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超 生 体 染 色 色 素 の 固 定 に 関 す る 研 究

第1編

沃 度 カ リ水 銀 溶 液 と各 種 アニ リン及 び ア ゾ色 素

(特 に 超 生 体 染 色 色 素)と の反応に就 て

岡山大学医学部病理学教室(指 導:妹 尾左知丸教授)

真 木 照 雄

〔昭和33年9月22日 受稿〕

緒 言

電子顕微鏡の発達,或 は位相差顕微鏡の発達以前

に於ては生体染色乃至超生体染色法は細胞の小器官

を観祭するためのすぐれた方法として細胞学者の間

に広く一般に用いられて来た1)-27).即ちヤーヌス緑

Bによるミトコンドリアの染色2) 21) 22) 24) 25),中性赤に

よるゴルジー体の検出19) 35),ブ リリアン トクレシル

青及びニール青による細胞内好塩基性物質の観察26)

等はその主なるものであり,之 等は1930年 代に詳 し

く追及されSabin4),清 野1) 3) 5) 18),杉 山18) 23)等の莫

大な業蹟によりその方法と観察は完成の域に達した.

之等の方法と結果は細胞学の分野のみならず臨床医

学の面に於ても,特 に血液学の分野に於て広範囲に

種々なる方面に応用されて来た事は周知の事実であ

る.電子顕微鏡並に位相差顕微鏡の発達により細胞

内小器官が直接観察されるようになつてからは細胞

の超生染による観察はその形態学的意義を殆んど失

つては来たが,特 殊な色素が特別の小器官を染色す

るという事は之等小器宮の化学的構成要素,酵 素活

性と密接に関連し新 しい細胞化学的意味に於ての染

色機構解明の必要性を痛感せしめる.し かしながら

超生体染色色素はその固定が不可能で一般に生のま

まで観察されている.こ の事は細胞の小器官の染色

状態を観察するために屡々障碍となり,間 違つた結

論が引出されたり,又 何が染色されているのか判定

に苦しむ事が多い.著 者はこれらの障碍を除いて各

種の超生染色素の染色顆粒と小器官との関係をより

明瞭に観察し,組 織化学的研究の一助 とするために

各種超生染色素の固定方法について研究した.超 生

体染色色素或いは生体染色色素顆粒を固定し永久標

本として観察しようとする試みは超生染観察の盛ん

に行われた時代に可成 り試みられたようである.特

に生体染色法の研究に於て毒性が少い事と美麗な染

色像を与える事か ら中性赤顆粒の固定法は下等動物,

高等動物組織或いは血液細胞に於て4) 21) 28)-42)試み

られ更に これらの研究中 トルイジン青29) 30),ブ リリ

アントクレシル青33),メ チ レン青29),塩 酸 ニール

青32)等 の固定法が報告 されている.一 方超生体染

色色素の固定法は1923年Sabin4)が 試み血液細胞超

生 体染色塗抹標本を空中にて乾燥固定し1928年

Scott38)も 同様な方法を用いている.然 しながら超

生体染色色素一般についての固定法の試みは殆んど

行われていない.私 は超生体染色色素一般の固定法

について研究 し,先 人の固定法を追試し,更 に新し

い非常に簡単な固定術式を考案しほぼ満足すべき成

績を得たので次にその理論と方法並に成績について

報告する.

昇汞はある超生染色素と結合して水に不溶の錯塩

を作 り,殊 に中性赤顆粒の固定についてはGolo

vine28), Gurwitsch29)は 昇 汞溶液を用いて良好な

成績を得たといい, Skraup32)は 塩 基性超生染色素

は原理的に昇汞溶液にて固定されるといつている.

然 し佐口42)は生体染色臓器塊 での固定の研究に於

て昇汞は錯塩結晶の形成を来し中性赤液胞の形態を

著しく変化させる事を指摘し,又 昇汞による細胞構

造破壊を強張し昇汞固定は細胞構造の研究には無価

値であるといつている.

一方沃度の色素固定効果についてはルゴール或い

は沃度蒸気を用いてParat35)が 之 を試み固定迅速

にしてその結果が良好であつたといつている.

かかる事実から私はこの両者を同時に作用させた

場合の色素固定効果を検討した.手 段として昇汞と

沃度カリを反応させてここに生ずる沃度カリ水銀の
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錯塩を利用する事によつてほぼ満足すべき効果が得

られた.こ の時に起る反応は先づ

HgCl2+2KI=HgI2+2KCl… ……(1)

としてHgI2の 赤色沈澱を生ずるが更 に多量の沃度

カリを加えると

HgI2+2KI=K2〔HgI4〕 …………(2)

の状態に反応 が進行する. K2〔HgI4〕 は無色の錯

塩で(1)(2)よ り最終反応は

HgCl2+4KI=K2(HgI4)+2KCl

こ のK2〔HgI4〕 な る錯塩 の アル カ リ溶 液がNessler

氏試薬としてアンモニアの定量反応に用いられる事

は周知の事実である43).

一方超生体染色色素は一般にアニリン色素であり

表1に 見る如くその構造中にアミノ基,モ ノメチル

アミノ基,ジ メチルアミノ基を有している.こ れら

の事実より私は超生体染色色素がK2〔HgI4〕 にて

表1　 種々なる超生体染色色素め化学構造式
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水に不溶の沈澱を生じ固定されるのではないかと考

え各種色素について沈澱の形成とその溶解性を観察

した.

実 験 方 法

K2〔HgI4〕 液　 5%昇 汞 溶液(加 熱溶解する)

100ccと15%沃 度 カリ溶液60ccを 徐 々に加え振盪

して放置する.こ の際赤色のHgI2の 沈 澱 が残れば

濾過してその濾液を使用す る.時 間の経過と共に

I2の遊離のために無色→淡黄色に変化するが使用可

能である.

アニリン及びアゾ色素:水 溶性色素(主 として

アニリン色素)と して0.1%中 性赤, 0.1%ヤ ー ヌス

緑B, 0.1%ニ ー ル青, 0.1%ブ リ リア ン トク レシル

青, 0.1%メ チ レン青, 0.1%ト ル イ ジ ン青, 0.1%

メ チル オ レン ジ水溶 液,油 溶 性 色 素(主 と して ア ゾ

色 素)と して10%オ ル トア ミノ ア ゾ トルオ ー ル, 3

%ジ メチ ル ア ミノア ゾベ ンゾ ール, 3%モ ノア ミノ

ア ゾベ ンゾー ル, 3%ア ゾ ベ ン ゾー ル オ リー ブ油溶

液 及 び3%ジ メ チ ル ア ミ ノア ゾベ ソゾ ールTween

 80溶 液 を 用い た.な お油 溶 性 溶液 の 場合 発 色 を鮮 明

に す る ためK2〔HgI4〕 液100ccに つ き濃 塩酸1cc

を 加 え た.

操 作: i)試 験 管 にK2「HgI4」 溶 液 (5%

 HgCl2 100ccと15% KI 60ccを 加 え て 沈澱 を 濾 過

した上清)5ccを 取 り之 に 各 種色 素 溶 液 を1滴 滴 下

表2　 K2〔HgI4〕 と 各種 アニ リン及 び ア ゾ色 素 と の反応
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する.直 後, 1時 間後及び3時 間後に沈澱の形成を

観祭した. ii)試 験管に各種色素液5ccを 取 り之に

K2〔HgI4〕 溶液を等量加え数時 間室温に放置後遠

心沈澱して沈澱物を濾過し濾 液はK2〔HgI4〕 溶液

と比較する.沈 澱物は水,ア ルコール,キ シロール,

アセ トン,ク ロロフオルム,カ ーボワックス1,500

に対 する溶解度試験に用いた.

実 験結果並び に考 按

アミノ基,モ ノメチルアミノ基,ジ メチルアミノ

基を有するアニ リン及びアゾ色 素はK2〔HgI4)に

て水に不溶の微細な沈澱を形成しその沈澱物は色素

の元の色を保有しており色の変化は如何なる場合に

も起らない(表2).し か しなが らここに生じた沈

澱物はアルコール等の有機溶媒,カ ーボワックス等

の或る種の包埋剤に可成り容易に溶解する.こ れら

の事実は中性赤に於て試みられた生体染色の顆粒固

定が困難であり41)(脱 水包埋過程に脱 色する), K2

〔HgI4〕 もその例外でない事を示している.

一方又0 .1%ヤ ーヌス緑B水 溶液を少量のチオ硫

酸ソーダ粉末にて還元しpHを 変 化 させ色素の元

の色を変化させたものについて同様の反応を行わせ

て見たがこの場合にもK2〔HgI4〕 は無色のままの

色素と結合して水に不溶の沈澱物を生ずる.こ の事

実は色素とK2〔HgI4〕 との反応はアミノ基,モ ノ

メチルアミノ基,ジ メチルアミノ基との間におこる

反応で,色 素の酸化還元反応24)と は無関係である

事を示している.

結 論

著者は超生染色素固定の目的を以て種々の色素と

沃度カリ水銀との試験管内反応を試み次の如き結論

を得た.

1.沃 度 カリ水銀はアミノ基,モ ノメチルアミノ

基又はジメチルアミノ基を有する色素と反応し水に

不溶の沈澱物を形成する.

2.反 応は色素の酸化還元反応とは無関係で沈澱

物は元の色素と全 く同一の色を保有する.

3.反 応生成物は水に不溶であるがアルコール,

アセ トンその他の有機溶媒に可溶である.

以上の事実から固定後の操作を充分考慮すれば本

反応は超生染色素の固定に応用し得る可能性を有す

る.

稿を終るに当り,終 始御懇篤なる御指導と御校閲

を賜つた恩師妹尾教授に深謝する.

(本研究の要旨は第67回 岡山医学会総会に於て報

告した)
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Studies on the Fixation of the Dyes used in 

Supravital Staining of Cells

Part 1. Chemical Reaction Between Anilin- and Azo-dyes 

and Nessler's Reagent

By

Teruo MAKI

Department of Pathology, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Director: Prof. Satimaru SENO)

For the purpose of establishing a method of fixing the dyes used in supravital staining 

of cells, the author observed the precipitation reactions of several dyes
, neutral red, Janus 

green B, Nile blue, etc. with the Nessler's reagent, by which those dyes having amino-, 
monomethylamino or dimethylaminogroups can be precipitated forming the water insoluble 

complexes . The reaction proved to have no relation with the oxidation or reduction of dyes, 

which often causes the change in the color of dyas
, showing that the insoluble precipitates 

have the original color of dyes
, and the colored dye forms the same colored precipitate, the 

reduced noncolored dye a white precipitate .
The organic solvents such as alcohol

, aceton etc. dissolve this complexes, and therefore, 
it is suggested that their reaction can be applicable for the fixation of the supravitally sta

ined dyes with exception of the organic solvents in the course of the following dehydrating 

processes for the observation .


