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        緒   言

 Unna－Pappenheimのメチルグリンeピロニン

染色は，Brachetがリボヌクレアーゼによるリボ

核酸の除去法を併用することを堤1馴するにおよん

で今日好んで組織化学的核酸検出のために用いら

れるようになった。しかしこの染色法の最大の欠

点は，染色成績がしばしば不定となることであ

る。この欠点を除くために純度の高い試薬を用い

ることはもちろん必要であるが，柴谷6）は両色素

の適当な混合比が重要な条件であることを報告し

た。また染色のおこなわれる条件が，細胞構成要

素に対する両色素の選択的染色性にいかに影饗す

るものであるかについて，Lison DはGerola et

V翫nn沁iによる次の実験を示した。すなわち，

Unnaの古い処方の代りに色素をこれと同じ濃度

（Methylgreen⑪．15％。Pyronin O．25％）にし

て色素溶液のpH：を低い値pl｛ 1．5から高い値pH

11．5までいろいろに変えてみると，すべての細胞

構成要素は，ピQニンのみに親和性を有する下冷

から，メチルグリンに対する親和性が次第に増加

し，どんな固定液で組織を固定してもpHをいろ

いろ変えればリボ核酸はよく染色されるという。

染色をおこなうにあたって組織の種類と，使用し

た固定液とにより染色性は多少変化するものであ

り，この点を考慮せねばならないことはもちろん

であるが，同時に使用する色素の純度とさらに両

色素の混合比を常に一定となるよう心がける必要

がある。この染色法のより：璽要な問題は染色後の

分別脱水操作にある。指定された処方通りの色素

液を用いても，必ずしも染色成績が常に同一であ

るとは断言できない。従来のアルコールによる脱

水法を安易に使用することはこの染色法の場合適

当と思えない。染色成績を不定とする要素の大部

分が分別脱水にあり，この欠点を除くために多く

の研究者2）5）9）／0）がそオしそれ独自の脱水法を提案

している。実際にあたっていずれの方法を用うべ

きか大いに困惑するところである。そこで筆者ら

は，多くの分別脱水法について得た所見を比較検

討すると共に，用いられた各試薬および新たに入

手した2，3の試薬に対するメチルグリンおよび

ピpニン両色素の溶野馳について検索し，容易に

一定の染色効果をあげろことのできる方法を見鍛

したので報告する。なお使用した固定液によって

生ずる染色の笹萱についても考察した。

       職料および方法

 マウスの諸臓器を用い，固定液としては，純アルコ

ーフレ，1⑪％ホフレマリン，およびツェンケノレホフレマリン

液を使用した。パラフィン包埋の組織は5μの切片と

し，上記の3種の固定法をおこなった同一一一・fR織の切片

は同一のスライドにそれぞれを貼付し，染色，分別脱

水，およびそのたの条件ができるだけ同一になるよう

企てた。混舎色素液の調製は，柴谷7）の提案する精製

試薬を用い，常に新調したものを実験の用に供した。

染色条件は液温160C，染色時間10～40分とし，分

別脱水完了後はいずれの場合も｝ルオっレにて透明に

し，ダマーフレ樹脂で封入し検鏡した。染色後は（6）の方

法を除き，直ちに溜水で迅速に水洗し，附着する水分

を濾紙でできるだけ除去し，下記のそれぞれの脱水法

をおこなった。

1）低濃度より無水に至る，エチルアルコールを通す

一般的な分別脱水法。この際はできるだけ手早く操作
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する、，、

2）水洗後直ちに無水エチルア7レコー7レ中に投入し，

 5秒づっ2回無水アルコールを通す間に脱水させる方

法。

3） Taft，エ。）， による第3級ブチルアルコール3容と

無水エチフレァルコー・．7レ1容との混合液中に2分間浸漬

する方法。

4）Stein et Gerarde 9），の提案する第3級ブチルア

 フレコっレ中で長時間（1～24時間）脱水させる方法。

5）Rosa，7J），の｝リエチル燐．酸とDレオールの等分

混液中で5分間分別脱水をおこなう方法。

6）染色後の水洗をはぶき，染色液を軽く濾紙で除

 き，偽二ち1（ 7rソプPtピフレアルコール，または／ソブチ

ルアルコール中に投入し，数秒乃至10秒闇で切片およ

びスライドガラスに附着する余分の色素液を洗い落

 し，次いで，Rosaの混合掌中に5分間以ヒ浸漬し，

充分に脱水を完了させる。

 以ヒの諸法による分別脱水を試みたものについて，

染色効果を比較した。またメチ7レグijンおよびピmニ

 ソ両色素の，水，sチフレ，ノフレマルプnピ2レ，イソプ

 uピフレ，ノルマフレブチル，イソブチル，第2緻および

第3級ブチルの各アルコール，チクmヘキサノール，

 メチルチクロヘキサノールおよび1・リエチル燐酸など

に対する溶解度を比較し，分別脱水中に両色素が組織

外に溶出する程度を知るための参考とした。

      自家所見および考察

 組織化学では，切片上にあらわれる染色性の差、

異を見出すことが重要である。分別脱水に使用さ

れる溶液は組織上に非特異的に附着する色素のみ

を洗い落すものでなければならない。弱い化学的

結合をおこなっている色素が切片から溶出されて

しまうならば，この方法による核酸の組織化学は

重大な誤りを提起することになる。しばしば認め

られる不定の染色成績の原因は，ここにある。分別

脱水に用いられる各種の溶媒に対する，メチルグ

リン，ピロニン両色素の溶解度を比較すると，前

者は溜水わよびエチルアルコールに対して著しく

よく溶ける，特に水に著しい。プmピルアルコーー

ルの各種にも溶解着色を示すが，水およびエチル

・アルコールよりは遙力＞1こ弱い。ブチルアルコール

の溶解着色はさらに弱く，チクロヘキサノPt一ル，

メチルチクロヘキサノール，およびトリエチル燐

酸には殆んど溶解しない。ピロニンもメチルグリ

ンと同様の順序で溶解性を減ずるが，メチルグリ

ンよりもやや溶解が大であり着色の度が強い。す

なわち，関4）のいうごとく，ピロニンはメチルグ

リンよりよく溶け，かつ両色素とも極性の強い溶

媒ほど溶解度が大であることを示している。以上

は色素そのものの溶解度であり，これが組織切片

上に染着した色素について同じ関係にあると速断

することはできないにしても，非特異的に着干し

た色素については上記の結果をあてはめても不都

合でないと考える。

 実際に染色後の水洗およびアルコール脱水の経

過中に多量の色素が組織切片上より脱出すること

をしばしば経：験する。すなわち，（1）の：方法による

分別脱水では，殆んどの核小体からピロニンは腿

期し，核形質に対するメチルグリンも僅かに痕跡

をとどめるにすぎない場合が多い。（2）の方法は同

じく，エチルアルコ一丁ルを用いたものであるが，

この程度の脱水時聞では充分｝こ脱水を完了させる

ことができない。しナニがつて直ちに検鏡の用に供

するだけの場合には用が足りるが，長い保存には

とうてい耐えられない、、〔3）の方法では，両色素と

も前当に比較して良好に保存され，肝細胞の赤染

された核小休はその辺縁を濃染。）メチルグリン色

素にとりまかれて，美しい染め分けが認められ

る。し・かし，（4）の場合ほどピロニン染色性はよく

ない、，（4）の第3級ブチルアルコーールは，250Cの

高い融点のため冬期の使用には不便であり，脱水

時空が長いことも欠点である。㈲の方法によれ

ば，染色標本の色素の着色三ケ月後においても変

らないし，染色効果も前記のいずれの場合におけ

るより良好である。この方法によれば，脱水中に

組織切片上より色素の溶出を殆んどみないの

で，染色直後の溜水洗源にのみ意を用いれば，充

分な結果が得られるものと老える。固定液による

染色性の差異としては，10％ホルマリン固定の場

合には，両色素ともに良好に着期し，均衡のとれ

た染め分けをみせ，組織の固定もすぐれている。メ

チルグリンの染色性は，アルコール固定の場合に

よく，ッェンケルホルマリン固定のものでは低下

する。ピロニンの染色性は，いずれの固定液によ

るも大差ない。染色時聞は各組織により異るが，

20分乃至25分が最もよい。上記の結果より，メ

チルグリン・ピロニン染色の際に使用する脱水剤

は，極性の強い液体の場合ほど組織に対する染色

性を弱め，脱水操作中に気色または不染という結

果をひきおこす危険がある。柴谷5）8）によれば，

ピロニンとリボ核酸との化学的結合は弱く，染色
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によって生じた次のような反応が逆行して組織切

片から色素が溶媒中にとけ出し，うしなわれてし

まうものであるという。

 色素・CI＋蛋白・核酸客色素・核酸十蛋白・CI

このことからも染色後における脱水には，溶解作

用の強大な脱水剤を用いることを避けなければな

らない。染色成績を不定にする原因と．して，試薬’

の純度および色素の混合比の問題をのぞけば，実

際に染色操作をおこなう場合に，もっとも注意す

べき事柄は染色後の水洗および分別脱水操作であ

る。染色直後の水洗については，いずれの方法に

おいても極めて短時間におこなうよう指示してあ

る。溜水は，両色素に対して著しい溶解作用を示

し，組織切片において弱い化学的結合をおこなっ

ている色素までも溶出せしめる最高の溶媒とみら

れるからである。筆者らは，色素の溶解試験およ

び実際の染色効果の比較にもとづいて，染色後の

水洗をおこなわず，直ちにイソプロピルアルコ・一一一

ル，またはブチルアルコールに投入し，その後に

トリエチル燐酸とトルオールの等分混合液中で脱

水を充分に完了させる（6）の方法により，溜水水洗

に意を用いなくとも簡単に一定の染色効果が得ら

れることを知った。この方法によれば染色結果の

すぐれることはもちろん，両色素の染色効果を長

く保存することができる。

 核酸の染め分けに常用するメチルグリン・ピロ

ニン染色は，リボヌクレアーゼによるリボ核酸

（RNA）の選択的除去法を併用して， RNAを決

定することに意義があり，デスオキシリボヌクレ

アーゼによるデスオキシリボ核酸（DNA）の決

定法は，Lison 1＞によるど，その作用が余りにも

複：雑で正確を期し得ないから，他の正確なFeul－

gen反応によるべきであるという。すなわち， D

NAを単独に検索する場合には，メチルグリン・

ピロニン染色は適当でない。しかし，RNAとD

NAを同一切片．ヒに同時に検出するためには最も

便利な方法である。

 色素の純度について柴谷7）は，低分子核酸染色

のためのピロニン精製法を考案し，これにより市

販のピロニンが核酸以外に細胞ぜんたいを一様に

赤く染めだす性質を除き，低分子核酸（主にRN

A）を選択的に染色することができると報告し

た。市販のメチルグリンには，必ずメチルバイオ

レットが混在するので，これはクロロホルムで精

製しなければならない。

        結   語

 Unna・Pappenheimメチルグリン。ピロニン

染色の欠点とされる，染色成績の不定は，精製し

・た色素とその混合比の問題を除けば，分別脱水に

多くの原因がある。これは筆者らの方法により充

分に避けることができる。しかもこの方法によれ

ば，同時に多数の切片を一定した染色結果に仕上

げることができる。まナこ標本は長期の保存に耐え

る。
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