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緒 言

超生体染色の研究は,清 野1) -5),杉 山6),天 野7),

妹尾,大 口8) -10).平 川11).関12),18),赤 崎14),

 Sabin15), Cunninghum and Topkins16), Mich

aelis17), 18)等 の偉大なる業績によつて,細 胞学的に

も,臨 床医学的応用面に於ても完成の域に達した感が

ある.之 等はいずれも生きた細胞をそのまま観察 した

結果が大部分であり,こ のよ うな方法では超生体染色

(以下,超 生染と略す)さ れた細胞の鑑別が屡々困難

であると同時に,染 色顆粒が今 日迄云われて来たよう

に, Janus green Bが 果してmitochodriaを 特異

的に染めるのか,又mitochondria以 外のものでも

染まるのか,或 はneutra lredがGolgi装 置を実

際に染色してい るのか,そ の詳しい事は不明のまま残

されて来た.或 は又,網 赤血球にnile blueに よる

超生染に依つて出現す るSGFの 本態は何か,等 の問

題も未解決のまま残されて来た.現 在,細 胞の微細構

造が電子顕微鏡10) -80)に 依 り,更 に分画遠心法40) -

44)に よ りその成分が明らかにされ,超 生染による細

胞の観察も細胞化学の発展と関連 して新しい観点か ら

再検討されねばならない段階に来ている.併 し,上 述

の如く一定の色素が特殊な細胞小器管の染色に関連が

あるらしいと云 う漠然とした知識を以て超生染の研究

を進めてゆく事は,根 本的な誤謬を生 む お それがあ

り,砂 上樓閣を建て るに等しい感がないでもない.

著者は電子顕微鏡によつてこの未解決の分野を開拓

し,超 生染の場合に起 る細胞顆粒と色素との結合を直

接証明し,こ の問題を直截明瞭に解決する事を企図し

た.こ の目的のために著者は先ず超生染色素をそのま

ま固定し,同 時に之に重金属錯化合物を作らせて超生

染部位の電子密度をあげる事を考えた.

超生染色素の固定そのものに就いては従 来,塚 本

46) .佐 口46). Gurwitsch47). Golovine48), Gro

ss49,, peterfi50), parat 51).  Mc Junkin52),等

の多くの研究者により試みられて来た.併 しそのある

ものは,例 えばpicrin酸 固定の如 く電子密度を上昇

させて色素を電子顕微鏡下に認める事の期待出来ない

ものであり,又 あるものは例えば昇汞固定の如く著る

しく細胞の微細構造を破壊 し,又 色素以外の部位にも

多量の水銀が附着して,色 素の存在,そ のorganellae

との関係は全く追求出来ない如きもの等である.

そこで著者は妹尾と協力して,電 子顕微鏡的に十分

細胞の微細構造が保たれ,し かも尚超生染色素に特有

な高い電子密度を与え得る固定液を作 り出すことに成

功した.

之は次に述ベるように沃化水銀カリウム液(merc

uric potassium iodide)に 等量の2%オ スミウム酸

液を加えたものである.こ の固定液を使用す ることに

より超生染された色素は沃化水銀カリウムと錯化合物

を作つて,そ の場所に色調を変ずることなく不溶性の

沈澱を形成し,色 素と結合しない水銀は水溶性である

ために水洗によ り容易に且完全に取除かれ,し かも細

胞の微細構造はオスミウム酸によつてその姿を損 う事

なく電子顕微鏡的orderで 固定されるものである.

沃化水銀カ リウム液はNH3定 量用試薬であるNess

er氏 試薬であつて,超 生染陽性色素はその分子構造

中に-NH2, -N＜CH3 H, -N＜CH3 CH3を 持つているの

でNH3と 同様に固定できるからである.

以下にその方法と観察結果に就いて報告する.

実験材料 並びに 方法

1) 実験材料 ；一実験材料としては正常成熟大黒鼠

及び家兎の大腿骨々髄細胞を用いた.

2) 細胞の超生染,固 定及び脱水方法;一 撲殺後速
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か に大腿骨 々髄 を取出しその小片をオブエク トグラス

上 に採 り, 0.1% Janus green B(Bayer社 製)

Hanks氏 液 を少量 加えてデ ックグ ラスで覆い,デ ッ

クグ ラスの一側 を上下す るこ とを繰返えす と細胞は遊

離 し,全 部の細胞が超生染 され る.そ こで普通顕微鏡

によ りその良否 を判定す る.尚 之には横田53),長 谷 川

54),田 上55)等 の研究 を参考 に した .

次 に超 生染 された細胞を10ccのHanks氏 液 で20cc

の遠 心沈澱管 に洗い流 し,軽 く遠心沈澱(1000回/分,

 3分 間,以 下 同じ)し て上清液 を捨て る.之 を2回 行

い最 後に濾紙 で水分 を十分に吸い取 る.

之 に固定液(後 述)を 加 えて15～30分 間 固定 し,

 Hanks氏 液 で2回 洗滌す る.

次 い でEpstein氏 法56)を 改 良 して外径8mmの

硝 子管の 一端 をマツチ軸の太 さに引伸ばして封 じた遠

心沈澱管 に少量 のHanks氏 液 でこの細胞 を浮遊 させ

て移 し遠心沈澱 す る.上 清 液を捨 てて更に濾 紙で十分

水分 を取除いた後,細 胞塊 を形成 してい る硝 子管 の細

長 部 を石台の上 で鉄槌 を用 いて破砕 し,中 の細胞塊 を

取出 し1mm3の 大 き さにす る.之 を三角帽 子型 に折

り両端 をヘ アピンで止め た漏斗状 の濾紙 袋 に 入 れて

alcoho1, monomer-alcohol,及 びmonmerを み た

した秤量瓶へ順次移 しかえ る.脱 水は50, 60, 70,

 80, 90, 100%(2回)alcoholを 各5分 間,次 いで

速 か に(2分 間)無 水alcoholを 通 す.色 素 と沃化

水銀カ リウム錯化 合物 はalcoho1に 溶 解す るか ら操

作は出来 るだ け速か に行 い,無 水alcoho1を 通 した

後に も普通顕微鏡下 で細胞 内に色素顆粒が残 つてい る

事 を確 めた後 に包埋 に移 るよ うにす る.

3) 固 定 液の作製法: -5% HgCl2 100cc.と15

% KI 60cc.を 混 和す ると瞬時 にして美麗 な赤 澄黄

色を呈 して強 く混濁す るが,暫 く放置 すれば上清 液は

赤 澄黄色透 明 とな り下部に 同色の沈澱が 生ず る.使 用

に臨 みNo. 2の 濾 紙で2回 濾過 し,等 量の2%オ ス ミ

ウム酸 液(燐 酸緩 衝液pH 7.4)を 加 えて使 用す る.

4) 包 埋;一 包埋に使用 したmonomerはn-but

ylmethacrylateとmethylmethacrylateを8～

9.5と2～0.5の 比 率で混合 し て 使 用 した(両

者の混 合比 は室 温に よ り決め る)。 重合用monomer

は 之 に2% Benzoyl peroxideを 加 えた もの を用い

た.

monomer-alcohol, monomer(3回)の 浸漬時間

は各10分 とし,重 合に用い るmonomerは 約1時 間

前 よ り45℃ で半重 合状態 に した もの で45℃ 24時 間 行

つた.

5) 薄 切;一 薄切は島津製 作 所ultrarnicrotom

 type Kを 使 用 して200°A程 度 の 厚 さの切片 とし,

 collodion膜 に 貼 り,観 察は明石製作所製電子顕微鏡

AU 50型 を使 用した.

観 察 成 績

先 ず上 記の方 法でJanus green Bで 超 生染 し,

つ いでオス ミウムを含 まない沃化水銀カ リウム液 で短

時間固定した細胞 を普通顕微鏡下に観察す るとmito

chondriaの 像 に一致 して暗緑色の棍棒状乃至球状の

顆粒が認め られ る.超 生染後オブエク トグ ラス上 に塗

抹 して速かに乾燥 した細胞を この液で固定 した場 合に

は非常に判つ きりとmitochondriaの 像 が認め られ

る.こ の所見か らす る とmitochondriaはJanus

 green Bに よ つて特 異的に染色され てい る よ うに思

われ る.

之 がLazarow and Cooperstein57)等 の 云 う如 く

『Janus green Bはmitochondriaは で は酸 化さ

れて発色す るが, mitochondria以 外 の 所にあ るも

のは還元 されてLeuko-Janus greenに な り眼で見

えない』 とい う現象 を示す ものか否か を明 らかにす る

目的で次 のよ うな観察を行 つた. 0.1% Janus green

 B Hanks氏 液 にSodium hydrosulfiteの 粉 末 を少

量加え ると溶液の色は直 ちに褪色 して淡桃色か ら無色

にな る.こ の液に極 く少量の2%オ スミウム酸液 を加

え ると, Janus green Bは 直 ちに酸 化 されて色素液

は暗緑色を呈 して来 る.即 ち,還 元 きれて色 を失つた

Janus green Bは オ ス ミウム酸 によつ て容易 に酸化

されて酸 化型 の緑色を呈 す る.こ の反 応は沃化水銀 カ

リウムの存在 に於ても同様 であ る.著 者の固定液は1

%オ ス ミウム酸 を含 んてい るので,こ の液で固定す る

場 合にもJanus green Bの 色 がmitochondriaの

み に認め られ る事は, mitochondria以 外 の場所には

そ の還 元型 に於 ても色素 は全 く存在 しないか,或 は存

在 しても非常 に少いもの と考 え られ る.

さて次に,超 生染せず に上記の方 法で固定,脱 水,

包 埋 され た細胞 を超薄切片 に して電子顕微鏡 下に観察

す ると細胞の微細構造が極め てよく保 たれ てい る事が

解 る(写 真1)。

次 に, Janus green Bで 超 生染 した後 に同様 の方

法 で作つ た細胞 の切 片を見 ると,色 素は沃 化水銀 カ リ

ウムと不溶性 の錯化 合物 を形 成 して, electron dens

の 塊 と して表わ れ る事が解 る.即 ち, electron dens

の 塊 り,又 は厚い壁 を持つring,又 は その集合物 の

如 き外観 を呈 してい る(写 真2)。

この様な像 を拡大 して詳細に観 察す ると(写 真3),
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之等の色素錯 化合物は全て一定の形 を示してい るが,

 mitochondriaの 内 部構造は 色素 の侵 入によつ て全 く

破壊 され てい る事 が解 る.併 し一部 の染色が 十分でな

いと思われ るものに於 てはcristaeの 存 在が認め ら

れ,又 明 らか に二重膜 の存在が認め られ,之 等 の色素

に染 色され てい るものがmitochondriaで あ る事 は

疑 うベ くもない(写 真3,矢 印)。 好 中球 の好 中顆粒

(渡 辺氏19)の 云 うa, b, c顆 粒 の何 れも)及 び好

酸球の好酸顆粒,又 淋巴球 その他の小胞体等, mitoc

hondria以 外 の顆 粒又は構 造物は何 れもJanus gre

en Bご 染 め られ てお らず,そ の ままの形 て認 め られ

る. 然 し細胞に よつては 全くmitochondriaの 染 まつ

ていないも のもあ り(写 真4), 1個 の 細胞 の中 でも

不染性のmitochondriaの 認 め られ るものもあ る.

特 異的な例 としてはJanus green Bは 網 赤血 球

に於てはmitochondricを 染 めないて小胞体 を染め

てい る(写 真5).網 赤 血球 中に小胞 体の存在 す る事

は先に妹 尾等58), 50), 60)と 共 に発表 した所 であ る

が,之 がJanus green Bに よつて凝集 しSGFを

形 成す る.こ の 事に就いては第3編61)に 述 ベ るが こ

のよ うにJanus green Bがmitochondriaを 染 め

ず小胞 体を染め ると云 う事は著者の観察 した限 りては

他の細胞には認め られ ない.

総 括 並 び に考 案

以上 の観察 結果 か らJanus green Bはmitocho

ndriaの み を撰択 的に染色す ることは明かてあ る.こ

の色素は骨髄 で著者が観察 した細胞 に関す る限 りでは

mitochondria以 外 の如何な る小器管 も 又 如 何 な る

liquid phaseを も 染め るものではない.即 ち, Janus

 green Bはmitochondriaを 特 異的に染色す ると云

うBensley62)の 古 い説 はここにはつ きりとした根拠

を与 え られたこ とにな る.

又. Janus green Bがmitocllondriaを 特 異的

に染色す るこ とに就 いては幾 多論争 の まととな り学説

の問 題点 とされて来たが,最 近 その代表的な見解 を発

表したのはBensleyの 弟 子 で あ るLazarow and

 Cooperstein57)で 彼 等は青 酸を作用 きせて細胞の呼

吸を止 め るとmitochondriaがJanus green Bで

染 ま らなくな るとい う事か ら, Janus green Bに よ

るmitnchondriaの 染 色 は, mitochondriaの 酸 化

機能 に関係 してお り,瀰 蔓性に細胞内 に入つ たJanus

 green Bはmitocllondriaの 部 分では酸 化 されて発

色 し,他 の部 分では還 元 され て色を失 うとい う仮説 を

たて た.之 は現在 一般に信用 され定説 化 してい るよ う

であ る(Brachet68))。 然 し著者の実験 でこのよ うな

想定は事実 と全 く相異す るものであ る事が明かに され

た.即 ち,上 述 のよ うにまず第1に 還 元 されて無 色に

なつたJanus green Bは オ ス ミウム 酸 によつて酸

化す ると再 び元の青緑色に返え るし,そ の作用は沃化

水銀カ リウム と錯化 合物を作つた色素の場 合に も同様

に認め られ る.

従 つて若 しJanus green BがLazarrow and

 Cooperstinの 云 うよ うに細胞 内に一様 に入つてmi

tochondria以 外 の所 では還元 型になつてい るとすれ

ば之にオス ミウム酸を作用 させた場 合には細胞 質全体

が緑色になつて然 るベ きであ る.然 しこ の 場 合 にも

Janus green Bの 色 調は超生染時 と同様 にmitoch

 ondriaに 限 局 して認め られ る.

第2の 反 論は,こ のよ うな細胞 を固定して電子顕微

鏡で見た場合に も色素 との沃化水銀カ リウム錯化合物

はmitochondriaに 限 局 して認め られ ると云 うこ と

であ る.著 者の方法は沃化水銀 カ リウ ム液でJanus

 green Bを 固 定 す るもので,こ の 反 応 はJanus

 green Bの 分 子中のdimethylamino基 の 部分に起

る化学反 応であつて色素の酸化及び還 元反応 とは関係

が ない.従 つて緑色の酸化型の色素も還 元型の無 色の

色素 も同じ ように不溶の沃化水銀カ リウム錯 化合物を

作 り得 る.又,無 色の錯化合物も之をオス ミウム酸 で

酸化すれば 濃 緑 色にな る.こ のよ うな所見 か らして

少 しで も(そ のJanus green Bの 無 色還 元型のもの

で も)細 胞質 中のmitochondria以 外 の 所 にあれ

ば,之 はオ スミウム酸で着色 し,且 電子 顕微鏡下に認

め られ る筈であ る.

従 つてLazarow and CooPerstein57)の 説 は机上

の空論で全 く事実に反す るものであ ると云え る.

然 らば何故にこのよ うにmitochondriaの み に

Janu sgreen Bが 親 和性 をもつて集 まるか とい う事

は現在の所では不 明であ るが,お そ らくmitochond

riaの 構 成 々分の1ipidが こ の色素 と特異 的な親 和性

を持つ てい るもの と考え られ る.超 生染 された細胞 を

塗抹乾燥後有機溶媒に よつて処理す ると色素が容易 に

溶 出され る事は色素 とmitochondriaの 成 分 との間

に特別 な電気的結 合は起つ てお らない事 を 示 し て お

り,唯 単 にlipidの 中 に溶 けてい る状態 で 存 在 して

い る事 を示 してい る.一 方,又 注意すベ き事はJanus

 green Bも 全 ての細胞のmitochondriaを 染 め る

もの ではない とい う事 であ る.例 えば赤芽球のmito

cllondria,網 赤 血球のmitochondriaは 之 によつて

染色 されず,特 に網赤血球に於て は小胞体が 染色 され
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てい る.こ の よ うな現 象は他の細胞 ではみ られない所

で ある.妹 尾60)に よれば赤血球及 び 網 赤 血 球 で は

mitochondriaはHemoglobinのHemを 合成 す

るよ うに特 殊の分化 を遂 げて お り,又 小胞 体もglobin

と い う特殊 な蛋 白を作 るよ うに分化 してい るもの と考

え られ る.従 つ てこのよ うな場 合之等小器管の構成 要

素 が変 化 してい ることは大 いに考 え られ る所であ り,

赤 芽球 以外の細胞 に於 てもこのよ うなこ とはあ り得 る

筈 であ る.一 般 に非常 に未 分化な幼弱 な細胞,例 えば

腫瘍細 胞の如 きは非常に よくmitochondriaが 染 ま

るよ うであ る.即 ち, Janus green Bはmitohon

driaを 特 異 的に染め るが,そ の全て を染め るもので

はない とい う事 を示す ものであ る。

結 語

1. 著 者 は沃化水銀 カ リウム とオス ミウム酸 との混

合液 を用いて超生染 した細胞 の中の超 生染顆粒 を細胞

の微 細構造 を破壊す るこ とな く固定 し,之 を電子顕 微

鏡下 に観察 す ることに成功 した.

2. この 方法 を用いて骨髄 細胞 のJanus green B

超 生 染 像を電子 顕微鏡下 に観察 し,一 方又 オスミウム

酸 によ るJanus green Bの 酸 化現 象を利 用 して光

学顕 微鏡的 に超 生染 細胞 を観察 し,之 等両者の観察結

果 か らJanusg reen Bが 特 異 的にmitochondria

を 染 め る事:を明 らか にしLazarow and Cooperstein

の 説 を否 定 した.

3. Janus green Bはmitochondriaを 特異的

に染め るが有核細胞の他のorganellaeを 染 め るこ

とはない.併 し全てのmitochondriaは 之によ つて

染め出され るとは限らずJanus green Bに 染 ま ら

ないmitochondriaも 存在する.

4. 網 赤 血 球 はmitochondriaを 持 つが 之 は

Janus green Bで 染まらず,こ の場合小胞体が染色

され る.こ のような現象は著者の観察した他の骨髄の

有核細胞では認められない.

5. Janus green Bに よるmitochondriaの 染

色は酸化現象によるものでなく,恐 らくmitochon

driaの 特異的な1ipidに 対する親和性を有す るため

と考えられ,不 染性mitochondria及 び網赤血球に

於ける小胞体の染色は之等細胞小器管の構成々分の変

化することに起因す るものであると思われ る.

本論文の要旨は第67回 岡山医学会総会,第21回 日本

血液学会総会,第1回 アヂア血液学会総会並びに第47

回 日本病理学会総会に於て発表した.

擱筆す るに臨み,終 始御懇篤なる御指導並びに御校

閲を賜わ りたる恩師妹尾教授に深甚の謝意 を表 し ま

す.併 せて不断の御教示を忝 うせし本病理学教室小田

助教授並びに教室員各位に深謝し,又 御厚意あふれる

御援助を戴いた本学電子顕微鏡室深田,林 両技師に感

謝の意を呈します.
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第1編 附 図 説 明

写 真1:骨 髄 細胞 を染 色しないで沃 化水銀カ リウム液 と2%オ ス ミウム酸液の等量混合液で固定(方 法は本文参

照)し た好 中球.細 胞質は よく保存 され てい る事が解 る.

写 真2: Janus green Bで 染 色し同上 の固定液で超生染色 素 を 固 定 し た 好 中 球. mitochondria(M)は

electron densの 厚 い壁 を持 つたho1e又 はring或 はmassと し て現 われ る.好 中顆粒及 び小胞

体(Er)と は 明 らか に区別 でき る.

写 真3: Janus green Bで 染 色 され てい るmitochondriaを 強拡 大す ると,そ の内部構造は殆 んど 破壊 され

るが,一 部は尚判 つ きりと二重膜及びcristaeを 認 め ることが だき る(矢 印)。

写 真4:赤 芽 球 のmitochondriaはJanus green Bで 染 まつていない.

写 真5: Janus green Bで 染 色 した網赤血球.凝 集 した小胞体がcristaeの 破壊 したmitochondria(恐 ら

く色素液 によ る破壊)の 周囲に認め られ る.
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Electronmicroscopic Studies on Supravitally-Stained Granules

Part 1. A New Method of Fixation for Dyes of Supravitally

Stained for Electronmicroscope and Observation of

the Janus Green B Granules by this Methods.

Takashi NAKAMOTO

Department of Pathology Okayama University Medical School

(Director: Prof. Satimaru Seno)

The auther successfully fixed stained granules of the supravitally stained bone marrow 
cells by the use of mercuric potassium iodide solution for quantative determination of NH3. 
Insoluble complex of the dye can be produced by the reaction between dimethylamino rdaicals 
of the dye and mercuric potassium iodide. The fine structure of the protoplasma can be 
retained by using mercuric potassium iodide solution added an equal volume of 2% osmic acid 
solution (pH 7.4) for the fixation.

Electronmicroscopic observation on the bone marrow cells stained supravitally with Janus 

green B and fixed by the solution just mentioned revealed that Janus green B granules appear 
as electron dense mass or rings having thick walls and it has been proved these granules are 
nothing but the mitochondria themselves, from the morphologic pictures of those less electron 
dense granules. The electron density of the granules should be given by mercury. As the 
reaction of the dye with mercuric potassium iodide should occur in both colored and non-colored 
leuco-Janus green as well, because the reaction has no relation with reduction or oxidation of 
the dye, then, the results, show that Janus green B stains mitochondria selectively, but on other 
elements of cytoplasma. Osmic acid is proven to have an ability to oxidize the leuco-Janus 

green B to a colored one in vitro, and the light microscopic observations of the cells treated 
with the fixatives just mentioned showed only the green mitochondria without any coloration 
of other cytoplasmic area. This again shows the Janus green enters into mitochondrira sele
ctively.

These observations refute the theory propored by Lazarow and Cooperstein in which they 
claim that the Janus green entors into the cytoplasma diffusely, but mitochondria only can be 
recognized as the stained granules by the oxydation of Janus green B. But, there are some 
of mitochondria remain without staining. Any other cytoplasmic elements are not stained 
by Janus green B as far as the cells the auther observed.

As an exceptional case, in reticulocyte, Janus green stains endoplasmic reticulum but not 
the mitochondria, giving the picture of Substantia Granulo-Fiamentosa (SGF), themselves. 
This may mean the changes in chemical components of the organellae in reticulocytes as 
they are differentiated to synthesize haemoglobin.



超生体染色顆粒の電子顕微鏡的研究　 763

第1編

1

2



764　 中 本 孝

3

4 5


