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■ は じ め に
微生物検査領域における迅速化が求められる今日，
塗抹検査は最も安価で迅速に実施可能な検査であり
重要な診断ツールである。塗抹検査は細菌の有無のみ
を観察するのではなく，細菌以外の要素すなわち炎
症のステージやウイルス感染およびアレルギーなど
の非細菌性炎症などを観察することで，幅広い情報
が得られ治療方針の決定に大いに貢献することが可
能である。日常検査における染色法にはグラム染色が
汎用されているが，本染色法は細菌観察のための染
色法であり，細胞分類などには不適である。そこで，
当検査室では塗抹検査においてより多くの情報を得
るため，ディフ・クイック染色 (シスメックス社 ) を
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図１．ディフ・クイック染色の操作法
併用している。ディフ・クイック染色の操作法を
図１に示す。ディフ・クイック染色は，固定から染
色まで 15秒でライト・ギムザ染色と同様な染色形態
が得られる簡易迅速染色液セットであり，ベッドサ
イドでの穿刺吸引細胞診や血液形態などで頻繁に用
いられる。本染色法は微生物分野においてもグラム
染色との併用によって非常に有用な染色法であると
考える。本稿では，ディフ・クイック染色の当院に
おける利用方法をいくつか実例をふまえ紹介する。

■ 血流感染症例における活用
血中に生きた微生物が存在する血流感染は重篤
な感染症の一つであり，それを早期に診断するこ
とは，患者の予後に大きく関与する。当院におけ
る血液培養検査はバクテアラート 3Dシリーズ 

(シスメックス・ビオメリュー社 ) を用いて行ってい
る。本装置付属の FA/FN培養ボトルは，ボトル中に活性
炭粒子を含有しており，活性炭粒子を含まないボトルに
比べ抗菌薬投与中患者において菌検出感度が高い１～３）。
しかし，血液培養陽性時にグラム染色を行い細菌を
確認する際に，活性炭はグラム陽性に染まるためグ
ラム陽性菌を見落としやすくなる４）。図２-aにカテー
テル感染におけるMRSA敗血症例の血液培養グラム
染色像を示したが，ボトル中に存在する活性炭粒子
とグラム陽性球菌との鑑別ができない。特に，ブド
ウ球菌系は塊状に増殖するため，グラム染色のみで
活性炭と鑑別することは困難である。そこで，当院
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では血液培養陽性時にディフ・クイック染色を併用
している。図２-bにディフ・クイック染色像を示し
たが，菌体は鮮青色に染色され，活性炭との鑑別は
容易となる。また，グラム陰性桿菌とグラム陽性球菌
の複数菌血流感染症の場合においても，グラム陽性
球菌を見落とすことなく報告することが可能となる 

( 図３-a，b )。
�

図４-a． Campylobacter fetus による敗血症例の
 グラム染色像 (×1000 )

図２-a． MRSA 敗血症における血液培養液のグラム染色像
 (×1000 )

図３-a． 複数菌敗血症における血液培養液のグラム染色像
 (×1000 )
また，血流感染起炎菌のなかには，グラム染色で染
色されにくい稀な病原体も存在する。図４-aに
Campylobacter fetusによる敗血症例のグラム染色像を
示したが，本菌はらせん形態を示し，グラム染色のサ
フラニンに染色されにくく，グラム染色の背景が不良で
あれば検出が困難となる場合がある。図４-bにディフ・
クイック染色像を示したが，菌体が明瞭に観察できる。
図４-b． Campylobacter fetus による敗血症例の
 ディフ・クイック染色像 (×1000 )

図２-b． MRSA 敗血症における血液培養液の
 ディフ・クイック染色像 (×1000 )

図３-b． 複数菌敗血症における血液培養液の
 ディフ・クイック染色像 (×1000 )
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次に，図５-aに Mycobacterium fortuitumによる敗
血症例のグラム染色像を示した。抗酸菌は，通常グ
ラム染色ではグラム不定な染色形態を示す場合が多
く，見落とされてしまうことが多いが，図５-bに示
したディフ・クイック染色像では抗酸菌も明瞭に染
色されている。本症例では，ディフ・クイック染色の
併用により抗酸菌血流感染を疑い，チールネルゼン
�

図５-c． Mycobacterium fortuitu
 チールネルゼン染色像

図５-a． Mycobacterium fortuitum による敗血症例の 
 グラム染色像 (×1000 )
染色を実施することができた。チールネルゼン染色
像を図５-cに示す。
血流感染治療において，血液培養陽性時の塗抹検
査結果は重要な意味をもつ。細菌の見落としは命取
りになりかねない。ディフ・クイック染色を併用す
ることで，より正確な検査結果を迅速に報告するこ
とが可能となる。
m による敗血症例の
 (×1000 )

図５-b． Mycobacterium fortuitum による敗血症例の
 ディフ・クイック染色像 (×1000 )
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■ 原虫類による感染症例における活用
本邦における原虫感染症は近年増加傾向にある５）。
特に我々が日常検査において頻繁に遭遇するアメーバ
類である Entamoeba histolyticaによる赤痢アメーバ症
は，世界で年間 5000万人の感染者が存在し，死亡者
数は毎年 4～ 7万人になると推定されている６）。また，
近年では汚染コンタクトレンズの装用が原因の
Acanthamoeba spp.によるアカンソアメーバ角膜炎が注
目されている７～９）。本疾患は難治性で強い眼痛を主訴
とするが，診断が遅れ適切な治療が行われなければ失
明に至ることもあり，早期診断が求められる疾患であ
�

図６-c． Acanthamoeba spp. 嚢
 ディフ・クイック染色

図６-a． Acanthamoeba spp. 栄養型のグラム染色像
 (×1000 )
る。これらアメーバ類の検査診断法は，近年では Real-
Time PCR法の進歩により病原体遺伝子の検出が可能
となってきたが 10～ 12），PCR法を実施するには特殊な機
器を必要とするために日常検査として浸透していない
のが現状である。しかし，現在の微生物検査室におけ
るグラム染色では，原虫を明確に染め分けて検出す
ることは難しい。図６-aに角膜擦過物から検出した
アカンソアメーバ栄養型のグラム染色像を示したが，
菌体の輪郭および菌体内構造が不明瞭で観察が困難
である。しかし，図６-bに示したディフ・クイック
染色像では菌体内の核も明瞭に観察することができ
る。また，図６-cの嚢子も明瞭に観察可能である。
子の
像 (×100)

図６-b． Acanthamoeba spp. 栄養型の
 ディフ・クイック染色像 (×1000 )
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また，Giardia lambliaによるジアルジア症も 1999年
4月～ 2006年 3月の 7年間に，本邦では 683例が報
告されており，そのうち国内感染例は 298例と従来か
らの海外旅行での輸入感染のみならず国内感染例が多
く存在している５）。ジアルジア症の診断は，栄養型あ
るいは嚢子を顕微鏡下にて検出することで確定する
が，図７-aに示したグラム染色では，核やカリオソー
ムが不明瞭で検出することは困難である。しかし，
図７-bのディフ・クイック染色では，核やカリオソー
ム等などを明瞭に染色することが可能である。
�

図７-a． Giardia lamblia 栄養型のグラム染色像 (×1000 )

図８-a． 好酸球性肺炎のグラム染色像 (×500 )
■ 呼吸器感染症例における活用
ここまでは病原体そのものを染める染色法として
紹介したが，ディフ・クイック染色は本来細胞観察用
の染色法であり，多種の細胞 (単核球，多核球，好酸
球など ) を鑑別することが可能である。微生物分野に
おける顕微鏡検査は，ただ単に細菌を見るのみでな
く細菌以外の要素を観察することも重要である。例え
ば，図８-aに示した喀痰グラム染色像では，一見多
核好中球が多数浸潤しており，細菌性肺炎の所見に
思われるが，図８-bのディフ・クイック染色では，
好酸性顆粒が染色され，大部分の細胞が好酸球であ
ることがわかる。このような好酸球性肺炎の症例では
抗菌薬の投与は行われず，ステロイド治療などが施
されるため，細菌性肺炎との鑑別は重要である。
図７-b． Giardia lamblia 栄養型のディフ・クイック染色像
 (×1000 )

図８-b． 好酸球性肺炎のディフ・クイック染色像 (×500 )
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本邦における市中肺炎病原体の頻度を図９13）に示
したが，グラム染色において検出可能な病原体は，
市中肺炎病原体のうち約 20％にすぎない。特に非定
型肺炎の代表格であるマイコプラズマや肺炎クラミ
ジアは，市中肺炎病原体のうち約 40％と高頻度に認
めるが，グラム染色では菌体を染色することは不可
能である。ディフ・クイック染色でも，菌体そのも
のを染色することは不可能であるが，細胞成分を観
察することで非定型肺炎を疑うことは可能である。
図 10-aに示したのは喀痰グラム染色像であるが，一
�

図９．本邦における市中肺炎病原
 ※斜線グラフはグラム染色

図 10-a． Mycoplasma pneumoniae 肺炎症例における
 グラム染色像 (×500 )
見多数の好中球浸潤を認めるように思われる。しか
し図 10-bのディフ・クイック染色では，細胞の大部
分が単核球であることがわかる。そこで主治医に非
定型肺炎病原体が疑われる旨を伝え，その後咽頭ぬ
ぐい液によるマイコプラズマをターゲットとした
Real-Time PCR検査で陽性となり，マイコプラズマ肺
炎と診断された。このように，塗抹検査はディフ・
クイック染色を併用することで細胞分類が容易にな
り，病因を推定できる有用なツールとなる。
体の分離頻度 13）

では検出できない病原体

図 10-b． Mycoplasma pneumoniae 肺炎症例における
 ディフ・クイック染色像 (×500 )
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■ お わ り に
診断群分類 ( Diagnosis Procedure Combination ) 時代
が到来し，安価で正確な検査が求められる近年では，
グラム染色の有用性が再認識され重要視されている。
しかし，グラム染色は検査結果が実施者の経験に左
右されやすい検査であり，誰でもいきなり実施でき
るものではない。ディフ・クイックは染色技術を必
要とせず，誰でも短時間で実施することができるう
え，グラム染色では染色されにくい病原体や細胞成
分を検出することを可能とする。今後，塗抹検査か
ら得ることができる情報をいかに最大限に引き出し，
付加価値を提供するかが重要であろう。
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