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Triacid染色液中の色素複合体の特徴
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Characterization of the dye complexes in 
triacid staining solutions
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Abstract : Triacid staining solution (neutral mixture) contains dye complex. Here, we speculate on the structure 
and characteristics of the dye complex in various triacid staining solutions. It was inferred that the dye complexes 
in the Ehrlich (methyl green + 2 acid fuchsin, methyl green + 2 orange G, methyl green + acid fuchsin + orange G), 
Romanowsky (eosin + methylene blue), and Pappenheim (eosin + methylene azure) triacid stains behave as acidic 
dyes, and that the dye complexes do not dissociate against weakly acidophilic objects, resulting in staining with a 
complex color (purple). Therefore, it can be said that the objects to which the dye complexes bind without 
dissociation do not need to be basophilic. When the stained material is highly acidophilic or basic, the dye complex 
dissociates, and the acidophilic object is stained by the acidic dye and the basiophilic object by the basic dye. The 
dissociation of dye complexes depends on the degree of acidophilicity and basophilicity of the stained material, and 
the dissociation depends on the types of dye composing the dye complexes. The dye complex in a triacid stain can 
be defined as a purple acidic dye in which the bonds between the acidic and basic dyes in the complex can be 
broken, depending on the acidophilic and basophilic strength of the object.
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緒　　言

  著者らは前報1)において，脊椎動物の顆粒性白血球の一

種である好中球の好中性とはtriacid染色によって紫色を呈

することを意味することを指摘するとともに，酸性色素と

塩基性色素の混合によって生ずるtriacid染色液 (中性混合

液) のうち，Ehrlichが報告した染色液中の色素複合体の構

造と特徴について考察した。この色素複合体は，現在血液

染色に常用されているWright染色やGiemsa染色および

May-Grünwald・Giemsa染色では生じず，これらの染色に

よる紫色の色調は好中性を意味せず，その多くはアズール

色素による異調染色性を示すと推察した。

　Triacid染色とは，酸性色素の水溶液と塩基性色素の水

溶液を混合して作製し，沈殿が生じない状態の染色液であ

る。Triacid染色はEhrlichが考案したが，その染色原理に

ついて十分考察せず，“核成分のように塩基性色素に親和

性のある物質は，中性混合液では塩基性色素の色に染まり，

好酸性成分は2つの酸性染料のうちの一つの色で染まる。

一方，組織の構成上，酸性色素と塩基性色素に等しい親和

性を持つ部分は，中性化合物を引き寄せるので，混合した

色 に 染 ま る。” と 述 べ て い る だ け で あ る [Ehrlich & 

Lazarus (1898)2), p27; Ehrlich et al. (1909)3), p32]。

　魚類を含む各種生物の好中球様の細胞を，厳密な意味で

好中性の顆粒を有する白血球であるとするためには，現在

では廃れてしまったtriacid染色を実施しなくてはならない

が，その際に，triacid染色の特徴をあらかじめ理解してお

く必要がある。

　Triacid染 色 はEhrlich以 外 に，Romanowsky4)や

Pappenheim5)も報告しており，その処方はEhrlichとは異

なる。本稿では，各種triacid染色液中の色素複合体の構造
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や特徴について考察した。その結果，triacid染色では弱い

好酸性の被染色物に対しては，色素複合体が解離せずに結

合し，色素複合体そのものの色調 (紫色) を呈すること，

強い好酸性や強い好塩基性の被染色物に対しては色素複合

体が解離し，生じた酸性色素や塩基性色素によって被染色

物が染まること，解離条件は色素複合体の構成色素によっ

ても異なることが明らかになったのでここに報告する。

結果および考察

Ehrlichのtriacid染色液
　Ehrlichは5回処方を変えたtriacid染色を報告している1,2,6-9)。

最初の報告6)では酸性色素に酸性フクシンacid fuchsinを，

塩基性色素にメチレンブルー methylene blueを使用して

いる。このtriacid染色液中の色素複合体はおそらく酸性フ

クシン1分子とメチレンブルー1分子が結合した構造と考え

られている1)。Ehrlichはこのtriacid染色によってヒトでは，

“赤血球は赤色 (rot) に，白血球の大部分では顆粒が紫色 

(violett) を示す”と報告した1,6)。大部分の白血球とは好中

球であろう。この報告では好酸球や好塩基球の顆粒の色調

が述べられていない。

　 2回目以降の処方では酸性色素として酸性フクシンとオ

レンジG orange Gが使用されており2,7-9)，2，3および5回目

では塩基性色素としてメチルグリーンmethyl greenが
1,2,7,8)，4回目ではメチレングリーンmethylene greenが塩基

性色素に使用されている1,9)。これらの処方のいずれにおい

ても好中球顆粒は紫色 (violett) を呈するとされているが，

好酸球顆粒については2回目と3回目の処方では“深く濃い”

としか記されておらず1,7,8)，色に関する記述がない。しかし， 

4回目と5回目の処方では好酸球顆粒は銅色 (kupferfarben) 

とされている1,2,9)。一方，好塩基球顆粒に関する記載は5回

目にしかなく，そこでは“好塩基球顆粒は染まらない”と

されている1,2)。本研究では，好塩基球の染色性も記述され

ている5回目の処方を他の研究者のtriacid染色と比較した。

なお，5回目の処方は，広く一般に知られているEhrlichの

triacid染色であるので，今後，5回目の処方を単にEhrlich

のtriacid染色とする。

Romanowskyのtriacid染色液
　Romanowsky (1891)4)はエオジンeosinとメチレンブルー

からなるtriacid染色液を作製し，ヒトの血液塗抹標本を染

色することで，好中球顆粒は濃紫色 (dunkel-violet)，好塩

基球の細胞質 (顆粒を意味すると思われる) は濃青色 

(dunkleren Blau)，好酸球顆粒は強いピンク色 (intensiv 

rosa) に染まると述べている。Romanowskyのtriacid染色

液中の色素複合体は，2つの酸性基を有するエオジン1分子

に，塩基性基を1つ有するメチレンブルー1分子が結合した

構造と推察される (Fig. 1)。この複合体ではエオジンの酸

性基の1つが自由酸性基1)となることで総体としては酸性色

素であると考えられる。

Pappenheimのtriacid染色
　Pappenheim (1901)5) はエオジンとメチレンアズール

methylene azureからなるtriacid染色液を開発し，この染

色によって，ヒトの好中球顆粒は紫色 (violett)，好塩基球

顆粒は深い洋紅色 (gesättigt larminroth; 濃い紫味の赤色)，

好酸球顆粒は鮮やかな緋色 (leuchtend scharlachroth) に

染まると述べている。好塩基球顆粒の色調はメチレンアズー

ルが異調染色性を示したものと考えられる。Pappenheim

のtriacid染色液中の色素複合体は，Romanowsky のそれと

類似しており，Romanowsky におけるメチレンブルーが，

Fig. 1. Schematic illustration of the expected dye 
complex in Romanowsky’s4) and Pappenheim’s5) neutral 
mixture (triacid stain). Combination of dibasic acid dye 
(eosin) and monoacidic basic dye (methylen blue4) or 
methylen azure5)). ○＋ , acid group; ○－ , basic group. 
Astarisk indicates free group. 
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塩基性基を1つ有するメチレンアズールに代わっただけであ

り，総体としては酸性色素であると考えられる (Fig. 1)。

　Pappenheimのtriacid染色はRosin (1903, p1032; 1910, p315) 

に引用されているが10,11)，その記述は不正確である。Rosin

はPappenheimがEhrlichのtriacid染色液中のメチルグリー

ンを別のものに置き換えて改良した2つの方法を推奨して

いるとしている。すなわち，一つ目はメチルグリーンの代

わりにメチレンブルーが使用され，Grübler社から“panoptic 

triacid dry residue”の名で販売されている粉末染料とし，

二つ目はメチルグリーンの代わりにメチレンアズールが使

用 さ れ， 同 社 か ら 販 売 さ れ て い る“panoptic triacid 

solution”を記述している。また，後者の場合，濃厚なトル

イジンブルー水溶液で核をあらかじめ染色しておくと有利

なことがあるとしている (何に対して有利なのかは明記され

ていない)。しかしながら，これらのRosinによる記述は完

全な誤りである。Pappenheim (1901)5)はエオジンとメチレ

ンアズールからなるtriacid染色を開発したのであり，その

染色液と乾燥物がGrübler社から販売されている5)。

Ehrlichのエオジン・メチレンブルー混合液
　Ehrlich & Lazarus (1898)2)とEhrlich et al. (1909)3)にはエ

オジン水溶液とメチレンブルー水溶液の混合液にジメトキ

シメタンdimethoxymethane (Methylalと表記) を加えた染

色液が記されており，この染色液でヒトの好中球顆粒は混

色 (エオジンの色調とメチレンブルーの色調が混ざったこ

とを示す)，好酸球顆粒は赤色 (rot)，好塩基球顆粒は青色 

(blau) を示すとされている。エオジンの色調とメチレンブ

ルーの色調の混色とは紫色を指すと考えられるが，好中球

顆粒の色を紫色とせずに混色とした理由は不明である。ジ

メトキシメタンを加える理由は書かれていない。この染色

液はRosin10,11)に引用されており，そこではジメトキシメタ

ンを溶媒としている。この染色液をEhrlich & Lazarus 

(1898)2)とEhrlich et al. (1909)3)ではtriacid染色液とはしてい

ないが，おそらくRomanowskyのtriacid染色液と同様の色

素複合体が形成されていたと推察される。前報1)において

Ehrlichがエオジンを使用した中性混合液 (triacid染色液) 

を報告しているとしたが (p90)，それはここのエオジン・

メチレンブルー混合液を指す。

　Ehrlich et al. (1909)3) にはPappenheim (1901)5)のtriacid

染色に関する記述はない。また，Ehrlich et al. (1909)3) に

はRomanowskyのtriacid染色を想起させる記述があるが 

(p32)，Romanowskyの染色液をtriacid染色液であるとは述

べておらず，単に“エオジンとメチレンブルーを一定の比

率で混合すると新しい化学物質が形成される”としか記し

ていない。Ehrlichはエオジンとメチレンブルーからなる

中性混合液はtriacid染色液とは異なると考えていたと思わ

れるが，その理由については不明である。

ヒトの好塩基球顆粒に対する染色性の違い
　前報1)において，Ehrlichのtriacid染色液の色素複合体が

紫色であるのに，なぜ好酸球顆粒が酸性色素に，核が塩基

性色素に染色されるのかを考察した。各種triacid染色にお

ける好塩基球顆粒の染色性の違いを前報と同様に色素複合

体の解離の有無で説明する。

　Romanowskyのtriacid染色やPappenheimのtriacid染色

ではヒトの好塩基球の顆粒が塩基性色素で染色される。一

方，Ehrlichのtriacid染色では好塩基球顆粒は染まらない。

この違いは色素複合体が解離する条件が異なることを示し

ている。すなわち，RomanowskyやPappenheimのtriacid

染色では好塩基球顆粒の好塩基性の程度 (強さ) によって，

色素複合体を構成する酸性色素と塩基性色素に解離し，塩

基性色素が好塩基球顆粒に結合すると考えられる。しかし，

Ehrlichのtriacid染色では，色素複合体が解離せず，構成

成分の塩基性色素であるメチルグリーンが遊離しないので

好塩基球顆粒に結合できないと推察される。我々は前報1)

でEhrlichのtriacid染色で好塩基球顆粒が染色されない理

由について，顆粒が水溶性であることを考察したが (p94)，

それは誤りであり，前述の理由が正しいと思われる。

コイの好中球顆粒に対する染色性の違い
　Pappenheim (1909a)12) は複数種の両生類，ハ虫類および

魚類の血液を調べるとともに，他の研究者の報告を引用し

て，哺乳類を含む脊椎動物の比較血液学的論文を発表して

いる。この総説的な論文には材料と方法の項目が無い。そ

のため，実験生物種は本文中から読み取らなくてはならな

い。また，染色方法も本文の内容から推察する必要がある。

さらに，Pappenheim自身の観察結果は本文中に散在して

いるが，各項目において全ての実験生物の結果を明記して

いない。

　Pappenheim (1909a)12) は自身が用いた魚類のうち*1，コイ

Cyprinus carpioでは好中球に相当する細胞の顆粒は好酸性

だが，CarassiusとCobitisおよびPetromyzon planeriとその幼

生ならびにMyxineには好中性顆粒が存在すると報告した*2。

　Pappenheimにとって，好中性顆粒とは、酸性色素や塩
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基性色素では染まらず，triacid染色のみに染まり紫色を呈

する顆粒を指す12,13)。したがって，triacid染色で紫色を呈

する顆粒であっても，酸性色素や塩基性色素でも染まる場

合，その顆粒は好中性顆粒ではない。この定義はEhrlich 

(1880)6) の簡単な記述に基づくが (p557)，好中性顆粒を

Pappenheimの様に厳密に定義する場合と，単にtriacid染

色で紫色示せば，その顆粒が酸性色素や塩基性色素に染

まっても好中性顆粒と呼ぶ場合がある。前者としては

Hirschfeld (1897)14), Pappenheim (1909a, 1909b) 12,13)，

Furno (1911)15)が，後者としてはvon Niegolewski (1894)16), 

Ilberg (1895)17), Tamassia (1895)18), Mezincescu (1902)19)が

挙げられる。von Niegolewski (1894)16) はEhrlichのtriacid

染色やその改変法を使用し，マウス，モルモット，ウサギ，

イヌ，ネコといった哺乳類に好中性顆粒を観察した [Furno 

(1911)15)から引用; p33]。また，両生類，ハ虫類および魚類

においても好中性顆粒を観察している [Werzberg (1911)20)

より引用: p42, p55, p69, p90, p133, p153]*3。Ilberg (1895)17)

はEhrlichのtriacid染色によって子ウシ，ウシ，イヌ，ヒ

ツジ，ウサギで好中性顆粒を確認した (Hirschfeld (1897)14), 

p25より引用)。Tamassia (1895)18)はEhrlichが発表した2種

類のtriacid染色液 (メチレンブルーと酸性フクシンからな

るtriacid染色液と6)，メチルグリーン，酸性フクシンおよ

びオレンジGからなるtriacid染色液2)) でウシ，ブタ，ヒツ

ジ，ノウサギ，ネコ，サルに好中性顆粒を確認した。

Mezincescu (1902)19)は Romanowskyのtriacid染色によっ

てモルモット，ウサギ，イヌ，マウスに好中性顆粒を観察

した。

  Pappenheim (1909a)12) がいかなる染色法を使用して好中

性を判断したのかは不明であるが，p541 L16における両性

類に関する自身の観察結果の項で，May-Giemsa染色，

triacid染色，メチルグリーン-ピロニン染色を行ったこと

が記述されている。メチルグリーン-ピロニン染色は2種類

の塩基性色素の混合液であるので，好塩基性の判定に使用

したと考えられる。May-Giemsa染色はPappenheim自身

が考案したMay-Grünwald染色とGiemsa染色からなる二重

染色であるが21-23)，好中性の判定には関係ない。事実，ヒ

トの好中球の好中性顆粒は，May-Giemsa染色で赤色を示

すが21-23)，その色調はPappenheimにとっては好中性を否定

するものではない*4。Pappenheim (1901)5)は自身のtriacid

染色は，Ehrlichのtriacid染色よりも有効であると報告し

ていることから，Pappenheim (1909a)12)で使用したtriacid

染色はエオジンとメチレンアズールからなるtriacid染色と

推察した。顆粒の好酸性の判定には，単独の酸性色素を使

用する場合と，複数種の酸性色素の混合液を使用する場合

がある。後者の代表としてEhrlichのトリグリセリン混合

物が挙げられる2,3,24)。トリグリセリン混合物はアウランシ

アaurantia，エオジンおよびインズリンindulin (またはニ

グロシンnigrosin) それぞれのグリセリン溶液を混合した

ものであり，本混合液で染色されれば色調を問わず好酸性

と判断される*5。Pappenheim (1909a)12)が単独の酸性色素

による染色を行ったのか，トリグリセリン混合物を使用し

たのかは不明であるが，Furno (1911)15)の記述内容から

Pappenheim (1909a)12)はトリグリセリン混合物による染色

から好酸性か否かを判断したと推察される。Furno (1911)15)

は好酸性をトリグリセリン混合物による染色のみで判断し

ている。また，p251において，Pappenheimから論文執筆

に関する様々な助言を受けたことを記している。このこと

から，Pappenheimは好酸性の判定にはトリグリセリン混

合物による染色で十分であると判断したと思われる。以上

の考察から，Pappenheimは顆粒の好中性を判断するため

に，triacid染色として，自身が開発したtriacid染色を，酸

性色素染色としてトリグリセリン混合物を，塩基性色素染

色としてメチルグリーン-ピロニン染色を採用したと考え

られる。

　コイの好中球に相当する細胞の顆粒が好酸性であるとの

Pappenheim (1909a)12)の 記 述 は，Pappenheimのtriacid染

色では顆粒が紫色を示さずに赤色となること，トリグリセ

リン混合物によって染色されること，メチルグリーン-ピ

ロニン染色では染まらないことを意味している。一方，

Carassius，Cobitis，Petromyzon planeriとその幼生ならびに

Myxineでは顆粒はtriacid染色で紫色を呈すが，トリグリセ

リン混合物やメチルグリーン-ピロニン染色では染まらな

いこととなる。

　Meinertz (1902)25)はコイの血液中に，Ehrlichのtriacid染

色で好中性を示す顆粒を有する血球を観察し，ヒトのそれ

に類似していると報告した。また，Werzberg (1911)20)も

コイにEhrlichのtriacid染色で好中性を示す顆粒を有する

血球を認めている。Pappenheim (1909a)12)ではMeinertz 

(1902)25)を引用文献として挙げているが，コイの好中球様

細胞のtriacid染色性の違いについては触れていない。これ

らのことは，Ehrlichのtriacid染色とPappenheimのtriacid

染色は，色素複合体の解離条件が，好酸性側でも異なるこ

とを示唆している。
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Triacid染色液中の色素複合体の種類
　Ehrlich，RomanowskyおよびPappenheimのtriacid染色

液中の色素複合体はいずれも総体として酸性色素と見なす

ことができる。総体が塩基性色素として振る舞う色素複合

体は存在しないのか？この疑問はPappenheimの著作を精

査していた時に浮上してきた。

　Pappenheim (1909b)13)は他の研究者の報告を基に，染色

性に基づく好中球様細胞の顆粒の分類を示している 

(p235)。すなわち，1. 中性の混合液 (triacid染色液を指す) 

でのみ (好中性に) 染色可能であり，非好塩基性かつ非好

酸性の絶対好中性顆粒。2. 塩基性色素と酸性色素の混合液

で好中性を示し，単独の酸性色素や塩基性色素でも染色さ

れる両性好中性顆粒。両性好中性は3種類に分類されてい

る: a) 酸性色素でも染まり，塩基性色素では染色されない

好酸性好中性顆粒; b) 塩基性色素でも染まり，酸性色素で

は染色されない好塩基性好中性顆粒; c) 酸性色素でも塩基

性色素でも染まる顆粒。3. 好酸性かつ好塩基性である両性

顆粒。両性顆粒は中性色素 (triacid染色を指す) による染

色性から2種類に分類される: a) 中性色素染色で好塩基性

を示す両性好塩基性の顆粒; b) 中性色素染色で好酸性を示

す両性好酸性顆粒。絶対好中性顆粒はヒトの好中球に，両

性好酸性顆粒はウサギとモルモットのそれに相当すると記

されているが，他の種類の顆粒がどの生物種の好中球に存

在するのかは明記されていない。Pappenheimの分類のう

ち，2の両性好中性，特に2-aの好塩基性好中性について考

察する。

　両性好中性に相当する記述はPappenheim (1909a)12)にも

あり (p524)，そこで，von Niegolewski (1894)16)が哺乳類以

外にも両生類，ハ虫類および魚類において好中性顆粒が観

察されたことから，好中性顆粒は広く一般に見られると主

張したことに対する反論として，Hirschfeld (1897)14)を引

用して，“ある種の動物では顆粒に酸性と中性，または塩

基性と中性，あるいは塩基性と酸性と中性が取り込まれる”

ことを挙げている。ここの酸性とは酸性色素を，塩基性と

は塩基性色素を指し，中性とは，Pappenheim (1909b) の

分類の2における塩基性色素と酸性色素の混合液で好中性

を示すことに相当する。ではこの混合液とは何か？

Hirschfeld (1897)14)はp25でTamassia (1895)18)が酸性フクシ

ンとメチレンブルーの混合液を用いて哺乳類数種に好中性

顆粒を観察したと述べている。Tamassia (1895)18)の混合液

はEhrlichの好中性顆粒に関する最初の報告6)で記述した

triacid染色液そのものであり，Tamassia (1895)18)もそのこ

とに触れている。また，Tamassia (1895)18)は酸性フクシン，

オレンジGおよびメチルグリーンからなるEhrlichのtriacid

染色2,3)も実施し，本染色でも好中性の色調を得たと述べて

いる。なお，Furno (1911)15)はEhrlichが最初に報告した

triacid染色を酸性フクシン，オレンジGおよびメチルグ

リーンからなるとしているが (p221)，これは完全に誤りで

ある。Hirschfeld (1897)14)にはTamassia (1895)18)の混合液が, 

Ehrlichが最初に報告したtriacid染色液であることが書か

れていない。Pappenheim (1909a, 1909b)12,13) はTamassia 

(1895)18)の混合液がtriacid染色液であるとは知らずに，単

に酸性色素と塩基性色素の混合液であると解釈したと思わ

れる。Furno (1911)15)にもTamassia (1895)18)が引用されて

い る が (p221)， こ こ で もTamassia (1895)18)の 混 合 液 が

triacid染色液であるとは記述されていない [おそらく

Hirschfeld (1897)14)から引用したのであろう]。Tamassia 

(1895)18)はウシ，ブタ，ヒツジ，ウサギ，ネコ，サルに好

中性顆粒を確認した。これらのうち，Hirschfeld (1897)14)

が調べた哺乳類はウシ，ブタ，ヒツジ，ウサギ，ネコであ

る。Hirschfeld (1897)14)はEhrlichのtriacid染色も行ってい

るが，全体に赤味が強かったことを指摘している。このこ

とは使用したtriacid染色液中に色素複合体の他に酸性色素

が過剰に含まれていたことを意味する。Pappenheimはこ

のことに気づき，Hirschfeld (1897)14)のtriacid染色結果を

採用せず，代わりにTamassia (1895)18)の結果を使用したと

考えられる。したがって，PappenheimはHirschfeld (1897)14)

の観察結果からは酸性色素および塩基性色素に対する染色

性の有無のみを利用したと推察される。Tamassia (1895)18)

とHirschfeld (1897)14)の 観 察 結 果 を 総 合 す る と，

Pappenheimの分類の2-aにはヒツジが相当すると考えられ

た。すなわち，Hirschfeld (1897)14)ではヒツジの好中球に

相当する血球の顆粒は，トリグリセリン混合物では染まら

ず，塩基性色素 (メチレンブルー，メチルグリーン) によ

る染色では“互いに離れた多数の細かい顆粒が観察される”

となっている。これらの記述から，Pappenheim (1909a, 

1909b)12,13)は2-aを設定したのであろう。しかし，この分類

基準はHirschfeld (1897)14)の結論とは異なる。Hirschfeld 

(1897)14)自身はヒツジの好中球に相当する血球の顆粒は酸

性 に も 塩 基 性 に も 着 色 し な い と し て い る。 ま た，

Hirschfeld (1897)14)はトリグリセリン混合物以外に，単独

の酸性色素による染色も行っており (エオジン，オレンジ

G，インズリンを使用*5)，いずれの色素にも“細胞質は均

一で非常に弱く染まる”とした。おそらく，ヒツジの好中
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球 顆 粒 は， エ オ ジ ン や オ レ ン ジGに 弱 陽 性 で あ り，

Tamassia (1895)18)の混合液 (= triacid染色液) によって紫色

を呈すると推察される。また，インズリンは酸性色素では

なく，塩基性色素である可能性があることから*5，インズ

リン陽性の顆粒は好塩基性の顆粒と考えられる。トリグリ

セリン混合物でヒツジの好中球顆粒が酸性色素 (アウラン

チア，エオジン) にもインズリンにも染色されなかったの

は，被染色物 (顆粒) と混合物中の色素の相互作用による

ものと考えられる*5。

　Pppenheimが分類した2-aは，その根拠論文の解析から存

在しないと推察したが，Ehrlich，Romanowsky，Pappenheim

が作成したtriacid染色液で顆粒が好中性を示しかつ，酸性

色素には染まらずに塩基性色素に染まることはあるのか？

これらの triacid染色液はいずれも総体として酸性色素と

見なすことができることから好塩基性の顆粒がこれらの

triacid染色によって好中性を示すことはないと考えられ

る。では，総体が塩基性の色素複合体は作成できないのか？

著者らは2つ以上の酸性基を有する酸性色素と2つ以上の塩

基性基を有する塩基性色素を使用すれば，総体として塩基

性の色素複合体ができると推察した。オレンジGとメチル

グリーンからなる色素複合体を考察する。両色素を用いた

triacid染色液に関する記述がEhrlich & Lazarus (1898)2)に

ある (p26)。両色素の混合によって生じた沈殿をオレンジ

Gの追加によって溶解させていることから，前報1)では形

成される色素複合体が，メチルグリーン1分子とオレンジ

G 2分子からなり，メチルグリーンの塩基性基2つそれぞれ

と，オレンジGの酸性基1つが結合することで，総体とし

て自由酸性基を2つ有する複合体であると推察した (p93)。

生じた沈殿をメチルグリーンの追加で可溶化させれば，オ

レンジG 1分子とメチルグリーン 2分子からなる色素複合

体が生じ，総体として塩基性となると思われる (Fig. 2)。

また，メチルグリーンとエオジンの組み合わせでも同様で

あると考えられるが (Fig. 2)，酸性色素に3つの酸性基を有

する酸性フクシンを使用した場合，酸性フクシン1分子に

メチルグリーン3分子が結合した複合体となると推察され

る (Fig. 3)。

ヒトの好中性顆粒は酸性色素や塩基性色素に染ま
らないのか？
　上述したようにPappenheimは好中性という用語を，好

酸性でも好塩基性でもなく，triacid染色のみで染まる性質

と考えた。ここではその根拠となるEhrlichの報告につい

て考察する。

　Ehrlich (1880)6)はp557で，“ (ヒトの) 白血球の大部分が

酸性または塩基性色素で可視化できる顆粒を含んでいな

かったとしても，色素で可視化できる別の顆粒を持ってい

る可能性がある”とし (L8)，続いて“しかしこの場合，新

しい種類の色素を使用しなければならず，酸性色素や塩基

性色素は適さないので，中性色素しか使用できなかった”

と記した (L11)。白血球の大部分とは好中球を指す。また，

次の段落では“私の最初の研究は，中性色素がほとんど水

に溶けないという事実のために失敗に終わったが，私はす

ぐにこれら化合物のいくつかは過剰な酸性色素に溶けるこ

と，そしてそのような溶液が組織学的に有利に使用できる

ことに気づいた”としている (L23)。Ehrlichの著作の中で，

好中性顆粒が酸性色素にも塩基性色素にも染まらないとす

る根拠はわずかこれだけの文章である。実際にヒトの好中

性顆粒は酸性色素や塩基性色素には染まらないのか？

　Kanthack & Hardy (1894)26),*6 とMay & Grünwald (1902)27)

はヒトの好中球顆粒がエオジンによって染色されることを

報告している。また，May & Grünwald (1902)27)は同顆粒

がメチレンブルーにも染色されるとしている。これらの報

告から，Ehrlich (1880)6)の記述は正しくないと考えられる。

また，本稿の緒言でも記したEhrlich & Lazarus (1898)2)と

Ehrlich et al. (1909)3)にある，“酸性色素と塩基性色素に等

しい親和性を持つ部分は，中性化合物を引き寄せるので，

混合した色に染まる”との記述は，好中性顆粒が酸性色素

にも塩基性色素にも染まることを意味しているのかもしれ

ない。おそらくEhrlichは好中球の顆粒が酸性色素にも塩

基性色素にも染まることを認識しており，この顆粒を好酸

球顆粒と好塩基球顆粒とは異なる色調で染め分けるために

は，酸性色素と塩基性色素の混合液を用いれば混色 (紫色) 

となると予想したのであろう。そこで，酸性色素液と塩基

性色素液の混合に特段の注意をせず，すなわちtriacid染色

液となるような混合をせずに染色に用いたが，その結果は

予想に反して好中性顆粒が混色にならず，酸性色素にも塩

基性色素にも染まらなかったので，残された選択肢として

酸性色素と塩基性色素が結合した中性色素の使用を思い

立ったと考えられる。

Triacid染色の再定義
　Ehrlichは好中性の部分は酸性色素と塩基性色素に等し

い親和性を持つので，中性化合物 (triacid染色液中の色素

複合体) を引き寄せ混合した色に染まると考えたが2,3)，前
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報1)と本研究から，Ehrlich，RomanowskyおよびPappenheim

のtriacid染色液中の色素複合体は総体として酸性色素とし

て振る舞い，弱い好酸性物質に対しては，色素複合体が解

離しないので，複合体の色調 (紫色) に染色されると推察

された。このことから，色素複合体が解離せずに結合する

部位は好塩基性を示す必要はないと言える。また，被染色

物の好酸性度または好塩基性度が強い場合，色素複合体の

酸性色素と塩基性色素が解離し，好酸性物質は酸性色素に

より，好塩基性物質は塩基性色素に染まると考えられた。

また，各種triacid染色による染色性の違いから，色素複合

体を構成する色素の解離条件は，色素複合体を構成する色

素の種類によっても異なることが明らかとなった。triacid

染色液中の色素複合体は，被染色物の好酸性度および好塩

基性度の強さによっては複合体を構成する酸性色素と塩基

性色素の間の結合が切れることがある紫色の酸性色素と定

義できる。

後　　注

*1�Pappenheim (1909a)12)は 以 下 の 魚 類 を 実 験 に 用 い た: 

Petromyzon planeri (Lampetra planeriのシノニム) とその幼

生 (Ammocoetes planeriと 表 記), Myxine (種 名 不 明)，

Scyllium catulus (Scyliorhinus stellarisの シ ノ ニ ム), Perca 

fluviatilis, Leuciscus rutilus (Rutilus rutilusの シ ノ ニ ム), 

Cobitis fossilis (Misgurnus fossilisのシノニム), Cobitis viridis 

(不 明 種), Gadus lota (Lota lotaの シ ノ ニ ム), Esox lucius, 

Anguilla fluviatilis (Anguilla anguillaの シ ノ ニ ム), Rhodeus 

amarus (Rodues amarusと表記), Cyprinus carpio, Tinca (種名

22

Fig. 2. 近藤ら: Triacid染色・・・（100%）.

Fig. 2. Schematic illustration of the expected dye complex in basic neutral mixture (basic 
triacid stain). Combination of dibasic acid dye (orange G or eosin) and diacidic basic dye 
(methyl green). ○＋ , acid group; ○－ , basic group. Astarisk indicates free group. 

23

Fig. 3. 近藤ら: Triacid染色・・・（100%）.

Fig. 3. Schematic illustration of the expected dye complex in basic neutral mixture (basic 
triacid stain). Combination of tribasic acid dye (acid fuchsin) and diacidic basic dye (methyl 
green). ○＋ , acid group; ○－ , basic group. Astarisk indicates free group.
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不明)，Ameiurus属ナマズ (種名不明; Amiurusと表記)，

Carassius (種名不明)，キンギョ [Schleirschwanz (独); 種

名不明]。

*2�コイに関する記述はp524脚注1にあり，Carassius，Cobitis

およびPetromyzonについてはp524脚注3，p525脚注6およ

びp527脚注1にある。p527脚注1ではCyprinusも含まれて

いるがこれは誤記であり削除されるべきである。なお，

p532L32-35ではCarassius，CyprinusおよびPetromyzonに好

中 性 顆 粒 が 存 在 す る こ と に な っ て い る が， こ こ の

CyprinusはCobitisの 誤 り で あ ろ う。Pappenheimは

p550L18でPetromyzonとその幼生Ammocoetes planariを実

験に用いたことを記していることから，本文中の自身の

観察結果におけるPetromyzonとはPetromyzon planariを指

す。Petromyzon planariの幼生に好中性顆粒が観察される

ことは，p525脚注6とp533L22に，ヌタウナギ類のMyxine

についてはp533L22に記述されている。

*3�Werzberg (1911)20)によれば，von Niegolewski (1894)16)は

少なくとも両生類2種，ハ虫類2種および魚類2種を使用

し た: 両 生 類, fire salamander Salamandra maculosa 

(Salamandra salamandraのシノニム) とヨーロッパトノサ

マガエルRana esculenta; ハ虫類, Emys lutaria (ヨーロッパ

ヌマガメEmys orbicularisのシノニム) とTropidonotus natrix 

(ヨーロッパヤマカガシNatrix natrixのシノニム); 魚類, 

Carassius auratusとstone loach Cobitis barbatula (Barbatula 

barbatulaのシノニム)。

*4�このPappenheimの態度は奇妙である。おそらく，彼に

とってEhrlichの記述は絶対であったのであろう。

*5�Ehrlichはこれらの色素をいずれも酸性色素と考えており
2,3,24)，他の研究者もそのことに疑問を呈していない。著

者らは，Ehrlichや他の研究者が使用したインズリン (ま

たはニグロシン) は塩基性色素であると考えており，こ

れについては別稿で考察する。

*6�前報1)においてKanthack & Hardy (1894)26)がEhlrichのα

顆粒をウサギの好中球顆粒としていると記述したが 

(p90)，これは正確ではなかったのでここで削除・訂正する。
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