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Rickettsia Prowazeki の簡易染色法

（次亜塩素酸の媒染を愛用）

金沢医科大学細菌学教室（主任 谷敏授）

眞  田  一  富

  7〈aetttomi Sanatla

  （昭和24年11月2日受附）

第1章緒
 從來，Rickettsia（Rと略記）特に（Rickettsia

Prowazeki（RPと略記）の染色液としてGiemsa

液が使用せられ，その後種々なるR染色法が報

告されたが，己れもその染色所見の不鮮明乃至

は技術の繁雑なるために，一般に普及するに至

らなかった．

 之等のR染色法中にはCastaneda法1・2）（19

30，1936），二木法4）（1933），細川法5）（1934），

波多野・高松等の1】luminol R染色法7）（1935），

伊藤法6）（1935），緒方・宮田・寺霊魂のAzur II，

Victoriablau 4 R JjR IIIuminol R染色法8）（19

35），最近に於てはMacchiavellQ法3）及同変法

1⑰）（1939，1945）等があり，殊にMacchiavello

法は良法でφるとされておるが，脱色時の技術

的困難とpHに注意しなければ良結果を得られ

なV・難点がある．Giemsa法に匹敵するものと

高

しては，緒：方等の111uminol R．染色法があるが，

画塾も指摘して居る様に同法はGiemsa液の

主要成分であるAzur IIを使用すること，及

Illuminol Rが感光性色素であるために早期に

槌色する欠点を有しておる8）．

 そこで私は，Gfems宇佐の第一の欠点たる染

色時間の比較的長V・ことと，年産Gielnsa液の

優秀なものの入手困難な現況よりしてRPの実

地槍出に際し，より海軍に而も短時聞にRPを

染色し得る様な他の方法を得ようと考え研究を

重ねるに及び，偶々谷教授指導の下に盛永が報

告せる：Leptospira及Treponemaの染色に於

ける次亜塩素酸媒染法9）（谷盛永染色法）を用

ひて好成績を得，更に加法の固定と媒染を一操

作に簡約してRP染色に適する條件を槍査した

ので敏に報告するものである．

第2章実験材料及実験方法

 （1）實験赫料

 a）供試RP・敢室保存の伊藤株及Breinl株

 b〕次亜盤素含有液は工業用晒粉（丸石製）を用ひ

た．

 （H）實験方法

 a） 塗抹標本作製方法

 RPの艀化鶏卵々黄轟内培養に於ける卵黄襲の胎仔

に近い部分の小片を探り，生理的食璽水で充分洗解し

たる後，可及的に卵黄を除去し，豫め滅菌したシヤ・・

レ中の濾紙で水分を除き清拭載物硝子上に薄く塗抹す

る．

 b）染色方法

 前記塗抹標本を室温にて乾燥後，i欠亜盤酸水溶液

（晒粉液）をRuge攣法液で稀羅した固定媒染液にて

1～10勇闇麗試し，訳で石炭酸デンチアナ紫等の色

素を以て大町30秒～1⑪分間染色し，水染乾燥後検鏡し

た．

 c）染色成績の判定標準

 浮水1ceに1滴の割合のGiemsa液（Glubler製）

にて30分聞室温にて染色したRP塗抹標本の染色濃度
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及鮮明度を基準として之を柵なる記號で記載し，順衣

染色度の低下に從って十F， H・，←，十，⊥及一とし

た。↓は辛5じてRPの染色像を認め得る程度のもの

である．一は不染性を示し，モ協冊はGie鵬a液染色

法よむ優るものを示す．

第3章実験成績
   第1節 晒粉水溶液とRuge変法

       液との好適混合比

 谷・盛永染色法に於ては，先づRuge変法液

（0．2％氷酷富加20％ホルマリン：水）にて2分間

固定をなし，次で有効塩素量約0・05％の晒粉液

で2分間処置する．即ち固定と媒染を別々に行

うのであるが，私は之を第1表に示す様に，1

％有効塩素量含有晒粉水溶液をRuge変法液に

て5倍，10倍，20倍，40倍に稀釈し，その有効

塩素量0．2％，0．1％，0．05％，0．⑪25％含：有の4

種の固定媒染液を作り，夫々1～10分闇室温処

置，水洗後石炭酸ゲンチアナ紫液で30秒間室温

で染色をなし次の如き成績を得た．

 爾，晒粉の有効騒素量は製造過程及保存期間により

相違するけれども，約30％内外の含有量を有してをる

9）．故に晒粉10g ．1｝t乳鉢に探り少量の蒸溜水を加へえ

て磨葎泥状としたものを『ルペンに移し，更に蒸溜水

を加えて全量を300ccとなし，充分振盈後濾紙にて濾

過，かくし有効盤素量約1％の液を得る．之を原液と

して保存し，用に臨みRuge打法液で所要濃度に稀羅

して用ひた．

第1表1％晒粉水溶液とRuge変法液との好適混合比

群 別 稀羅度
有効璽素

濃度（％）

1  5 倍、 0．2
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照
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 第1表1に於ては作用時聞1分でRPは既に

濃紫染するが塗抹面は一般に清明でなく，4分

以上作用する時はRPはGiemsa法に比して

形態が膨大して見え，而もR特有の両極染色様

の像等は見られす，全体一様に濃紫染するだけ

である．

 IIでは2分聞処置でGiemsa液の濃度に達

し，3～4分で染色度が最高となり，極染色像

も見られるが標本面は術清明度に於て欠ける所
                     ノ
があり，10分聞ではRは一様に濃紫染し，RP

特有の像を見ることが困難である．

 IIIに於ては2分間でGiemsa液に匹敵する

成績を示し，3～4分闘では染色度が更に良好

となり塗抹面も清明でRPの形態も良く，工0分

闇の所見はIIの場合と同様であった．

 IVでは標本面は清明であるけれども染色度

はIIIに比較して劣る成績を示した．

 即ち以上の結果から1％有効塩素：量含有晒粉

水溶液をRuge変法液で20倍に稀釈した有効塩

素量：0．⑪5％含有の固定媒染液で，3～4分間前

処置したものが最も良好であり，叉塗抹面も清

明であった．

 対照として火焔固定のみの場合とRuge変法

液で前処置1，2，3，4，5，10分聞後晒粉

液の媒染を行はすに染色せる場合に就き実験を

行ったが，前者に於ては塗抹面は清明でなく
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RPは辛うじてその染色像を認め得る程度で，

中には不染性の場合もあb，後者に於ては2分

間処置で什となるが更に作用時隠を延長しても

RPの染色度にはさしたる変化はなかった．

 R染色に於ては，塗抹材料が査て卵黄嚢等の

如き組織材料であるために蛋白質の含有が多

く，從って塗抹面を清明ならしめることは特に

必要なのであるが，この点に関しては本固定媒

染液はその中に存する酷酸拉にホルマリン水中

に自然分解により生する蟻酸の蛋白質溶解作用

により”），塗抹面を清明ならしめることを知っ

た．

    第2節 本固定媒染液と染色

       時間との関係

    第1項 各種色素の染色能力

 色素は主として’1”riphenylinethane系の比較

的手近なものに就て実験した．色素液は全て使

用直前に薪製し，0，5％水溶液とした．

 染色法は0．05％有効塩素量保有の固定媒染液

で室温前処置3分間，水洗後各種0。5％色素液

で5～30分間室温で染色しπ．

 その成績は第2表に示した如く本実験に於

て，対照（火焔固定のみ）ではVictoriablau 4R，

Methylviolett， Gentiatiaviolett， K rystalviolett，

：Fuchisinの順に旧染度が低下し，染色時間30分

でもMalachitgrttnn， Wasserblauは不染性であ

った．本団定媒染液を作用させる時は：RPの染

色度は各色素とも著るしく上昇す．る。この場合

ではGentianaviolettの可染度は Vict面ab】au

4R， Methylviolett等のそれに匹敵するか，：或

は幾分良好なものもあった．比較的染色度の弱

いMethylenbiau， Malachitgrifnnに於ても，本

固定媒染液の前処置によればその可染度を十或

は＝程度に迄上昇せしめ得る．但し，酸性色素

第：2表 各種：色素の染色能力

化學上の分類 （購騨雨漏本心書1盤，
Fuchsin
（Merk）

Gentianaviolett
 （Grtibier）

T盤トIV琵1門下）4R
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臨基性

 及
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naphthyi－
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盤基性
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 （片 山） 旧基性

瀦騨陣基性

5

3 0

5

3 0

5

3 e

5

3 0

5

3 0

伴

冊

冊

冊

冊

冊

s
山

Krystalvlolett
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前
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冊

柵
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5

3 0

十
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Thiazine

柵

耕
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十

s
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たるWasserblauは本法でも不染性を示した．

 以上の結果から観ても最も手近で，而も入手

容易と云う点からRPの染色液とし”（，石炭酸

「ゲンチァナ玉液を撰んだ．

    第2項石炭酸ゲンチアナ紫

        液の染色時間

 第1項と同様に本固定媒染液により3分夢前

処置したる後石炭酸ゲンチアナ紫液で10秒，

30秒，45秒，1分，2分，5分醐夫々染色して

その最適染色時闇を槍曝した．（第3表参照）

第3表 石炭酸ゲンチアナ

  紫液の染色時間

染色

S聞

本固定媒染液3分間前盧置  封照

i火焔固定）R・の染鍍彫目の撫

 ■P0秒
  染色 不良昼  形態梢不良

赤 紫 開

30秒
  染色 良好柵  形態 良好

赤紫1↓   F

45秒 嘩譲離 赤 紫 ↓

ユ分
  染色 良好十冊  形態 良  一

O ↓

2分 柵灘梢柴良 紫 十

5分 柵細事良 紫 朴

に上昇するが，3⑪秒染色に見られる様な定型的

RP像は得られない．即ち3⑪秒～45秒聞の染色

が最も良好であった．

   第3節本固定媒染液の有効期問

 本固定媒染液：中に於ける有効塩素：量は保存期

間によって相違するζとは勿論であるが，本液

を褐色瓶に入れゴム栓にて密閉して氷室内に保

存し，製造直後，1週間，2週聞，3週聞，1

ケ月，2ケ月め6回に亘ってその：有効度を敵討

して見た．毎回RP塗抹標本を本法によb3分

間前処置し石炭酸ゲンチアナ盤面で30秒悶染色

した．（第5表参照）

  第5表

貯藏期日

本固定媒染液の有効期聞

降級12繭3週間國2

 即ち10秒染色では染色度・形態ともに不充分

であるが，30秒染色では既にGiemsa法に於け

るよりもRPの染色濃…度大となり， RPは赤紫

色に染色され，Giemsa法に見る如く菌体内に

於て濃淡二様の像を識別し得る．即ち桿菌型に

於ては両極染色の像を呈し，この部は濃赤紫叉

は紫色で中央部は淡即する．勿論申には全体

殆ど同一調に染色されるものもある．RPは組

織球及諸種細胞の原形質に比して濃染し，又，

後者等はRよりも櫛型を採る傾向があるから容

易に之を識別し得る．

 45秒染色に於ても同様であるがRPは30秒の

それに較べて紫調が梢強く，1分以上の染色で

はRPは紫色の同一調に染色され染色濃度は更

染翫圏黙秘陪田
ss劇什

tttttiii，．i」，Nii2］

註：封照はRuge攣法液のみによる前

  庭置後媒染を行はないもの．

 本実験では第5表の如く保存1週間のものは

製造直後に比して媒染能力が梢劣り，2週聞後

には柵程度に迄染色能の低下を來たし，3週間

以上2ケ月の場合に於ては，対超として使用し

たRuge変法液：のみの処置の場合と同程度で

あった．対照にあっては最：初より染色度低くH

程度で，2ヶ月に亘るも殆ど変化はなかった．

 以上の祓績及叡智を室濫に放置することより

考え，本固定媒染液は製図少くとも1週間は保

存し得るが，それ以上長期に亘れば媒染能力の

低下を來たすから，使用直前に1％有効塩素：量

含有晒粉原液をRuge変法液で稀釈新製した

方が良v・．

 上表に示した様に，Ruge縫血液は長期間保存する

も鯨り攣化はなく，叉，盛永q・）によれば1％有効魎素

量含有の晒粉原液も氷室内に保存する時は激ケ月聞は

有効であり，その有効盤素量の損失は1週間約0．7％，

1ケ月後に至って漸く約2．5％の損失を潤たすのみ

で，實際の染色に當ってはこの程度の損失は左程考慮

に入れる必要はない．
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   第5節 他のR染色法との比較

 今日迄Rの染色法として報告せられて居るも

のの中，伊藤のVictoriablau 4R法，波多野等；

のIllurninol R法，緒方・宮田等のAzul II，

Victoriab】au：4R加Il】uminol R法Macchiavello

法，及Giemsa法等に就きRPの染色を行い，

本法と比較した．

 その結果は伊藤のVictoriablau 4R染色法難

波：多野等の111uminol R染’色法は染i’色濃i度， RP

の形態共に梢，Giemsa法のそれよりも劣り，

：Macchiave】1・法は染色一一・般va淡に過ぎRP特有

の両極染色像を見ることが困難で，眼色時往々

にして脆色の行き過ぎを來たしRPもMethy－

lenblauにより青染することが多く，この点に

技術的の困難がある．次に，緒方・宮田等の

Azur II， Victoriablau 4R加Illumino］R染色

法は，染色濃度，形態共にGiemsa法に匹敵し

美麗であるが，Illumin⑪l Rが感光性色素であ

るために早期に裾噂する欠点を有しておる．私

の方法では短時間の固定媒染，染色で染色濃度

に於てはGiemsa液の濃度に優り， RPの配

列，形態等も第2節，第2項に記載した如く良

好であった．唯，本法で注意すべき’ことは材料

の蛋白が多いために塗抹を可及的に薄く行うこ

とである．

 RP検出の優劣に就ては，最も善通に用ひら

れるG｛emsa法と本法を同一材料により比較検

討した．，即ちEhrlichのQuadratische okular－

blendeを用ひて毎50月間の雫均値を算出した．

 Giemsa法では50覗野中i視野の平均RP槍

世数は273，本法に於ては278個で，これらの

差は僅少であ9，全く同一値を得たと言って良

かろう．

 以上の諸：方法は敦れもRP接種卵の同一卵黄

嚢の10倍乳剤に就て実験を行ったもので，発見

し得るRP数は大体同様であるが，その染色操

作の簡易，染色時間等を比較するならば，本固

定媒染法は操作簡軍で特殊な色素を必要とせ

す，且叉，短時間に染色し得る点に於て他の方

法に優るものである．術，本法によるRP染色

標本は2ケ月以上の時日を経過するも柳色する

ことはなかった．

第4章総括蚊に考按

 以上行った実験を総括，考按すれば次の如く

である．

 1）晒粉水溶液：（吹挙塩素酸）の媒染作用は

その中に含有する遊離塩素の酸化作用に帰因す

るものである．私のRP固定媒染液の主作用も

以上の作用によることは勿論であるが，更に本

棚：に含・まれる酷酸拉にホルマリン：水中に自然分

解により生する蟻酸によって蛋白質の溶解を來

たし9），塗抹面を清明ならしめる作用をも有す

る．R染色の磨ぎ塗抹材料が蛋白質含有の大な

るものにあっては，本法の利用は特に当を得た

ものと思考される．

 本法に撃ては，1％有効塩素：量含有晒粉水溶

液：をRuge i変法液で20倍に稀釈したもの，即ち

有効塩素：量0．05％を含有する液：で3～4分間固

定媒染を爲したものはRPの染色度蛇に形態配

列が最も良好で，その作用時間ro分間のものに

於てはRPは一様に濃紫萌する．

 0．1％含有のものでは4分以上処置する時は

RPは濃染に過ぎ，形態膨大し染色不良である．

0．025％以下では標本面は清明ではあるが，染

色度はO．05％のものに比して劣る．

 2）本法に絶て如何なる色素を使用すれば：最

も良好にRPを染色し得るかと云ふに，酸性色

素たるWasserblauの他は本固定媒染液の前処

置によりその染色度を増際した．本法の前処置

をした後0．5％の各種：色素液で5分闇染色をす

る時は，Giemsa液室温30分間染色の染色濃度

に優るか，或は匹敵すると思はれる色素はその

RP染色性の彊V・ものから列記すれぱ， Vlctor－

iablau 4R， Gentianaviolett， Methylviolett，

Kristalviolett，：Fuchsinの順となり，比較：的染
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色力の弱いMethア1enblau及MalachitgrUnnも本

固定媒染液の作用によって染色力を増強せしめ

得る．即ち入手容易，而も手近な色素といふ点

からRPの染色液として石炭酸ゲンチアナ紫液：

を撰んだ．

 3）本法に於けるRP染色至適時間は石炭酸

ゲンチアナ肉離に於ては，30秒～45秒聞の場合

が染色濃度，RPの形態配列とも最も良好であ

った．応分聞以上ではRPは同一調に濃染され

泉好とは云い難い．

 4）本固定媒染液の保存有効期間は，客好を

褐色瓶に入れゴム栓にて密閉して氷室内に保存

すれぱ，1週間後に至るも伺製造直後に比して

大差はないけれども，爾後時問の経過と共に漸

次媒染能力の低下を示した．室温に保存するこ

2を考慮すれば，使用の都度晒粉原液をRuge

変法液にて稀釈新製した方が安全であるe檎，

Ruge変法液は長期間保存するも大した変化は

なく，1％有効塩素量含有晒粉原液も氷室内に

保存すれば数ケ月間は有効で使用に適する．

 5）諸種R染色法を比較するに，RPの形態

を美麗に表現し得るものとしては，Giemsa法

が今日迄最良とせられて來たが，唯，該染色法

は相当の熟練に待たねば，常に一定した成績が

得難いことと染色時間に長時闇を要し，叉，現

況では國産品の良品を得難いことが遺憾とせら

れておる．

 他のR染色法中，伊藤のVictoriab！au 4R染

色法，波：多野等のIIlufninol R染色法はRPの

染色濃度，形態ともに梢，Giemsa法に劣1，

緒方等のAzur II，、Victoriablau 4R加Illuminol

R染色法は Giemsa 染色法に匹敵するも，

Illumin⑪I Rが感光性色素であるために早期に

祷秘する欠点を有しておる．Macchiavello染色

法はその染色所見は美麗であるが，脱色時に技

術的困難があり，往々後染色によ夢RPも亦青

染され前出が容易でなV・ととがある．

 本固定媒染法はRPの走出数に於ても以上の

諸法に劣らす，短時闘で且容易に染色され，

RPの形態も良好で，特殊の色素を必要とせ

す・，その染色標本はバルサム封入をせすに2ヶ

月間保存しても槌色する様なことはなかった．

  6）以上の成績より本染色法の術式を次の如

くにし旋．

 （1） 塗抹，乾燥

 可及的薄く塗抹し，室温にて乾燥せしめる．

 （2）固定媒染

 ：有効塩素量1％含有晒粉原液をRuge変法液

で20倍に稀釈し，該液で3～4分聞室温処置，

水洗．

 a）晒粉原液の製法一市販晒粉は約30％内外の有

効盛素を含有するから階粉10gを乳鉢にて磨葎し，

。30⑪c・cの浄水を少量ずつ加えて溶解せしめ，濾紙で

エ回濾過したものを褐色瓶に入れて氷室内に保存す

る．

 b）Ruge攣法液の製法一一一20％ホルマリン水に

0．2％の割に氷酷酸を加える．

 染色の都度，晒粉原液をRuge攣法液で稀繹使用

する．

 （3）染色
 石炭酸ゲンチアナ紫液で室温30秒～45秒間染

色．

 （4）水洗，乾燥，鏡餅

“7）染色所見

 RPはGiemsa法に見る如く菌体に於て濃淡

二様に識別し得られる．即ち桿菌型に於ては両

極染色の像を呈し，この部は濃紫赤色で中央部

は淡製する．勿論中には全体殆ど同一一・調Uc紫赤

染するものもあるが，RPは組織球或は諸種細

胞の原形質に比して赤墨が張いから容易に之を

識別し得る．

 從來，Aniline系色素では難染性とせられて

居たRPを，軍染色により，簡翠に，而も短時

間の染色により之を染色することは私等の久し

く待望する所であった．本染色法はその一一4）を

果し得たものと信ずる．
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第5章結

 1）谷・盛永染色法の固定と媒染を一操作に簡

易化して：R染色に慮用することによりRPの簡

易染色法に成功した．

 2）本固定媒染液で3～4分聞前処置した場

合RPの被染色性は最も良好である．

 3）本法によれば石炭酸ゲンチアナ紫液30秒

論

～45秒間の染色で充分である．．

 4）本法はGie：nsa法等と同等な検出牽を有

し，特殊な色素を必要とせす，且，短時間で染

色し得る特長を有する．

 （欄筆に臨み，終始御懇篤な御指導と御絞圏を賜っ

た恩師谷教授に深く感謝の意を表するものである，）
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