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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アルカリ物質と、シカゴスカイブルー６ＢまたはローダミンＢとを含有し、アルカリ物
質が１５～３０質量％であることを特徴とする微生物の染色剤。
【請求項２】
　更に、メタノールおよび／またはジメチルスルホキシドを含有する請求項第１項記載の
微生物の染色剤。
【請求項３】
　真菌を染色するものである請求項第１項または第２項記載の微生物の染色剤。
【請求項４】
　細菌を染色するものである請求項第１項または第２項記載の微生物の染色剤。
【請求項５】
　請求項第１項ないし第４項の何れかの項記載の微生物の染色剤を微生物を含有する試料
に添加して微生物を染色し、次いで染色された微生物を検出することを特徴とする微生物
の検出方法。
【請求項６】
　微生物の染色剤を微生物を含有する試料に添加した後、６０～８０℃で２～５分加温す
る請求項第５項記載の微生物の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
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【発明の属する技術分野】
本発明は微生物の染色剤に関し、更に詳細には、従来の方法より短時間で細菌・真菌等の
微生物を染色することのできる染色剤およびこれを利用する微生物の検出方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】
従来、細菌・真菌等の微生物の検出には、試料に前処理した後、鏡検を行う直接鏡検法や
、試料中の微生物を培養した後、検査を行う培養検査法が用いられている。特に医療現場
等では簡便さから直接鏡検法がよく用いられている。
【０００３】
この直接鏡検法の前処理としては、苛性カリ法、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）添加
苛性カリ法およびパーカーインク－苛性カリ法が知られている（例えば、非特許文献１参
照）。
【０００４】
このうち苛性カリ法およびジメチルスルホキシド添加苛性カリ法は、菌を染色するもので
はないため、マラセチア菌の検出が困難であることや、検出する際の顕微鏡下での測定に
熟練していなければならないという問題点がある。一方、パーカーインク－苛性カリ法は
、菌を染色することができるものの、染色までに数時間から一晩かかるという問題点があ
る。更に、この方法は染色に使用できるインクの種類が限られていることや、インク自体
が単一の成分でないためにインクの処方変更等により菌の染色性に変化を生じることがあ
るという問題点もある。
【０００５】
【非特許文献１】
”Jpn. J. Med. Mycol.”、1995、Vol.36、p.61-86 ；山口英世ら、日本医真菌学会標準
化委員会報告
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】
従って、本発明の課題は、従来の直接鏡検法における前処理の問題点を解消し、より短時
間で微生物を染色する染色剤やこれを利用した微生物の染色・検出方法を提供することに
ある。
【０００７】
【課題を解決するための手段】
本発明者等は、このような事情に鑑み、上記課題を解決すべく鋭意研究を行った結果、微
生物の染色に用いる染色剤としてアルカリ物質と特定の染料を含有するものを用いること
により、微生物を短時間で染色・検出可能なことを見出し、本発明を完成した。
【０００８】
すなわち、本発明はアルカリ物質と、ジアゾ系染料またはキサンテン系染料とを含有する
ことを特徴とする微生物の染色剤を提供するものである。
【０００９】
また、本発明は上記染色剤を微生物を含有する試料に添加して微生物を染色し、次いで染
色された微生物を検出することを特徴とする微生物の検出方法を提供するものである。
【００１０】
【発明の実施の形態】
本発明の微生物の染色剤（以下、「本発明染色剤」という）は、アルカリ物質とジアゾ系
染料またはキサンテン系染料を含有するものである。
【００１１】
本発明染色剤に使用するアルカリ物質としては、無機系アルカリとして水酸化カリウム、
水酸化ナトリウム、水酸化バリウム、炭酸カリウム、炭酸ナトリウム、炭酸アンモニウム
、リン酸三カリウム、リン酸水素二カリウム、リン酸三ナトリウム、リン酸水素二ナトリ
ウム、アンモニア等、有機系アルカリとしてメチルアミン、エチルアミン、イソプロピル
アミン等のアルキルアミン類、メタノールアミン、エタノールアミン、ジエタノールアミ
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ン、トリエタノールアミン、イソプロパノールアミン、ジイソプロパノールアミン等のア
ルカノールアミン類が挙げられる。これらのアルカリ物質のうち、好ましいものとしては
水酸化ナトリウムおよび水酸化カリウムが挙げられ、特に好ましいものとしては水酸化カ
リウムが挙げられる。また、本発明染色剤におけるアルカリ物質の配合量は１０～４０質
量％（以下、単に「％」という）、好ましくは１５～３０％である。
【００１２】
一方、本発明染色剤に使用する染料のうち、ジアゾ系染料としては、シカゴスカイブルー
６Ｂ、エバンスブルー、ダイレクトブルー１５、トリパンブルー、ベンゾプルプリン４Ｂ
、コンゴーレッド等が好ましく、特にシカゴスカイブルー６Ｂが好ましい。本発明染色剤
におけるジアゾ系染料の配合量は０.０１～２％、好ましくは０.１～１％である。
【００１３】
また、本発明染色剤に使用する染料のうち、キサンテン系染料としては、ローダミンＢ、
ローダミンＢベース、ローダミン１２３ハイドレート、ローダミン６Ｇ、ローダミン１１
０、ローダミン５７５等が好ましく、特にローダミンＢが好ましい。本発明染色剤におけ
るキサンテン系染料の配合量は０.００１～１％、好ましくは０.００５～０.５％である
。
【００１４】
本発明染色剤には、必要により、上記成分に加えてメタノールおよび／またはジメチルス
ルホキシドを配合することができる。本発明染色剤におけるメタノールの好ましい配合量
は、０～３０％であり、特に０～２０％である。また、ジメチルスルホキシドの好ましい
配合量は、０～２０％であり、特に０～１０％である。
【００１５】
上記したメタノールおよび／またはジメチルスルホキシドの配合は、細胞に対する染色性
を抑制するが、微生物に対する染色性には変化を与えないので、本発明染色剤による微生
物の染色をはっきりとさせ、微生物の検出をより容易とする。なお、ジアゾ系染料または
キサンテン系染料のうち、例えば、ローダミンＢのようにアルカリ溶液に対する溶解性が
低いものは、溶解性を上げるという点でもこれらを配合することが好ましい。
【００１６】
本発明染色剤の調製は、上記アルカリ物質を水に溶解してアルカリ溶液を調製し、次いで
、これにジアゾ系染料またはキサンテン系染料と、必要によりメタノールおよび／または
ジメチルスルホキシドを加え、混合することにより行われる。なお、上記染料のうちアル
カリ溶液に対する溶解性が低いものは、予めメタノールまたはジメチルスルホキシドの１
種以上に溶解させてから、アルカリ溶液と混合することが好ましい。
【００１７】
斯くして得られる本発明染色剤は、例えば白癬菌等の皮膚糸状菌、カンジダ菌、マラセチ
ア菌等の真菌や、グラム陰性菌やグラム陰性菌等の細菌を染色することができるものであ
る
【００１８】
以下、本発明染色剤を用いて微生物を検出する方法を説明する。
【００１９】
本発明染色剤を用いて微生物を検出するには、まず、これら微生物の存在が疑われる部位
から採取した試料に本発明染色剤を作用させ、そのまま２０～３０分程度放置し、微生物
を染色する。使用する試料としては、採取部位に応じた種々のものが利用できる。例えば
、微生物として足や生毛部の白癬菌を検出する場合は、鱗屑、小水疱、小水疱蓋、丘疹の
角質部分等が利用され、爪の白癬菌を検出する場合は、爪甲下層や爪甲下角質等が、また
、毛瘡や禿瘡のでは、病巣中の容易に抜ける病毛が利用される。また、試料に対する本発
明染色剤の添加量は、数滴程度とすればよい。
【００２０】
なお、本発明染色剤は熱安定性が高いので、より短時間で微生物を染色するため、本発明
染色剤を試料に添加した後に、定温ホットプレート等により６０～８０℃で２～５分程度
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加温することもできる。
【００２１】
次に、本発明染色剤を作用させた試料は、例えば、これをスライドグラス上に取り、次い
でカバーグラスを被せた後、このカバーグラスの上からガラス棒などで軽く押し、試料を
薄く広げてから顕微鏡等により１００～２００倍の倍率で観察して、染色の有無を検出す
る。
【００２２】
そして、染色が認められた場合は、更に４００倍程度の倍率で鏡検することにより、試料
中の皮膚糸状菌、カンジダ菌、マラセチア菌等の真菌の寄生形態を観察することができ、
これによりその存在を検出することができる。一方、試料中の微生物が、グラム陽性菌や
グラム陰性菌等の細菌である場合は、１０００倍程度の倍率で鏡検し、その存在を検出す
ることができる。
【００２３】
本発明染色剤において、ジアゾ系染料を用いた場合の特に好ましい形態のものとしては、
アルカリ物質が１５～３０％、ジアゾ系染料が０.１～１％、メタノールが０～２０％、
ジメチルスルホキシドを０～２％含有するものが挙げられる。また、キサンテン系染料を
用いた場合の特に好ましい形態のものとしては、アルカリ物質が１５～３０％、キサンテ
ン系染料が０.００５～０.５％、メタノールが０％～３０％、ジメチルスルホキシドが５
％～２０％含有するものを挙げることができる。
【００２４】
以上説明した本発明染色剤を使用することにより、従来の微生物の染色方法に比べて、短
時間でより正確に微生物を染色・検出することが可能となる。
【００２５】
【実施例】
以下、実施例を挙げて本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるもの
ではない。
【００２６】
実 施 例　１
染色剤（１）：
２０％の水酸化カリウム溶液にシカゴスカイブルー６Ｂ（関東化学株式会社製）を０.５
％濃度となるよう加え、混合、溶解して染色剤を調製した。
【００２７】
実 施 例　２
真菌感染部位からの菌の染色・検出（１）：
表在性真菌症が疑われる部位から、病巣組織（鱗屑）を採取し、検査試料とした。この試
料をスライドグラスの上に置き、実施例１の染色剤を滴下し、室温にて２０～３０分間放
置し、病巣組織を軟化させた。組織が十分に軟化した後、カバーグラスを被せ、カバーグ
ラスの上からガラス棒などで軽く圧し、薄く広げてから光学顕微鏡で観察した。
【００２８】
鏡検の結果、１００ないし２００倍の倍率で微生物の染色（青色）が確認できた。更に倍
率を４００倍程度にすることにより、皮膚糸状菌や、カンジダ菌、マラセチア菌の寄生形
態も観察することができ、その存在が確認できた。倍率４００倍での顕微鏡写真を図１に
示す。
【００２９】
実 施 例　３
真菌感染部位からの菌の染色・検出（２）：
室温での放置に代え、定温ホットプレート上、６０～８０℃で２～５分加温する以外は実
施例２と同様に染色、鏡検をした。
【００３０】
鏡検の結果、１００～２００倍の倍率で染色（青色）が確認できた。更に倍率を４００倍
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ことができ、その存在が確認できた。なお、本発明の染色剤は加温することにより、より
短時間で染色できることがわかった。
【００３１】
実 施 例　４
微生物検出でのメタノールおよびジメチルスルホキシドの影響（１）：
シカゴスカイブルー６Ｂの濃度は０.５％に、ＫＯＨ濃度は２０％に固定した上で、メタ
ノール（ＭｅＯＨ）濃度およびジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）濃度を種々に変化させ
た下記の染色剤を調製し、検体細胞の染色の程度および微生物の染色の程度を、下記基準
により評価した。また、染色剤の特性を総合的に評価した。この結果を表１に示す。
【００３２】
（　染色剤のＭｅＯＨおよびＤＭＳＯ濃度　）
染色剤 Ａ ：　ＭｅＯＨ　　０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｂ ：　ＭｅＯＨ　１０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｃ ：　ＭｅＯＨ　２０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｄ ：　ＭｅＯＨ　３０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｅ ：　ＭｅＯＨ　４０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｆ ：　ＭｅＯＨ　　０％　／　ＤＭＳＯ　　１％
染色剤 Ｇ ：　ＭｅＯＨ　１０％　／　ＤＭＳＯ　　１％
染色剤 Ｈ ：　ＭｅＯＨ　２０％　／　ＤＭＳＯ　　１％
染色剤 Ｉ ：　ＭｅＯＨ　　０％　／　ＤＭＳＯ ２.５％
染色剤 Ｊ ：　ＭｅＯＨ　１０％　／　ＤＭＳＯ ２.５％
染色剤 Ｋ ：　ＭｅＯＨ　２０％　／　ＤＭＳＯ ２.５％
【００３３】

【００３４】

【００３５】



(6) JP 4370118 B2 2009.11.25

10

20

30

40

50

【００３６】
（　結　果　）
【表１】

【００３７】
実 施 例　５
染色剤（４）：
２０％の水酸化ナトリウム溶液にシカゴスカイブルー６Ｂを０.５％およびメタノールを
２０％となるように加えて混合、溶解し、染色剤を調製した。
【００３８】
実 施 例　６
染色剤（５）：
５ｍｇのローダミンＢ（アルドリッチ社製）と１ｍｌのジメチルスルホキシドとを混合、
溶解した後、４ｍｌの水を加えた。これと４０％の水酸化カリウム溶液とを１：１の割合
で混合、溶解して染色剤を調製した。
【００３９】
実 施 例　７
真菌感染部位の微生物の染色・検出（３）
染色剤として実施例６の染色剤を用いる以外は実施例２と同様に染色、鏡検をした。倍率
４００倍での顕微鏡写真を図２に示す
【００４０】
鏡検の結果、１００～２００倍の倍率で染色（紅色）が確認でき、これにより菌の存在を
検出することができた。更に倍率を４００倍程度にすることにより、皮膚糸状菌、カンジ
ダ菌、マラセチア菌の寄生形態も観察することができた。倍率４００倍での顕微鏡写真を
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図２に示す。
【００４１】
実 施 例　８
微生物検出でのメタノールおよびジメチルスルホキシドの影響（２）：
ローダミンＢの濃度は０.０５％に、ＫＯＨ濃度は２０％に固定した上で、ＭｅＯＨ濃度
およびＤＭＳＯ濃度を種々に変化させた下記の染色剤を調製し、検体細胞の染色の程度お
よび微生物の染色の程度を、実施例４と同じ基準により評価した。また、染色剤の特性も
同様に総合的に評価した。この結果を表２に示す。
【００４２】
（　染色剤のＭｅＯＨおよびＤＭＳＯ濃度　）
染色剤 Ｌ ：　ＭｅＯＨ　１０％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｍ ：　ＭｅＯＨ　２５％　／　ＤＭＳＯ　　０％
染色剤 Ｎ ：　ＭｅＯＨ　　０％　／　ＤＭＳＯ　１０％
染色剤 Ｏ ：　ＭｅＯＨ　１０％　／　ＤＭＳＯ　１０％
染色剤 Ｐ ：　ＭｅＯＨ　２０％　／　ＤＭＳＯ　１０％
染色剤 Ｑ ：　ＭｅＯＨ　３０％　／　ＤＭＳＯ　１０％
染色剤 Ｒ ：　ＭｅＯＨ　４０％　／　ＤＭＳＯ　１０％
染色剤 Ｓ ：　ＭｅＯＨ　　０％　／　ＤＭＳＯ　２５％
【００４３】
（　結　果　）
【表２】

【００４４】
実 施 例　９
染色剤（７）：
５ｍｇのローダミンＢと１ｍｌのジメチルスルホキシドとを混合、溶解した後、４ｍｌの
水を加えた。これと４０％の水酸化ナトリウム溶液とを１：１の割合で混合、溶解して染
色剤を調製した。
【００４５】
比 較 例　１
比較染色剤（１）：
２０％水酸化カリウム溶液にアニリンブルー（和光純薬工業株式会社製）を１％加えて混
合、溶解して比較染色剤を調製した。この染色剤で　実施例２と同様に染色、鏡検をした
が、染色は確認できず、微生物は検出できなかった。
【００４６】
比 較 例　２
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比較染色剤（２）：
２０％の水酸化カリウム溶液にブリリアントブルーＲ（シグマ社製）を０.５％濃度、ジ
メチルスルホキシドを１０％となるよう加え、混合、溶解して比較染色剤を調製した。こ
の染色剤で　実施例２と同様に染色、鏡検をしたが、染色は確認できず、微生物は検出で
きなかった。
【００４７】
比 較 例　３
比較染色剤（３）：
プラチナスペアーインク ブルーブラック カートリッジ（プラチナ万年筆株式会社製）と
４０％の水酸化ナトリウム溶液とを１：１の割合で混合、溶解して比較染色剤を調製した
。この染色剤で　実施例２と同様に染色、鏡検をしたが、染色は確認できず、微生物は検
出できなかった。
【００４８】
比 較 例　４
比較染色剤（４）：
ユニ－ボール シグノ（Uni-Ball Shigno）用替え芯ＵＭＲ－８５Ｎ ブルーブラック（三
菱鉛筆株式会社製）と４０％の水酸化ナトリウム溶液とを１：１の割合で混合、溶解して
比較染色剤を調製した。この染色剤で　実施例２と同様に染色、鏡検をしたが、染色は確
認できず、微生物は検出できなかった。
【００４９】
【発明の効果】
本発明の染色剤は、真菌、細菌等の微生物を短時間に染色・検出することができるもので
ある。また、本発明の染色剤は保存安定性や熱安定性が高く、長期保存および染色時の加
熱による染色性の低下の問題はないものである。
【００５０】
従って、本発明の染色剤は、真菌や細菌等の微生物の染色剤として極めて有効である。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図１は、実施例１の染色剤による染色を示す顕微鏡写真（×４００）である。
【図２】　図２は、実施例７の染色剤による染色を示す顕微鏡写真（×４００）である。
以　　上
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