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緒 言

タンニン酸は五倍子 または没食子か ら単離さ

れるガロイルグルコースで,そ の生薬はタンナ

ルビンが登場す るまで腸収歛薬 として重用 され

た.タ ンニン酸は皮のなめ し剤,お 歯黒の基材

(附子)と して も名高 く,農 家 では竹籠など張

り子の上薬(柿 のしぶ)と して も使用 された.

タンニン酸の組織学における利用はSchuberg

 (1909)のAzur-Eosin染 色1)か らで,そ の後渡銀の

還元剤等に多用 された2).そ して水平 らはタンニ

ン酸とグルタールアルデ ヒ ドの混液は弾性線維

を明瞭に固定す る強力な組織固定剤 であること

を示 した3).ほ ぼ同時に,私 達はタンニン酸の組

織固定作用と金属還元作用 を利用してタンニン・

オス ミウム導電染色法 を開発 し4),続い てアルギ

ニン等のアミノ酸や糖質を用いて タンニン酸の

組織内植 え込みの増強を行 った5).

本研 究では組織固定剤 としてのタンニン酸を

再検討 し,タ ンニン酸単独 でもペプ トンを沈殿

させ,グ ルタールアルデ ヒドやパラホルムアル

デ ヒドと混用すると単味のアルギニンをも沈殿

させ る強力な固定剤 であることを述べ る.

材 料 と 方 法

1. 下記a)-e)の 固定液 を調製 した.

a) タ ンニン酸単独液(タ ンニン酸, TAAB

 Laboratories,を0.5%の 割合に含む0.1M

カ コジル酸緩衡液, pH 7.2)-(T液)

b) グル タールアルデヒ ドまたはパラホルムア

ルデ ヒド単独液(グ ルタールアルデ ヒ ド,

片 山化学,を2.5%ま たはパ ラホルムアルデ

ヒド,片 山化学,を4.0%の 割合に含む0.1

Mカ コジル酸緩衡液, pH 7.2)-(G液 また

はP液)

c) グル タールアルデヒ ド・タンニン酸混液

(グルタールアルデヒ ドを2.5%,タ ンニ ン

酸 を0.5%の 割合 に含む0.1Mカ コジル酸緩

衡液, pH 7.2)-(GT液)

d) パ ラホルムアルデヒ ド・タンニン酸混液

(パラホルムアルデヒ ドを4.0%,タ ンニン

酸 を0.5%の 割合 に含む0.1Mカ コジル酸緩

衡液, pH 7.2)-(PT液)

e) グル タールアルデヒ ド・パ ラホルムアル

デヒ ド・タンニン酸混液(グ ル タールアル

デヒ ドを2.5%,パ ラホルムアルデヒドを4.0

%,タ ンニン酸 を0.5%の 割 合に含む0.1M

カ コジル酸緩衡液, pH 7.2)-(GPT液)

2. 下記f)-l)の ア ミノ酸,ペ プチ ドの単

味被験液を調製 した.

f) グ リシン液(グ リシン,片 山化学,を10

%の 割 合に含む蒸留水)

g) ア ル ギニン液(ア ルギニ ン,片 山化学,

を10%の 割 合に含む蒸留水)

h) グル タ ミン酸液(グ ルタ ミン酸飽和,ま

たはグルタ ミン酸ソーダ,片 山化学,を10

%の 割 合に含む蒸留水)
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i) グル タチオン液(グ ル タチオン還元型,

ナ カライテス ク,を10%の 割合 に含む蒸留

水)

j) ペプ トン液(ペ プ トン,ミ クニ化学,を

10%の 割合に含む蒸留水)

k) ア ルブ ミン液(牛 血清アルブ ミン,片 山

化学,を10%の 割合に含む蒸留水)

l) ゼ ラチン液(ゼ ラチン,片 山化学,を10

%の 割 合に含む蒸留水)

3. 上記1の 固定液 と2の 被験液 を4:1の 割

合 で混合 し,沈 殿の有無 を調べた.ま た適

宜に0.1 NHCIま たはNaOHを 滴 下 してpH

値 を上下 して反応の変化 をみた.

結 果

1) グ リシン液

pH 7.2-1.0で はT, G, P, PT液 に全 く反応

しなかった.し か し, GTとGPT液 にはpH 1.5で

反 応 し白色沈殿が生 じた.

2) アル ギニン液

pH 7.2-1.0で はT, G, P液 に全 く反応 しな

かった.し か し, GTとGPT液 にはpH 8.0-1.0で

白色沈殿が生 じた. PT液 にはpH 6.0-1.0で 白色

沈殿がみ られた.

3) グル タ ミン酸液

pH 7.2-1.0でT, G, P, GT, PT, GPT液

に全 く反応 しなかった.

4) グル タチオン液

pH 7.2-1.0でT, G, P, PT液 に全 く反応 し

なかった.し か し, GTとGPT液 に はpH 5.0-1.0

で反応 し白色沈殿が生 じた.

5) ペ プ トン液,ア ルブ ミン液,ゼ ラチン液

これら3液 はpH 7.2-1.0でGとP液 には全 く

反応 しなかった.し か し, 3液 はpH 7.2の レベル

で直ちにT液 は もちろんの ことGT, PT, GPT

液 と反応し白色沈殿を生 じた.

6) ア ル ギニンとグルタチオン液の分離処理

T, G, P液 を加 えたアルギニン各液にそれ

ぞれG, T, T液 を追加す ると各液に沈殿 が起

こった.同 様の現象は グル タチオン液でも認め

られたが,グ リシンとグル タミン酸液では認め

られなかった.

考 察

昨今の組織固定では構造の保全 とともに,酵

素や生理物質の保存 とその活性保持が要求 され

る.そ して,従 来のホルムアルデ ヒ ドに代 わっ

てグルター ルアルデ ヒ ドやパラホルムアルデ ヒ

ドが一般的に使用 されてい る.タ ンニン酸は凝

集反応が強 く組織固定 には適 さない とされて き

た.パ ラホルムアルデヒ ドは従来常用されたホ

ルムアルデ ヒドの環状三量体 トリオキシメチレ

ンと考 えられて きたが, (CH2O)nのnが3以 上

10～1000の もの も含む とされる.

水平 と協同研究者達はタンニン酸 とグルタール

アルデ ヒドとを混用することによって弾性線維な

どを透過電顕下に明瞭に観察 した3).そ して,そ

の後の検討によって,タ ンニン酸は組織 との凝集

反応を軽減できる0.5%の 濃度 でも十分 な固定効

果が期待 できることが明らか となって きている.

本研究は水平 らの研究を補完するものである.

す なわち,本 研究はタンニン酸 とグルタールア

ルデ ヒ ドとの混液はアルギニンなどの塩基性ア

ミノ酸をpH 7.2の 生 理的 レベルで沈殿 させ,中 酸

性域でグルタチオンを凝集 し,強 酸性域でグリ

シンと反応す る非常に強力な組織 固定剤である

ことを証明 した.さ らに本研究はパ ラホルムア

ルデヒ ドとタンニン酸 との混液 もほぼ同様の効

果が期待で きるこ とを明らかに した.私 達 は,

特 に脳 の透過電顕観察 においては, 2.5%グ ル タ

ールアルデ ヒ ド・4.0%パ ラ ホルムアルデヒ ド・

0.5%タ ンニ ン酸混液 を常用 してい る.こ のタン

ニン酸を含む固定液では粗 面小胞体や ゴルジ装

置の腔内物質や神経細胞周囲のプロテオグリカ

ン被膜が明瞭に可視化され る.

タ ンニン酸の組織活性への影響 については十

分 に検討 されていない.し か し,私 達 の最近の

関節 フイブロネクチン金 コロイ ド免疫染色では,

グルタールアルデ ヒ ド単独固定 よリグルタール

アルデ ヒ ド・タンニン酸混液固定で従来の所見

をしの ぐ良い結果 を得 ている6).また別の実験で,

ラ ッ トやマ ウスの脳 を4%パ ラホルムアルデヒ

ド・0.5%タ ンニ ン酸混液で固定 して,レ クチン

標識 ・ヒアルロニダーゼ消化 ・コン ドロイチナ

ーゼABC消 化 を行 った ところ,得 られた所見は
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4%パ ラホルムアルデヒ ド単独固定による所見

に劣ることはなか った7).従 って,タ ンニン酸は,

低濃度で使用す るか ぎりでは,免 疫反応 ・レク

チン標識 ・酵素消化な どの組織化学的検索に特

に障害にならない と思われる.組 織化学あるい

は免疫組織化学的検索のためにホルムアルデヒ

ドが単独で使用 され ることがあ る8).この場合で

もタンニン酸 との混用が期待 される.な お,タ ン

ニン酸を含む固定剤はpHに よって固定力が異な

るので実際の使用にあたってはpH値 を十分 に考

慮する必要がある.ま た,目 的によってタンニン

酸の使用量 を適宜に増量 して もよいと思われる.

タンニン酸の活性基はガロイル基であ りフェ

ノール性OHで ある.グ ルタールアルデ ヒドやパ

ラホルムアルデ ヒドの活性基はアルデ ヒド基で

ありアセタールOHで ある.こ れらの二種のOH

を介 してタンニン酸 とアルデ ヒ ドが単味のア ミ

ノ酸の間に入って巨大分子 を形成 し,沈 殿 をお

こす と考 えられる.こ のこ とと関連 して,ペ プ

トン,ア ルブ ミン,ゼ ラチンが タンニ ン酸単独

処理で沈殿 し,グ ルタールアルデ ヒ ド単独では

沈殿 しないことは興味深い.グ ル タールアルデ

ヒ ドあるいはパラホルムアルデヒ ドとタンニン

酸によるアルギニンとグルタチオンの分離処理

でも沈殿が起 ることも面白い.す なわち,こ れ

らの事実はタンニン酸 とアルデヒ ドとは,ア ミ

ノ酸,ペ プチ ドあるいは蛋 白の それぞれ異なっ

た部位に作用 しているこ とを示唆 している.な

お,ア セタールOHは ア ミノ基に反応 してメチレ

ン架橋 を形成す るこ とはよ く知 られている.

タ ンニン酸の糖質 との反応は明 らかでない.

しか し,私 達の先の実験 ではタンニン酸 で処理

した澱粉はオス ミウム酸 に染 ま り黒変 した5).こ

の実験は,タ ンニン酸は糖質 と静電的に結合す

ることを示唆 している.

結 論

タンニン酸 とグルタールアルデ ヒ ドないしパ

ラホルムアルデヒ ドとの混液は単味の塩基性ア

ミノ酸であるアルギニン,オ リゴペプチ ドであ

るグルタチオンを沈殿させ る強力な組織 固定剤

である.こ のタンニン ・アルデ ヒ ドで固定 され

た組織は免疫反応,レ クチン標識,酵 素消化等

の組織化学的検索によ く反応す る.
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Tannic acid mixed with glutaraldehyde or paraformaldehyde is a strong fixative, which can 

precipitate amino acids and oligopeptides such as arginine and glutathione. Tissue specimens 

fixed with this tannin-aldehyde mixture are useful for histochemical studies, including lectin 

labeling, immunological staining and tissue enzyme digestion.


