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緒 言

1877年 Ehrlichによって 命名された Metac-

hromasia反応は,今 日, 酸性多糖類, 核酸等

の証明の方法として広 く組織化学に利用されて

おり,此等に関する研究は数多 くみられる｡然

し乍 ら,Metachromasiaの本態は可成 り複雑で

あって,用いられる色素の種類によって得 られ

る成績の意味が異ることもあり,又同一色素溶

液であっても,その濃度,温度,或は色素の純

皮,又は染色手技の如何によって,その成績に

可成 りの差が認められることは周知の事実であ

る｡

Metachromasia反応を示す色素には,Kelly

(1956)1&)の報告によれば,thiazine-,oXazine-,

azine一 色素等の約55種類の塩基性色素があり,

又酸性色素,或はその他の染料の中にも本反応

を示すもののあることが知 られている｡ (Kelly

1956,19581b),Diezel19582)).然 し従来,meta-

chromsiaの 研 究 は主として toluidineblue,

azurA 等の thiazine色素を用いて行われて来

たために thiazine色素による metachromasia

の本態,及び組織化学的利用に関する検討は比

較的に詳細に行われたにもかかわらず,その他

の色素の示す反応の機構に関しては末だ詳らか

でない｡又今迄の報告によっても,thiazine色

素による metachromasiaの本態が他の 色素の

示す異染性の本態と必ずしも常に同一であると

は云い難いのである｡

Cyanine色素は感光色素としての特殊な機能

を持つ色素であり,本邦に於ける此分野の研究

は著 しく進められており,現在千数百種類の色

素が合成され,多方面に利用されている｡

彰

此色素の組織学的な利用は1935年に波多野,

高松3)が 1,1ノーdiethy1-2,2′-carboxyisocyaninejo-

didを用いた IlluminoトR染色法を創案 し,組

織又は血液の染色性に優れていることを認め,

且本色素が単染色であっても一見 Giemsa染色

法の如き多染性と変色性を示すことを報 告 し

た｡又,1959年 Schiebler,Schiessler4)はN,N′

-Diaethy1-6-6′-dichlorpseudoisocyanin-chlorid

を用いた metachromasia染色法によって 酸化

膜組織の Insulinの証 明 を 行いこの 反 応 が

toluidineblueや methyleneblue等の他の色

素では得 られず, pseudoisocyanine に依って

のみ反応を示すことを報告 している｡ 従 って

cyanine色素による metachromasia 反応の組

織化学的利用は多 くの優れた利点を有するもの

と考えられる｡著者はこの観点から,入手 し得

た100種余の cyanine 色素について metachr0 -

masia呈色性を組織切片並に試験管内実験によ

って検討 したO

実態材料及び方法

ィ.使用した色素は表Ⅰに示す如く, monomet･

hine2種類,trimethine22種類,pentametbine

lO種類,trinucleous41種類,styry122種類,hemi-

cyanine15種類,計112種類であった｡

この中36種類はこの研究のために日本感光色素研究

所より提供を受けたものである｡色素の分類は日本感

光色素研究所に於ける感光色素合成一覧表(1959)SIの

分類に従い,色素番号は一覧表に収録されているもの

についてはNK番号を用いたが,該当しないものは虹波

番号6)を用いた｡此等の色素の水に可溶性のものは潜

水で,組織染色には0.005%～0.01%に,試験管内実験

には0.0005%～0.005%に稀釈し,水に不溶性の色素
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表 Ⅰ 実験に使用した Cyanine色素
(数字は色素番号を示し,大文字は虹波番号,その他は NK番号である)

chinoline thiazol pyridineIoxazollselenazol
monomethine H 64 1 62 1 1 t i ll2例

pentamethine
193,195,210
1164,1195
1232

trinucleous

4,9,10,30,31,16,46,49
98,153,157,222,223,225
3,34,36,37,38,39,4 4,51
52,68,77,85,88,95,97
100,101,102,117,118,119
120

2,664
48

hemicyanine
497,499,1449
10,111,126,129,163
186.191 千三日 F llli?.28

例 数 Ii 69例 i 25例 r 8例 I 2例 l 3例 i 5例 日112例

は少量のethanol,methanol,或はpropyleneglycol

に溶解し,潜水で同様に稀釈して用いた｡

口.染色試験には酸性多糖類を多量に含有Lmta-

chromasia反応を示すことが知られている人の気管

枝軟骨及び気管枝腺組織,人の贋帯のFormalin固定

Paraffine包埋切片を用いた｡

ハ.試験管内実験には稀釈色素溶液の各々に,最も

著明な metachromasia反応の特性を有することが

知られている chondroitinesulfateの0.001%溶液

を数滴滴下して色調の変化を対照と比色し,同時に一

部のものについて Beckmann分光光度計による吸光

測定を行い,色素濃度の変動による吸光の変化及 び

chondroitinesulfate添加による変化を観察した｡

実 験 結 果

A･組織染色試験における反応陽性例

(i)monomethinegroupは2例共反応は陰

性であった｡ (表 Ⅲ)

(ii)trimethinegroup.･hetero環にthiazol

を持つ 4色素のうち NK77及び NK1071に反

応を認めた｡NK77は最も著明であって,気管

枝軟骨基質,粘液腺,贋帯問質が 黄燈 色 に 染

り,固有の色調の帯紫紅色に染る他の組織と明

確に織別 し得る｡

Chinoline核を有するものの中 NK3,NK537,

NK14,NK251に反応を認めた｡NK537の溶液

は僅に褐色を帯びた青紫色であるが,光線の照

射によって極めて短時間に褐色 し,染色標本の

色調も同様に禎色するが,metachromasiaを呈

した軟骨基質は赤紫,赤緑,黄橿色に変化し比

較的遅 く迄色調が残る｡ NK14,NK251 も比較

的光線の影響を受け易 く,数時間乃至数十時間

で槌色 した｡ NK3は Illuminol-R であり, そ

の ethanol溶液は pH5.6であったが, 軟骨基

質,頗帯間質は濃い紺色に染 り,赤血球は緑,

細胞核は青色,その他は一般に赤紫色に極めて

鮮明に染色された｡然 しこの溶液を pH3に言滑

整 して染色 した場合には metachromasia の色

調は赤味紫となり他は一般に薄い青色に染色さ

れた｡

左右の hetero環に夫々 thiazolと Chinoline

との異 った核を持つ NK140と NK321 は共に

著明な反応を示 した｡色素溶液の色調はいづれ
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表 Ⅲ 異 染 色 性 陽 性 例
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mOnO-
methine

実 験 例 数 1 2例

trimethine 1peniae'thin｡1tit｡1e｡usら styryl 1hecmyli-nine
22例 L IO例 t 41例 1 22例 1 15例

陽 性 例 数 1 0 9例 15例 t 6例

i色素の固有の色調と全く異った色調を示したものを≠,多少共元の溶液の色調を帯びるが明

らかな色の変化を認めたものを+,色調の変化は明らかであるが,contrastの明確でないも
の又は光線による槌色が著明であったものを±とした｡

ii例数を除く数字はすべて色素番号を示し,大文字は虹波番号他は NK番号である｡

もコバル ト青であり,metachromasiaの色調は

共に赤紫色であった｡

(iii)pentarrLethinegroup:benzoselenazol

を持つ NK1235及び thiazolを持つ NK193が

著明な反応を示 した｡ 即ち NK1235の 溶液の

色調は紫を帯びた青色,NK193は コバル ト青

色であるが共に赤色の metacbromasiaを呈 し

た｡NK210は光線による褐色が著明であった｡

(iv)trinucleousgroup:NK2,即ち紫光 と

して知 られる色素であるが,青紫色から赤色-

の著明な metachromasiaを示 した｡ 虹波48,

虹波98,NK192,NKIOはいづれも光線 による

槌色が著 しい｡

(Ⅴ)styrylgroup:著明な反応を呈 した も

のはなかった｡

(vi)hemicyaninegTOup:NK498 が 青紫

色から燈色に反応を示 し,又 NK499は赤紫色

から樺色に反応を示 した｡又 NK497,NK1448

は共に濃い赤紫色であるが,軟骨基質は NK497

は赤色,NK1448は濃紺に染着 し特に NK1448

は軟骨の matrixに濃染した｡

B.試験管内実験に於ける反応陽性例
第 2図下欄に示す如 く,組織反応で陽性のも

のは概ね陽性であったが,その程度には可成差

がある｡ 即ち trimethineでは,NK77は組織

に於けると同様樟色に著明な色調の 変 化 を 示

し, 此と類似の 化学構造を持つ NK1071は組

織には反応が認められなかったが,試験管内実

験では住に黄色を帯びた桃色に反応を示 した｡

又 NK77の chondroitinesulfate添加(以下

コ添加と略記する)による変色は 60oC以上に

加温すると溶液の本来の色調に復 し,又冷却す

ることによって metachromasiaが再現 した｡

NK3のコ添加による metachromasiaの色調

は組織標本に於けると同様紺色に示された｡

Pentamethinegroupでは NK193が 最 も著

明な反応を示 したが, この場合の metachrom-

asiaの赤い色調は加温によっても変化しない｡

然 し此溶液の一滴を渡紙上に滴下 して吸着させ

ると溶液の固有の色調である青色が現われた｡

又 NK1235の metachromasiaの赤い色調は加

温によっても変化せず,且波紋に吸着させた場

合にも可成の赤味を帯 び た 紫 色 に染 っ た｡

styrylgroupでは組織に反応を示すものはなか

ったが試験管内実験では NK232,NK375に僅

に反応を認めた｡hemicyaninegroupでは NK

497が組織では濃紫赤色から赤色に反応を示す

が,試験管内では精々青色が強 く示される程度
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で明らかな反応は認められなかった｡

C.分光光度計による所見
(i)NE77と NEIO71の反応の比較

両者共 thiazol核を有する trimethine.であ
って,夫々の色調は共に帯紫紅色であるが,コ

添･加による metachromasia及び組織染色に於

ける反応の強さに著 しい差が認められた｡

この 関係を Beckmann分光光電比色計 を用

京大結研紀要 第12巻 第 1号

いて夫々の透過度を測定 し比較した結果,図 Ⅰ,

Ⅲの如 く,濃度の変動による変化は少いが,コ

添加によって吸収極大は両者共略々同様に約40

mp短波長側に移動した｡ 然 しこの場合,NK

77の 530mp附近の吸収極大はコ添加によって

極めて小さくなるのに比して,NK1071ではな

おこの範囲に相当の吸収を示 していることが認

められた｡

500 600

図 1 NK77溶 液 の 透 過 率 曲 線

500 600

図 2 NK1071溶 液 の 透 過 率 曲 線

700mJJ
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(ii)NE3のコ添加による透過率曲線の変化

前述の如 く,NK3の溶液の色調は薄い溶液 で

は青色であるが濃度を増すと青紫色になり,又

metachromasiaの色調は恰も逆の反応を思わせ

る紺色に示された｡然 し図Ⅲのように,吸光測

定の結果では濃度を上昇させると β 吸収帯が

著明となり,コ添加によって短波長域に新 しい

吸収帯が認められた｡然し青の余色を示す 580

100
港
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-590m〝 の波長の光の吸収も可成り強く認 め

られる｡

(iii)虹波77のコ添加による吸収曲線の変化

虹波77.の溶液の色調は spectmm greenであ

って,コ添加による変色は殆んど認められない

が,この場合にも図Ⅳに示す如く,吸収極大は

短波長側に約 20m〝 の変位を示した｡

500 600

図 3 NK3溶 液 の 透 過 率 曲 線

700m/A

380400 500 600 700

図 4 虹 波 77溶 液 の 透 過 率 曲 線
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考 接

1.metachromasiaを示 した Cyanine 色

素の化学構造上の特徴について

今 日迄の metachromasiaの研究に よっても

metachromasiaを示す色素とそうでないものと

の化学構造上の差は明確でない｡

第Ⅲ表は組織染色及試験管内に於いて多少共

反応を示 した cyanin色素の化学構造を group

別に表示 したものである｡一般に色素の色調は

A.trimethine

京大結研紀要 第12巻 第1号

色素分子の発色団の共役二重結合の数,その基

の分極率及び助色団の作用に関係するとされて

いる｡cyanine色素では, hetero環の Nから

N迄の連鎖炭素数の多いもの程吸収極大は長波

長側に移 り, 又炭素数の同 じものでは hetero

環が chinolineであるものが最も深色を示す｡

例えば trimethineでは chinocyanine が殆ん

ど青色であり thiocyanineが紅色 で あ る が,

pentamethineでは thiocyanineが青色である0

表 Ⅲ 反 応 陽 性 例 の 化 学 構 造

賢一cHやCH=CH-CH
R〈X Y 点′

A SCH3
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B.Pentamethine
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Ⅹ L y

1235 : 0:sNe)
; (cH3)2

82 ! 0::)
83 i o'EcN";2

A

C.trinucleous RX
･b

CH=CH-C=CH-CH

NO3
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D.Styryl
CH=CH一¢

京大結研紀要 第12巻 第 1号

E●hemicyanine 貧ACH-Nく>N(CH3)2RX
A I R

(NK77と NK193を比較すれば明 らか で あ

る｡)Kellyl)は metachromasia反 応 を示 す

色素には青の色調のものが多いことに疑問を持

って,数種の色素について検討した結果,tolu-

idineblueの metachromasia性吸収極大の 移

動が色彩感覚の最大視感度のある 555mJJの波

長域を跨っているために著明な反応を認め得る

のであろうと述べている｡然し著者 の実 験 で

は,図 Ⅰ,Ⅲに示したように NK77では 吸収

極大の移動は 510mp から470mpに,NK107/

では 530mp から 490mJLの範囲で行われてお

り,NK77の明らかな反応を最大視感度の関係

によっては説明され得ない｡ところが我々の眼

で色をみわける能力 (色彩弁別域)は波長によ

って異っていて,二色を識別し得る最少の弁別

域は図V7)に示すように,490mp (青 緑) と

590mp (檀)附近に最も鋭敏なところがあり,

530mFL(黄緑)に栴々鈍い所がある｡即ち NK

77では最も鋭敏な所に,NK1071では栴々鈍

い所,紅波77では最も鈍感なところに吸収極大

の移動があると云える｡ trinucleousgroupの

特に chinocyanineには,虹波77のように可視

部の長波長側に吸収極大があって緑の色調を示

すものが多く,コ添加によって吸収極大が多少

移動しても,弁別域の極めて鈍いために変化し

た色を識別し得ない場合がある｡従って化学構

造上,その色素の固有の吸収極大が色相弁別域

の鋭敏な範囲にあるような構造を持つことも重
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500 550 600

図 5 波 長 別 色 相 弁 別 域

要であろうと考える｡

又反応を示した色素では, Alkyl基は Cの

n数が小さいものが多 く,又酸根では沃度を持

つものが多い｡此等は色素分子の溶液中に於け

る解離に関係して metachromasia反応 に重要

な影響を持つものと考える｡

2.cyanine色素によるmetachromasiaの

機構について

Thiazine色素の metachromasiaの本態につ

いては,Michaelis(1910)によって 唱えられた

色素分子の di-,polymerisation の 仮 説 は,

H.L.Booij(1949)8)によって colloid 化 学 的

な観点から Associationhypothesisと して 進

められたが,Sheibeと Zanker(1958)9)の行っ

た物理化学的な検討に よって Association と

Polymerisationが相互に関連することが証明さ

れている｡

著者は cyaninemetachromasiaが この 様 な

thiazine色素による反応と同一の機構によって

示されるかどうかを検討するために,二,三の

試験管内実験を行った｡この結果,NK77の反

応は加温に依って可逆的な抑制を受け,NK193

の反応は加温では非可逆的な反応を示したが著

者の考案した波紋に反応液を吸着せ しめるtest

では NK193の固有の色調に戻った｡更に NK

1235では そのいづれにも可逆性は 認められな

650 700mJJ

かった｡metachromasiaの色調が加温によって

消失し,冷却によって 再び現 わ れ る こ と は

thiazine色素による反応に於いてよく知 られる

現象である｡これは chromotropの表面に mi-

celleを形成した色素 cationが,温度の上昇に

よって溶液中の分子の運動が激 しくな る た め

に,Chromotropから離れて単一の色素分子と

なるためであると考えられる｡従ってこの様な

結合は可成り弱い結合であると云い得る｡又建

艦による試験では,渡紙が水に濡れるとその表

面が負に帯電することが知 られている｡従って

色素 cationが 渡紙の索引力によって chromo-

tropから引き離されることが考えられる｡この

事は紙の上に拡がる色素が,水の拡りより進に

少 く且遅いことからも推測される｡従って NK

193の場合は分子運動が活磯になるだけではそ

の Chromotropとの結合は妨げられないが,演

紙の静電気的な力によっては離されて了うので

あり,又NK1235の場合には,そのいづれの場

合にも妨得されない変化が,chro,motrop と色

素との間に行われたことが推測される｡

総 括

112種類の cyanine色素について,その異染

性を検討した結果,軟骨基質,勝帯問質等に異

染性を示すものが多数あることを認め,その中
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で も NK77,NK1235,NK2,NK498,NK193の

色素が最も著明な反応を示すことを報告 した｡

又試験管内で metachromasia反応を起させ

て実験を行い,反応陽性例の化学構造上の特徴

について検討し,更に cyaninemetachromasia

反応の機構について検討を加えた｡

(終に臨み,終始御指導頂いた高松教授,御

一援助頂いた教室員の諸氏に感謝すると共に,色

素 を合成,提供 して頂いた日本感光色素研究所

の小合博士並びに伴野博士に深甚の謝意を捧げ

ます｡)
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