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グラム染色を用いた感染症診療支援について

山本 剛
西神戸医療センター臨床検査技術部

（平成 27 年 8 月 5 日受付）

グラム染色は感染症診療の初期診断において臨床的意義は高く，初期抗菌薬の選択や治療方
針の決定，材料評価が一度に判読出来る検査である。中でも菌種推定は菌の形態的特徴を把握
することで可能であり，菌種推定を行うことは第一選択薬の選択を十分に検討することができ
る。平成 20 年度の診療報酬改訂から 3 回連続して保険点数が高くなっており，日本において
は感染症診療には欠かせない微生物検査の一つであると言える。今までは微生物検査の方向性
を確認するのが中心であったグラム染色の所見確認を臨床現場に迅速にフィードバックを行う
ことで治療の適正化が図れる機会が増えている。グラム染色は初級者でも可能であるが，その
解釈については卓越した高い技術が必要になり，フィードバックする際には医師とのコミュニ
ケーションツールとして大きく役立ち，今後の感染症診療および微生物検査に必要な情報を提
供できると考える。
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は じ め に
グラム染色を初めとした塗抹検査は感染症の初期診

療に必要な微生物迅速検査の一つである。特に高額な
医療機器の導入は必要ではなく，染色するためのス
ペース確保と顕微鏡と染色液さえあれば，施設規模を
問わず検査ができる。グラム染色所見は材料中に存在
する微生物の鑑別や材料の品質管理を行うことがで
き，治療薬の選択にも大きく貢献することができ，単
純に微生物の有無のみで無く，感染症診療において注
目されている微生物検査である。今回は塗抹検査を用
いた微生物検査の活かし方について解説していく。

1．なぜグラム染色が注目されてきたのか
（1）塗抹検査と診療報酬
平成 26 年度の診療報酬改定は全体で＋0.1％ の改定

率であったが，消費税率の引き上げに伴う実質の改定
率は－1.26％ となり平成 20 年度以来 6 年ぶりのマイ

ナス改定であった。臨床検査については増点されたも
のは 2 項目のみに留まり多くが引き下げられた１）。増
点になった 2 項目は本学会も大きく関係している微生
物検査であり，一つが排泄物，滲出物又は分泌物の細
菌顕微鏡検査その他のものが 50 点から 61 点（1.22％
増点）となり，もう一方は抗酸菌分離培養（液体培地
法）で 230 点から 260 点（13％ 増点）でとなってい
る。特に前者の顕微鏡検査はグラム染色や抗酸菌染色
を含み検査技術に対し高く評価された結果になった。
通常，臨床検査に関わる保険点数の設定については検
査にかかる実勢価格などを参考にして設定されるが，
塗抹検査については平成 20 年度の診療報酬改定時に
は 20 点であったが，今回の改定時の点数と比較して
も約 3 倍もの増点となり臨床的価値が高いものである
ことが証明され，微生物検査を実施している微生物検
査技師にも大きく励みになる事である。また，検体検
査管理加算の施設基準においても微生物検査が常時検
査可能な状態であることが明記された。加算要件には
排泄物，滲出物又は分泌物の細菌顕微鏡検査ができる
ことが条件となり，グラム染色や抗酸菌染色が常時で
きることが求められているが，緊急検査の中ではグラ
ム染色の方が幅の広い微生物を対象としているのでグ
ラム染色の必要性が高くなっている。
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表 1.　診療報酬改定とグラム染色の保険点数

診療報酬改定年度 保険点数
平成 20 年度 25 点
平成 22 年度 40 点
平成 24 年度 50 点
平成 26 年度 61 点

（2）感染症診療におけるグラム染色の位置づけ
グラム染色が高い評価を得る理由として，初期診療

の診断検査において，臨床へのインパクトが非常に大
きいことである。グラム染色では一定の菌種推定が可
能であることから適切な初期治療薬の選択が可能にな
る。原因微生物の検索は感染症の対象臓器や患者の臨
床背景，および症状から経験的に得られることはある
が，より効率的に絞り込みを行い，広域な抗菌薬の断
続的な使用機会を減らすことで耐性菌の発生を減らす
機会も増える。そして，医師は抗菌薬を選択する際に
妥当性のある検査結果に基づくものが必要な情報共有
が可能になる２）。また，微生物検査室の中でも鏡検で
確認された微生物情報によって培地を追加や微生物検
査の方向性を確認するために大切である。更に材料の
品質管理を行うことで，塗抹および培養で検出された
菌の臨床的意義を高めることもできる。
（3）塗抹検査の簡便性
グラム染色は安価で高額な機器の購入も必要無く，

場所さえ確保できれば検査室だけで無く，外来や病棟
でも実施可能で，臨床検査技師で無くても実施可能な
ところにある。非常に臨床現場に近い微生物検査の一
つであり迅速性のある検査である。もう一つは，医師
や臨床検査技師のみならず医学生や医療従事者間の教
育効果が高いことで，グラム染色から得られる情報を
共有化することで感染症診断検査としての位置づけを
高くすることができる３）。

このように，グラム染色は検査室の枠を超えて日本
の感染症診療に根付きつつあり，診療報酬についても
高い評価を受けているので全ての結果が簡略化したも
のでは無く，具体的な内容で報告し，臨床現場で役立
つ内容として報告すべきと考える。

2．グラム染色の種類とその特徴
現在使用されているグラム染色液は Hucker 変法と

Bartholomew & Mittwer（BM）法，西岡（フェイバー）
法の 3 種類である。特徴として前染色に使用する染色
液は Hucker 変法と BM 法はクリスタル紫，西岡法は
ビクトリア青を使用している。そのため染色法により

グラム陽性菌の色が少し異なって見えるが，染色性が
大きく変化することはない。平成 26 年度日臨技臨床
検査精度管理調査報告書によると日本における使用割
合は Hucker 変法が 5.3％，BM 法が 51.7％，西岡法
が 32.6％ および自家製を含むその他の染色法が 5.0％
で，約半数以上が BM 法で実施されている４）。
（1）グラム染色法の原理
グラム染色の原理は色々な説があるが，Davies ら

が提唱している細胞表面構造の違いにより染色態度が
異なることが一般的と考えられている５）。グラム陽性
菌は細胞壁がクリスタル紫に染色され，さらにヨウ素
還元され脱色を受けにくくなるために青く染まり，グ
ラム陰性菌はグラム陽性菌に比べて細胞壁が薄く脱色
を容易に受けるため後染色により外膜が赤く染まる。
この細胞表面構造の違いが分かれば菌種推定のみなら
ず，抗生剤選択に参考になる。

1）本邦で使用されていう各種グラム染色とその特
徴（表 1）

①Hucker 変法
グラム染色の現法を参考にして Hucker と Conn に

よって改良された方法。Hucker 変法は今でも広く使
用されている方法で，前染色にクリスタル紫にシュウ
酸アンモニウム塩を混合させて溶液で行い，ヨウ素溶
液で媒染し 95％ エタノールで脱色を行ったあと，後
染色にサフラニン液を用いる方法である６）。

②Bartholomew & Mittwer（BM）法
Bartholomew と Mittwer により改良された方法で

Hucker 変法に比べて簡単な方法である。Hucker 変
法と大きくことなるのは脱色液に n―プロピルアル
コールまたはアセトン・アルコールを使用し，アセト
ン・アルコールは脱色時間が短いのが特徴である。ア
セトンは前染色の脱色作用が強く，アルコールとの配
合比は 3：7 が良いとされている６）。

③西岡法
西岡法は Hucker 変法や BM 法と異なる点は 2 つあ

り，前染色にはビクトリア青，媒染にはピクリン酸を
用いている。また媒染と脱色をピクリン酸で同時に行
うことでステップ数を少なくしているのが特徴的であ
る７）。
（2）脱色液の種類とその注意点
1）各種脱色液の種類
①脱色操作の重要性
脱色操作はグラム染色を行う上で最も重要な操作で

ある。エタノール脱色を行う場合はエタノールの濃度
が高い方が脱色時間は短くなり，Neido は 80％ 濃度
が最も良いとしているが８），Hucker らは 95％ 濃度が
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表 2.　グラム染色で確認される微生物の形態的特徴と表現法（文献 13 より抜粋し一部編集）

染色の様式を示す表現
染色性 均一，不均一，両端，ビーズ状，斑点，縞状
形 丸い，球菌状，球桿菌，桿菌，フィラメント，酵母状
菌の辺縁 丸い，尖っている，先が細い，平坦，棍棒（膨化），凹む
菌の幅員 平行，卵形（膨化），凹む，不均一
菌の形 直線，湾曲，らせん
多形性 適当な表現

大きさを示す表現
菌全長 微少（＜0.3 μm），小型（0.3 ～ 0.5 μm），中型，大型
菌の長さ 短い（0.5 ～ 1 μm），中型，長い，フィラメント（10-30 μm）
幅員 細い，中型，厚い
多形性 適当な表現

所見上の特徴 1 つの，ペア，連鎖，4 つの，集塊，柵状，漢字，小塊，V 字，L 字，Y 字
芽胞 丸い，卵形，端在，亜端在

最も良かったと報告している９）。また，Conn はエタ
ノールに近い脱色液としてイソプロピルアルコール・
メタノールで脱色する方法を報告している１０）。BM 法
のところで前述したように現在はアセトン・アルコー
ルが短時間で脱色できるため推奨されている６）。
Kisskalt はアルコールの種類を変更して脱色力の検討
をしているが，エタノールが最も良く，次いでメタノー
ル，プロパノール，ブタノール，アミルアルコールの
順に脱色力が弱くなると報告している１１）。このように
脱色操作だけでも多くの研究があり脱色操作が非常に
重要であることが伺える。

②脱色操作の注意点
脱色操作が上手くいかない場合には染色結果に不具

合が生じることになる。そのため脱色時間は材料の種
類や標本の厚さによって左右される。喀痰と髄液では
材料中に存在する白血球を初めとした生体成分が大き
くことなるので同じ脱色時間にすると液状検体である
髄液の方がより脱色作用を強く受けることになるため
脱色時間は短めに設定する方が良い。逆に，粘性の高
い喀痰を髄液の脱色時間と同じにすると脱色不十分と
なりグラム陰性菌が陽性菌として染まる可能性がある
ので注意したい。

3．グラム染色所見を用いた菌種推定
グラム染色を用いての菌種推定で重要なのは菌の特

徴を系統立てて分類していくことである。最も分かり
やすいのは Staphylococcus と Streptococcus の違い
である。双方ともグラム陽性球菌であるが集塊状にな
る Staphylococcus と違い，Streptococcus は数珠状
に連鎖形成を作ることが多く両者の鑑別材料に用いる

ことができる。いくつかその特徴について説明をして
いく。
（1）グラム染色所見の表現方法
グラム染色は主観的要素が強い検査であるので，特

徴を染色性や 1 つ 1 つの形態や分裂様式も含めて所見
確認を組み合わせることで，より客観的に捉えること
が可能である。ASM の Clinical Microbiology Proce-
dure Handbook. 3rd. edition には以下の点について所
見を分別されて記載されている１３）（表 2）。

1）染色性の表現
①染色態度：均一，不均一，両端，ビーズ状，斑点

および縞状。
②菌の形状：球状，球菌状，球桿菌，桿菌，フィラ
メントおよび酵母様。

③菌辺縁の形状：丸い，尖っている，先が細い，平
坦，棍棒（膨化）および陥没。

④菌の幅員：平行，卵形（膨化），凸凹，および不
均一。

⑤菌のシルエット：直線状，湾曲状，螺旋状，多形
性。

2）菌の大きさについての表現
①菌 1 つ 1 つの長さ：微少（＜0.3 μm），小型（0.3

～0.5 μm），中型および大型。
②菌または菌塊の長さ：短い（0.5～1 μm），中型，

長いおよびフィラメント状（10～30 μm）。
③菌の幅員：細い，中型および厚い。
④特徴的な形状表現：1 つの，ペア，連鎖，4 つの，

集塊，柵状，漢字，小塊，V 字，L 字，Y 字および多
形性。

⑤芽胞の形状と位置：球状または卵形。端在または
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図 1.　憩室炎患者の血液培養液から検出されたClostridi-
um ramosum（BM 法，1000 倍）
芽胞が先端で楕円形の芽胞が見られる。グラム染色
をすると，菌の一端が赤くグラム陰性に確認される
ものがある。

亜端在。
（2）グラム陽性球菌
1）Staphylococcus とその類似菌
Staplylococcus は集塊形成を起こし，多くが 4～無

数の菌塊として確認される。William らは 155 症例の
うちの 74 例で Staphylococcu s は全て集塊状形成を
したと報告１２）している。この研究では Stapylococcus
以外の 6.7％ に集塊状形成と確認されたものには
Group D Streptococci や Group A および Group D 以
外の Streptococci，Viridans group streptococci や
Peptococcus も含まれている１２）。

2）Streptococcus とその類似菌
Streptococcus の特徴は菌の形態とレンサの長さに

ある。血液培養ボトルを対象にした場合，Viridans
group Streptococci や β-Streptococci の多くは長い連
鎖を形成するが，Enterococcus の場合は短い連鎖を
形成する。また，形態的特徴で一つ一つの菌は円形の
ものが多いが，Viridasn Streptococci や S. pneumo-
niae，Enterococcus では卵形から楕円形を形成する。
Streptococccu anginosus group や Nutritionally vari-
dant Streptococcus においては不染性のものがありグ
ラム陰性菌として確認されるものも存在する。このよ
うな形態的特徴について細分化しているものは無い。
（3）グラム陽性桿菌
グラム陽性桿菌の菌種を区別する場合は，菌の大き

さや幅に加えて，分裂の形態，芽胞があればその形と
位置確認すると良い。

1）大型の桿菌
Clostridium や Bacillus は芽胞形成する大型のグラ

ム陽性桿菌で直列または V 字状で確認される。Clos-
tridium や Bacillus は芽胞の位置や形が菌種によって
特徴になるので，菌の大きさと芽胞の状態を確認する
と良い。最終的に Clostridium は嫌気条件で，Bacillus
は好気条件でのみ発育することで確認ができる。

①代表的な有芽胞菌
a）Clostridium 属
Clostridium perfringens では楕円形で端在，Clos-

tridium ramosum では楕円形で亜端在に確認ができ
る。ただし，直接標本において C. perfringens の場合
は芽胞が明瞭に確認できないものや，C. ramosum で
はグラム陰性に染まるものもあり典型像として確認さ
れないことがある（図 1）１４）。

b）Bacillus 属
Bacillus 属の多くは楕円形の芽胞を持ち，芽胞の位

置は菌種によって異なる。Bacillus cereus では中央
から亜端在で，Bacillus subtilis では端在である１５）。

②主な無芽胞菌
Lactobacillus は大型のグラム陽性桿菌として，主

に消化器材料や女性の生殖器材料で確認される。形態
的に Clostridium や Bacillus と類似しており，両者で
芽胞形成が明瞭で無い場合は鑑別が困難である。

2）主な小型桿菌
グラム陽性の小桿菌は通常無芽胞菌が多く，遭遇す

る機会の多い Corynebacterium はその代表的な菌で
ある。Corynebacterium は棍棒状で V 字に分裂をし
た形で観察され鑑別しやすい菌であるが，短い Propio-
nibacterium と区別は難しい１６）。また，遭遇する機会
は少ないが Listeria は臨床的意義の高い菌種であ
る。Listeria は短桿菌で菌の幅は細いのが特徴であ
る。特に細菌性髄膜炎時に髄液グラム染色で Listeria
が疑われる場合は非常に有用性の高い結果になる。材
料によっては Bifidobacterium との鑑別が困難な場合
がある。

3）分岐状桿菌
Nocardia や Tsukamurella，Streptomyces，Actin-

omyces は分岐状桿菌として確認される（図 2）。Nocar-
dia や Tsukamurella，Streptomyces は抗酸性を示
すためクリスタル紫が縞状に確認されることがある。
Nocardia と Actinomyces は Nocardia の抗酸性を利
用して，通常 Kinyoun 染色を実施し，陽性であれば１７）

Nocardia を疑う。
（4）グラム陰性球菌
Neisseria や Moraxella catarrhalis が遭遇する機会
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図2.　肺ノカルジア症患者の喀痰から検出されたNocardia
の菌糸（BM 法，1000 倍）
抗酸性を有しているため，グラム陽性が縞状に染
まっている。

図 3.　腹膜炎患者の腹水から検出された Acinetobacter 
baumanii（BM 法，1000 倍）
グラム陽性球菌に確認される。報告によればグラム
陽性球菌と間違って報告されることがあり報告時
に注意した菌である。

図 4.　成人市中肺炎患者の喀痰で確認された Haemophilus 
influenzae（BM 法，1000 倍）
短桿菌から球菌に確認される非常に小さいグラム
陰性桿菌

が多いが，両者の区別をする際には材料が必要な情報
となる。尿道分泌物で確認された場合は Neisseria gon-
orrhoae を強く疑い，膿性痰で確認された場合は M.
catarrhali s を強く疑う１８）。ただし，呼吸器材料の場合
は M. catarrhalis と非病原性 Neisseria との区別が必
要であるが，非病原性 Neisseria は集塊形成をしてい
ることが多く確認される。髄液や血液培養からグラム
陰性球菌が確認された場合は Neisseria meningitidis
を疑う。Acinetobacter はブドウ糖非発酵グラム陰性
桿菌に属するが，Neisseria に類似したグラム陰性球
菌として確認されることがある（図 3）１９）。

（5）グラム陰性桿菌
グラム陰性桿菌は腸内細菌科細菌，ブドウ糖非発酵

グラム陰性桿菌，HACEK，Campylobacter や Helico-
bacter など菌種が多く形態的特徴を細かく観察する
ことが重要である。特に形態的特徴を考慮した上で，
疾患名や検出材料を加えて考えることが重要である。

例えば，Campylobacter のようならせん状桿菌は
特徴的であり初級者でも確認がしやすい微生物の一つ
であり，下痢便から確認されたのであれば推定がしや
すい。

Haemophilus は長さが 3 μm 以下で腸内細菌科細菌
と比べても小さい桿菌であるが，肺炎患者の喀痰およ
び小児の髄液から確認された場合は推定がしやすい

（図 4）。Pseudomonas aeruginosa はグラム陰性桿菌
の中でも多様な形態的特徴を持つ菌であるが，典型的
なものになると腸内細菌科細菌と比べて，湾曲があり
菌の両端が細く尖っているものも確認される１３）ことが
多いため比較的推測しやすい菌種の一つであると考え
る（図 5）。特に，慢性期気道感染症患者の喀痰では
菌体周囲が赤色化しバイオフィルム形成が確認できる
場合には P. aeruginosa と推測ができる。

図 6 および図 7 にグラム染色所見に基づいた菌種推
定のためのフローチャートを作成したので参考された
い。

4．グラム染色で染まる微生物成分以外の染色像
グラム染色所見で最低限報告が必要な項目として，

微生物および細胞の数量，細胞の種類，特徴のある菌
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図 5.　慢性気道感染症患者の喀痰から検出されたムコイド
型のPseudomonas aeruginosa（BM 法，1000 倍）
菌の一部は湾曲をし，先端は細いものが多い。また
菌周囲にはムコイド様のバイオフィルム形成が確
認できる

図 6.　主なグラム陽性菌とその染色像の特徴

の形態表示である。加えて，細胞の以外の成分である
滲出液の状態や結晶成分について確認されれば報告を
しておきたい。
（1）血球成分
後染色の単染色のため細胞成分はギムザに比べて明

瞭には見えず，クロマチン構造もわかりにくくなって
いる。多核白血球の場合好中球と好塩基球，好酸球の
区別は付かず，多核白血球が細菌性肺炎か好酸球性肺
炎由来のものか判断は困難である。

単球や組織球は多核白血球より少し大きめに見え，

リンパ球は単核で小細胞として確認される。赤血球の
多くは染色液で溶血してしまうが確認されることもあ
る（表 3）。
（2）タンパク成分
炎症性に滲出したフィブリンや粘液は後染色液によ

り染まって見える。中でもフィブリン成分は濃染した
もので確認されることが多く，大葉性肺炎時には赤み
が強いフィブリン成分が多く確認される。菌体から産
生される毒素についても赤く染まって確認ができる。
（3）結晶成分
結晶成分は，染色の過程で溶けるものは染まらない

が，大きくがその形態を維持したまま確認される。例
えば，ビリルビンや尿酸では黄色に，ピロリン酸カル
シウム塩は無色透明に確認される（図 8）。
（4）アーチファクト
クリスタル紫の結晶成分は針状や斑点状，放射状に

確認されることがある（図 9）。見間違えそうな事象
としては，針状や放射状結晶は Nocardia や Actino-
myces と斑点状は Staphylococcus などグラム陽性球
菌がある。

5．グラム染色のもつ感度
（1）グラム染色の検出限界
材料中に菌が存在する場合は理論上グラム染色で微

生物が確認できることになるが，菌数が一定以上増え
た場合に確認しやすくなる。グラム染色の最小検出感
度の報告は材料により差はあるが 104～105 cfu�ml で
ある２０）２１）。
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図 7.　主なグラム陰性菌とその染色像の特徴

表 3.　グラム染色報告の様式と報告対象となる内容（文献 13 より抜粋し一部編集）

細胞数（100 倍） 報告する細胞種 菌数（1000 倍） 菌の形態
1＋（殆どない）：＜1 個/視野 扁平上皮 細菌，真菌などの微生物の種類 グラム陽性球菌
2＋（たまにある）：1～9個/視野 多核白血球 双球状，連鎖，集塊
3＋（中等度）：10 ～ 25 個/視野 赤血球 1＋（殆どない）：＜1 個/視野 グラム陽性桿菌
4＋（多数）：＞25 個/視野 正常細胞 2＋（たまにある）：1～5個/視野 大型，小型，分岐，放線状

異形細胞 3＋（中等度）：6 ～ 30 個/視野 グラム陰性球菌
4＋（多数）：＞30 個/視野 双球状

グラム陰性桿菌
桿菌，フィラメント，

多形性グラム不定，多染性酵母，
発芽状，仮性菌糸

この検出限界値より下回るものは，少量の菌数で感
染が成立し発病を起こす微生物，抗菌剤投与後，材料
採取が不適切で十分量の菌量が確保できていない場合
である。
（2）グラム染色性による感度の違い
通常，後染色が赤色であるので対比色としてのグラ

ム陽性菌の方がグラム陰性菌に比べて微生物が確認し
やすい２２）２３）。
（3）感染臓器別の感度特性
グラム染色の感度は感染臓器別の感度特性を持ち，

さらに起炎菌によっても検出感度に差がある。
例えば成人の細菌性髄膜炎の場合は S. pneumoniae

は 90％，H, inflenzae は 86％ と高い感出感度を示す
が，N. meningitidis では 75％，Listeria monocytogenes
では 30％ と検出感度が低下する２４）。一方，S. pneumo-
niae については疾患別に感度が異なり，急性中耳炎
の耳漏では 89％ である２５）が，肺炎の喀痰であれば 62％
と感度が下がることが知られている２６）。これは感染臓
器内の菌量や菌濃度，有症状に至るまでの経過により
左右されると思われる。また，抗菌剤の前投与があれ
ば更に感度が下がるため抗菌剤の投与前に検体採取を
実施することが望ましいと言える２７）。
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図 8.　偽痛風患者の関節液で確認されたピロリン酸カルシ
ウム塩の結晶成分（BM 法，1000 倍）
角形の無色透明の結晶成分が確認される

図9.　針状に確認されたアーチファクト（BM法，1000倍）
クリスタル紫の結晶で針状に確認される。菌は大きく不整
形であり結晶と確認ができる。他には斑点状や放射状のも
のも確認されることがある

表 4.　肺炎球菌性肺炎時の喀痰グラム染色の感度

報告者 症例数 良質な痰の提出率 感度
Rein ら  42 100% 62%
Ewig ら 116  20% 50%

（4）材料の質による感度の特性（特に喀痰につい
て）

感染臓器と疾患名，起炎菌の全てが同じ場合でも材
料採取の条件が変われば検出感度も異なることがあ
る。Rain らの報告では感度 62％ である２６）が，Ewig
らの報告では感度 50％ と Rain らの報告に比べて
12％ も検出感度が低いことが確認される２８）。Rain ら
の報告では全て良質な喀痰で感度を求めているが２６），
Ewig らは良質な喀痰は全体の 20％ しか無かったと
報告２８）しており，肺炎球菌性肺炎で喀痰の質が悪い場
合には検出感度が下がることが予想される（表 4）。

6．材料評価とスコアリングシステム
（1）品質管理としてのグラム染色所見の活用
肺炎の診断を行う上で喀痰培養の有用性は高い。日

本では Geckler 分類を用いる施設が多いが，Geckler
らはグラム染色を用いて喀痰の品質管理を多核白血球
と扁平上皮の数量で Grading を行い，成人市中肺炎
では品質評価が良い喀痰では S. pneumoniae や H. in-
fluenzae が多く検出されたと報告している２９）。Bartlett
は Geckler らより以前にグラム染色を用いて喀痰の品
質管理を行っている３０）が，上気道に存在する常在菌が
汚染する可能性があり多核白血球や扁平上皮により培
養結果に適した喀痰かどうか評価することが不必要な
培養や抗菌剤の過剰投与を防ぐことができる。その
後，色々な研究者により喀痰の品質管理が評価されて
いる３１）～３３）が criteria こそ異なるが，喀痰の材料品質管
理の重要性については同一意見を持っている（表 5）。
（2）グラム染色によるスコアリング利用の感染症

診断
グラム染色所見をスコアリングし感染症診療のため

に用いたものとして，代表的なものは Nugent Score
がある。Nugent は妊婦の膣分泌物について Lactoba-
cillus 様をした大型のグラム陽性桿菌と，Gardnerella
vaginalis または Bacteroides 様の桿菌，Mobilluncus
様の三日月状グラム不定性桿菌の数量を合計してスコ
アリングし，スコア 7 以上の場合に細菌性腟症を強く
疑う結果になった報告している３４）。スコアリング化は
施設間差を無くす上では有用性の高い診断検査の手法
の一つである（表 6）。

7．塗抹検査の付加価値を活かした微生物検査
グラム染色をはじめてとして，塗抹検査は微生物検

査の中でも検査結果の迅速化に対応ができる。
問題点としては再現性が安定していないこと，施設

間差，実施者間差が挙げられる。臨床検査は診療情報
として再現性や精度が高いものに臨床的価値が高くな
るため，臨床検査として確立されているものかどうか
を考えた場合に必ず貢献できているものか疑問視して
いる有識者も多い。米国では塗抹検査は法律上で微生
物検査技師しか行うことが出来ないため，感染症ガイ



グラム染色を用いた感染症診療支援について 273

日本臨床微生物学雑誌 Vol. 25 No. 4 2015. 9

表 5.　Bertlett および Geckler らの提唱している顕微鏡下で行う
喀痰の材料評価

Bertlett の品質評価

スコア
（粘液ありの場合）

1 視野（100 倍）当りの数
評価

扁平上皮細胞 多核白血球
－1（0）点 ＞25 10-25 悪い
　0（1）点 10-25 10-25

良い　0（1）点 ＞25 ＞25
　1（2）点 10-25 ＞25

Geckler の品質評価

グループ
1 視野（100 倍）当りの数

評価
扁平上皮細胞 多核白血球

6 ＜25 ＜25
良い5 ＜10 ＞25

4 10-25 ＞25

3 ＞25 ＞25
悪い2 ＞25 10-25

1 ＞25 ＜10

表 6.　Nugent スコアによる細菌性膣症の評価

スコア Lactobacillus 様の菌＊1 Gardnerella 様または
Bacteroides 様の菌＊2

Mobilluncus 三日月様の
グラム不定性桿菌＊3

0 4＋ 0 0
1 3＋ 1＋ 1＋または 2＋
2 2＋ 2＋ 3＋または 4＋
3 1＋ 3＋
4 0 4＋

＊1＋＊2＋＊3 の合計でスコア化

ドラインやレビューにおいてもその重要性についても
疾患による差があり，市中肺炎では，患者管理に伴う
血液検査データや尿中抗原，患者背景による抗菌薬の
選択を中心に記載があり，グラム染色については言及
された記載はないのが現状である。

グラム染色は緊急性が高い感染症に適切に使うこと
が感染症に対する初期治療に必要である。

8．グラム染色の結果をどう判断するか？
（1）目的菌に応じた菌を探す
グラム染色は微生物が確認された場合に有用であ

り，疾患別に検出頻度の高い微生物が確認された場
合，または検出頻度が低く初期治療を行う上で想定さ
れてない微生物が検出された場合である。ただし，検
出頻度については患者背景によって変化が生じること

がある。例えば，髄膜炎について考えてみる。細菌性
髄膜炎の場合には市中感染と院内感染，発症年齢によ
り起炎菌の動向が変わる２４）３５）。市中感染例では，新生
児で Streptococcus agalactiae，Escherichia coli，乳
幼児で S. pnrumoniae，H. influenzae，成人で S. pnue-
moniae が検出される機会が多くなり２４），院内感染
では P. aeruginosa，S. aureus や Coaglase negative
Staphylococcus，P. acnes が検出される機会が多く
なり３５）市中感染時とは異なる。鏡検を行う場合には依
頼情報に基づいた見方も必要になってくる。
（2）グラム染色の結果を急ぐ症例とはどういった

ものか
グラム染色が有用な症例として以下の状況が考えら

れる。ア）重症感染症患者で即座に治療方針の決定が
必要な症例（細菌性髄膜炎や壊死性筋膜炎など）であ
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図 10.　電子カルテを利用したグラム染色所見の報告

ること，イ）内科的治療を優先的に行う疾患（肺炎や
単純性腎盂腎炎，排膿ができない膿瘍など）で抗菌薬
の選択を絞る必要がある場合で，ウ）菌血症時の血液
培養陽性時に抗菌薬の投与が開始されていない場合，
エ）初期抗菌薬が明らかに効果の無いものと判断され
る場合（グラム陽性球菌による感染症を予想して初期
治療で VCM を使用しているが，実際にはグラム陰性
桿菌が無菌材料から確認された場合）。オ）通常検出
頻度が低く，起炎菌として想定されにくい菌が検出さ
れた場合（関節液からの酵母様真菌）といった日常的
に微生物の検出が経験されるが，検出頻度の稀な微生
物が見つかった場合については報告を急ぐ必要があ
る。また，グラム染色結果だけでは重症感染症かどう
かの判断はできないので，検査結果は患者の状態を考
慮した上で対応が必要である。

9．グラム染色結果が培養結果と不一致になった場
合の原因

日常業務の中で，グラム染色の結果と培養結果が一
致しない場合があるが，原因として①元々グラム染色
性が不安定な菌（G. vaginalis，Clostridium，Propioni-
bacterium，Acinetobacter など）の場合１３）１４）３６），②S.
pneumoniae が自己融解を起こし検出されない３７）３８），
またはグラム陰性球菌として確認され気付かなかった
場合，培地選択に問題があり培養で検出できなかった
場合などがある。この場合の対処として，鏡検を再度
行い確認する，染色を繰り返し行う，培養を継続し菌

量確保，培地の選択に問題が無かったのか検討してみ
ると良い。いずれにしても一度確認した標本は直ぐに
廃棄せずに培養が終了するまで残しておくと良い。ま
た，検査感度の問題もあり培養結果に塗抹検査結果を
上塗りするような作業はあってはならないと思われ
る。

10．電子カルテへの報告
電子カルテ化が進み，微生物検査の結果も数値や菌

種名以外にも画像配信や添付を行うことでよりリアリ
ティのある分かりやすい報告が可能になった。グラム
染色所見の方向もその一つであり，カルテ記事に画像
を取り込み，所見の詳細を記入することでグラム染色
を普段行わない医師へ多くの情報を提供することがで
きる。

当院も電子カルテ上に画像とコメントを記載する
が，コメントについてはグラム染色結果の報告に加え
て，推定菌の情報，採取した検体情報および推定菌に
対する第一選択薬の情報，微生物検査のプロセスなど
記載している。

主観的な検査結果であるグラム染色結果をしっかり
コメントすることで意思伝達の不足や誤解が減ると思
われる（図 10）。

最後に，グラム染色は古典的な手法であるが，感染
症診療や微生物検査には欠かすことのできない検査で
あり，今後ももっと発展させ診療に役立つものにし，
患者の予後改善に役立てていきたい。
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