcus faecium 

(E.faecium), C.albicans，グラム陰性菌とし

て，大腸菌，肺炎桿菌，K.oxytoca, Serratia 

marcescens (S.marcescens), Proteus vulgaris 

(P.vulgaris)，緑膿菌を用いた。

２．実験方法

１） 米ぬか液の作製方法：さきに報告した方法に

より作製し，使用に供した４）。

２） 米ぬか寒天培地：蒸留水に寒天末を 1.5％の

割合に加えて加温溶解後，pHを 7.2－ 7.4に

調整し，オ－トクレ－ブで 121℃ 15分間高圧

滅菌後，50～ 60℃に冷えたところで，米ぬか

液を最終濃度 10％になるように加えて混和後，

シャ－レに 15－ 20ml注入し固めた。

３） 普通寒天培地：市販の粉末培地を用いて作製

した。

４） 米ぬか液体培地：高圧滅菌した生理食塩水

（以下 pH7.2に調整したものを使用）1mlに，

濾過滅菌した 50％米ぬか液を 1ml加えた培地

である。

５） 血液液体培地：脱線維ウマ血液，ヒト保存血

液，ヒツジ保存血液をそれぞれ滅菌中試験管に

1mlずつ入れ，滅菌した生理食塩水をそれぞれ

に 1mlずつ加えた培地である。

６） 莢膜染色法（Hiss変法）：Hiss法を基本とし

た方法で，ヒト血清を蒸留水で２倍希釈した血

清に菌を混ぜて塗抹後自然乾燥させ，火炎固定

はせずに，50℃に温めた染色液で１分間染色後，

硫酸銅液で洗う方法により実施した５）。

Ⅲ　結　　果
１ ） 米ぬか寒天培地による細菌の発育増殖性につ

いて

準備した細菌をすべて米ぬか寒天培地と普通

寒天培地に塗抹して 37℃で培養し，細菌の発育

増殖性と孤立集落の形成性について比較検討した

ところ，普通寒天培地ではすべての細菌に 18－

24時間培養後に孤立した集落が認められた。一

方，米ぬか寒天培地では 24時間培養後に細菌の

発育増殖は一切認められず，表１に示したように

48－ 72時間培養後に発育増殖が認められたもの

の，孤立集落の形成はほとんどみられず，しかも

大半は融合した状態で発育増殖していた。

２） 米ぬか液体培地による細菌の発育増殖性につ

いて

米ぬか液体培地に準備した細菌をすべて接種し

て 18－ 24時間培養後に，その１白金耳を普通寒

天培地に植え代えて 18－ 24時間培養後の発育増

殖の有無を観察したところ，すべての細菌に発育

増殖が認められた。

３） 米ぬか液体培地による莢膜の形成性について

保存により失われた莢膜形成菌の大腸菌，肺

炎桿菌，K.oxytocaを接種して 37℃で 18－ 24時

間培養後に，Hiss変法による莢膜染色法で大腸菌

（図 1），肺炎桿菌（図 2），K.oxytoca（図 3）のそ

れぞれに莢膜の形成が確認された。

４） 血液液体培地による莢膜の形成性について

３種類の血液液体培地に莢膜形成用の細菌を

それぞれ接種して 37℃で 18－ 24時間培養後に，

Hiss変法により莢膜形成の有無をみたところ，３

表１米ぬか寒天培地での発育増殖性

菌　　名
培　養　時　間

24 48 72

　黄色ブドウ球菌 － ＋

　表皮ブドウ球菌 － ＋

　　E.faecalis － ＋

　　E.faecium － ＋

　　C.albicans － － ＋

　大　　腸　　菌 － ＋

　肺　炎　桿　菌 － ＋

　　K.oxytoca － ＋

　　S.marcescens － ＋

　　P.vulgaris － ＋

　緑　　膿　　菌 － － ＋
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種類の血液液体培地のすべてに莢膜の形成が確認

されたのは肺炎桿菌（図４）のみで，米ぬか液体

培地の菌（図２）より菌体はいくらか小さく，莢

膜は薄かった。大腸菌と K.oxytocaはヒト保存血

液による血液液体培地で認められ，ヒツジ保存血

液による血液液体培地ではいずれも認められな

かった。

Ⅳ　考　　察
一般的に高頻度にヒトから分離される細菌の米

ぬか寒天培地と米ぬか液体培地による発育増殖性

と，米ぬか液体培地とウマ脱線維血液，ヒト保存

血液，ヒツジ保存血液の血液液体培地による失わ

れた莢膜の形成性について検討した。

米ぬか寒天培地での発育増殖性は，普通寒天培

地とは異なり 24時間培養後には認められず，48

時間ないし 72時間培養後に発育増殖が確認され

たが，孤立した集落の形成はほとんどみられず，

大半は融合した形で発育増殖していた。これは，

米ぬか寒天培地には普通寒天培地に比べて細菌の

発育増殖を促進するような栄養素が少ないか，細

菌によっては必要な成分が不足していて発育増

殖に長時間を要したことが考えられた。さらに融

合した形で発育増殖したのは，米ぬか寒天培地の

表面に透明な露滴のようなものがみられたことか

ら，培地表面に過剰の水分が存在していることに

よるのは明らかで，反面，米ぬか液には高い保湿

性が示唆された。したがって，米ぬかは細菌の分

離培地に利用するよりも，寒天培地の保存中の乾

燥を防止する目的で用いることを考えた方が良い

のかも知れない。ただ，米ぬかにはさきに報告し

たように１），米ぬか液体培地で細菌の変異が出現

しているので，とくに米ぬかの使用濃度など検討

する必要があろう。

米ぬか液体培地での発育増殖性は，普通寒天培

地に植え代えて発育増殖の有無をみることにより

判断したが，実験に供したすべての細菌が 37℃

で 18－ 24時間培養後の米ぬか液体培地で発育増

図１　米ぬか液体培地からの大腸菌 図２　米ぬか液体培地からの肺炎桿菌

図３　米ぬか液体培地からのK.oxytoca 図４　血液液体培地からの肺炎桿菌
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殖していることが確認された。

つぎに米ぬか液体培地と３種類の血液液体培地

に大腸菌，肺炎桿菌，K.oxytocaをそれぞれ接種

して 18－ 24時間培養後，Hiss変法により莢膜染

色を行ったところ，米ぬか液体培地ではいずれの

菌にも莢膜の形成が確認されたが，米ぬか成分の

何が莢膜形成に関与しているのか定かでない。い

ずれにしても，ヒトから分離される細菌に米ぬか

を応用した文献が見あたらず，まだ不明な点が多

い。

血液液体培地での莢膜形成性は，肺炎桿菌で

は３種類の血液液体培地のいずれにも形成され

ていたが，大腸菌と K.oxytocaではヒト保存血液

による血液液体培地で確認され，ヒツジ保存血液

による血液液体培地にはいずれの菌にも形成され

なかった。このように，使用した血液により莢膜

の形成性に差異が認められたのは，今回用いたヒ

トとヒツジの保存血液の場合，抗凝固剤中にクエ

ン酸ナトリウムが含まれており，この薬剤は腸内

細菌用選択培地の選択性を高めるために加えられ

ていることからも，用いた細菌に何らかの影響が

あったのかも知れない６,７）。さらにヒツジの保存

血液の場合，採血した血液に等量のアルセバ－液

（保存液）が加えられたもので，血漿中含まれる

抗体の存在も無視できないと思われる。

肺炎桿菌の米ぬか液体培地からの菌（図２）と，

血液液体培地からの菌（図４）の染色標本を比較

してみると，菌体の大きさと莢膜の厚さは米ぬか

液体培地からの方が大きかった。いずれの標本も

塗抹標本を作るとき菌を血清と混ぜて塗抹したこ

とと，Hiss変法による染色を行ったことにより，

塗抹標本に余分な熱が加わらなかったので菌体は

大きく見え８），とくに米ぬか液体培地からの莢膜

は厚かった。このことから，米ぬか液体培地には

莢膜形成菌の保存により失われた莢膜を形成させ

る能力の存在が確認され，しかも血液液体培地よ

り良好であった。

Ⅴ　結　　語
ヒトから高頻度に分離される細菌の米ぬか寒天

培地と米ぬか液体培地による発育増殖性と，米ぬ

か液体培地と血液液体培地による失われた莢膜形

成菌の莢膜の形成性について検討し，つぎのよう

な成績を得た。

１） 米ぬか寒天培地での発育増殖性は ,48～ 72

時間培養後，すべての菌で認められた。しかし，

孤立した集落の形成はほとんどみられず，大半

は融合した形で発育増殖していた。

２） 米ぬか液体培地での発育増殖性は，18－ 24

時間培養後すべての菌に認められた。

３） 米ぬか液体培地での莢膜形成性は大腸菌，肺

炎桿菌，K.oxytocaともに確認された。

４） 血液液体培地での莢膜形成性は，肺炎桿菌で

は３種類の血液液体培地に認められたが，米ぬ

か液体培地からの菌に形成された莢膜より薄

かった。大腸菌と K.oxytocaではヒト保存血液

による血液液体培地で認められ，ヒツジ保存血

液による血液液体培地には認められなかった。
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墨汁染色変法による細菌莢膜の識別法の開発

小島夫美子 １,２），山田　　巌 １），中上　佳子 １），
岩谷　良則 ２），藤本　秀士 １）

New Development in Bacterial Capsule Identification
with Modified Indian-ink Method

Fumiko Kojima, Iwao Yamada, Yoshiko Nakagami, 

Yoshinori Iwatani, Shuji Fujimoto

Abstract
The capsule of pathogenic bacteria is one of the most important virulence factors. Hiss's method, a standard 

bacterial capsule stain, is used for capsule identification. However it was difficult to stain the capsules of some 

bacteria such as Streptococcus pneumoniae . This paper presents a stain method based on both Gram stain 

and Indian-ink stain. The proposed stain method allowed clear identification of the capsule of S.pneumoniae. 

This method is easy and simple in use, and can be extended to other bacterial species and/or clinical specimens. 

Key word: Streptococcus pneumoniae肺炎球菌 , capsule莢膜 , Indian-ink method墨汁染色

１）九州大学医学部保健学科　検査技術科学専攻
２）大阪大学大学院医学系研究科　医療技術科学　生体情報科学専攻

緒　　言
感染症の確定診断に微生物検査は必須である。

近年，医学検査技術の進歩と発展は目覚ましく，

微生物の検査に関しても，以前に比べて，簡単

でかつ精度の高い技術が開発され臨床応用されて

きた。病原体を確認するための手段として，塗抹

鏡検による方法，分離培養法，免疫学的な抗原検

出法１,２,３）などに加え，最近では，DNA診断法
４,５）も利用されつつある。このようななかでも，

塗抹鏡検検査は，容易で，特殊な器材を必要とせ

ず，病原体を形態学的に直接証明でき，感染症診

断の最初に行う検査として欠くことができない
６）。通常，鏡検検査で細菌を識別するためには，

まずグラム染色７）を行い，グラム染色性や形態，

大きさについて調べる。次に，菌種によっては，

特殊染色を行い，芽胞，莢膜，鞭毛などの特殊な

構造の有無を調べ，おおまかに菌種の分類や同定

を行っている。

莢膜は一部の細菌に存在する菌体外側の多糖よ

りなる膜様構造である。肺炎球菌，肺炎桿菌，髄

膜炎菌など多くの細菌感染症で莢膜は，菌体を

宿主の生体防御機構から守り，感染を成立させる

役目を担う重要な病原因子である８,９）。通常，莢

膜の証明法としてもっぱら使用されているのは，

Hissの莢膜染色 10）であるが，次のような欠点が

ある。生体材料中のものを直接塗抹して染色する

ような場合には明瞭な莢膜が認められるが，培

地から培養した菌を使用して塗抹染色した場合に
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は，あまりよい結果が得られず，塗抹方法や莢膜

形成用液体培地を使用するなどいくらかの工夫を

必要とする 11）。さらに，肺炎球菌など菌種によっ

ては，それでもなお莢膜の証明が困難であること

も少なくない。また，硫酸銅を試薬として使用，

排出するため廃液の処理がやっかいである。

一方，病原体そのものを染色せずに周囲の背景

を染め出す方法として陰性染色がある。この染色

法の中で，とくに墨汁法 12）は，おもにクリプト

コッカスのように厚い莢膜の検出を目的とするよ

うな場合によく用いられる。しかし，この方法で

は，細菌の莢膜，菌体ともに染色されず，区別が

つかないために肺炎球菌や肺炎桿菌などの莢膜の

有無の鑑別には適用しにくい。このような理由か

ら，我々は，Hiss染色より手技が簡便で，特別な

試薬を必要とせず，そのうえ，これまでの染色法

では，証明しにくかった培養菌の莢膜を確認する

新しい方法について検討した。今回，我々が考案

した，墨汁法を改良した新しい莢膜確認法は，培

養した肺炎球菌であるにも関わらず，莢膜と菌体

をともに比較的明瞭に区別することができた。こ

の方法は，病院細菌検査室などにおいて細菌莢膜

の有無を調べるのに有用であると考える。

対象と方法
１．対象

喀痰から分離された肺炎球菌莢膜保有株２株

（ムコイドタイプとノンムコイドタイプ），および

眼科受診患者の眼脂から分離された肺炎球菌莢膜

非保有株２株を対象とした。これらの菌株は分離

後にマイクロバンクバイアル（アスカ純薬）に凍

結（-80℃）保存しておき，使用時に１株毎にウマ

血液寒天培地（バイタルメディア極東）上に，マ

イクロチップで数滴垂らし，35℃，５％ CO2下で

18～ 24時間培養した。生えてきた菌を塗り広げ，

さらに同一条件下にて 18～ 24時間，二次培養を

行い，これを試検菌とした。また，コントロール

として肺炎桿菌株１株（教室保存株）を肺炎球菌

と同一条件にて培養し，試検菌とした。

２．染色方法

１）  Hissの莢膜染色

山田が報告した方法に従った 11）。十分に脱脂し

たスライドグラス上に，４倍に希釈したヒト血清

を１白金耳載せ，その上に，培地上のコロニーか

ら白金耳でごく少量釣菌したものを載せ，スライ

ドグラス上で混ぜながら均一に塗り広げて，自然

乾燥を行った。この塗抹標本に，予め 50℃に加

温しておいたゲンチアナ紫水溶液（ゲンチアナ紫

0.25gを 99.5％エタノール５mlに溶解し，さら

にそれを精製水にて５％にしたもの）を載せ，１

分間染色した。この染色液を 20％硫酸銅液で洗

い流し，水洗せずにそのまま濾紙で吸湿，乾燥し，

強拡大（1000倍，油浸）にて鏡検観察を行った。

２）墨汁染色

十分に脱脂したスライドグラス上に，ニグロシ

ン液（ニグロシン 10gを蒸留水 100mlに溶かし，

30分煮沸後，濾過したもの）を１白金耳載せ，こ

れに培養菌をごく少量混和し，カバーグラスを用

いて薄層塗抹標本を作製し，自然乾燥後，強拡大

（1000倍，油浸）にて鏡検観察した。

３）グラム染色

培養菌の塗抹を行う際に，①滅菌生理食塩水で

普通に塗抹したものと，背景を染め出す工夫とし

て，喀痰成分の変わりになるような② 0.5％およ

び１％ムチン液，③ 0.1％および１％ゼラチン液，

④ヒト血漿のそれぞれで菌を塗抹し，乾燥した。

次に塗抹面を上にして，火炎中をゆっくりと３回

ほど通過させ，火炎固定を行った。塗抹面にクリ

スタル紫液を載せ，２分間染色した。その後，ル

ゴール液を注いでクリスタル紫を洗い去り，さら

に新しいルゴール液を加えて２分間媒染した。ス

ライドグラスを傾瀉し，ルゴール液を捨て，その

上から 99％エタノールで脱色した。水洗後，パ

イフェル液で 30秒間，後染色した。水洗後は濾

紙で吸湿，乾燥し，強拡大（1000倍，油浸）にて

鏡検観察した。

４）今回考案した墨汁染色変法

この方法は基本的に，まず初めに菌体を染色し，

その後，墨汁で背景を染色する２重染色法である。

A　菌体の染色
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ギムザ染色液，クリスタル紫，パイフェル，ゲ

ンチアナ紫の各水溶液を用いて菌体の染色を行っ

た。前述の染色液のうち１種類をスライドグラス

上に一滴載せ，そこに滅菌した竹串で，ごく少量

釣菌した培養菌を混ぜ合わせ，２分間放置して染

色した。なお，クリスタル紫については，その後，

ルゴール液で媒染操作（１分）を加える方法につ

いても検討した。

B　背景の染色

操作 Aで菌体を染色した後，固定は行わず，

ニグロシン液を一滴おき，カバーグラスを用いて

軽く混和し，そのまま薄層塗抹標本を作製し，自

然乾燥した。引き終わりの部分を強拡大（1000倍，

油浸）にて鏡検観察した。

結　　果
１．Hiss の莢膜染色

肺炎桿菌では，Hissの染色により，菌体が濃紫

色，莢膜は薄い紫に染色され，明瞭に莢膜の存在

を確認することができた。一方，肺炎球菌では，

喀痰分離菌株，眼脂分離菌株ともに菌体は濃紫色

に染色されたが，莢膜は不明瞭で，はっきりと確

認できなかった。偶然にも，塗抹の過程で釣菌し

ようとして，血液寒天培地の一部が肺炎球菌喀痰

分離菌と一緒に混入，塗抹された標本において，

寒天部分が背景となって薄いピンクに染色され，

その上に存在していた肺炎球菌の数個に，莢膜が

確認された。

２．墨汁染色

墨汁染色によって，肺炎球菌・肺炎桿菌ともに

背景は均一に黒～灰色（引き初め～引き終わり）

に染色された。しかし菌体も莢膜も全く染色され

ず，全体が透明に抜けた形で観察され，莢膜は確

認できなかった。

３．グラム染色

肺炎球菌では，対象と方法に挙げたグラム染

色の①～④のどの塗抹法でもグラム陽性球菌とし

て菌体が紫色に染まった。①の蒸留水で塗抹した

ものでは，不染性の莢膜と染色されない背景との

区別をつけることはできず，莢膜の確認はできな

かった。②のムチンはグラム陰性に染色されたが，

結晶状となり，背景をうまく染めることができず，

莢膜の確認はできなかった。③のゼラチンは粒状

になり，染色されず，莢膜の確認はできなかった。

④の血漿はグラム陰性に染色されたが，均一には

染色されず，莢膜の確認はできなかった。（すべ

て結果は示さず）

４．今回考案した染色法

我々が考案した染色法（墨汁染色変法）におけ

る，検討結果（染色性）を表１に示す。菌体の染

色は，クリスタル紫，ゲンチアナ紫，パイフェル

のどれを使用しても，色合いの濃淡に差はあるも

のの，２～３分の染色時間で，それぞれの染色液

の色が通常より，やや淡く染色され，その後のニ

グロシン染色によって，莢膜は灰色～黒の背景の

中に不染帯として抜けた形で確認された。この中

で，ゲンチアナ紫は肺炎桿菌の，またクリスタル

表 1　考案した染色法による染色性の検討結果

No. 染色液 染色時間（分） 媒染 ニグロシンとの
接触時間（分）

染色性
莢膜の確認

菌体 背景
1 クリスタル紫 2 ND 1 － ＋ 不可
2 クリスタル紫 2 ND すぐ ＋（淡） ＋ 可※
3 クリスタル紫 2 D 1 ＋ － 不可
4 クリスタル紫 2 D すぐ ＋（濃） ＋ 可
5 クリスタル紫 3 ND 1 － ＋ 不可
6 パイフェル 1 ND すぐ ＋（淡） ＋ 可※
7 パイフェル 2 ND 1 － ＋ 不可
8 パイフェル 2 ND すぐ ＋（淡） ＋ 可※
9 ギムザ液 1 ND 1 － ＋ 不可
10 ゲンチアナ紫 2 ND すぐ ＋ ＋ 可※

※は結果に安定性がなかったもの
+ : 染色される，－：染色されない
D: 実施，ND: 実施せず
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紫やパイフェルは肺炎球菌のそれぞれの菌体を相

対的に，より鮮明に染色していた。しかし，これ

らの結果は不安定で，同じようにやって，菌体が

染まらない場合もみられ再現性に乏しかった。ま

た，クリスタル紫を使用した時，莢膜と背景の境

界部が濃紫色に輪郭を描き，その中が薄い紫で全

体が染まってしまうものもみられた。さらに，こ

の方法は，ニグロシンとの接触時間が長くなると，

それに伴って菌体の染まりが悪くなった。

菌体の染色において媒染操作を加えたものは，

図１．考案した墨汁染色変法による莢膜染色

A は、喀痰から分離された肺炎球菌の染色像で
ある。菌体はクリスタル紫によって濃紫色に染色
され、その周囲に不染性（透明）の莢膜が認めら
れる。

Bは、眼脂から分離された肺炎球菌の染色像で
ある。菌体はクリスタル紫によって濃紫色に染色
されたが、莢膜は認められない。

図２　考案した染色法の手順
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しなかったものに比べ，菌体の染まりがよく，十

分に濃染した菌体が観察され，そのうえニグロシ

ンによる染色の影響も受けにくく，安定した結果

が得られた（図１A）。最も染色性が安定して，菌

体の染まりも良く，莢膜の存在も明瞭に確認でき

た方法は，１）スライドグラス上にクリスタル紫

を１滴載せ，そこに肺炎球菌を滅菌竹串で釣菌し，

混和し，そのまま２～３分間染色する。２）その

上にルゴール液をクリスタル紫と同量載せ，１～

２分間媒染する。３）その後，ニグロシンを軽く

混ぜ，できるだけ速やかに塗抹標本とする方法で

あった（図２）。次に，この方法を用いて，眼脂

から得られた肺炎球菌を染色し，形態および莢膜

についての観察を行ってみたところ，菌体はグラ

ム陽性に染まり喀痰分離株と同じであったが，菌

体の周りに莢膜構造は全く見られなかった（図１

B）。

考　　察
肺炎球菌は，ヒトの口腔や上気道に常在して

おり，病原性が強く，肺炎の主要な原因菌となる

他，小児を中心とした髄膜炎，中耳炎，結膜炎な

ど様々な感染症の原因菌となる 13）。本菌はグラ

ム陽性の双球菌で，多糖体から成る莢膜を有して

いる。この莢膜は肺炎球菌の病原因子のひとつで

あり９），分離菌株における莢膜の証明は大変重要

である。通常，臨床検査室内では，喀痰など臨床

材料を直接塗抹し，グラム染色によって，莢膜の

確認を行うことが多い。喀痰はムチンと呼ばれる

粘液性物質の中に剥離した上皮細胞が含まれてい

るので，それらが背景として染め出されることに

より，莢膜は菌体とムチンとの間の染色されない

部分，つまり透明帯として観察可能である。しか

し，すべての検査材料が直接塗抹に適しているわ

けではなく，髄液検体などでは背景が染色されに

くいし，培養した菌を染色しなければならないこ

ともある。莢膜染色として一般的な Hiss染色で

も本菌莢膜は染色されにくい。

そこで今回，我々は，肺炎球菌の莢膜の有無あ

るいは違いをみるために，従来の染色法に代わる，

培養菌でも莢膜の有無を確認できる新しい染色法

を考案することを目的とし，検討を行った。1988

年に荒井らが，墨汁法とクリスタル紫による染色

法を組み合わせた莢膜検出法を検討し，その有用

性について報告している 14）。この方法では，先に

墨汁で塗抹標本を作製し，それをメタノールで固

定した後，後染色としてグラム染色を行っている。

実際に施行してみると，確かに莢膜は確認できた

が，墨汁で染色した後，固定をするときにアルコー

ルを使用するため，その後の染色操作中に墨汁が

溶け出してしまった。また，菌体が全体に淡く染

まってしまう傾向にあり，鑑別しにくかった。我々

は，固定操作による莢膜の変性を避けるために，

菌をアルコールや火炎で固定せず，先に菌体を染

色し，次にニグロシンで背景を染める方法を検討

した。最初，菌の固定をしないため，染色液と菌

を混和する際に白金耳を使用すると，混和後，白

金耳の方に染色液が吸い取られてしまうという問

題が生じたが，これは，白金耳でなく，滅菌した

竹串や白金線あるいはチップの先端など，できる

だけ先端が細いものを使用して混和することで改

善された。染色液の種類，染色時間については結

果に示した通り，どの染色液を使用しても，菌体

の染色は可能であるが，全体に薄く染色される，

あるいは同じ肺炎球菌を使用しているにもかかわ

らず，日によって菌体が染まったり染まらなかっ

たりするなど不安定な結果となった。この原因を

確かめるために，染色時間を長くしてみたり，染

色液と菌の混釈方法を変えたり，あるいは培養を

液体培養（ブレインハートインフュージョン液体

培地）にしてみたりと様々な検討を行ったが，結

果はそれほど変わらなかった。それに対して，ニ

グロシンで一定時間，染色すると菌体が染まらず，

混ぜてすぐにスメアを引くと，菌体が明瞭に染色

された。つまり染色した菌体とニグロシンとの接

触時間をできるだけ短くした方がうまくいった。

その理由として，最初の染色で菌体は一旦染まる

ものの，ニグロシン液との接触により，先に染まっ

ていたクリスタル紫などの染色液が水溶液のため

溶け出してしまうからではないかと考えられた。

そこで最初の染色をもっと強固にするために，菌

体の染色後に媒染操作を加えてみた。その結果，
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媒染を行うことによって，菌体の染まりが明瞭に

なり，本来の染色液の色に菌体が染色された。媒

染剤の持つ特性によって，色素と菌体の親和性が

強化されたことがわかった。

以上のことから図２に紹介した方法が今回検討

したなかで最も簡便で安定した方法である。今回

考案した染色法の最大の特徴は，短時間で，特別

な試薬も技術も必要とせず，簡単に実施できるこ

とである。従来の Hissの莢膜染色法は，操作上で，

血清による前処置を必要とする，あるいは染色液

を加温するなどの煩雑なところが欠点であった。

これに対して，今回の新染色法は，グラム染色液

と墨汁さえあれば簡単に実施可能である。また硫

酸銅などの廃液処理の心配をする必要もない。た

だし，本法は火炎固定あるいはアルコール固定な

どの菌の固定処理を行わず，菌が生きたままの状

態で染色を行うため取り扱いには十分な注意を必

要とする。また，菌体を染める染色液に関して，

各種染色液による結果にそれほど差が見られな

かったことから，クリスタル紫以外の染色液でも

十分染色可能であり，この点についてはまだ改良

の余地があると思われる。

結　　語
従来の染色法では，肺炎球菌のとくに培養菌か

らの莢膜証明は難しいとされている。そこで，菌

体，莢膜ともに明瞭に証明できる新しい染色法に

ついて検討したところ，我々の考案した墨汁染色

変法が，培養した肺炎球菌であるにも関わらず，

短時間に簡単な操作で，莢膜を菌体とともに染色

できた。本法は細菌莢膜の有無の鑑別に有用であ

ると考える。
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