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緒 言

先に始尾,大 口1)及び大口2) 3) 4) 5)は細胞膜の透過

性を色素に依る超生体染色像か ら判定する事を考え之

に就て広範な研究結果を発表している.彼 等は細胞内

への色素の浸入が時間のあ る函数であ る点に注 目し,

之を一定にする方法をとりこの様な条件の下にpHの

変動が色素の透過性 を大きく左右する事を指摘してい

る.即 ち塩基性色素はアルカ リ側で酸性色素は酸性側

でそれぞれ細胞膜 をよく透過する事が示されている.

一方彼等は又濾紙電気泳動法に依つて各pHに 於ける

色素の荷電を調ベ,色 素の透過はその荷電と関係し荷

電が低下し而も凝集沈澱 を起さない点に於て最も強い

透過が認め られ る点に着日して細胞膜の分 子構造 とそ

の色素透過の機構に就て論じている.こ の様な細胞の

代謝と直接関係のない色素の如きものを用いて透過性

を観察する事は細胞膜の物理化学的性格を知 るための

よい方法である事は納得され る.過 去に於てこの様な

試みが多く行われ而もそれが充分目的を果していない

事は超生染に於て時間を一定にすると云う方法を見つ

け得なかつたためと考えられ,此 の点に於て彼等の実

験は一応成功したと言えよう.然 し彼等の行つた色素

の電気泳動法には尚不充分な点がある.と 言 うのは用

いた色素の濃度がかな り濃いためpHの 変化に依 る荷

電の低下と同時に起る色素粒 子の粗大化が荷電の変化

と共に泳動像に現われている危険がある.著 者はこの

点に注 目して色素の濾紙電気泳動像のpHに よる変化

を再検討し又大 口,妹 尾等の方法に従つて彼等の血液

細胞で得た結果を再吟味すると共に腫瘍細胞に就て色

素の透過性を調ベたのでその結果を報告する.

1) 材料及び方法

pHの 変動による色素の電気泳動の 観察には大口2)

等の方法 を採用 した.装 置 は教室 の内海,戸 倉7)の 考

案 した硫酸 銅,塩 化カ リの不分極電導 子を有す る泳動

装置 て3～4本(40×3.85cm2)の 濾 紙が泳動出来,

而 もそれ 等は直列に連結 して夫 々の濾紙 にか か る電流

及び電圧が一定にな る様 に したもので,こ の装置 では

各 々の濾紙の電圧電流 が一定 とな り,同 時 に展開 した

数枚 の濾紙 上の色素の泳動度 を泳動距離か ら正確 に比

較 す る事が出来 る.

展 開溶媒にはMcIlvaineの 緩 衝液 を用いた. pH

 2.2, 3.2, 4.0, 4.8, 5.6, 6.2, 7.6, 8.0の も の を

作 り,そ れ 等の イオ ン強度 を一定にす るためpH2.2

の ものは原液, pH 3.2の 液 は5.5倍 に, pH 4.0の も の

は7倍 に, pH 4.8の も のは9.5倍 に, pH 6.2の も のは

11倍 にpH 7.0の も のは12.5倍 に, pH 8.0の ものは15

倍 に夫 々稀釈 して使用 した.電 圧 は400V,電 流 は1.5

～2 .0mA/cmで3時 間泳動 し数枚の 濾紙 の中その1

つ は常にpH 2.2或 は8.0と し 之の泳動距離 を 一定に

保つ様に最後の時間 を調整 し,各 々濾紙上の泳動距離

を比較す る様に した.展 開に使用 した色素液は1%及

び0.01%の 割 合に各 々緩衝液に溶か したもので之 を

0.05ccつ つ展開 した.

一 方色素の展開が只その荷電のみに よるものか ど う

か を調ベ るために別にPaperchromatography7)を

行 つ た.即 ち一般に使用 され る上昇法 を利用 し電気 泳

動に用いた溶液 を展開溶媒に しそ展開 した.こ の場 合

溶媒が水溶液であ るために展開に先立 ち各 々の濾紙 は

夫々,色 素 の溶液 と同 じpH,イ オ ン強度 をもつ夫 々

の溶媒に浸 して後,充 分乾燥 した ものに1%, 0.01%

の 色 素液0.005ccを つ け展開 した.展 開濾紙 はCarl

Schleicherの3.85×40cmの もの を使 用した.

2) 細 胞 膜透過性の観察 の対象 として 用い た 細 胞

は,健 康 白鼠末梢血顆粒球 及び骨髄 細胞,吉 田肉腫細
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胞,腹 水肝癌 細胞(AH-130), L細 胞,健 康 白鼠 の腹

水単球 の6種 であ り吉 田腫瘍細胞,腹 水肝癌細胞 は夫

々移植 後6日 目, 10日 目のもの を,又L細 胞 は培 養1

週 間 後の もの を使 用 した.

細 胞 の超 生染にはNile blueを 使 用 し,色 素 液の

pHは0.1%～0.01% Nile blue生 理 的 食 塩 水 溶液

0.9ccをMcllvaine緩 衝 液0.1ccと よ く混 じ夫 々

2.2, 3.2, 4.0, 4.8, 5.6, 6.2, 7.0, 7.6, 8.0の

pHを 有 す る色素液 を作 り使用 した.こ の液9容 と細

胞 浮游液1容 を混和 し室温(15℃ ～20℃)で 正確 に

1分 間両液 をゆ るやかに振盪 しなが ら超生体染色 をす

る. 1分 後 その1滴 を予め50℃ に艀卵 器で温め られ

たス ライ ドグラス上 に塗抹 し速 かに風乾後ホルマ リン

蒸 気(室 温)で1分 間細胞 を固定 す る.こ の操 作によ

つ て超 生染時顆粒 を染め ていた色素 は細胞 内に禰 漫性

に拡散 す る.観 察は大 口が示 した と同様に直 ちにシ ダ

ーオ ィル を細胞上に おき油浸 レンズで観察 を行い細胞

をその染 色度に応 じて-.±,＋.++の4つ の段階に

分 け,観 察 した全細胞数100～200個 に 対す る各 々の 百

分 率 を求め,そ の各々に夫 々0, 1/4, 1/2, 1を 乗 じた

ものの和 をもつ て細胞膜透 過性 の指標 とした.こ の乗

数 は夫 々の染色度に相当す る細胞 を顕 微分光測光法8)

 9)で6000Aの 光 を使用 し1　Spotの 点光 のみで測定 し

た値 の比(透 過率比は-,±,+.++に 対 し細 々0,

 0.23, 0.5, 1.0に 成 る)か ら求 めた.(表1)

表1

実験結果

1%の 色素溶液を用いて色素の電気泳動像を観察し

た場合,色 素の濾紙電気泳動像はpHの 変化によつて

明らかに相違し,塩 基性色素はアルカ リ側て,又 酸性

色素は酸性側で伸展度が減少する.こ の点は大11,妹

尾1) 2),の観察結果と一致する.然 し通電しない普通の

濾紙 クロマ トクラフィーに於ても同一の結果が得られ

た.こ の事実は電気泳動に於て見られた差が本実験で

用いた程度の電圧では,必 ずしも色素の荷電のみに左

右され るものでない事を示している.即 ち図1, 2,

 3,に 示す如 くメチレン青,ナ イル青,エ オジンでは

何れも同様の結果が得られてい る.

図1　 1% Nile blue電 気 泳動度及び ク ロマ ト

グ ラフRf値 と染色媒液pHと の関係

●-● 電気 泳動

◎-◎ ク ロマ トグラフ

図2　 1% Eosinの 電 気泳動度及び クロマ ト

グ ラフRf値 と媒液pHと の関係

●-●電気泳動
◎-◎ クロマ トクラフ

図3　 1% Methylen blueの 電 気 泳動度及 び ク

ロマ トグラフRf値 と染 色溶液pHと の関係

●-● 電気泳動
◎-◎ クロマ トクラフ

然 し色素濃度を稀薄にし色素同志の重合,或 は沈澱

を起 し難 いと考え られ る濃 度(0.01%)で は 色素 の濾

紙 クロマ イ トグラフ ィーと濾紙 電気泳動像の間 に変化

が見 られ,濾 紙 クロマ トグラフィーでpHの 変 動に よ

る移 動度の変化がやや大であ ることが示 され た.(図

4, 5, 6)
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図4　 0.01% Nile blueの 電 気泳 動度及 び

クロマ トグラフRf値 と染 色溶 液の関係

○-〇 電気泳動
◎-◎ クロマ トグラフ

図5　 0.01% Ecsinの 電 気泳動度及び クロ

マ トク ラフRf値 と染色媒液pHと の関係

●-● 電気泳動
◎-◎ クロマ トクラフ

図6　 0.0l Methylen blueの 電 気泳動度及び ク

ロマ トク ラフRf値 と染 色媒液pHと の関係

●-● 電気泳動
◎-◎ クロマ トグラフ

即ち色素の泳動は荷電の変化と明らかに関係してい

る.こ の様な差は特にメチレン青の時に顕著に認めら

れた.濾 紙クロマ トグラフィーで認められた像は主と

して色素の粒子の粗大化と関係しているものと考えら

れ,之 が電気泳動像に影響する事は明らかである.

次にナ イル青に依る細胞超生体染色結果を見るに同

一種の細胞でもその染色性は個々の細胞に依 り,極 め

て区々であ り, pH 4.0或 はそれ 以下で,或 る細胞で

は5.0以 下の液中では細胞の変性が可成 り見られ,細

胞質,核 共に濃染する細胞が次第に増加して来 る.之

は明らかに生きている細胞の膜透過性の範囲に入れ る

ベきではないが,之 等をも測定して細胞変性の指標 と

した.

図7, 8, 9, 10, 11, 12に 見 られ る如 くアルカ リ

性 の液 中では何れの場合 にもナ イル青に よく染 る.

図7　 白血球の起生体染色率と染色媒液

pHと の関係

図8　 骨髄細胞の超生体染色率と媒液

pHと の関係

●-● 超生体染色率

◎-◎ 濃染される細胞の百分率

図9　 腹水細胞の超生体染色率と媒液

pHの 関係

●-● 超生体染色率

◎-◎ 濃染される細胞数の百分率

染色度はpHの 低下と共に低下し一定のpH域 を境

にして再び濃染する様になる.之 は上述の細胞変性に

基くもので極端に濃染する細胞が酸性の亢進と共に増

加す る.こ の様な曲線に就て各細胞種に依つて比較検

討す ると,正 常顆粒白血球に比して骨髄細胞を始め他

の5種 の細胞のナイル青による超 生染 度 は何 れも高

い.そ の中でもL細 胞が最も高い値を示し次に肝癌細

胞AH-130,骨 腿細胞,腹 水単球,吉 田肉腫細胞の順
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に染色性が低 くなる. pHの 低下による濃染,即 ち細胞

の破壊と思われる像を6種 の細胞で比較するとAH-

130が 既にpH 5に 於て変化を示し,吉 田肉腫細胞,

 L細 胞,骨 髄細胞が多少相違はあ るがpH 4～5の 間

で,末 梢血顆粒白血球 と腹水単球はpH 4.0を 限界に

変性による染色を示す,こ の様に濃 く染色されても細

胞輪廓の整つたものでは核の内部は染色されていない

ものが多く細胞膜の破壊が核の変化に先立つて起 る事

を示している.又 極度の酸性及びアルカリ側で即pH

 2.2, 3.2,及 び8.0で はむしろ超生染性は低下する傾

向にあるが,こ の部分の染色は健康な細胞膜の透過性

とは関係がないものと思はれ る.

図10　 L細 胞の超生体染色率と媒液pHの 関係

●-● 超生体染色率

◎-◎ 濃染される細胞数の百分率

図11　 吉田肉腫細胞の超生体染色率と媒液

pHの 関係

●-● 超生体染色率

◎-◎ 濃染される細胞数の百分率

図12　 腹水肝癌細胞(AH-130)の 超生

体染色率と媒液のpHの 関係

●-● 超生体染色率

◎-◎ 濃染される細胞数の百分率

考 案

先づ色素の電気泳動に就ては濃度の濃い場合その泳

動度は色素粒子の荷電に依 るよりも粒子の大きさに依

つて支配される様であり,濃 度の薄い場合にのみ荷電

との平行関係が認め られ る.然 し荷電の減少が色素粒

子を大きくす る事が考え られ,一 応その粒子の大きさ

と荷電の大 きさの間にも平行関係が考えられ,此 処に

使用された色素は明 らかにpHの 変化に伴い荷電が大

きく変化す る事はうたがいない.

而も細胞膜を透過す る色素の粒子は,そ の透過速度

か ら考えて非常に小さいもののみ可能であ ると考えら

れ るので,著 者の実験の如くナイル青がpHの 上昇と

共にその染色度を増す現象は,大 口2)が言 う如く荷電

が低下する程細胞膜の透過性がよくなると言う様に考

えてよい様に思われ る.即 ち塩基性色素ではアルカリ

性液中で荷電が減ずるのであり, pHの 上昇こ平行し

て透過性の亢進してい るのは,こ の事実を示すものと

理解され,こ の傾向は観察した全ての細胞に於て同様

に現れる.

腫瘍細胞と正常細胞では,前 者はpHの 変化に依 る

染色度の変化が著しく,特 にpHの 低下に鋭敏でpH

の低い処では著しく濃染され,核 迄も染色され る細胞

の数が急激に増加す る。然 るに正常細胞はpHの 低下

に対して割合安定である.

L細 胞はこの点でむしろ腫瘍細胞に近い性格を示し

た. pHの 変化に依る染色性の差異が 認め られ る点は

概ね4に ある(骨 髄細胞は例外的でこの場合非常に染

色性の強い赤芽球が混入して来 るので,分 界点が不明

瞭にな るし,又pHの 高い方にずれ る)然 るに腫瘍細

胞ではこの分界点がpHの 高い方へずれて来るのが認

められた.こ の傾向はAH-130で 顕著に認め られ,吉

田肉腫では僅にずれ る.然 しナイル青に対す る透過性

が一般の正常細胞に比して,腫 瘍細胞に於て特に高い

と云う様な事は認められなかつた.細 胞はその種類に

依 り,代 謝の形式も非常に違うと考えられるので,こ

の比較は癌細胞の発生した母組織の細胞との比較に於

て意義のあるものと考え られ る.こ の後に考えると正

常肝細胞のそれに比して腹水肝癌細胞は非常に高い透

過性を示すものと云えよう.(図13)

然し吉田肉腫細胞の透過性はpH 5～6の 間に於て
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その母組織と考えられ る腹水単球に比してむしろ低下

している.尤 もこの場合腹水単球が母組織であ るかど

うかは疑問であるが,中 胚葉性の幼若な細胞としてL

細胞を対照にして見ても結論は同じである.即 ちナイ

ル青に対して腫瘍細胞の透過性が正常細胞に比し常に

高いと言 う結論はこの実験からは得られない.

図13　 超生体染色液pHの 変化にともなう正常肝

細胞と腹水肝癌細胞の超生体染色率の比較

●-● 腹水肝癌(AH-130)細 胞

◎-◎ 正常肝細胞

腫瘍細胞の非常に旺盛な発育から見て蛋白構成要素

としてのアミノ酸,或 は燐酸化したグルコースの透過

性は極て高いものであろう事は理論的にも肯ける所で

ある.然 しこれ等の物質は細胞内に入ると,容 易に高

分子化合物に合成 され るか,或 は分解されるのであろ

うから膜の概造 とは無関係に只浸透圧が変化する事に

依つて透過が促進される事も考えられる.こ の様な点

を考えるとアミノ酸,ク ルコース等の透過は必しも膜

の変化 と関係はないかも知れない。然し之が若し膜の

変化を多少でも伴つていると云う事であれば,膜 の無

極性成分の低下と云う事,或 はリピ ド成分がより親水

性のものに置 き換えられていると云 う事 が 考 えられ

る.こ の事を細胞膜の構造説から見ればDanielli1o)

の学説,又 は色素透過性に関する妹尾,大 口1)の説を

借 りて理解される事は有極性原子団に囲まれ る穴が非

常に多くなつているか(リ ピ ド成分の減少)又 はリピ

ドそのものの性格の変化に依 るものである.リ ピ ドそ

のものの量的減少に就ては腫瘍に就て多くの報告もあ

る. 11) 12) 13) 14) 15)之等の中には減 少していると云

う報告が可成り多い14) 15)が増加していると云う報告

もある. 12) 18)然 しここ に特筆すベき事 は最近神前

氏に依つて 見 出された 腫瘍 細胞に 特 有 なリピツ ド

Malignolipinで ある16).こ の物質は只一つの脂酸の

一端に極性の原子団を可成多 くもつており,従 来知 ら

れているリピツ ドに比し著しく親水性の強いものであ

る事が想像 される.この事はアミノ酸,燐 酸化グルコー

ス等の極性物質の透過の亢進に膜そのものの変化が関

係している事を示唆している様に思はれ る.こ こで再

び著者のナイル青に就て考えるに,こ の物質は従来脂

質の染色に使用され る程色素の中では可成極性は弱い

ものであるが,そ の極性原子団に依つて一方に相当な

親水性を示す物質である.膜 が非常に親水性基を多く

もつ様に変化していると考えられ る細胞に対してこの

様な性格の色素が果してその性格の判定に好適なもの

であるかどうかは別としてこの様な膜の構造の変化に

応じてある程度の敏感性をもつて反応するものと想像

してこの実験を行つた.腫 瘍細胞と云えども細胞が生

きている以上,細 胞膜の性格に極端な変化はゆるされ

ない筈であり,こ の様なナイル青の性格は好適な資料

であると考えられ る.本 実験で著明な差が正常細胞と

の間に認められなかつた事は,恐 らく実験方法がその

差を判定するに精度に於て不充分である事を示すもの

と考える。

結 論

1) 白鼠の末梢血顆粒白血球,正 常腹水単球,骨 髄

細胞,吉 田肉腫細胞,腹 水肝癌細胞AH 130, L細 胞

の細胞膜透過性をナ イル青の超生体染色度を基準にし

て種々のpH域 に於て観察した.

2) AH-130,吉 田細胞の超生染性 はpHの 変化に

対して敏感であ り,ア ルカリ性の上昇と共に染色度は

急激に増加するが,酸 性側に至ると,正 常細胞に比し

細胞は非常に破壊され易い.こ の様な性格はL細 胞に

於ても著明に認められた.

3) 正常細胞はpH 4.0を 境にしてその染色性 を変

化するがこの点が腫瘍細胞ではアルカリ側にずれ る.

4) 透過性の程度に就ては腫瘍細胞が正常細胞に比

し特に色素の透過性が高いと云う結果は得 られなかつ

た.即 ち吉田肉腫細胞,腹 水肝癌細胞は 正常 腹水単

球, L細 胞,多 核白血球等の間には顕著な差は認めら

れなかつた.こ の様に差異の認められなかつた事は,

測定方法がその差異を見つけ出すに充分でなかつた事

にあると考えられ る。

稿を終えるに臨み終始御懇切なる御指導と御校閲を

頂いた妹尾左知丸教授に深謝する.
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Studies on the Permeability of Cell Membrane

I. Permeability Test of Cells by Supravital Staining and the Patterns of 

Paper-electropholesis and Paperchromatography of the Dye in the Varied

 pH Media

Isao Amano

Department of Pathology, Okayama University Medical School

(Director: S. Seno)

A new method of permeability test of cell membrane by supravital staining has been 

introduced by Seno and Oguchi. Acording to their data the dye permeability to the cell 

membrane is enchanced in such media as the electric charge of the dye is reduced. But in 

their experiment the grade of the charge of dye has been observed by electropaperchromato

graphy of dye in a high concentration, 1 percent. The author has found that the electrophoretic 

picture of dye on a paper is largely dependent upon its concentration, i. e. the size of particle 

which seems to increase with the reduction of the charge as is clearly seen by paperchromato

graphy. But the test on a diluted dye solution, 0.01 percent, showed that the electrophoresis of 

dye goes on parallel to the charge of dye or the pH of media, where the paperchromatography 

gives almost constant picture by changing pH.
Using Nile blue the author has observed the permeability of various cells (normal 

monocytes, white blood cells, bone marrow cells, Yoshida tumor cells, ascites hepatoma cells 

(AH-130) and L-cells at various pH's (2.2-8.6) and the following results have been obtained.
In ascites hepatoma cell (AH-130) and Yoshida tumor cell the permeability to the dye is 

deeply influenced by the changing pH of media and the depressed permeability till around pH 

4.5.

The further increase of H ion concentration results in the increased damage of cell with 

the increased number of the deeply stained cells. L cell also showed the same tendency in 

the permeability to the dye. The effects of the change of pH on the permeability of the dye 

were marked on tumor cells and L-cells compared to those on the normal cells.


