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I. 緒 言

血 液 中 のbilirubinが 増加 し,そ の結 果 皮 膚 を 始

めと す る諸臓 器 が 黄 染 す る.こ れ が黄 疸 で あ るが.

その 発 生 病 理 の相 違 に依 り,黄 疸 患者 の 皮 膚色 調 に

差 異 を生 ず る ことは,す で にTh. Blugsch1)の 提

唱 した所 で あ る.

著 者 は第1編 に於 いて,皮 膚 の 黄疸 色 調 と皮 膚酸

化 還 元 電 位 との 間 に相 関 性 の あ る こ とを述 べ た が.

更 に研 究 を進 め 黄染 の本 態 につ き研 究 をすゝ め る こ

と 髭した.

処 で教 室 藤 井2)は 各種bilirubinの 蛋 白質 線 維 に

対 す る染 着色 につ い て報 告 を 行 なつ た が,羊 毛,絹

〓に つ い て に留 り.組 織 化 学 的研 究 は 行 なつ て い な

い.1930年F. Rosentha13)が,黄 疸 に於 け るbili

rubinの 染 着 色部 位 は 弾 力線 維(elastin)で あ つ て

膠 原 線維(collagen)で は ない と報 じて 以来,何 ら

の検 討 が行 な われ な い まゝ,一 般 には この説 が 信 じ

られ て い た よ うで,多 くの 疑 問 が残 され て い る.

Ⅱ. 黄 疸 患 者 の 皮 膚 に 於 け る

bilirubinの 染 着 色部 位 に関

す る組 織化 学 的 検 討

組 織 化 学 的 研 究 を 行 な う に あた つて,最 も留意 し,

慎 重 に行 わな けれ ば な らな い点 は,検 索 物 質 の変 性

及 び移 動 を 極 力 防止 す る ことで あ る.そ の 為 著者 は

凍結 乾 燥4) 5) 6) 7) 8) 9)10)法 を 採 用 した.従 来 一 般 に行

われ て い るparaffin包 理法 に 於 いて は, bilirubin

がformalin固 定,水 洗, alcoholに 依 る脱 水,

 chloroformに 依 る脱alcohol等 の 操 作 を加 え る事

に依 つ て,抽 出或 い は移 動 の 可能 性 及 び 変性 の 危 険

性 を 充 分 受 け る もの と考 え られ る.

1. 実験材料並びに方法

1.1. 実験材料

岡山大学医学部附属病院小坂内科入院患者の内.

著明な皮膚黄疸を認めたものゝ前腹壁中央部。また

は大腿前中央部(1名 のみ右腋下部)よ り採取 した

皮膚を使用した.

1.2. 実験器具

岡山大学医学部妹尾教授設計の凍結乾燥器を使用

した.そ の構造は大略図1の 通りである.

図1 組織用凍結乾燥装置

(A) 組 織 処 理 装 置

DC:乾 燥 室. SH:資 料 支 持 網. PC:パ ラ フ

ィ ン室, TFマ ホ ウ壕, T・ 低 温 々 度 計

(B) 吸湿 装 置

CT･コ ー ル ド･Fラ ップ

PT:五 酸 化燃 トム ッブ

（C) 真 空 装 置

DP:油 拡 散 ポ ン プ. RP:廻 転 ポ ソ プ, Gガ

 イ ス ラー管, IC:イ ンダ ク シ ョ ン コ イル
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1.3. 実験方法

標本採取後可及的速 く自然乾燥を防止 しつつ半米

粒大の大 きさに切取 り,あ らかじめ液体窒素にて充

分冷却液化 した市販プロパンガス中に,真 鍮製の小

さな金網にのせて投入し.瞬 時に凍結を完了し,予

め軟パラフィンを注入 し,一40℃ に冷却した乾燥

室に.温 度の上昇に注意 しつゝ,手 速 く入れ,直 に

吸引乾燥を開始す る.乾 燥室の温度を徐々に上昇さ

せるが,－30℃ を 越 さない よ うに注意 し,大 略

－35℃ 前後にて, 10-4 mmHg以 上の高度真空にて

約20時 間乾燥を行なつた後.約4時 間にて室温まで

温度を徐々に上昇させて乾燥を終了し,予 め注入 し

てあつた軟パ ラフィンを60℃ の熱湯にて加熱する.

次に完全に融解後取 り出し.孵 卵器中の硬パラフィ

ンに10分 間投入後,型 の如 く包埋,薄 切片とし,脱

パ ラフィン(以 下脱パラと略す)後.中 性カナダバ

ルサム封入を行ない顕微鏡的観察を行なうと同時に,

 Homatoxylin Eosin染 色, Azan染 色. Weigert氏

染 色,Pap氏 銀 染 法, Perla-Stieda氏 法 に依 る鉄 証

明 及 び酸 化 法 に依 るbilirubin証 明 を 行 な い.比 較

検 討 を行 なつ た. bilirubinの 組 織 化 学 的 証 明 法 に

つ い て は. Stein11),岡 本12) 13), Glenner14).等 多 く

の報 告 が な され て お るが.著 者 は そ の追 試 を 行 な い,

いず れ も満 足 す べ き成 績 を 得 な か つ た.そ こで 岡本

氏 の硝 酸 塩 酸 混 液 法 を 改 良 し.そ の 混 液 を5倍 に 稀

釈 し.脱 パ ラを 行 な つ た標 本 に滴 下 し,室 温 に て1

時 間顕 微 鏡 的観 察 を 行 な い,最 適 時 間を 決定 し.更

に2枚 の 標 本 に つ き同 様 な操 作 を行 ない,1枚 は 水

洗 後 直 に グ リセ リン封 入 を 行 ない,他 は 水 洗 後 ア ル

コール で 短 時 間脱 水 を行 な い.バ ル サ ム封 入 を 行 な

い.脱 パ ラ後 直 にバ ルサ ム封 入 を 行 な つ た無 処理 標

本 と比 較検 討 を行 なつ た.

2. 実験 成 績

表1に 記 載 し た如 く,小 坂 内科 へ 入 院 し た15例

表1 黄 疸 患 者 皮 膚 の 肉 眼 的 所 見
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(内1例 は2回)の 黄疸患者 の皮膚について実験を

行なつたが,そ の病名は肝硬変4例,機 械性黄疸5

例,溶 血性黄疸1例,肝 炎5例(急 性肝炎2例,血

清肝炎1例,細 胆肝炎型2例)で ある.パ ラフィン

包理標本断面の肉眼的所見は,大 略患者の皮膚外見

と一致 している.表 皮に一致 して全例薄いmelanin

色素顆粒層が認められ,真 皮はほぼ一様な明らかな

黄染が認められるが,そ の色調は表の如 く,一般に機

械性黄疸例には,軽 度の緑色調の増加が認められる

が,溶 血性黄疸例では明るい淡黄色で緑色調は全 く

認められなかつた.機 械性黄疸に比 し軽度ではある

が,肝 硬変に於いても緑色調が認められた.肝 炎例

に於いては,ほ とんど緑色調を認めなかつた.但 し,

細胆管炎型2例 中1例 は汚黄褐色を示 し,他 も褐色

調強 く鉄沈着を疑わ しめる所見であつた.血 清肝炎

例に於いては,褐 色調の増加が認められた.尚 凍結

乾燥を行ない,パ ラフィン包理後冷暗所に保存した

標本の安定性は極めて良好であつて, 1年以上経過し

た標本に於いても,色 調の変化は全 く認めなかつた.

 次に脱パラ後直に中性バルサム封入を行なつた標

本について,黄 褐色色素顆粒という点に主限をおき,

各標本の顕微鏡的観察すると微細暗褐色色素顆粒が

主としで表下皮部に一部は真皮乳頭層に著明に認め

られ るが, bilirubin反 応 陰性, Pap氏 銀染法陽性

でmelaain色 素であつ た.其 他 数例 にbilirubin

でない黄褐色色素顆粒を認めるが,す べて鉄反応陽

性であり,こ れ以外の黄褐色色素顆粒は認めなかつ

た.こ の鉄反応陽性黄褐色色素顆粒は,顆 粒の大き

さ,沈 着部位.連 続切片との関係より,明 らかに人

工的と思われる例を除 くと,細 胆管炎型肝炎2例 中

2例,機 械性黄疸5例 の中1例 に認められており,

これらの例では血清bilirubin長 に比して皮膚の汚

黄褐色調が強 く,皮 膚の顆 位はeiderinで あること

が 明 らか とな つ た.

そ こで 黄 疸 患者 の皮 膚 に は肝 臓 と異 り,色 素顆 粒

と して のbilirubinの 沈 着 は存 在 しない 事 が わ か る.

 次 に高 度 黄 疸 患者 の 皮 膚 につ き凍結 乾 燥 を行 なつ

て,組 織 標 本 と して観 察 す る と,10μ 以下 の 厚 さ

の 場 合,皮 膚 組 織(特 に真 皮)にbilirubinの 染 着

を 識別 す る事 は か な りの熟 練 を 要 す るが,真 皮 の主

要構 成 物 で あ る膠 原 線 維 に は軽 度 の黄 染 が 認 め られ

る.次 に100μ の 厚 さ と した 場 合で は,真 皮全 体

が 明 らか に黄 染 し,岡 本氏 法 の変 性 に依 るbilirubin

証 明 も ま た 確 実 な 陽 性 を 示 す.老 人 に な るに従

い 弾力 線 維 増 多 の 傾 向 を 示 す が, Hamatoxylin

Eosin染 色, Azan染 色, Weigert氏 弾力 線 維 染 色.

Pap氏 銀 染 法 の所 見 を 総 合 す る と,皮 膚(特 に真

皮)の 主 要 構 成物 質 は膠 原線 維 で あ つて,弾 力 線維

は常 に10分 の1以 下 で あ り,そ の 際 の着 色 は 弾 力 線

維 の み特 に染 色 され て い る との 所 見 は全 く得 られず,

ま た逆 に弾 力 線維 のみ 黄染 が欠 除 して い る との所 見

も得 られ なか つ た.

3.小 括

黄疸 患者 の皮 膚 に は, bilirubin以 外 に, melanin

色 素 及 びsiderinの 沈 着 が あ り.皮 膚 黄褐 色 調 の一

要 因 とな つて い るが,い ず れ も穎 粒 状 に 存 在 し,

Pap氏 銀 染 法, Perls-Stieda氏 法 に依 る鉄 証 明,岡

本 氏 法 の変 性 に依 るbilirubin証 明 を 行 な う事 に依

りbilirubinと の 鑑 別 可 能 で あ つ た.こ れ に反 して,

 bilirubinは 瀰 漫性 に存 在 し顆 粒 状 に は存 在 しな い.

高 度 黄 疸患 者 の 皮膚 組 織標 本 に於 いて, 100μ の厚

さで は 黄染 著 明.10μ 以 下 で は 極 軽 度,瀰 漫性 に

膠 原 線 維 に一致 す る黄 染 を 認 あ,か つ 特 有 の線 維 の

み が 染 色 され て い るよ うな黄 染 は認 め な い.ま た 真

皮の大部分を占めるものは膠原線維であつて.弾 力

線維は常に10分の1以 下であり,弾 力線維のみが染
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色 され て い る所 見,或 は逆 に 弾力 線 維 の み 黄 染 が 欠

除 して い る所 見 も認 め な か つ た.

Ⅲ. bilirubinの 動 物線 維 に 対 す

る 染着 色 に 関す る実 験 的 検 討

1. 実験 材料 並 び に方 法

1.1. 実験 材 料

体 重80～100gの 幼 若 白鼠 尾 腱 をF. Verzarの

方 法 に従 い, ピン セ フ トで抜 き出 したの を 膠 原線 維

.とし,更 に同 線 維 束 を80℃ の生 理 的 食 塩 中 に て1

分 間 加 熱 変 性 させ,特 有 の光 沢並 び に構 造 を 失 い,

肉 眼 上 半 透 明 無 構 造 に な つ た もの を 直 ちに 冷 却 し,

これ を 類 弾 力 線 維(elastoid)と し て 使 用 した.

 黄 疸 患者 血 清 は小 坂 内科 入 院 患 者 よ り採 取 した.

結 晶biliriubin-tween 80水 溶 液 は,教 室 井 上16)

の 方 法 に従 い,結 晶bilirubinソ ー ダ塩 は,教 室吉

光17)の 方 法 に 従 い,天 然 塩 型bilirubin及 び天 然

エ ス テル 型bilirubinは,教 室 近 藤18)の 方 法 に従

い 調製 した.

緩 衝 液 はpH3.0～5.5の 範 囲 はMcllvaine氏 緩

衝 液.pH 6.0～7.5の 範 囲 は0.2M燐 酸 塩 緩 衝 液

(Sorenaen氏 緩 衝 液 変 法), pH 8.0～11.0の 範 囲

はSorensen-Walbum氏 グ リコ コー ル ・苛 性 ソー ダ

緩 衝 液 を 使 用 した.

1.2. 実験 方法

黄 疸 患 者 血 清 は1ccを そ の まゝ 使 用 し,各 種

bilirubin水 溶液 は, 5mg/dlの 濃度に調製し,こ

の4ccに 対 して,各 緩衝液1ccを 加えて全量5cc

としたpH 3.0～11.0の 試験 管列を作り,こ れに

上記の2種 類の線維束(比 較を便ならしめる為,同

一部位より採取 した線維で,太 さ,長 さの同一な2

条を用いた)を 投入 し,遮 光 し,5℃ の電気冷蔵庫

中に5日 間放置後,短 時間水洗を行い,白 磁製皿の

上で,自 然光下で肉眼的観察を行ない.次 で直に膠

原線維束を80℃ の熱湯中にて1分 間加熱変性後冷

却 し,更 に肉眼的比較観察を行なつた.

2. 実験成績

2.1. 黄疸患者血清に依 る両 線維 に対す る

    bilirubin染 色性の検討

その成績は表2の 通りである.即 ち総血清biliru

bin値10mg/dl以 上20mg/dl以 下 に於いては.

軽度に淡黄染を認め,総 血清bilirubin値20mg/d1

以上の高度黄疸患者血清に於いては,全 例に線維束

の淡黄染を認めた.両 線維の被染色性を比較す ると,

一般に膠原線維にその優位が認められたが,こ の黄

染の程度は患者血清の示す黄色に比 して遙かに淡 く,

従つて両線維束が血清中にある時は.全 く染色して

いないように見えた.黄 染の程度は血清総bilirubin

値と明らかな相関性を有するが,直 接,間 接biliru

bin値 の二者に分けて相関性の程度の検討を行なう

と,直 接bilirubin値 により有意の相関性を認める.

表2 黄疽患者血清に依る膠原,類 弾力線維染色所見
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2.2. 結 晶bilirubinに よ る染 色 性 の検 討

結 晶bilirubin-tween 80水 溶 液 を5mg/dlの 濃

度 に調 製 し.こ の4ccに 対 して, pH 3.0～11.0の

緩 衝 液 を 加 えて 全 量5ccと し た 試 管 列 に 対 して両

線 維 束 を 加 え, bilirubinに 依 る染 色 性 を 吟 味 した

成 績 は表3の 通 りで,染 色 性 は 全 く認 め られず,従

つ て両 線 維 間 の 被 染 色 性 の優 劣 の 決定 は 出来 なか つ

た.

表3 結 晶bilirubin tween 80水 溶 液に 依 る

膠 原,類 弾 力線 維 染 色 所 見

2.3. bilirubinソ ー ダ塩 に よ う染 色 性 の検 討

 結 晶bilirubinソ ー ダ塩 の5mgldlの 水 溶 液4cc

に 対 して, pH3.0～11.0の 緩 衝 液 各1ccを 加 えて

全 量5ccと し た 試 験 管 列 に 両 線 維 束 を加 え て,

 bilirubinに 対 す る被染 色性 を吟 味 した 成 績 は 表4

の 通 り で あ る.pH 3.0及 びpH 4.0於 い て.

 bilirubinは 黄 色 沈 澱 し,溶 液 は全 く透 明 とな り両 者

と も被 染 色性 不 良 で あ り,更 に膠 原 線 維 が 酸 の為 に

膨 化 し特 有 の構 造 光 沢 を 失 い.従 つ て両 者 間の 被 染

色 性 の優 劣 を論 ず る こと は出 来 な か つ た, pH 4.5

に 於 い て もな お軽 度 に膠 原 線 維 の膨 化 が認 め られ る

が,染 色 性 は増 加 し線 維 の色 調は 溶 液 の 色 調 に優 り,

溶 液 中 に 於 い て も明 らか に染 色 され た 線 維 束 と して

認 め られ る.両 者 間の 被 染 色 性 に つ い て は,明 らか

に 膠 原 線維 に優 位 が 認 め られ る. pH 5.0に 至 り,

膠 原 線 維 の膨 化 は ほ とん ど認 め られず 被 染 色 性 は更

表4 結 晶bilirubinソ ー ダ 塩 水 溶 溶 に依 る膠

原,類 弾 力 線 維 染色 所 見

に増 加 し, PA 5.5に て最 高 に 達 し以 後pH 11.0に

至 る まで大 略不 変 で あ る.注 目す べ き はpH 11.0

の ア ル カ リ性 に 至 るま で水 溶 液 の色 調 の 変 化 は全 く

認 め られず,美 麗 な黄 金 色 で あ る に も拘 わ らず,

 pH 6.0よ り 両 線 維 に 緑 色 調が 認 め られ, pHの 増

加 と と もに緑 色 調 が増 加 す る. pH 8.0に 至 り両 線

維 束 は全 く濃 緑 色 に 染 色 され て い る,ま た両 線 維 間

の 被 染 色性 の 優 劣 を検 討 す る と, pH 5.0よ りpH

 11.0の 間 に 於 いて,軽 度 なが ら膠 原線 維 に優 位 の傾

向 が 認 め られ た.

2.4.天 然 塩 型bilirnbinに よ る染 色性 の 検 討

 天然 塩 型bilirubinを5mg/dlの 濃 度 と し,こ

の4ccに 対 し てpH 3.0～11.0の 緩 衝 液各1cc

を 加 え た試 験 管 列 に両 線 維 束 を 加 え, bilirubinに

依 る染 色 性 を 吟 味 し た 成 績 は 表5の 通 りで あ る.

pH 3.0に 於 い て 膠原 線 維 は全 く膨 化 し,特 有 な 構

造 を失 つ て い る為.両 線 維 の 被 染 色 性 の優 劣を 論 じ

て も意 味が ない が,両 線 維 束 は溶 液 の 濃度 と ほぼ 同

程 度 に染 色 され て い る. pH 4.0に 於 い て もな お軽

度 の 膠 原線 維 の 膨 化 が 認 め られ るが,両 線 維 と も明

らか に 溶液 よ り濃 く染 色 され て い る. pH 4.5に 於

い て 膠 原線 維 の 膨 化 の傾 向 は ほ とん ど認 め られ ず,

軽 度 な が ら膠原 線 維 の 被 染色 性 の 優位 が み と め られ

る.染 色 の 程度 はpHの 増 加 と共 に 次第 に増 加 し,
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pH 7.0に て最 高 と な り,以 後pH 11.0に 至 るま

で 同 程 度 の 濃 度 を 示 す が,注 目す べ きは や は り溶 液

の 色 調 に変 化 が認 あ られ な い に も拘 わ らず, pH 7.0

に 至 り両 線 維束 に軽 度 の 緑 色 調 が 現 わ れ, pH7.5

～11.0の 間 に 於 いて は更 に 増 加 し,両 線 維 束 が 著

明 な帯 緑褐 色 に染 色 され て い る点 で あ る.

2.5. 天 然 エ ス テ ル 型bilirubinの 染 色 性 の

表5 天 然塩 型bilirnbin水 溶 液 に依 る膠 原,

類 弾 力 線 維 染 色 所見

表6 天 然 エ ス テ ル型bilirucabin水 溶液 に依 る

膠 原,類 弾 力 線 維 染 色所 見

検討

天然エス テル型bilirubinを5mg/dlの 濃度の

水溶液 と し,こ の4ccに 対 して, pH 3.0～11.0

の緩衝液各1cc加 えた試験管列に,両 線維束を加

えて観察した成績は表6の 通りである.こ の実験の

成績で特に注目すべ きは,他 の型のbilirubin水 溶

液に比 して,天 然エステル型bilirubin水 溶液の染

色性が極めて強い点である.pH 3.0に 於いて膠原

線維は酸の為に膨化し,特 有な構造を失う為,両 線

維間の染色性の優劣を論じ得ないが,両 者とも溶液

の濃度より明らかに濃 く黄褐色に染色されている.

pH 4.0に 於いて,膠 原線維束の光沢がやや減ずる

も膨化の傾向はな く,両 線 維 と もpH 3.0よ り更

に濃度が増加 している.而 して軽度ながら膠原線維

に染色性の優位が認 め られ る.pH 4.5～5.0に 於

いて,線 維の変化はほとんど認められない.pHの

増加とともに両線維束とも次第に濃度 を増 加 し,

 PA 7.0に 於 い て最 高 と な り 以 後pH 11.0に 至 る

ま で不 変 で あ るが,水 溶 液 中 のbilirubinが 強 く両

線 維 束 に吸 着 され る為.そ の 濃度 が著 し く低 下 した.

天 然 エ ステ ル 型bilirubinに 於 いて も,中 性 よ りア

ル カ リ性 側 に 於 い て 溶液 の色 調 に 変 化 な く,緑 色

調 が 全 く存 在 しな い の に も拘 わ らず 線 維 の 緑 色 調が

認 め られ,pH 11.0に 於 い て 明 らか な緑 黄 色 を 示

す.

3. 小 括

両 線 維 は 黄疸 患 者 血清 に対 して は非 常 に 弱 い 被染

色 性 を 示す に反 して,結 晶bilirubin溶 液 以外 の各

種bilirubin水 溶 液 に は.強 い 被 染 色 性 を示 す .そ

の順 位 は,天 然 エ ス テ ル 型bilirubin,天 然 塩 型

bilirubin.結 晶bilirubinソ ー ダ 塩 の 順 で あ る
.

 pH 3.0～4.0に 於 い て は 膠 原 線維 が膨 化 し,特 有 な

構 造 を 失 う為.両 線 維 間 の染 色性 の優 劣を 論 ず る こ

と は不 可 能 で あ るが, pH 4.5以 上 に 於 い て は,軽

度 な が ら膠 原 線 維 に染 色 性 の 優位 の傾 向 が 認 め ら

れ る.ま た両 線 維束 が良 好 な被 染 色 性 を 示 した各 種

bilirubin水 溶 液 中 に 於 い て は,溶 液 の 色 調 に変 化 は

な い が,溶 媒 申 のpHが 中性 よ りアル カ リ性 に傾

くと,線 維 の み 著 明 な緑 色 調 を呈 す る に至 る.
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IV. biliverdinの 動 物 線維 に 対

す る染 色 性 に っ い て の 検討

1. 実験 方 法

純 粋結 晶bilirubinよ りLemberg,. R. & Legge,

 J. W. 19)の 方 法 に従 つ て 調 製 したbiliverdin 1.5mg

に対 して1/10規 定 の苛 性 ソ ー ダ2ccを 加 え,更

に再 蒸 溜水20ccを 加 え て 完 全 に 溶 解 後, 1/10規

定 の塩 酸 を 加 え て 中 和 し,更 に再 蒸 溜 水 を加 え て.

総 量40ccのbilirudinソ ー ダ 塩 水溶 液 を 調 製 す る.

2. 実験 成 績

2.1. bilivert3inソ ー ダ塩 に よ う 染 色 性 の

検 討

biliverdinソ ー ダ塩 水 溶 液4ccに 対 して. pH 4.0

～10.0の 緩 衝 液 各1ccを 加 え た試 験 管 列 に線 維束

を 投 入 し, 5℃ の氷 室 中 に5日 間放 置 後,観 察 した

成 績 は 表7に 示 す 通 り で あ る.即 ちpH 4.0に 於

いては.膠 原線維は膨化 し有な構造を全 く消失 し,

且うbiliverdinは 完全 に沈澱し溶液は全 く透明と

なり.従 つて両線維の染色は全 く認 あ られ ない.

 pH 5.0に 於いても軽度の緑色沈澱を認めるが,両

線維ともよく緑色に染色され ている. pH 5.5に 至

り沈澱は全 く認められず,線 維は美麗な濃緑色に染

色され,そ の程度は溶液の濃度よりはるかに大であ

る.ま た両線維東間の被染色性の優劣を判定すると

軽度ながら膠原線維にその優位が認められる.

表7 biliverdindソ ー ダ 塩 水 溶 液 に依 る膠

原,類 弾線 維 染色 所 見

2.2. biliverdinソ ー ダ 塩 とbilirubinソ ー ダ

塩 を 混 じ た 場 合 の 染 色 性 の 検 討

上 記 のbiliverdinソ ー ダ 塩 水 溶 液1ccに 対 して.

4mg/dlのbilirubinソ ー ダ 塩 水 溶 液7ccを 加 え,

更 にpH 75の 緩 衝 液2ccを 加 えて 総 量10ccと

し,こ れ を2分 して1つ を対 照 に 取 り.こ れ に両 線

維 束 を加 え て遮 光 し5℃ の 氷 室 中 に保 存 す る.溶

液 は軽 度 の 緑色 調 を 有 す る黄 色,す な わ ち帯緑 黄 色

を 示 した. 20時 間後 の観 察 で は,両 線維 束 と も溶 液

と同様 の色 調 に染 色 され特 別 に緑 色 調の 増 加 を 認 め

ず,溶 液 も亦 対 照 と色 調上 の 差 異 を 認 め なか つ た.

更 に4日 後 観 察 を行 なつ た所,両 線 維束 の 緑 色 調 は

増 加 し濃 緑 色 を 呈 したが,溶 液 の 色 調 は対 照 と全 く

差 異 を 認 あず,溶 液 の 緑 色 調の 減 少傾 向 は全 く認 め

られ な かつ た.軽 度 なが ら膠 原 線 維 に染 色 性 の優 位

の傾 向 が認 め られ た.

3.小 括

biliverdinソ ー ダ塩 氷 溶 液 は, bilirubihソ ー ダ塩

水 溶液 と同 程 度 の染 色 性 を有 す る.而 して両 線維 に

対 す る染 色 性 で は膠 原 線 維 に おい て 多少 の優 位 を 示

す.

V. 総 括 並 び に 考 按

Ga8smann20)はaceton並 び にalcohol抽 出を 行

なつ た 後diazo試 薬 を用 い て.組 織 のbilirubin 量

を測 定 したが,皮 膚 の ど の 部 位 が 最 も染 着 され 易

い か に就 い て は何 ら 検 討 し な か つ た.1930年F.

 RosenthalはErnst & Forster法 に 従 つて 各種 組

織,臓 器 中のbilirubin含 有 量を 測 定 す ると共 に,

弱 ア ル カ リ性bilirubin水 溶 液並 び に黄 疸 血清 に よ

る膠原,弾 力 両 線維,脳 等 の 染色 状 態 を 吟味 し,弾

力 線維 が極 め て 強 いbilirubin親 和 性 を 有 す る に対

し,膠 原 線 維 等 は親 和 性 が 弱 く,従 つ て 黄疸 の 本 態

はbilirubinが 弾力 線 維 と 結 合す る結 果 と考 え た.

 そ こで著 者 は先 ずF. Rosenthalの 説 が正 しいか

ど うか を,人 体 皮膚 特 に黄 疸 著 明 な患 者 の 皮 膚 につ

き検 討 した,而 して そ の 際皮 膚 に 染 着 したbilirnbin

が,採 取 よ り組 織切 片の 作 製 乃 至 染色 まで の 操作 に

お い て変 化 す る事 を極 力 さけ るた め,妹 尾 教授 考 案

に な る凍結 乾 燥 器 を使 用 して検 討 した.そ の 結果 皮

膚 組織 は一 様 にbiliurbinに よ り染 色 され ， 真 皮 の

大 部 分 は膠 原 線 維 で あつ て,特 に 弾力 線 維 の み 黄 染

さ れ る 等 の 所 見 は 全 く得 ら れ な かつ た.こ の こ

と は既 にF. Roeenthalの 説 を否 定 す る もので あつ

た.又 この際 皮 膚 に黄 褐 色 の顆 粒 を認 め たが,こ れ は

bilirubin 粒 で は な くて, melanin及 び一 部 で は

aiderinで あ つ た.従 つ て 黄疸 時 の皮 膚 はbilirnbin

に よ り一 様 に 染 色 され る もの で.特 定 の 線 維 が染 色

され る もの で はな い こ とゝ な る.
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然 しな が ら この結 果 よ りbilirubinが 特 定 線 維 の

み を 染 色 す る との説 を 全 面 的 に 否定 す る結 果 には

な らな い の で,幼 若 白鼠 の 尾 腱 の 膠 原 線 維 をF.

 Verz色rの 方 法 で採 取 した もの,及 びF. Verzafの

方 法 で これ に加 熱 変 性 を施 した線 維 に つ きbilirubin,

更 に はbiliverdinを 用 い て.その 染 色 性 を検 討 す る

こ と 玉した.処 でF. Verzarに よれ ば幼 若 白鼠 腱

の 膠 原 線維 は, collagenが 主 成 分 で あ るが,こ れ に

F. Verzarの 方 法 で加 熱 変 性 を 施 す とelastoidと

な り,弾 力 線 維 の 主 成 分 た るelastinと 近 似 し,そ

の 染 色 性 その 他 は殆 ん ど一致 す る とい う.而 して蛋

白質collagenとelastinは 染 色 性 を 異 に し,前 者 は

酸 性 色素 に,後 者 は塩 基 性 色 素 に染 色 され る とい う.

 教 室 藤 井'(俊)'は 色 素 と して のbilirubin特 に天

然bilirubinの 性 状 に 検 討 を 加 え て い るので,藤

井(俊)の 方 法 を参 照 し,結 晶bilirubinを 井 上 の

方 法 でtween 80を 用 い て 水 溶 液 と し た も の,

 bilirubinソ ー ダ 塩,天 然 塩 型 並 び に エ ス テル 型

bilirubinに よ り,反 応 溶 媒 のPAを 変 え て,両 線

維 の 染 色状 態 を 追 及 し た.そ の際pHが 酸 性 に傾

くと膠 原 線 維 は膨 化 し染 色 性 を判 定 す る こ とが 困難

で あつ たが,い ず れ もpH 7.0附 近 に お い て最 も

染 色性 が強 く,そ の 程度 は膠 原 線 維 にお い て やゝ 良

好 で あ つ た.更 に興 味 あ る こ と はpHを ア ル カ リ

性 側 に傾 け ると染 着 したbilirubinの みbiliverdin

に 変化 して 行 くのが み られ た.又bilirubinソ ー ダ

塩 及 び天 然 塩 型bilirubin, ester型bilirubinの 染

色 状 態 を み ると,天 然ester型bilirubinが 他 に比

し染 色 性 が極 め て強 かつ た.こ の こ とは 患者 血清 を

もつて 染 色 す る場 合 その 染 色 度 は 血清bilirubin濃

度 に も関 係 す るが,特 に 直接bilirubinの 濃 度 に関

係 す る結 果 とよ く一 致 して い る.

斯 様 に し てbilirubinを 用 いcollagen或 い は

Blastoidを 主 成 分 とす る線 維 を 染 色 す る 場 合 は,酸

性 或 い は塩 基性 染 料 を用 いて の 染 色 の 如 く 劃 然 と

した差 異 を 認 め る こ とは 出 来 な か つ た が,む しろ

collagenへ の染 着の 方 が 良 好 で あ り,而 も直 接就 中

eater型bilirubinが 優 れ て い た こ と とな る.而 も

この 際 アル カ リ性 溶 媒 中 で の 染 色 を 行 な う と,染 色

後 のbilirubinは 容 易 にbiliverdin変 化 した,

又bilirubinに 代 えbiliverdinを 用 い た 場 合 の

両 線 維 の 染 色 状 態 も, bilirubinの 場 合 と同様,同

程 度 で あ つ た.

そ こで 黄 疸 時 の 皮膚 のbilirubinに よ る染 色 は特

定 部 位 乃 至 特 定 線 維 の そ れ で は な く,一 様 に染 着 す

か もの で,そ の 意 味 でF. Rosenthalの 説 は信 じ難

く,蛋 白collagenとelastin又 はelastoidと

bilirubinの 染 着 に はむ しろ前 者 が 秀 れて い た.又

Verdinikterusを 生 じるbiliverdinの 出現 は染 着 し

たbilirubinが 溶媒 のPAの 変 動 に よ り変 化 して

生 じた もの とい え る.

VI. 結 論

黄 疸 患 者 皮 膚 のbilirubinの 沈 着部 位 並 びに,皮

膚 緑 色 調 の原 因を 明 らか にす る 目的 を もつ て,凍 結

乾 燥 法 を採 用 し,組 織 化 学 的検 索 を 行 な う と同時 に

幼 若 白鼠 尾 腱 を 使 用 し,黄 疸 患 者 血 清 及 び 各 種

bilirurin水 溶 液 に 対 す るcollagen, elastoidを 主

成 分 とす る両 線 維 の被 染 色性 に関 す る試験 管内 実 験

を 行 な い 次 の結 論 を得 た.

1) bilirubinに 染 色 され た皮 膚 の 組 織 化学 的検

索 に は 凍 結 乾 燥 法 を応 用 し,満 足 す べ き成 績 を得 た.

2) 黄疸 患 者 皮 膚 のbilirubin染 色 状 態 は特 定 部

位 乃至 線 維 で は な くて,一 様 に染 色 され て い る.

3) collagen, Blastoidを そ れ ぞ れ 主 成 分 とす る

線 維 を結 晶bilirubin, bilirubinソ ー ダ塩,天 然 塩

型 及 びester型bilirubinの それ ぞ れ の 水 溶液,黄

疸 患 者 血 清 に依 り各 種pHの 緩 衝 液 中 で染 色す る

と, ester型bilirubinに 最 も よ く染 色 され,い ず

れ もpH 7.0が 至 適 で, pHが ア ル カ リ性 に傾 く

と染 着 したbilirubinの みbiliverdinに 変 化 し易

い.

4) 上 記 の両 線 維 をbilirubinと 同 様 にbiliver

binで 染 色 す る と, bilirubinと ほ ぼ 同 程 度 に染 着

した.

5) 従 つ て 黄 疸 時 皮 膚 の染 着 はF. Rosenthalの

唱 え る如 く弾 力 線 維elastinに お け る もの で な く,広

く皮膚 全 体 にみ られ, elaetoidよ りむ しろ 膠原 線維

collagenに 強 い.而 して 皮 膚 のpHが ア ル カ リ性

に傾 け ば容 易 に 染 着 し たbilirubinはbiliverdin

に 変 じ,そ れ に よ つ てVerdinikterusを 生 ず る事

とな る.

稿 を 終 るに 当 り恩 師小 坂 教 授 の 御 懇 篤 な る御 指 導

と御 校 閲 を感 謝 す る と同 時 に,凍 結 乾 燥 法 に つ き

御 懇 篤 な る御 指 導 を 下 され た 岡山 大 学 医 学 部 病 理 学

教 室 妹 尾 教 授,大 谷 助手,吉 沢助 手,内 海 助 手 に 深

謝 す る.
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Studies on the Oxidation-Reduction Potential and the Bilirubin

Deposition of Skin in Jaundiced Patients

Part II. Studies on the Bilirubin Deposition of

Skin in Jaundiced Patients

By

Tetsusabro Ishimitsu

The First Department of Internal Medciine, Okayama University, Medical School 
(Director: Prof. K. Kosaka)

With the purpose to clarify the deposited region of bilirubin and the cause of green 
tone in the skin of jaundiced patients, the author made the histochemical observation, 
employing the frezing-drying and also made the observation on the stainability of both fibers, 
being chiefly composed by collagen and elastoid, to the serum of jaundiced patient and 
various bilibubin solutions in vitro, using the tail's tendon of young white rat. And the 
results were as follows.

1. The author applied the freezing-drying to the histochemical studies on the skin 
stained by bilirubin and got the satisfactory results.

2. As for the staining condition of bilirubin in the skin of jaundiced patient, it was 
diffuse, but not the paticular region or fiber.

3. Staining the fiber, being chiefly composed by collagen and elastoid, by each solu
tion of cristallin bilirubin, bilirubin soda salt, natural salt-form and ester-form bilirubin 
and serum of jaundiced patients in the buffer solutions with various pH value, the staina
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bility was the best on the use of ester-form bilirubin and the best pH value was 7.0, and 

the deposited bilurbin was easily changed to biliverdin on the shift of p11 to alkaline side.

4. Staining the above both fibers by biliverdin as same as bilirubin, it's staining depo

sition was the same degree with that of bilirubin.

5. Therefore, the staining deposition of skin in jaundice was not in the elastin of 
elastic fiber as put forward by F. Rosenthal, it was diffusely seen in the whole of skin 

and it 'was rather strong in the collagenous fiber than elastoid. Shifting the pH of skin to 

akaline side, the deposited bilirubin was easily changed to biliverdin and Verdinikterum was 

occured from it.


