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緒 言

塩基性aniline色 素によ りmetachromasiaを お こ

す特徴 を もつ た顆粒の存在 によつて,結 合織細胞 中

か らEhrlich (1877, 1879)が 氏 の命名 した 肥満細

胞(Mastzellen)を 識 別 したことは 周知 であ る.塩

基性aniline色 素の うちtoluidine blue(以 下TBと

略記)は と くに美麗 なmetachromasiaを 呈 す る た

め肥満細胞染色 の 目的に広 く利用 されてきたが,こ

れを生体染色 に用 い る場合屡 々顆 粒脱 出の認 められ

ることが気 付 かれ てお り(Camble, 1952; Wegelius

 and Hjelmman, 1955; Gustafsson and Cronberg,

 1959), Gustafssonら はTBの よ うなmetachromatic

 dyesで 生存 中に染 色 した 組織で は他 の肥満 細胞脱

顆粒 物質 の作用 を適 正に評価 す るこ とはで きない と

注意 してい る.

しか し, Smith (1958 a, b)はTBが 適 当な 濃度

では ラッ ト腸 間膜 肥満細胞 に可視 的な形 態変化を き

たす こ とな くhistamine(以 下hist.と 略記)遊 離

をおこすのを認 め,そ のhist.遊 離 はmerocrine的

性質 のものであ ると考え た.ま た 一 方, Wegelius,

 Hjelmman and Wasastjerna (1955)はTBに よ る

肥満細胞の形態変化 および崩壊 を認 めなが らも,そ

れ は毎常で はな く色 素濃度 の高 い場合 にはお こらな

い とのべ,変 化 のないのは細胞 の固定 によ る急速致

死の徴候で あ ると説 明 して いる.

このよ うにTBの 肥満細胞 形態への 影 響 に つ

いて は諸家 の観察 がなされて い るが,そ の所 見 は必

ず し も一致 してお らず,ま たそのhist.遊 離 作用を

認めて いるのは 前記 のSmith (1958 a, b)とRiley

 (1959)に すぎず,遊 離機構 に 関 して は 全 く研究を

みない.し か し,こ の色 素が有機塩基 であ るところ

か らみて,す でに豊 富に研究 されて き たcompound

 48/80やsinomenineの 作用 との 類似性 を 想定す る

ことは可能で ある.著 者 は事実 この色 素について分

離肥満 細胞 か らのhist.遊 離 作用 および脱 顆粒作用

を確 認で きた.そ こで,こ れ らの作用 に関す る現象

的観 察 とその分析を進 め,そ れ らの知見 に もとつい

て,本 物質のhist.遊 離機構 を推 考 しよ うと した.

実験 は主 として ラ ッ トの分 離肥満細胞 について おこ

なつたが,一 部 ラッ トの腸 間膜 肥満細胞 および イヌ

の全身投与実験 も加 えた.

実験材 料および方法

肥満細胞の分離法　 Saeki (1964)の 方 法 に よ つ

た.す な わ ち,体 重200g付 近 のWistarラ ッ ト

(両性)を 潟血後,直 ちに緩衝生理塩 溶液(NaCl 154

mM, KC1 2.7mM, CaCl2 0.9mM, Sorensen緩 衝液

6.7mM (pH7.0),牛 血清albumin 0.1%)(以 下緩

衝生理液 と略記)の5mlを 腹 腔 内に注 入 し, 90秒

間腹壁上か ら腸管 をマ ッサ ージ したのち,腹 壁切開

口か らピペ ッ トを入 れて腹 水を集 めた.こ の液 を牛

血 清albuminを37% (w/w)に 緩 衝生理 液 に とか

した液上 に氷冷下 に重 層 し110×g, 20分 間冷却遠沈

す る. Albumin液 を しず かに注射器 で吸い と り緩衝

生 理 液 で6mlに うすめ たの ち250×g, 5分 間 同様

に遠沈す る.沈 渣 を緩 衝生 理液 で洗つて もう一度遠

沈 し,こ れを再 懸濁 したもの を氷上 に保存 し,数 時

間中に実験 に使用 した.こ の操 作では肥満細胞 は正

常な形態 と反応能 力を保持 した.

Histamine遊 離 の測定　 分離 した 肥満細胞 浮遊

液の0.9ml(細 胞数4～5×104個)を 含む 試 験 管

8～10本 を37℃, 15分incubateし たのち, TB 0.5

～1000μg/ml(終 末濃 度)ま た はcompound 48/80

 0.2～200μg/ml(終 末濃度)を 加 え て 全 量1mlと

し,さ らに37℃, 15分 間incubateし た.そ の あ

と 冷 却 遠 沈(110×g, 20分)し,上 清 液 お よ び

緩衝生理 液 の1mlを 加 え た 沈 渣 に1N HCl 0 .1

mlを 加え て5分 間沸騰 浴中 においてか ら
,氷 冷後

1N-NaOHで 中和 し, hist.定 量 に 供 した.両 液 の

hist.量 の合 計にたいす る上清 液のhist .量 の 割 合

を薬物 によ るhist.遊 離率(%)と した.両 薬物の
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hist.遊 離作用 にたいす るラ ッ ト血 清の影響 の検 討

には血清10% v/vをincubation開 始時 に加 えた.

 Hist.定 量 はモル モ ッ ト回腸法 によつた.

Histamine遊 離速度 の測定　 2種 の方法 によつ

た.第1の 方法 は, Uvnas and Thon (1961)に 準

じた もので,や や大 まかな測定 法で ある.分 離肥 満

細胞 を小 ガラス漏 斗上 の 目の細 かい濾紙(東 洋濾紙

No. 5 B)上 に置き,た えず37℃ に保温 しつつ あ る

緩 衝生 理液のゆ るやか な点滴 で灌流 しなが ら,こ れ

をTB 50～100μg/mlを 含む同 じ灌流液 の点 滴 に切 り ,

かえ る.灌 流速度 は漏斗上 に液 の貯 溜 しない程度 に

保つ. 15～30秒 毎の灌流液を採取 しそれ らのhist.

含量 を測定 す る.対 照 として肥満細胞 のかわ りに灌

流 の途 中hist. 5μgを 濾 紙上に 置いて,灌 流 液 中

のhist.含 量変化を しらべた.実 験終 了後 灌流液の

遠心沈渣の検 鏡によ り肥満細胞 および顆粒 の通過 は

み とめなかつ た.

第2の 方法 は, Bloom, Fredholm and Haegermark

 (1967)の 用い た手技 を参 考 とした もの で,前 法 よ

り精 度が高い. 37℃ 保温 のTB 500μg/mlま た は

48/80 5μg/ml溶 液 の0.1mlを いれた 試験管 数本

を用意 し,こ れ に37℃ 保温 中の肥満細胞(5～10

×104個)を いれた生 理的 緩 衝 液0.9mlを 添加 し,

 2, 5, 10, 15, 30秒 後に各1本 に氷冷 した生 理的緩

衝液 の9mlを 注加 し,直 ちに氷水中 に うつ して冷

却す る.こ れを0℃ 冷却遠沈(3000 rpm)し,上

清 およ び沈渣 中のhist.の 測定 を おこない,各 試験

管 につ いてhist.遊 離率を もとめ る.

肥満細 胞の形態変化 と染色状 態の時間的経過 の観

察　 分離 肥満細胞 の緩 衝生 理液浮遊液 を37℃ 保温

下 で,倒 立型位 相差顕微鏡(Olympus PMB 480×,

 1200×)下 の底 を平 面に作 つ たホール グラス上 に置

いて観 察 した. TB 50～100μg/ml(終 末濃度)添 加

後 の形 態およ び染色状 態の変化 は15秒 ご との連続 カ

ラー写 真撮影 によつ て観察 した.

腸間 膜肥満細胞 についての実験　 頸動脈 瀉血 ラ ッ

トの腸間膜 を腸 管 とともにその起 始部 か ら切 除 し,

緩 衝生理液 中に浮遊 させ たまま張力を加 えないよ う

に鋭 利な鋏 を使用 して,腸 管 か ら切 り離 し,均 等大

の8～10個 の小 片の材 料をえ た.試 験 管 中の0.9ml

緩 衝生理液 中に各1個 の小片 を浮 遊 させ, 37℃, 10

分 間のpreincubation後TBお よび48/80を 被 検

濃 度に加 え,さ らに30分 間incubateし た の ち,肥

満細胞 の場合 と同様 に してhist.遊 離 率 を 測 定 し

た.

イヌ における実験　 Pentobarbital-Na 35mg/kg静

注麻 酔 した10kg前 後 のイヌの頸動脈 血圧変化 を水

銀 マ ノメー ター法で記録 した. TBの 静注前 後の 血

圧 変化 および大 腿動脈血 の血漿hist.含 量を測定 し

た.血 漿hist.の 抽 出 お よび定 量 はCode (1937)

法 によつ た.

被 検薬物　 Toluidine blue (Toluidine blue-O)は

Merck, compound 48/80はDr. J. J. Burns, Burro

ughs Wellcome & Co. Inc. Tuckahoe, New York

の好意 によ り提供 された もので あ る.他 の試薬類は

市販 の最純 品を用い た.

実 験 成 績

1. Toluidine blueに よる分離肥満細 胞か らの

histamine遊 離 と細 胞の形態 変 化. Compound

 48/80の 作用 との比較

ラ ッ ト腹 水 分離肥 満細 胞 を 緩衝生理 液中で37℃,

 15分 間preincubateし たの ち, TBの0.5～1000μg

/mlの 間の10段 階濃度 を作用 させ,さ らに15分 間

incubateし たのちの各 濃度 におけ るhist.遊 離率を

測定 し,同 時 に肥満細 胞の形態変 化を位相差検鏡 し

た.

その結果 は,第1図 に示 した 如 く, hist.遊 離は

10μg/mlよ りは じま り, 50μg/mlで84～87%の 最

高 に達 したが, 250～1000μg/mlの 高濃度で はそれ

以上 の上 昇をみ るこ とな くか えつ て減少の傾 向を示

した.一 方形態変化 は5～10μg/mlで は 細 胞 の 膨

化,順 粒 の屈折率 の変 化に よつて示 され る内部 構造

の乱れ が認め られ, 10μg/mlで は50～62%の 細胞膜

表面 の顆 粒の突 出な い し顆粒 の細胞膜 外への脱 出な

どの変化 がみ られた. 25～50μg/mlで は顆粒の細胞

外脱 出が ますます著 明で,か つ胞質 内空胞の形成 が

著 し く, compound 48/80 0.5～1μg/ml濃 度 作用

下 に一般 に認め られ るよ うな定型 的な脱 顆粒像に一

致 した形態 の変化を認 めた.こ の範 囲の濃度では胞

質 内顆粒 に著 明な赤 紫色 のmetachromasiaが み られ

た.

50μg/mlの 場合 に一部 の細胞, 100μg/mlの 場合

には ほとん どの細 胞 に次 のよ うな変化 がみ られ た.

す なわち弱拡大 では脱顆粒 のよ うにみえ るが,強 拡

大で仔細 に検鏡 す ると細胞膜 外へ実 際に は顆粒 は遊

離 してお らず,細 胞全体が顆 粒を 内包 した小空胞の

突 出をもつて おおわれ る形態 を示 した.細 胞膜 か ら

突 出 した小 空胞 の顆粒 には 明瞭なmetackromasiaが

認め られ た(第2図).こ のよ うな外 観の細胞 は弱拡
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大 の検鏡 では真の脱顆粒 と識 別 しに くいため,第1

図の算定 には一応脱顆粒 と して取扱つ た.

第1図　 Toluidine blueの 各種 濃度にお ける分離 肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 率(%)とhistamine遊 離 率

(%).各 濃度におけ る主 なる細胞 形態の変化を模型的 に示 してあ る. 50～250μg/mlの 間 で

み られ た顆粒を内包 した小空胞の突 出を認める細 胞(本 文参照)も この図で は 脱 顆粒 とし

て算定 した. pH 7.0, 37℃, 15分 間作 用.

第2図　 Toluidine blue 50μg/ml作 用後 の 分 離

肥 満 細 胞. 37℃, 15分iucubation. 細

胞 膜 下 に 顆 粒 を 内 包 した 多数 の 小 空 胞

の 突 出が み られ る が顆 粒 の 脱 出 は み と

め られ な い.倍 率　 ×1300.

250μg/ml以 上の高濃度 になる と脱 顆粒お よび周

辺 部の小空胞 形成 による小突 起の度合が急 に減 少 し

た.そ して細 胞 は著 明に 濃 染 し, metachromasiaも

識 別 しが たい.し たがつ て一見濃染 した正常 の肥満

細胞 のよ うにみえ るが,こ の場合細胞 の大 きさは正

常 の ものよ りも幾分縮少 してい るのが気 付かれ た.

 1000μg/mlの 高濃度 では この細胞 の形態 の縮少が一

層著 明とな り,染 色 度 はむ しろ軽度 で,細 胞内構造

も一見正 常に近 く,脱 顆粒や周辺部 の小 空胞 の突起

もまつ た くみ られなかつた.

第3図　 Compound 48/80の 各 濃 度 に お け る分 離肥 満 細 胞 の 脱 顆 粒 率(%)とhistamine遊 離 率(%) .

各 濃度 に お け る主 な る細 胞 形 態 の 変 化 を 模 型 的 に示 して あ る. pH 7.0, 37℃, 15分 間 作 用 .

以 上 の所 見 をcompound 48/80の 作 用 と 対 比 す

る ため, 48/80の0.2～200μg/ml範 囲 の8種 類 の



138　 古 元 重 光

濃度 におけ るhist.遊 離 と形態変化 を同様 の条件 で

しらべ た結 果が第3図 で ある.こ の場合hist.遊 離

は0.5μg/mlで73～75%に 達 し1μg/mlで 最高値 の

86%に およんだが,観 察 した それ以上200μg/mlま

での濃度で は,こ の最高値を 保持 した.こ の 点 は

高濃度でか えつ てhist.遊 離率 の低下 をみたTBの

場合 と相違 した.細 胞 の形態変化 は0.2μg/mlで 軽

度 の膨 化 と70～75%の 細胞 に脱 顆粒をみ とめ, 0.5

μg/mlで は95～98%の 細胞 に脱 顆粒 と著明な膨化,

細 胞質 内空胞形成 がみ とめられ た.

しか し, 20μg/ml以 上 では脱 顆粒

細胞 は急速 に減 じ100～200μg/ml

で は細胞縮 少,細 胞表面 に所 々皺

襞を思 わせ る窪みのあ る変化を み

たが,低 濃度 の場合のよ うな脱顆

粒像 はな く,む しろTB高 濃度の

よ うに正常細胞 に近 似す る像が み

とめ られ た.

以 上を要約 す ると, TBと48/80

によ るhist.遊 離 と形態変 化 とは

類 似性が 認 め られ る が,細 部で

は若干 の相違が ある.す なわ ち,

 1) TBで は 比 較的低 い一定の濃

度範 囲において は定型 的な脱顆粒

が み られ るが,中 等 度以 上の濃度

で は定型 的な脱顆粒 を示 す細胞 は

急 に少 な くな り,顆 粒 は細胞膜 下

の小空胞 内に包まれ て細胞 の外へ

は出な くな る.し か し,そ のよ う

な状態で もhist.遊 離 はおこつて

い る.こ れ にたい し, 48/80で は

定型的脱 顆粒のお きる濃度範 囲がひろ く,ど の濃度

で も顆粒 が細胞膜下 の小 空胞 にと どま るとい う所見

は ほとん どない. 2) ただ し, TB, 48/80と も著 し

く高 濃度の場合 には脱 顆粒 はな く,む しろ細胞容積

の縮少 が著 明であ る.そ のよ うな 高濃度 では, TB

の場合hist.遊 離 は減少 す るの にたい し, 48/80で

はなお依 然hist.遊 離 が著明に おきてい る.

2. Toluidine blueのhistamine遊 離作 用 に

たいす る代謝阻害剤 およびglucoseの 影響

第4図aに 諸種 代 謝 阻 害 剤 の, TB 50μg/mlに

よ る分離 肥満細胞 か らのhist.遊 離作用 にたいす る

抑制的影響 が示 され てい る.図 に記載 した濃度 の諸

種 代謝 阻害剤 の存 在下 に37℃, 15分 間incubateさ

れ た肥満 細胞 緩 衝生 理液 浮遊 液 にTBを50μg/ml

に な るよ う に添 加 し, 15分 後 の 遊 離 率 を阻 害 剤 を 含

ま ぬ対 照 と比 較 した. 7種 の阻 害 剤 の いず れ に よ つ

て も殆 ん ど完 全 な抑 制 が み られ る.し か し,第4図

bに 示 した よ う に,媒 液 にglucose 5.6mMが 含 ま

れ て い る場 合,阻 害 剤 の う ち解 糖 系 抑 制 作 用 を もつ

iodoacetate, N-ethylmaleimide (NEM)お よ びsodium

 arseniteを の ぞ く,他 の4種 の阻 害 剤, 2, 4-dinitro

phenol, KCN, sodium azideお よ びamytal sodium

(い ず れ も呼 吸 な い し酸 化 的 リン酸 化 阻 害 剤)の 抑

制効 果は ほとん ど認 め られ なかつた.

第4図　 Toluidine blueに よ る 分 離 肥 満 細 胞 か ら のhistamine遊

離 に お よ ぼ す 諸 種 代 謝 阻 害 剤 お よ びglucoseの 影 響.

分 離 肥 満 細 胞 を 各 代 謝 阻 害 剤 の 一 定 濃 度 を 加 え て

37℃, 15分 間preincubateし た の ちTBを50μg/mlと

な る よ う に 加 え37℃, 15分 間incubateし てhist.遊 離

を 測 定 し た. a) はpreincubation時 に メ ジ ウ ム に

glucoseを 含 ま な い も の, b) はglucose 5.6mMを 含 む

も の.

1, 対 照; 2, DNP 10-4M; 3, KCN 10-3M; 4, Sod.

 azide 10-3M; 5, Amytal sodium 10-3M; 6, Iodoacetate

 10-3M; 7, Sod. arsenite 10-3M; 8, N-ethylmaleimide

 10-4M.

この結 果 は, compound 48/80, sinomenineで 代表

され る特異的遊離物質 の場合 と まつ た く同 じで,

 TBのhist.遊 離作用 も呼吸系 または解糖系 による

細胞 のエネル ギー産生 能 に依存 す る こ と を 示 して

い る.

3. Toluidine blueに よるhistamine遊 離速

度 と肥 満細 胞染色 の時間的経過

a) Histamine遊 離 の速 度

実験方 法に記載 した方法で 漏斗内の濾 紙上に おい

た肥 満細胞上 にTB 100μg/mlを 含 む緩衝生 理液を

点 滴作用 し15～30秒 毎 に集 めた液 中のhist.含 量を

測定 した成績 が第5図aで ある.遊 離 され たhist.
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の ほとん どがTB点 滴開始後2分 以内の試験管 内に

あり,そ の うち61%は1分 以内の もので ある.第5

図bは 塩酸hist. 5μgを 濾紙上 にお い て 緩衝生理

液の同 じス ピー ドの点滴 をお こなつ た も の で あ る

が,こ の場合 もや は り流 出され るべ きhist.の ほ と

ん どは2分 以 内に集 め られてお り,そ の うち80%が

1分 以 内の試験管 内にあ る.こ の方法 では,肥 満細

胞か ら遊離 され た後漏斗 内に停滞 す る割合長い時間

を考慮 しなけれ ばな らない ために,遊 離速 度を正 し

く観察す ることはで きな いが,少 な くと も濾紙 に加

え たhist.の 流 出経過 とほ とん ど差 のない時間経過

で肥満細胞 か らの遊離hist.が 流 出 しおわ るとい う

事実 から,実 際 の遊離 速度が極 めて短時間の もので

あ るとい うことを知 ることが でき る.

第5図　 灌流法に よるhistamine遊 離速度 の経

時的観察.

a) 37℃ に保温 した緩衝 生理 液のゆ るや

かな点滴で濾紙上 の肥満細 胞を灌流 し

ながらTB 100μg/mlを 含む 同 じ灌 流

液に切 りか え,流 出液 を最初の2分 間

は15秒 毎に,そ れ 以後 は30秒 毎に採取

してhist.含 量 を測定 した.

b) 対 照,分 離 肥 満細 胞 は 用 い ず,灌 流

液 点 滴 中 にhist. ５μgを 含 む 小 滴 を

濾 紙上 に お き 流 出 液 のhist.含 量 を

aの 場 合 と同 様 に 測 定 した.

 a, bと も に2分 以 内 の 流 出 液 に 大 半 の

hist.を み とめ た.

第6図 は緩 衝生 理液(37℃)の 中 で 肥 満 細胞 に

TB 50μg/ml作 用 後任意の時間後 に冷却 によつて反

応 を停止 する方法 によつて遊 離の時間的経過 を前 法

よ りもは るかに巌密に しらべ た ものであ る.図 にみ

るように, 5秒 後には ほとん ど大 部分の遊離 はおわ

つ てい る.比 較の ため しらべた48/80 0.5μg/mlに

よる遊 離 も同 じく5秒 でほぼ完了 して い る.

第6図　 冷 却 反 応 停 止 法 に よるhistamine遊 離

速度 の 経 時 的 観察

37℃ 保 温 の 分 離 肥 満 細 胞 浮 遊 液0.9ml

を同 じ く37℃ に保 温 して あ る500μg/ml

のTBま た は5μg/mlの48/80の

0.1mlに 添 加 して 作 用 させ,横 軸 に 示

した 時 間(秒)後 に 氷 冷緩 衝 生 理 液

9mlを 注 加 して 反 応 を 停 止 した.両 薬

物 と も5秒 間 で 殆 ん どのhist.遊 離 を

完 了 して い る.

b) 肥満細胞 の染 色経過

37℃ 保 温の位相差顕微 鏡下の ホール グラス 中に

緩 衝生 理液に浮遊 した肥満細胞 をお き,こ れにTB

を終末濃度50～100μg/ml添 加 して 染 色 経過を追

つ てカ ラー撮影 した(第7図).生 き た 肥満細胞 は

底 のガ ラス面 に付着 して移動 しないため同一細胞 の

追 跡が可能で あつた.

細胞 の形態変 化は きわめて迅速 であつ て10～15秒
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後の画像で は影響 を うけた細胞 はいずれ も大小 さま

ざまの程度で膨化 し,胞 質内に は周辺部 に空胞 が認

め られ,細 胞膜 の外面 には顆粒の突 出ない し脱 出が

みとめ られた.そ れ らの 顆 粒 はorthochromaticに

染色 されて お り, metachromaticの 色調 はな い.こ

の所見 で と くに注 目すべ き ことは,こ の段 階では細

胞 内部がorthoま たはmetachromaticの い ず れ に

も染色 されて いる様子が な く,色 素 はもつ ぱ ら細胞

表面 にとどまつてい ることであ る.

第7図　 分離肥満細胞 のtoluidine blueに よる染色経過.

倒立型位相差顕微鏡下 の ホール グラス(37℃ 保温)に 分離肥満細胞 浮遊液 をいれ,こ れに

TB 50μg/ml(終 末濃度)を 添加 して染色経過 を経 時 的 に 撮 影 した も の(Fuji color film

 R100に よる).

1. 作用前; 2. 作 用1分 後; 3. 作用5分 後; 4. 作用15分 後.

1分 後 にすでに形 態変化 は完了 してお り, 5分 以後 では 染色度 の増 加が み ら れ る.カ ラー

印画 では1分 後で はまだ細胞 質への色素 の侵入はみ られ ない.

この時点で 認め られた細 胞形態 の変 化は,そ の後

の時間推移 によつて と くに大 き く進展 す る様子は な

く,た だ染色 のみは漸次膜 上で濃 さを増 し,か つ形

態 変化の著 しい細胞 では胞 質 内に色 素の侵入がお こ

り5分 後の 所見 ではmetachromasiaが 認 め られ,そ

の色 調 は10～15分 後 には一 層著 明となった.

このよ うな所見 は, TBに よ る肥満細胞 の脱顆粒

を含 めた主要 な形態変化 が極めて迅速(少 な くとも

15秒 以 内)に おきるもので,し か もその段 階にお い

て は恐 らくTB色 素 は胞質 内に侵入 してお らず,細

胞膜 に付着 してい るにす ぎない ことを推察 させ る.

したがつて, 5秒 以 内に完 了す るhist.遊 離 もまた

TBの 細胞 内透 入前,す なわ細 胞膜上 に 付着 してい

る段階 でおき るものと考 えねば な らない.

4. 腸 間膜肥満細 胞か らのin vitro histamine

遊 離Toluidine blueとcompound 48/80の 作用

緩 衝生理液 中で ラ ッ ト腸 間膜小片 に作 用 させ た場

合 のTBに よ るhist.遊 離(37℃, 15分 間)は,

分離 肥満細胞 の場合 よ りも軽度 で50μg/mlの 濃度

では じめて遊 離が認め られ(8%), 100μg/mlで24～

27%に 達 し, 500μg/mlで も遊離率 はそれ以上 には

増大 しなかつ た.こ の遊離率 は分離肥満細胞 の場合

の50μg/mlに お ける84～87%に く らべ て著 し く

低 い(第8図, a). 48/80に お いて も0.5μg/mlで

19～23%, 1μg/mlで29～35%と なつて お り,分 離

肥満細胞 の場合 のそれぞれ73～75%お よ び86%に く

らべて遊 離率がや は り低 い(第8図, b).

この よ うに腸間膜 肥 満細 胞か らの遊 離率 の低 い理

由が肥満細胞膜 外の被護 的な物質 の存在 に基因する

可能性を しらべ る目的で,分 離肥満細胞 を含む媒液

(緩衝生理液)中 に10%の 割合 に新鮮 ラッ ト血 清を加

えてみ た. TBお よび48/80の 遊 離作用 はいずれ も,

血 清の存在 しない場合 に くらべて 明 らかに減 弱する

のが認 め られた(第8図, aお よびb) .

5. イ ヌの血 圧およ び血漿histamineに たいす

るtoluidine blueの 影響

Pentobarbital麻 酔犬でTB 10mg/kg静 注 は約40

m mHgの 動脈血圧上 昇を きた し,約2分 後 に は復

旧 した. 15分 後30mg/kg再 注射 で はそれ 以 上の 上

昇 はな く,同 高 程度 の血圧上 昇が よ り短 時間あ らわ

れ たあ と著 しい動揺 と不整 脈が つ づ き,注 射 後10

分 で平 常 に復 した(第9図, a).別 の イヌに100mg

/kgの1回 投 与をお こなつ たと ころ,直 後の ご く一

過性 の経 度の上昇 につづ いて急激 な深 い下 降 に移行

し3分 後 には死亡 した(第9図, b).前 のイ ヌの血漿

hist.含 量 はTB注 射 前<0.005μg/mlか ら,注 射

後0.01μg/mlに 上昇,後 の イヌでは<0.005μg/ml
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か ら0.02μg/mlに 上 昇 し た の で, hist.遊 離 の あ つ

た こ と は 認 め られ る が, 48/80やsinomenineの

大 量 投 与 後 に お け る 著 し い 血 漿hist.値 の 上 昇

(Yamasaki, Endo and Saeki, 1969)に くらべ れ ば頗

る軽 度 で 無視 され う る程 度 で あ る.し た がつ て,血

圧下 降の原因をhist.遊 離 には帰 しがたい.

第8図　 ラ ッ ト分 離 肥 満 細 胞 お よび 腸 間 膜 か ら のhistamine遊 離 の 比 較 な ら び に 分離 肥 満 細 胞

か らのhistamine遊 離 に お よ ぼ す ラ ッ ト血 清 の影 響.

 a, Toluidine blue; b, Compound 48/80 .

第9図　 イ ヌ の 血 圧 お よ び 血 漿histamineに た い す るtoluidine blueの 影 響

a) 9.2kg♂; b) 11.0kg♂ イ ヌ(pentobarbital麻 酔).

考 察

TBが 肥 満 細 胞 か らhist.を 遊 離 す る 事 実 につ い

て はSmith (1958 a, b)とRiley (1959)が 記 載
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し,ま た一方TBが 肥満細胞 に脱 顆粒を お こす と

い う観察 がGamble (1952), Wegelius and Hjelmman

 (1955), Wegelius, Hjelmman and Wasastjerna

 (1955)お よびGustafsson and Cronberg (1959)の

論文 にみ られ る.し か し, Smith (1958 a, b)は ラ

ッ トの腹腔 内注射 によ りhist.遊 離を お こしたTB

が腸 間膜肥満細胞 に脱 顆粒やその他 観察 し うる何 ら

の形態変化 もお こさなかつ たと のべ て お り, Riley

 (1959)も これ を追試 確認 してい る.こ の ようなTB

によ る肥満細胞形態変化 につ いての相反す る所見 の

生 じた理由は一 体何で あろうか.

上記 諸家を含 めて今 日までTBの 肥 満 細胞 に た

いす る作用 の観察 はいずれ も ラッ トまたはハ ムスタ

ーの腸 間膜 , cheek pouchな どが 用 い られ てお るが,

上記 のよ うな疑問を解決す るために も,ま たその作

用機構 を しらべ る目的で も,な るべ く他 の組 織学 的

要素の加 わ らない分 離細胞の方が適 している と思 う.

 TBの 作用 の研究 に分離肥満細胞 を 用 いたのは今 回

の著者の実験 が最初 のよ うに思 う.

この分離肥満細胞 を用 いて しらべ た今回 の実験 の

結 果, TBが 肥 満細胞 に脱 顆粒 をお こ さ ず にhist.

遊 離を きたすと唱えたSmithやRileyの 言 も事実

であ るし,ま た,一 方TBは 肥満細胞 に 脱 顆 粒 を

お こす と主 張 した諸氏の言 もまた誤 りではな いこと

を供覧で きた.す なわ ち,脱 顆粒 のお きるか否か は

TBの 作用条件,と くに濃度 に 関 係 す る も の で,

 pH 7.0の 緩衝生理 液(37℃, 15分 間作用)の 条 件

下 で は10～50μg/mlの 比 較的せ まい 濃度範 囲内で

定型 的 な脱顆粒 がお き た.100～250μg/mlの 範 囲

では検 鏡下 に一見脱 顆粒 と区別 しに くい顆粒 含有小

空胞 の細胞 輪郭外へ の突 出 とい う形態変化が生 ず る

が,こ れは厳密 には脱顆 粒ではな い. 250μg/ml以

上 の高濃度 にな ると,こ の小空胞 の突 出もな くな り,

細胞輪郭 は正常な細 胞の よ うに円滑で,濃 染 のため

に 内部構造 は見 わけに くいが,一 見変 化を うけてい

ない細胞 のよ うにみえ る.し たがつて,一 定 の低濃

度範 囲で は脱顆粒 のおき ることはまさ し く事実 であ

る.し か し, hist.を 遊 離 し,し か も脱顆 粒の おき

ないとい う濃度 は,著 者 の実 験条件で は100～250μg

/mlの 比較的高 い濃 度の場合 であつて, Smithが ラ

ッ トに腹 腔 内注射 した10～200μg/ml (1: 100,000

-1: 5,000)の 濃度範囲の うち50μg/ml以 下 で は

分 離肥満細胞 では定 型 的な脱 顆粒が おき るはずで あ

り,ま た100～200μg/mlで は定型 的脱顆粒 はお き

な くて も少 な くとも彼 のい う"absencc of morphol

ogical change"で はない.

Smithの デー タか ら これ ら の 場 合 のhist.遊 離

率 を%と して知 ることが で きな いため,現 在 の著者

の デー タと比 較 で き ないのは 残念 だが,彼 の観察

した腸間膜 の肥 満細胞で は分離細胞 に くらべて微妙

な形態変化 を観 察 しに くい こと,こ の腸 間膜 肥満細

胞 は細胞膜外 に若干 のbarrier的 構造 物 の存在 す る

こと, 48/80やsinomenineの 作用 に 分離肥満細胞

の場合 には不要 であ るCa++を 要求 す る事実(Saeki ,

 1964; Yamasaki and Saeki, 1965)が 示 す よ うに作

用 条件 に差異 のある こと,な どが分離 肥満細胞 にお

け るよ うな形態変化 を認め られ なかつ た原因 と考え

られない こともない.著 者の今回 の実験 においても

腸 間膜 肥満細 胞 か らのhist.遊 離 は分離 肥満細胞の

場合 よ りも高 い濃度 を必要 とした.

今回 の成績 が示す よ うに48/80の 分離 肥満細胞に

たいする作用 は広 い範 囲の濃度 において定型 的脱顆

粒 があ ることや,ど の濃度で もTBで み られ るよ う

な細胞膜下 の小 空胞突起 がみ られ なかつたな どの点

で, TBの 作用 との間に若干 の相違 が認め られ る.

しか し,こ こにき わ め て 重 要 な こ と は, Smith

 (1958a, b)が 指摘 した.顆 粒 の細 胞外脱 出の所見

がな くて もhist.が 高率に遊離 され うるとい う実例

が今回の実験 において も供覧 され たことであ る.こ

のよ うな例 はTBで も48/80で も100μg/ml以 上

の高 濃度 で認め られ た.実 際,著 者 ら(Yamasaki,

 Fujita, Ohara and Komoto, 1970)は48/80の100

μg/ml作 用下 の分離肥満細胞 が まつた く脱顆粒 をお

こしていない ことを電顕像 において認めて いる.こ

のよ うな事実 は,高 率 のhist.遊 離がお こな われる

場 合にお いて も顆粒 の細胞外脱 出 は必須 の条件 では

ない ことを示 してい る.

TBに よ る肥 満細胞 か らのhist .遊 離 は48/80の

場合 とまつ た く同 じ く,ほ とん ど爆発的 な速 さで完

了 す る瞬間的反応 で ある ことが 確 認された. TBの

細胞膜 を こえて細胞 質 内への侵入が このhist.遊 離

の迅速 さに先行 しうるとい うこ とは常識 的に も考え

に くいが,実 際 に経 時的 に写 真で とらえ た所見 で も

適用15秒 後で はまだTB色 素 は細胞膜 の 表 面 にと

どまつて いるよ うにみえ る.し か し,細 胞 にお こる

べ き形 態変 化はすべて おそ くと も15秒 以前 には事実

上完 了 してい る.こ の ことは, TBの 作用が 細 胞膜

の レベルで行な われ,こ こでおきた膜 の局 部的変化

がtriggerと な つ て,胞 質 内 顆 粒 のhist.放 出を

可能 にす る細胞 質 ない し顆粒構造 の変化 を誘 発 させ

ることを示 して いる.
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最 近 著 者 ら(Tasaka, Sugiyama, Komoto and

 Yamasaki, 1970)は 微小電 極を用 いて1個 の分離 肥

満細胞 の膜 の一 部に これを接近 させ て,イ オ ン泳動

法 によ りTB, 48/80お よびsinomenineを 細 胞 外

面 に適用 した結果,そ の局 部 に限局 する脱 顆粒 のお

こるのをみとめ,さ らに同 じ細胞 の別 の膜 局部に適

用 して この現 象が繰 りかえ しおこ しうる ことを観察

した.し か し,こ れ らの遊 離物質を細胞 内部に直 接

注入 した場合 には脱顆粒 はおこ らなかつ た.ま た一

方,杉 山・ 山崎(1968)は4℃ に冷却 した 緩 衝 生

理液 中に懸濁 した分離 肥満 細 胞 に48/80を 作 用 さ

せ た の ち,冷 た い 同 媒 液 で48/80を3回 洗つて可

及的にこれ を除いた肥満細胞 を37℃ に温 める と,

著明なhist.遊 離が おこることを観 察 した.こ の所

見 は48/80が すでに細胞 における作用部位 に結 合 し

ている ことを示 唆 して いる.今 一 つ,同 じ問題に関

連する興 味あ る知見 は, 48/80とsinomenineの 交

叉耐性 を示 すイ ヌの存在す る事 実の 発 見 で あ る.

 Endo and Yamasaki (1969)は この よ うなイヌが天

然に約20%の 割合で実在す ることを報告 したが,こ

れ らのイヌは作用機構 の異な るPVPやTweenの よ

うなhist.遊 離 物質 には正常犬 と同 じよ うに反応 す

る し, hist .にたいする 感受性 も正常で あつた.著

者 自身最近,こ の よ うな 耐 性犬 を, 48/80,ま たは

sinomenineの それ ぞれ単独 を微量か ら漸増 しなが ら

反復 静注 を重 ね るとい う方法で もつて作 ることに成

功 した(古 元1970).こ のよ うな交叉耐性 の存在 は

両 化合物 が共 通に 占有 し うるreceptive siteの 存在

す ることを示唆 してい る.

以上 のよ うな,一 連の実 験事実 は,今 回 の実験 結

果 と同 じく,こ れ らの塩基性hist.遊 離物質 の作用

点 が肥満細胞 の膜 にあ り,かつ,そ れ ら化合物 が共 通

するreceptive sites (receptors)と の結合 によつ てそ

の作用が発現 される ことを強 く示唆 する ものであ る.

48/80な どの塩基性hist.遊 離物質 の作用 が,そ

れ らがhist.ぶ りも強 い塩基 であ ることか ら,顆 粒

内酸性 物質(た とえ ばheparin)とhist.と の結合

にたい し,イ オ ン交換 によつてhist.を 遊離 す ると

い う推 論があ る. (MacIntosh, 1956; smith; 1958b;

 Riley, 1959).こ の考え は確 かな論拠 を欠いだ仮説

にす ぎな いが,肥 満細胞 顆粒 内に塩基性 物質 であ る

. hist.と強酸性物 質のheparinが 共存 する とい う事実

を背景 に して,か な り根 づよ く一般 には盲信 されて

いるようにみえ る.しか し,今回 の実験結 果によつて

これ らの遊離物質 が細 胞 内顆粒 に直 接接 触 しな いま

えにhist.遊 離がお こるとい う証 拠 が提示 され た以

上,お のずか らその可能性 は否定 され たことにな る.

TBの 肥満細胞 か らのhist.遊 離 作用 は諸種 の代

謝阻害剤 によつて ブロ ックされ,こ れ らの うち呼吸

ない し酸 化的 リン酸化 の抑 制剤 の影響 がglucoseの

存在 によつて除かれ たこ とは, 48/80やsinomenine

の作用 の場合 とまつ た く同 じで あつ て, TBの 作用

もまた肥満細 胞のエネル ギー代 謝の健 在を必要 とす

ることを示 してい る.こ こで産 生 され るATPか 顆

粒 の細胞外放 出に必要で あろ うと考 え る研究者(た

とえばUvnas and Thon, 1966)も あ るが,そ れ を

支 える実験 的な論拠 はな い,遠 藤(未 発表)は 今 回

の実験 で脱顆粒を示 さなかつ た高 濃度(200μg/ml)

の48/80に よ る分離肥 満 細 胞 か らのhist.遊 離 も

また,上 記の 代 謝 抑 制 剤 によつ て抑 制 され る こと

を 観 察 してい る.し たがつ て, hist.遊 離が依存 す

るATPは 脱顆粒 のため に利用 され るもの とは考え

に くい.

TBの 分離肥満細胞か らのhist.遊 離 は血 漿の存

在 によつてかな り弱 まつ た.こ の こ と はTBが 血

漿蛋 白に結合 され るため と,細 胞表面 に蛋 白被膜 を

生ず るため と思われ る.こ のよ うな 血 漿 の影 響 は

48/80の 場合 にも認 め られ るの でTBに 特異 な もの

ではない.

イヌにTBを 静注 した 場合 血 漿hist.に わずか

の増加が み られた.し か し, 48/80の シ ョック用量

(1mg/kg)に 匹敵 す るTB 100mg/kg静 注で シ ョ

ック死 したイヌの血漿中 に増加 したhist.含 量 は,

 48/80シ ョックの場合 に くらべて比 較 にな らぬほ ど

の微量 であつた.ま たTBの 静注で は 少量 の場合,

血圧下 降よ りもむ しろ上昇 の方 が著 明で あつ た.こ

のよ うな強い血圧上昇 は48/80やsinomenineで は

み られ ない.し たがつて, TB静 注 に よるイヌの シ

ョックはhist.遊 離のためで はな く,別 の機構 に よ

ることを考 えねばな らな い, Congo赤 の静注で知 ら

れて い るいわ ゆる"colloid shock"(上 村 ら, 1957)

の可能性 も考え られ るが,現 在の知見 だけ ではな ん

と もいえない.し か し,ラ ッ トでin vitroま た は腹

腔内注射 によつて肥 満細 胞か ら著 明なhistの 遊 離

をお こしたTBが,な にゆえに イ ヌ にinvivoの

hist.遊 離 をお こしえな かつ た の か, TBの 作 用に

特異 な種属差 があ るのか ど うか興味 ある問題 であ る.

今後 の研究 に委ね られ ねばな らな い. TBが 分離肥

満細胞 に, 48/80で はみ られない 特 異 な 形 態 変 化

(細胞 膜下の小空胞 生成)を きた した 点か らみて も,
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TBの 作用 は塩 基性hist.遊 離物質 として48/80や

sinomenineと 主要な点 においては 共通 す るものの,

か な り相 違す る面を そなえてい ることは否定 で きな

い.

総 括

1. 37℃ の緩 衝生理塩溶液 中の ラ ッ ト腹水 分離

肥 満細胞 か らtoluidine blue (TB)は10～250μg/ml

濃 度範囲 において50～100μg/ml濃 度 を最高 として

著 明なhist.遊 離 を きた した.

2. TBの25～50μg/ml濃 度 に お い て 肥満細胞

は典型 的な脱 顆粒を示 したが, 100μg/ml濃 度附近

で は細胞 の外縁 に顆粒を含む小空胞 の突 起を生ず る

特異な像 を呈 し,そ れ より も高濃度 ではその よ うな

突起す らな く正 常像 と同様の滑 らかな輪 郭を示 した.

したがつ て比 較的高 濃度 の 場合 は, TBは 脱顆粒 を

伴わな いでhist.を 遊 離す るとい うことがで きる.

3. 同 じ条 件でTBの 肥満細胞 か らのhist.遊

離 はきわめて迅速 にお こり,冷 却 に よつて反応 を停

止す る方 法に よつて測定す ると, 5秒 以 内に遊 離は

ほとん ど完結 した.

4. 経 時的顕微鏡撮 影によ ると,こ の場合15秒 以

内に形 態変化 もほぼ完了 してい る.し か し,少 な く

と も1分 以 内の時点 ではTB色 素 は細 胞 膜 よ り 内

部 に透 入 した形跡 はみ とめ られな い.し たがつて,

 TBは 細胞膜 上のreceptive sitesと 結合 す ることに

よつて, hist.遊 離 な らびに細胞 の形態変化 の発現

をtriggerす るもの と考え られ る.

5. TBの 肥満細胞 か らのhist.遊 離 は諸種 の呼

吸系 または解糖系代謝 阻害剤 によつ て抑制 され る.

6. ラッ ト腸間膜 肥満細胞 か らのhist.遊 離 は,

分離 肥満細胞 の場合よ りもTBの 高 濃度 を要 す る.

血漿 の添加 は分離肥 満細胞 か らのhist.遊 離 を一 部

阻害 す る4.

7. TBは イ ヌに大量 静注すれ ば シ ョックを きた

すが,血 漿 中にこの反 応 を説 明す る に 足 る だけ の

hist.の 増加 はみ られ ない.こ の点compound 48/80

によ るシ ョックの場合 と相違 があ る.

8. TBのhist.遊 離 作用 は基本的 にはcompound

 48/80に 代 表され る塩 基性hist.遊 離物質 の特性を

そなえて い る 旗, TBとcompound 48/80の 作用の

間に は若干 の差異の あ ることを,同 じ条 件下 におけ

る両者の作用 を比較 しなが ら供覧 した.

この研究 は文部省科 研,総 合研究 「生 体 ア ミンの

貯蔵 と遊離 機構 に関す る研究」(代 表者　山崎英正教

授)の 分 担課題 「肥満細胞 か らのHistamineの 遊

離 機構」 の一部 として なされた もので ある.

稿を終 るに臨み御指導 と御 校閲 を頂いた山崎英正

教 授に深謝 し,御 援助 を頂いた 田坂 賢二 講師,佐 伯

清美助手,遠 藤晃市助 手お よび杉 山勝三 助手に感謝

す る.

本研究 の一部は昭 和42年6月4日,第31回 日本薬

理学 会近畿部会(大 阪府立大 学農学部)に おいて報

告 した.
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Histamine Release by Toluidine Blue from Isolated

 Rat Mast Cells

By

Shigemitsu KOMOTO

Department of Pharmacology, Okayama University Medical School, Okayama
(Director: Prof. H. Yamasaki)

Toluidine blue released histamine from isolated rat mast cells suspended in a buffered

 physiological solution at 37℃, in concentrations ranging from 10 to 250μg/ml. The highest

 histamine release was seen at concentrations from 50 to 100μg/ml. In concentrations between

 25 and 50μg/ml, mast cells responded with a typical degranulation quite similar to that seen

 under the action of 0.5μg/ml of compound 48/80, while at 100μg/ml the cell surface showed

 indentation with a number of small protrusions in which the granules were occasionally 

contained. However, a smooth cell surface was seen in higher concentrations over 100

μg/ml of toluidine blue. This indicates that toluidine blue releases histamine without

 accompanying degranulation.

When the time course of histamine release was determined by abrupt cooling to stop

 the reaction at various time sequence, it was shown that histamine release at 37℃ is a

 very rapid process actually accomplishing within 5 sec. All morphological changes of mast cell 

completed at longest within 15 sec after the addition of toluidine blue, while the dye could 

not be seen inside the cytoplasm before 1 min after the addition. These observations suggest 

that toluidine blue reacts with receptive sites on the cell surface of mast cell and this may 

trigger the further processes leading to the histamine release as well as to morphological 

changes.

The histamine release by toluidine blue was inhibited by respiratory inhibitors or uncou

plers of oxidative phosphorylation and these inhibitions were overcome by the presence of 
glucose. Toluidine blue released histamine from the mast cells of rat mesentery but the effec
tive concentrations were higher than that in the isolated mast cells. In the dog, a large 
amount of toluidine blue injected i. v. caused a severe hypotension, but there was no marked 
increase in the plasma histamine differing from the action of compound 48/80. With respect 
to the mechanisms of histamine release the mode of action of toluidine blue may be in 
common to that of other basic histamine releasers, although distinct difference existed in 
some aspects of the action between toluidine blue and compound 48/80.
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