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緒 言

一世紀 も前にGramに より開発されたグラム

染色法は,全 細菌 を陽性菌 と陰性菌に2分 する

方法でしか もその性質が菌の もつ生物性状に大

きく関与することで高 く評価 されている.し か

も近年の進歩の著 しい微細構造の研究により,

グラム染色性の機序が細菌の もつ表層構造の差

によることが明 らかにされてからます ますGram

染色法の評価が高まったことは周知の事である1).

したがってグラム染色は,細 菌同定作業の第一

段階に使用される手技 として重要 であるが,本

染色法の手技が煩雑で多 くの検体 を取 り扱 く場

合にはかなりの時間を必要 とす る難点がある.

グラム染色性 をグラム染色法以外の手技で判

定するためには,等 電点測定,蛋 白分解酵素に

よる消化性,自 己融解性,ア ルカリ抵抗性等が

知 られている2). FluhartyとPackardは,染 色

によらない方法によるグラム染色性の分類を試

み, KOH処 理による菌 液の粘稠化が グラム陰

性菌にだけ認められる事 を明らかにした3).そ の

後, Kuhnは 臨床分 離菌同定時における経費お

よび時間削減のため本KOH法 を導 入すべ きだ

と述べている4)更に最近, Buckは グラム染色性

の一定 しない細菌が 多い海洋細菌の同定にも

KOH法 が有用であると報告 している5).

我々は,教 室保存株お よび臨床分離株におけ

るKOH法 とグラム染色法とを比較 し, KOH法

採 用上 の問題点 お よび有用性 に関 して検 討 を加

え, KOH法 が 通常 の細 菌検査 にお いて充分 グ

ラム染色 法の代用 に耐 え るこ とを明 らか に した.

材 料 と 方 法

供 試菌株 は, Table 1に 示 した教 室 保 存株40

株 と尿路 感染症 患者分離 株253株 で あ る.教 室

保 存 株 は, Mycobacteriumお よ びStorepto

coccusを 除 いて普 通 寒 天培 地 またはCLED培

地 にて 培 養 し, Mycobacteriumは ソー トン培

Table 1.供 試 教室保存株の リス ト
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地, Streptococcusは 血液寒天培地で培養 した.

臨床分離株は,全 てCLED培 地で分離培養 を行

った後,グ ラム陽性菌は血液寒天培地で,グ ラ

ム陰性菌はCLED培 地で,真 菌はサブ ロー寒天

培地 で培養 した.液 体培養は トリプティケース

ソイ液体培地で行 った.

グラム染色はHucker液 を用いる常法に従っ

て行った6).こ の場合,菌 の塗抹か ら鏡検 までの

行程には約10分 を要する. KOH法 によるグラ

ム染 色性 の判 定は,ス ライ ドグラス上にKOH

液 を滴下 し,そ れに供試菌 を白金耳 を用いて懸

濁 し粘稠化 をもってグラム陰性菌 と判定す る.

粘稠化の判定は,菌 懸濁液を白金耳で釣 り上げ

た場 合に糸 を引 く様 に成 る事 で行 った.な お

KOH液 は作成後,密 栓 して室温保存 したが,

少 くとも2ヶ 月は充分使用することができ,陰

陽の判定には全 く支障はなかった.

結 果

1. KOH濃 度の グラム染色性判定時間に及

ぼす影響.

実験に使用するKOH濃 度 を設定するため,

グラム陰性菌7株 の各種KOH濃 度による粘稠

化までの時間を測定 した.結 果はTable 2に 示

した. 0.5%で も多くのグラム陰性菌が1分 以内

に粘稠化 したが, 2・3の 菌株では菌量の影響

もあって成績が一定 しない場合があった.3%

 KOH濃 度では,極 めて短時間の粘稠化が認め

られ結果 も安定 し再現性 に富んでいた.し か し

3%以 上 を使用 して もこれ以上の処理時間の短

縮 は認め られなか った.し か もこの3% KOH

では供試 した全てのグラム陽性菌は, 1分 以内

では全 く粘稠化 しなかった.従 って以下の実験

においては, 3% KOH液 を使用 した.

2. KOH法 によるグラム染色性判定に及ぼ

す菌量の影響.

菌 量の影 響 を調べ るために,100μlの3%

 KOH液 に1/4白 金耳か ら5白 金耳 までの量を懸

濁 したが,成 績には全 く影響 を与えなかった.

 100μlのKOH液 に対 して1/2白 金耳未満の菌量

では,グ ラム染色性の判定が困難であった場合

が数菌種 であった.通 常 の判定には, 20～30μl

のKOH液 を使用す るので, 1/5白 金耳程度の菌

Table 2. KOH濃 度 のグラム染色性判定

時間に及ぼす影響

判定は, 100μl KOH液 に1白 金 耳の固型培

地発育菌を使用 して行 った.単 位は粘稠化 ま

での時間を秒数 で示 してある.

Table 3. KOH法 に よるグラム染色性判定に及

ぼす グラム陽性菌培養時間の影響

* KOH法 による判定は,菌 懸濁液が粘稠化

したものを(-)と 表示 してある.
** グラム染色でグラム陽性に染った菌の百分

率で示してある.

量 を使用すれば,グ ラム染色性の判定 に最適で

あることが判 った.

液体培養 後,遠 心分離で集菌 した菌のKOH

法によるグラム染色性の判定においても良好な

成績が得 られたが,判 定までの時間は約2倍 程

度 となった.な お, Listeria monocytogenesで

は,菌 が寒天 面に食い込ん で発育す るため,

 KOH法 による判定に必要 な菌量 を釣菌するに

は困難で行い得なかった.

3. KOH法 によるグラム染色性 判定に及ぼ
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Table 4.臨 床 分離株のKOH法 に よる

Gram陰 陽 判定結果の検討

* KOH法 に よる判定は,菌 懸濁液が60秒 以

内に粘稠化 したものをNegativeと 判 定した.

** 143株 の うち140株 は40秒 以 内にすべて粘稠

化 したが, 3株 のみは60秒 か かって粘稠化

した.

すグラム陽性菌培養時間の影響.

KOH法 は,溶 菌に伴なったDNAの 漏出に基

づ く粘稠化によりグラム染色性 を判定するもの

であるので,培 養時間の延長に伴なうグラム陽

性菌 の陰性 化 も十分 考慮さねなば ならない.

 Table 3は,グ ラム陽性菌 であるS. aureusと

St. faecalisの 培養時間延長が, KOH法 に如何

なる結果 をもたらすかを従来の グラム染色法結

果 と比較 しつつ検討 した.結 果はKOH法 は+,

 -で ,グ ラム染色法は陽性 を示す菌の百分率 で

示 した. KOH法 に よるグラム染 色性 の陰性化

とグラム染色の陰性率 には平行関係はあるもの

の,完 全な相関性は認め られなかった.し たが

ってTableに 明 らかな様 に, KOH法 を使用す

る場合には供試菌の培養時間に充分注意する必

要がある.

4.臨 床分離株のKOH法 によるグラム染 色

性判定.

供試 した臨床分離株は,グ ラム陽性球菌86株,

グラム陰性 杆菌143株,真 菌24株 であった.新

鮮培養菌 を使用 した場合には,グ ラム染色結果

と100%相 関 していた(Table 4).し か しなが

ら, 3株 のグラム陰性菌 では, KOHに よる粘

稠化の度合が弱 く,処 理時間を延長する必要が

あった.粘 稠化までの時間は最長の もので60秒

で,大 多数の グラム陰性菌は30秒 以内に粘稠化

した(Table 4).グ ラム陽性菌および真菌は1

株 も粘稠化せず グラム染色結果 と良 く一致 して

いた.分離培養などに使用 した培地成分によるグ

ラム染色性判定の妨害は全 く観察されなか った.

考 察

近年細菌表層構造の研究は飛躍的発展を示 し,

グラム染色性の違いは表層構造の差を反映 して

いることで高い評価がなされている1).その結果.

約40年 前に 日本人研究者により明らかにされた

グラム陰性菌のアルカリによる粘稠化法は,ア

ルカリ処理による表層構造の破壊に基づ くDNA

漏出が機序であることが明らか となった.こ の

様 な背景 もあ り,最 近 グラム染色性 の判定に

KOH法 をグラム染 色法 の代 りに使用す る事が

再検討 されつつある3～5).我々は,臨 床分離細菌

の同定作業時に煩雑なグラム染色法に代 って,

 KOH処 理によるグラム染色性の判定方法を導

入す ることを試みた.そ の結果,新 鮮培養菌 を

使用 し, 3% KOH液20～40ul当 り1/5白 金耳

量以上の菌体 を使用すればグラム染色結果 と100

%一 致するこ とを見い出した.ま た,グ ラム染

色性の判定に要す る時間も1分 以内であ り多 く

の検体 を迅速に処理するには非常に有用な方法

であると思 われる.し か しKOH法 にもいくつ

かの難点はある. KOH法 は,グ ラム染色法に比

べて多量の菌体 を必要 とするため釣菌が容易な

ようにコロニーの独立発育が必要である.し か

も菌の分離純粋性が完全であることを要求する.

それは グラム陰性菌の中に少量の グラム陽性菌

が混入 していてもそれが検出され得ないためで

ある.ま た,本 法では菌の形態観察 を行わない

ので,菌 の形状に関す る情報が必要な場合には,

他の方法により得る必要がある.

前述の ようなKOH法 の短所 も,本 法が安価

に行ない得て,し か も迅速な方法であり手技の

熟練 も必要 としない点を考慮すればルチンに行

な う菌同定の第一段階作業に極めて有用な方法

として汎 く採用されてよいと考える.

要 約

臨床分離細菌の検査同定作業の能率化 をはか

る目的で,グ ラム染色法によらないグラム染色

性判定法の導入を試みた. KOH液 を用 いた簡

易染色法 を試験す るため,教 室保存株における
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グラム染色性の判定に必要なKOH液 濃度お よ

びその他の判定条件に検討を加 えた.そ の結果,

 3% KOH液 を使用 し,充 分量の新鮮培養菌 を

使用するならば供試 した全ての菌株でグラム染

色結果 と一致 した.こ の結果に基づき,尿 路感

染症患者由来株253株 の染色性 を判定 した. 3株

のグラム陰性株で若干反応性が弱かった ものの

全ての菌でグラム染色結果 と一致 した.

KOH液 は,グ ラム染色性の判定が迅速,安

価,か つその判定には熟練 を必要 としない点か

ら今後大いに使用されるべ き方法 と考えられる.
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Application of KOH method for determination of 

Gram reaction of clinical isolates.

Ken-ichi TOMOCHIKA, Michitaka FUNABASHI, Takashi MARUYAMA, 

Kaoru TERASAKA and Yasuhiro KANEMASA

Department of Microbiology, Okayama University Medical School,

A rapid nonstaining method for the determination of the Gram reaction was applied 

to clinical isolates. In this study, 253 clinical isolates were tested by both the KOH 

method and Gram staining method. Both methods discriminated 110 of Gram-positive 

bacteria and Yeast-form fungus, and 143 of Gram-negative bacteria. These results 

confirmed the application of KOH method to clinical isolates.


