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コアグラーゼ試験およびラテックス凝集反応は，簡便で安価な Staphylococcus 属の鑑別試
験として微生物検査の領域で頻回に使われている。遊離型コアグラーゼを試験する試験管法
は，凍結乾燥されたウサギ血漿を滅菌生理食塩水で溶解するのが通常であるが，trypticase soy
broth などの液体培地で溶解するとコアグラーゼの感度は上昇する。また，ラテックス凝集試
薬は 2種類市販されており，試薬メーカーによって結果が異なることもある。それぞれの検査
の特徴を理解した上で Staphylococcus 属の鑑別に利用することが重要である。
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は じ め に
細菌学は，1980 年の命名規約変更に伴い，それま
で生化学的性状を主としていた分類法が遺伝子学的手
法を用いた分類に取って代わった。日常検査ではキッ
ト化が進み，自動同定機器が急速に普及し，近年では
質量分析による菌種同定が行われつつある。
しかし，古くから知られている菌種の性質を的確に
検出する基本的検査法が忘れ去られていないだろう
か。たとえば，コアグラーゼ試験はブドウ球菌の同定
試験として最も良く知られた検査であるが，その奥深
さを知る人は少ない。
今回，コアグラーゼ試験とラテックス凝集反応につ
いて掘り下げ，コアグラーゼ反応を調べる方法が様々
あること，試薬メーカーの違いで反応が変わること，
仕様書には書かれていない優れた方法が存在すること
などを紹介し，その長所と短所，検査の限界点を探る。

コアグラーゼ試験
ブドウ球菌のコアグラーゼ検査法の歴史は古く，
1903 年には Loeb がガチョウの血漿と Staphylococ-
cus aureus 菌液を混合し培養することで血漿が強く
凝固することを見出した１）。1908 年にはMuch が血漿
と S. aureus をスライドガラス上で混合すると凝集塊
を作る現象を報告している２）。
日本でも 1950 年代には 3つの試験方法が確立され
ていた３）。1 つは試験管法（tube coagulase test）であ
り，コアグラーゼ（別名：遊離型コアグラーゼ）の検
出に用いられる。コアグラーゼは菌が増殖する過程で
菌体外に分泌される物質で，ヒトや動物の血漿中に存
在するプロトロンビンに類似したCRF（coagulase-
reacting factor）と呼ばれる物質に作用して，トロン
ビン様物質に活性化し，その結果フィブリノーゲンが
フィブリンとなって血漿凝固が起こると考えられてい
る４）～６）。コアグラーゼは古くから酵素の一種として考
えられてきたが，コアグラーゼそのものに酵素活性は
全くなく，あくまでCRFの結合タンパクとしての性
質を有する物質で，血漿凝固という一連の反応のトリ
ガーとなっている７）８）。
2 つ目はスライド法（のせガラス法）で，こちらは
Clumping factor の試験に用いられる。Clumping fac-
tor は結合型コアグラーゼとも呼ばれており，菌体表
面に存在する物質が血漿中のフィブリノーゲンに直接
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Table　1

小酒井の方法
1．ウサギまたはヒト血漿を血沈の場合と同様にクエン酸ソーダ（3.8%クエン酸ナトリウム）を
用いて無菌的に採血する。

2．血漿を滅菌ブイヨンで 10 倍に希釈し，1 ml を滅菌試験管に分注する。
3．試験菌株をブイヨンで 16-24 時間培養し，0.1 ml を前述の試験管に入れよく混和し，37℃で
加温する。

4．1時間毎に血漿凝固が起こっているか観察し，3時間まで凝固が起こらなければ 37℃で翌朝
まで加温後，観察する。

5．それでも凝固が起こらなければコアグラーゼ陰性と判断する。

桑原の方法
1．ウサギ血液を無菌的に採取し，血液 3に対し3.8%クエン酸ナトリウム1を加え，1,500 rpm，
10分遠心して血漿を作成。

2．血漿を滅菌生理食塩水で 10 倍に薄め，小試験管に 0.5 ml ずつ分注。
3．18 ～ 20 時間培養した試験菌株を 1白金耳量接種し 37℃で保温。
4．37℃で 1時間，2時間，3時間に観察し，凝固またはフィブリンの析出を見れば陽性。

作用して菌同士が絡まり，凝塊を形成する反応であ
る。そのため，厳密にはコアグラーゼの試験ではない。
3つ目は現在ほとんど行われていない血漿平板法で
ある。それぞれの試験法について解説する。
1）試験管法
試験管法の試薬であるウサギプラズマ‘栄研’（栄
研化学）の仕様書には，凍結乾燥した 1 ml ウサギ血
漿を 7 ml の滅菌生理食塩水で溶解し，0.5 ml に分注
した溶解液へ被検菌を一白金耳接種して 37℃，3時間
培養後に判定。凝固が認められなかった場合，翌日ま
で培養し判定すると記載されている。しかし，試験管
法の歴史を紐解くと様々な使用法が存在していたこと
がわかる。
小酒井（1954 年）は，ウサギ血漿をブイヨンで 10
倍に薄めて 1 ml 分注し，ブイヨンで培養した被検菌
液を 0.1 ml加えている（Table 1）３）。桑原（1960 年）
は，ウサギ血漿を滅菌生理食塩水で 10 倍に薄め，判
定時間を 1時間，2時間，3時間で判定すると記載し
ている（Table 1）９）。善養寺ら（1965 年）は滅菌生理
食塩水で 10 倍に希釈したウサギ血漿 0.5 mLに，ブイ
ヨン培養液 0.5 ml加えて 37℃で 1～3時間加温し，
コアグラーゼ陽性を確認するとしている１０）。また，三
辺（1964 年）は，ウサギ血漿をブイヨンで 5倍に希
釈した 0.5 ml 溶液に，ブイヨン培養液（または菌液
浮遊液）0.5 ml を加え，37℃に加温し 3時間後に観
察する。大多数が 3時間以内に血漿凝固するが，凝固
しなければさらに 18 時間培養後観察するとしてい
る１１）。その他，いくつかの文献は希釈培養液に brain
heart infusion broth（BHI broth）を用いるなど上記
の方法と多少の違いはあるが，おおよそ同様の方法を

用いている１２）１３）。
面白いことに，いずれの方法もウサギ血漿を生理食
塩水または液体培地で 5倍から 10 倍希釈している
が，栄研化学の仕様書に記載された 7倍希釈（1 ml
乾燥プラズマを 7 ml で溶解）の記述は見当たらない。
おそらく 5倍から 10 倍のあいだを採用したと思われ
るが詳細は不明である。
いくつかの文献では，希釈液に生理食塩水でなく，
ブイヨンやBHI broth を用いており，寺山は，生理食
塩水で希釈するよりも broth を用いた方が微弱産生菌
でも確実に反応が認められると記載している１２）。Wil-
liams らは，ブドウ球菌 297 株を調査し，Plasma saline
よりも Plasam broth のほうが鋭敏にコアグラーゼ陽
性を捉えることができると報告しており（Table
2）１４），broth による希釈のほうが生理食塩水よりも感
度が良いようである。
しかし，broth による試験は菌の成長が良好に進む
ため，いったん形成された血漿凝固塊が staphylok-
inase（fibrinolysin）によって溶かされて反応が消え
ることがある３）１０）１２）。接種菌量と頻回の観察に加え，フィ
ブリン塊などの溶液状態を注意深く観察する必要があ
る。
ウサギ血漿の採取に用いる抗凝固剤には，クエン酸
ナトリウムがコアグラーゼ反応を最も鋭敏に捉えるこ
とができる。筆者もヒト血漿を採取しコアグラーゼ試
験を試したことがあるが，クエン酸ナトリウムが最も
早い時間で凝固することを確認している。しかし，試
験菌がクエン酸を分解する菌であると正確な反応がわ
からない可能性があるため，EDTAやヘパリンなど
別の抗凝固剤を使用するほうが安全である３）１２）。また，
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Table　2.　Coagulase test in 1/25 plasma broth and 1/5 plasma sa-
line；colony inoculated direct

Plasma saline ＋ Plasma saline － Totals
Plasma broth ＋ 161  53 214
Plasma broth －   1  82  83

Totals 162 135 297
14）抜粋

Table　3.　Staphylococcus 属のコアグラーゼおよび clumping factor と分離される主な動物種

菌名
生化学的性状16）

動物種26）27）
コアグラーゼ Clumping factor

S. aureus ＋ ＋ ヒト，ネコ，ニワトリ，ブタ，ウマ，イヌ，ウシ
S. pseudintermedius ＋ － イヌ，ネコ，ヒト
S. intermedius ＋ d ハト
S. schleiferi subsp. coagulans ＋ － イヌ，ネコ
S. delphini ＋ － ハト，ウマ，イルカ
S. lutrae ＋ － カワウソ
S. hyicus d － ブタ，ニワトリ
S. lugdunensis － ＋ ヒト
S. schleiferi subsp. schleiferi －a ＋ ハト，イヌ，ネコ，ヒト
S. sciuri － ＋ ネコ
S. condimenti － －b 食品，ヒト

＋；90%以上陽性，－；90%以上陰性，d；11%-89% 陽性
a偽コアグラーゼ産生株の報告あり27）
b偽陽性報告あり22）

ヒト血漿は多くがコアグラーゼに対する抗体を含んで
おり，反応が不安定になるため，複数個体のウサギ血
漿が最良とされている４）１２）。
2）スライド法（のせガラス法）
ウサギ血漿をスライドガラスに滴下し，その傍らに
集落からかき取った菌体を生理食塩水で均一菌液に
し，ウサギ血漿と混合する。陽性の場合は 1分間ぐら
いで菌の粗大な凝集塊を形成する。3分間待って凝集
しなければ陰性とする３）４）１２）。この方法は自己凝集を起
こす菌を事前に判断できる利点がある。しかし，生理
食塩水で菌液を作ってから血漿と混ぜ合わせると凝集
の起こりが弱いため，血漿に直接菌を混ぜたほうが良
いという文献もある１５）。
スライド法を行う場合に重要なのは，新鮮な菌体を
使用することである。7.5％食塩加培地で，3～4日経
過した菌体では反応が弱くなり，血液寒天培地でも培
養 4日で反応が弱くなる傾向がある３）１５）。また，ヒト
から分離されるClumping factor 陽性株は，Table 3
に示すように，S. aureus はもちろんのこと，Staphylo-

coccus lugdunensis，Staphylococcus schleiferi subsp.
schleiferi も陽性となる１６）。
スライド法は，菌塊が上手に混ざらない菌株がある
こと，凝集が見にくいこと，さらには本来凝集するは
ずの S. aureus で凝集しないことがあるため１７），現在
ではラテックス凝集反応にとって代わっている。
3）血漿平板法
滅菌した普通寒天（Difco Nutrient agar が安定して
いる）にウサギ血漿を 20％加えてよく混合したもの
を 15 ml シャーレに分注し平板培地とする。微量の試
験菌株を点状に培地へ接種し，35℃一夜培養すると
コアグラーゼ陽性菌は集落周囲にプラズマ凝固の白濁
環を形成する。コアグラーゼ陽性で staphylokinase（fi-
brinolysin）産生菌は，いったん形成された白濁環を
溶解するため，集落に接した部分に透明輪を形成する
（Fig. 1）３）１０）１２）。血漿を培地に加える際，寒天培地の温
度が高すぎるとうまく反応が現れない４）。
この方法は，コアグラーゼ産生能や staphylokinase
産生能の強い集落を選び出す場合には便利だが，培地
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Fig.　1.　血漿平板法によるS. aureus の白濁環

Table　4.　使用方法の異なる試験管法の比較

希釈液 判定時間
菌数（%）

－ 1＋ 2＋ 3＋
生理食塩水
（一白金耳）

3時間 25（12.5）  7（3.5）  8（4.0） 160（80.0）
18-20 時間 10（5.0） 10（5.0） 11（5.5） 169（84.5）

生理食塩水
（少量接種）

3時間 13（6.5） 18（9.0） 16（8.0） 153（76.5）
18-20 時間  1（0.5）  6（3.0） 16（8.0） 177（88.5）

TSB
（少量接種）

3時間 10（5.0） 15（7.5） 20（10.0） 155（77.5）
18-20 時間  0（0.0）  3（1.5）  1（0.5） 196（98.0）

作成に多量の血漿を必要とし，少数の菌株を調べるに
は不向きである４）。また，試験管法と一致しない株も
あるため３）現在では行われていない。

使用方法の違いによる試験管法の感度
ウサギ血漿の希釈液には，生理食塩水だけでなく
BHI などの broth を使用していた歴史を前述した。
今回，接種菌量と希釈液の違いが試験管法の感度に
どの程度影響を与えるか比較検討した。対象株は，1
患者 1株としてmethicillin-susceptible S. aureus 147
株，methicillin-resistant S. aureus 53 株，計 200 株を
用いた。凍結乾燥されたウサギプラズマ‘栄研’の 1
ボトルに，滅菌生理食塩水 7 ml で溶解した液と tryp-
ticase soy broth（TSB；BD）7 ml で溶解した液の 2
種類を用意し，試験管に溶解液をそれぞれ 0.5 ml 分
注した。血液寒天培地で一夜培養しておいた対象株
を，生理食塩水溶解液には一白金耳量接種（白濁する
程度）と白金線で少量接種（極わずか白濁する程度）
の 2通り，TSB溶解液には白金線で少量接種した。
35℃，3時間培養後，一度判定し，18-20 時間培養時
に再度判定した。判定基準は臨床微生物検査ハンド
ブックを参照し，試験管を傾けても凝固塊が崩れない
またはほとんど崩れないものを（3＋），傾けると崩れ
ながらも凝固塊を認めるものを（2＋），フィブリン塊

を認めるものを（1＋），凝固せずフィブリン塊を認め
ないものを（－）とした１８）。
結果をTable 4 に示す。生理食塩水溶解液への接種
菌量の違い（一白金耳接種と白金線少量接種）による
影響を比べると，一白金耳量接種した場合，3時間判
定で 3＋を示す株が少量接種の方法より多かったが
（一白金耳：少量＝80％：76.5％），陰性を示す株も多
かった（一白金耳：少量＝12.5％：6.5％）。18-20 時間
判定では，一白金耳接種よりも少量接種の方が 3＋を
示す株が多く，陰性を示す株は少量接種の方が少な
かった（一白金耳：少量＝5％：0.5％）。
希釈液の違いによる影響を比べると，3時間判定で
は，生理食塩水溶解液，TSB溶解液ともに陽性率に
ほとんど差はなかったが，18-20 時間判定では，TSB
溶解液の 3＋判定数が生理食塩水溶解液よりも多く
（TSB溶解液：生理食塩水溶解液＝88.5％：98.0％），
陰性判定数は生理食塩水溶解液で 1株，TSB溶解液
では認めなかった。これは，コアグラーゼが菌の増殖
とともに産生されるため，生理食塩水よりも発育条件
の良いTSBでコアグラーゼ量が多くなったためと考
えられる。
また，3時間判定で 3＋または 2＋であったが，18-20
時間判定で判定レベルが低下する株は，生理食塩水一
白金耳量接種の場合 2株（3＋→2＋；1株，3＋→1＋；
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Table　5.　ラテックス凝集試薬の比較

試薬名
S. lugdunensis (n＝15)

陰性 弱陽性 陽性 陽性率（%）
スタフォレックス（三菱化学） 10 1 4 33.3
スタフィロ LA（デンカ生研）  9 2 4 40.0
Pastrex Staph plus（BioRad）  5 2 8 66.7
ドライスポットスタフィテクトプラス（関東化学）  7 4 4 53.3

1 株），生理食塩水少量接種の場合 2株（3＋→2＋；1
株，3＋→1＋；1株），TSB少量接種の場合 2株（3＋
→1＋；1株，2＋→1＋；1株）で，3法ともに株数は
変わらなかった。
以上より，TSBでウサギ血漿を溶解するほうが生
理食塩水で溶解するよりも判定しやすく，陰性を見逃
さない傾向にある。

ラテックス凝集反応
スライドコアグラーゼ試験から発展したラテックス
凝集試験は，現在 2種類の試薬が存在する。ひとつは
フィブリノーゲンと clumping factor，protein A に対
する抗体をラテックス粒子に感作させた試薬であり，
スタフォレックス（三菱化学），スタフィロ LA（デ
ンカ生研），PSラテックス（栄研化学）として市販さ
れている。もうひとつはフィブリノーゲン，clumping
factor，protein A に加え，S. aureus の莢膜多糖体血
清型 5と血清型 8に対するモノクローナル抗体が感作
してあり，Pastrex Staph plus（BioRad），ドライス
ポットスタフィテクトプラス（関東化学）として市販
されている。2種類の試薬は，配合されている抗体の
違いだけでなく，前者は陰性コントロールがないのに
対し，後者は陰性コントロールがついている。
多くの S. aureus はどちらのラテックス凝集試薬に
も反応するが，まれに clumping factor と protein A
を標的とするラテックス凝集試薬に反応しない株が存
在する１９）２０）。これは，細胞壁上に存在する clumping fac-
tor と protein A を覆い隠すほどの莢膜多糖体が産生
されるため，ラテックス抗体が反応できないと考えら
れている１９）。
ラテックス凝集試薬は S. aureus だけでなく，他の
ブドウ球菌にも凝集反応を示す。特に clumping factor
陽性ブドウ球菌である Staphylococcus intermedius，
S. lugdunensis，S. schleiferi subsp. schleiferi，Staphy-
lococcus sciuri はラテックス試薬に凝集反応を示すと
されている（Table 3）。また，Staphylococcus sapro-
phyticus や Staphylococcus condimenti では非特異的

にラテックス凝集を起こすため２１）～２３），陰性コントロー
ルの実施は重要である。
S. lugdunensis は，ラテックス試薬に凝集するとさ

れているが，当院で分離された S. lugdunensis 15 株
に対し，4社のラテックス試薬にて凝集反応を行った
ところ，陽性反応を示した割合は 33.3％～66.7％と試
薬メーカーによって異なっていた（Table 5）。Clump-
ing factor 陽性ブドウ球菌であっても，実際は菌株や
試薬によって凝集しないことがある。
このように，ラテックス凝集試験の実施は簡便で迅
速な検査法であるが，時としてその判定解釈は複雑と
なりうる。

試験管コアグラーゼ試験とラテックス凝集反応の長
所と短所
試験管コアグラーゼ試験の長所は，コアグラーゼ陽
性ブドウ球菌とコアグラーゼ陰性ブドウ球菌を判定で
きることにある。Staphylococcus pseudintermedius
はコアグラーゼ産生能が弱いことで知られており２４），
当院で分離された S. pseudintermedius 株でも生理食
塩水でウサギ血漿を溶解した試験管法では血漿凝固し
ない株を認めている。しかしながら，TSBで溶解し
た試験管法では全ての株が血漿凝固している。当然だ
が，S. aureus とこれ以外のコアグラーゼ陽性ブドウ
球菌は，条件さえ整えばウサギ血漿を凝固させること
ができる。短所は，ラテックス凝集反応に比べ判定ま
でに時間がかかることであろう。
ラテックス凝集反応の長所は，試験管コアグラーゼ
試験とは逆に簡便かつ短時間で判定可能なところにあ
る。そのため，ラテックス凝集反応を試験管コアグラー
ゼ試験の代わりとして使用する施設が多いようであ
る２０）２５）。短所は，コアグラーゼ陽性ブドウ球菌だけで
なく，一部のコアグラーゼ陰性ブドウ球菌にも凝集す
るため，S. aureus と誤同定してしまう可能性がある
こと。また，前述した clumping factor と protein A
に対する抗体を用いたラテックス凝集試薬では陰性を
示す S. aureus も存在すること，非特異反応を示す偽
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陽性菌種が存在することなどが挙げられる。ラテック
ス試薬を用いる場合は，このような菌種が存在するこ
とを念頭において検査を実施すべきである。

お わ り に
自動同定機器が低い同定確率や見慣れないブドウ球
菌名を示した場合，おそらく多くの施設がコアグラー
ゼ試験やラテックス凝集反応を試みると思われる。そ
の際，検査の性能や仕組みを理解した上で行うことが
肝要である。
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The tube coagulase test and latex agglutination: Pitfall in the identification of
Staphylococcus sp.
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The tube coagulase test and latex agglutination for Staphylococci are frequently used as easy and cheap differ-
entiation tests. It is usual that tube coagulase test is made by dissolving freeze-dried rabbit plasma with sterile sa-
line, but the sensitivity of tube coagulase test rises when dissolved in liquid mediums such as trypticase soy broth.
The results of latex agglutination tests can be varied by the different reagents and manufacturers. For proper
identification of Staphylococcus species, it is important to understand the characteristics and performance of each
test used on daily basis.


