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グラム染色による歯蝦アメーパの培地内

喰菌現象の観察

鈴木 啓之

慶応義塾大学医学部寄生虫学教室 （主任 松林久吉教授）

（昭和 32年 5月21日）

寄生性アメ ーパの培養に際し，随伴細菌の役割が重要

な要素を有している事は明らかな事ぜある。即:s随伴細

菌自身の栄養及び代謝産物，叉培地に作用して生ずる所

の物質及び物理化学的要素等複雑な諸条件が満たされて

始めてアメ ーパの増殖が維持されるのであるが，特にそ

の内て菌体自身の栄養素としての役割を研究したのでは

培養赤痢アメ ーバに於て Korlsson& Anderson (Hl52), 

沢田 (1950）等の報告があり，それは随伴細菌の死菌体

がアメ ーバの増殖に良好な影響を与えたと論じており，

その事はアメ ーパが細菌を摂取する事に深い意義ーがある

ものと忠われる。

私は前の論文に於て歯融アメ ーバS株の試験管内にお

ける生存に対し随伴細菌死菌体の影響を検討した結果

を報告した。即ち随伴細菌 Micrococcusψidermidis, 

Aerobacter aerogenes, Bacillus subtz・'/isの 3種は本アメ

ーバの生存に対しそれぞれ異なった成績を示した。

中ても M.ψidermidz・sの影響が最も良好て次に A.

aerogenesて B.subiz"lisは何ら効果を示さなかった。まま

には同じ随伴細菌を伴なった培養歯限アメ ーバS株にグ

ラム染色を行い，アメ ーパ体内に於ける細菌摂取の状態

を観察した所上記の実験成績を哀づける結果を得たので

報告する。

実験材料と方法

実験に使用した歯観アメ ーバは Dobell-Laidlaw培地

に長期安定した継代培養を行っている S株て、 M.epふ

dermidis, A. aerogenes, B. subtz・lisの 8種の抑菌を伴っ

ているものであるc そのアメ ーパを培養後 2，ム 6日の

各段階にそれぞれグラム染色を行つ，セ。アメ ーバの回定

KEISHI SUZUKI; Observations on the bacte-

rial phagocytosis of Entamoeba gingivalis in vitro 

by Gram staining. (Department of Parasitοlogy, 

School of Medicine, Keio University, Tokyo, 

Japan). 

法としては湿性固定であるシヤウヂン固定法とカルノワ

固定法とを行った。

1. シヤウヂン固定法．との液の処方は飽和昇京水 2

分。 95%アルコール 7牙の混合液に 5%の割合：と氷酷自主

を加えたもので，この液を約45°0に加温しておき，12×

24mmのカパーグラスに塗抹した材料を 20～30牙間浸

潰して固定する。次に沃度アルコーノレに約30牙間浸し材

料に附着している昇京を取去り ，次に70%アルコールに

10牙，50%アルコール 5牙，水洗10牙としてからグラム

染色を行った。然しながらこの場合グラム染色を行う前

に沃度が作用している為に沃度がなお標本に附着してい

る可能性も考えられる。グラム染色て、ルゴール液を使用

するのは石炭酸ゲンチアナ紫液に染色した陽性菌が，ノレ

ゴールの中の沃度と作用して色素が脱色せずに残ると云

う作用を利用したものであるので，初めから多少でも沃

度が存在するととはグラム染色の結果に悪影響を与えな

いかと沃度アルコールて、処置せずに昇京が附着している

ものを直ぐにグラム染色を行うと云う方法も試みた。

2. カルノワ固定法。この液の処方は氷酷酸l，無水ア

ルコール 8の割合に混合したもので，との液中に材料を

約 1時間放置して固定し，次いて70%アルコール20牙間

2回通し水洗15牙行ってからグラム染色を行った。乙の

場合にはシャウヂン固定と異り材料を固定する場合に沃

度を作用させる事がなく後のグラム染色に於て細菌の染

色度に変化を起すことがないと思われたからである。

以上の方訟で原虫が固定されたならばグラム染色を行

うのであるが，これに用いた染色液は細菌の染色に使用

するものと同様のものであり ，石炭酸ゲンチアナ紫液，

ルゴール液，フクシン液て染色方法も細菌の時と同様で

あるが，細菌の場合にはルゴール液に浸し次いて無水ア

ノレコーノレて脱色し，直ぐに水洗を行うのであるが，この

方法てはアメ ーパに損傷を起す恐れがあるので無水アル

コーノレから順次郎， 90,80, 70, 50を通してから水洗を
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行った。この時にあまり時間をかけるとグラム陽性に染

色したものが脱色する事も考えられるのでなるべく短時

間に行った。

実験成績

湿性固定法であるシャワヂン，カルノワ両固定に於て

歯限アメ ーパのグラム染色を行った所虫体内部に於ける

細菌の状態は，シャウヂン固定よりもカノレノワ固定の方

が比較的良好な状態に染色された。

特にシャウヂン固定に於て昇京を沃度て取去らずその

ま〉石炭酸ゲンチアナ紫液ピ浸すと，両者間に化学的変

化を起し白濁した液を生じ染色後検鏡に際し，アメ ーパ

は非常に変性を起し内部も頼粒状となっており，細菌の

存在を識別するのに困難であった。然しながらカルノワ

国定の場合には，内部の細菌の状態が比較的よくわかっ

たが，鉄ヘマトキシリン染色したアメ ーパの形態と比較

するとアメ ーパの破損がひどく良好な状態とは思われな

かった（附図の 1及び 2）。

次に摂取している細菌の状態を観察すると，アメ ーパ

自身はグラム陰性に染色され虫体内には明らかにグラム

陽性の球菌である Mi'croccocusゆt地rmi'di'sの双球状とな

っているものが多数認められた（附図の 2）。其のタトにヰ〉

グラム陽性に染色した多数の穎粒状の存在があったが，

それ等は虫体内の内部構造の様に思われる。

叉 M. eρi'ゐFヤnzdi's以外の随伴細菌の虫体内摂取の状

態を見るに，グラム陰性小惇菌である A.aerogenesは

グラム染色によって，アメ ーパ体内でそれを識別すると

とは困難である。次にグラム陽性の大梓菌である B.sub-

tili's はどのアメ ーパを検査してもその体内にそれらし

い細菌の染色されているのを認める事が出来なかった。

次に培養 2' 4' 6日目と経過した各時期のアメ ーパ

の喰菌現象を観察すると，総ての時期を通じて M.epι
..dermzdisの存在が認められるが 6日自のアメ ーパは他

の 2, 4日自のものに比して喰菌状態が悪い様？と思わ

れ，叉 2日目頃の虫体ては，アメ ーパの外縁に比較的多

数の M.epidet’midisの染色されているのが観察された

が，ム 6日自の虫体てはその様な状態があまり観察さ

れなかった（附図の 3と4）。

以上の実験成績は潤d性固定に於て行われたものである

が，通常細菌のグラム染色を行う時には乾燥固定を使用

するので，その方法も行ってみたが，との場合には培養

液中の食塩が析出して来るのでアメ ーパの存在がわから

ず，叉虫体も破壌されてしまうので失敗に終った。

〔寄生虫学雑誌・第 6巻・第 6号

考按

培養アメ ーパがその随伴細菌を摂取し栄養としている

事はすでに明らかにされている事である (Anderson 

1952 ; Ress 1941；沢田 1950）。

私は前の実験に於て，.M. epidermidis, A. ae-t-o・

genes, B. subtilisの3種の細菌を伴っている培養歯離

アメ ーパに於て，それ等の細菌を死菌体として加えアメ

ーパの影響を検討した所が M.epidermidisがアメ ーパ

の生存時間を最も延長せしめ良好な結果を得たので，そ

の培養歯醸アメ ーパS株の喰菌現象をグラム染色を行い

観察してみた。従来より行われているアメ ーバの染色は

鉄へマトキシリン染色であるが，との場合にはアメ ーパ

の形態及び内部構造は正確に観察出来るが，摂取してい

る細菌の存在はわかっても，それがどの様な種類てある

かを決定するのは困難である。そとてアメ ーパにグラム

染色を行ったので、あるが，原虫に於げるグラム染色の報

告は，睦トリコモナスに於て Schmid& Kamniker 

(1926），三宅（1933）の報告があり，それは原虫内に細

菌の存在を認めてをり，叉ギームず染色による口腔 トリ

コモナス（佐藤1955），歯銀アメ ーパ（日野1954）の報告

がある。 ζの場合には原虫の固定が問題となり本来のグ

ラム染色の場合ては乾燥固定であるが，それを原虫に応

用するとアメ ーパは破壊してしまい観察が不可能となっ

た。そこで潤性固定であるシャウヂン，カルノワの固定

を使用したが，、ンャウヂン固定よりもカルノワ固定の方

が染色後に於て梢々良好の様に思われた。それは恐らく

シャウヂン液中の昇京を沃度アルコールて落したつもり

でも，それがなお或程度残って，後の石炭酸ゲンチアナ

紫液と作用して化学的変化を起すのか，叉はグラム染色

の前に沃度が細菌に作用し，後のルゴール液の沃度の作

用が満足に作用出来ない為ではないかと思われる。叉カ

ルノワ固定が良いとはいっても鉄ヘマトキシリン染色し

たアメ ーパの状態と比較すると，アメ ーパは収縮して外

形は不規則となり内部の細部の状態は不明瞭であった。

しかしながら佐藤（1955）は口腔トリコモナスのギームず

染色に於て10%ホルマリン水固定剤が良好であり鉄ヘマ

トキシリン染色と大差のない状態を得る事が出来たと報

告している。

以上の如くあまり良好なアメ ーパの染色は得られなか

ったが，内部に於げる細菌摂取の状態は割合に良く観察

する事が出来た。即！）前報に於て死菌体としても良好な

影響を与えるととの判った M. epz"dermz・ぬ が歯醸アメ

ーパの培養に際して随伴増殖すれば 2' 4' 6日自の各
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時期に 虫体内に摂取されているのが 明らかに 認められ

た。

との事より死菌体としてアメ ーパに良好な影響を及ぼ

した M. φz"dermz~ぬ は培養アメ ーパの中に 於て生菌と

してもアメ ーバに摂取されており アメーパの栄養源の一

部としての役割を示している様に思われる。

結論

培養歯銀アメ ーパS株のグラム染色を行いその喰菌現

象を観察して次の所見を得た。

1. 培養歯飯アメ ーバ（S株）はその体内に M.eρz-

dermidisを摂取しているのが観察された。

2. グラム陰性菌てある A.aerogemesはグラム染色

てアメ ーバ虫体内にその存在の有無を確定する事は出来

なかった。

3. 死菌体としてアメ ーパの生存に良好な影響を与え

た M.epi1ゐrmid isは生菌としてもアメ ーパの栄養素と

して摂取されており，死菌体として何ら効果のなかった

B. subtz1z'sは随伴細菌として増殖しでもアメ ーバは摂

取 していなかった。

稿を終るに際し：御指導，御校閲を賜った松林教授に深

〈感謝致します。
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Summary 

In the previous experiment the e百ectsof killed 

bacterial cells upon the survival of Entamoeba 

gingivalis were studied. Among three species of 

bacteria tested, ・Micrococcus ψidermidis had the 

most favourable effect and Aerobacter aerogenes 

had less favourable and Bacillus subtilis had no 

effect. In the present experiment, E. gingivalis 

growing with these 3 species of bacteria in Dobell-

Laidlaw medium were stained with Gram sta-

ining method to demonstrate what king of 

bacteria will be found in the protoplasm of 

amoeba. 

Bacteria found in the protoplasm were only 

dipplococci which must be Mz'crococus epidermz瓦i's

in this case. Aerobacter aerogenes is Gram-nega-

tilre species, so it was not clear whether this 

species of bacteria were ingested or not. Bacillus 

subtilis is Gram-positive, but they were not detected 

at all in the protoplasm. So it was demonstrated 

here that amoebae ingested preferably M.ψzdemi-

dis which had been demonstrated to have suppor-

ted the survival of E. gingivali・s. It may be sup-

posed that the effect of bacteria in supporting the 

growth or survival of amoebae in vitro would be 

attributed in part to the fact that they themsel-

ves might become the nutrient of amoeba. 
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( 1) (2) 

日 司山掛物句..~~·－.·－守刊で

1、

( 3) (4) 

間図の説明

附図 1 シャウヂミ／固定法に於ける培養2日自の歯融アメーパのグラム染色状態。

附図 2 カ Jレノワ固定法に於ける培養2日自の歯蝦アメーパのグラム染色状態。虫体内に双球

扶となっている M.epidermidisの存在が明瞭に認められる。

附図 3 カ 1レノワ固定法に於ける培養4日自の歯臨アメ｛パの染色状態。

附図 4 カJレノワ固定法に於ける培養6臼自の歯醸アメーパの染色状態。
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