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HBs抗原染色の改良法と染色機構

千馬正敬,山下裕人,板倉英世

長崎大学熱帯医学研究所病理学部門

M odified Staining Method for Hepatitis B Surface Antigen (HBs Ag) and Its Mechanism
Masachika SENBA, Hiroto YAMASHITA, Hideyo ITAKURA (Department of Pathology,

Institute for Tropical Medicine, Nagasaki University.)

Abstract: HBs Ag in the hepatocytes have been stained by orcein methods. However, not

only HBs Ag but also degenerative and necrotic cytoplasm of hepatocytes are occasionally

stained by the method, that makes it difficult to identify HBs Ag. Moreover, orcein dyes

have different staining properties from lots to lots, that causes difficulty in obtaining a

stable result. Therefore, we tried to modify the orcein method and found that the proce-

dure using a sensitizer (ferric ammonium sulfate or uranium nitrate) after oxidizing

solution gave stable and satisfactory results. By this method, in the hepatocytes, only HBs

Ag are stained positively. The mechanism of function of the sensitizer is not clear, but

weconsidered that Fe or U ions occupy small gaps in the protain molecular structure in

the cells before orcein molecules occupy these gaps and that the method does not give a

false positive result. It is also suggested that various HBs-staining-dyes can react with

SO3H groups which are formed by the oxidization of SS groups of proteins. We have

developed a new staining method for HBs Ag, using Resorcin-fuchsin. The results of
our method were also discussed.
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は　じ　め　に

パラフィン切片におけるHBs抗原の染色ほ現在

オルセイン法(志方ら, 1973; Shikata, et a①,

1974;志方ら, 1975) ,アルデヒド･フクシソ法

(志方ら, 1973; Shikata, et al, 1974;志方ら,

1975),アルデヒド･チオニソ法(志方ら, 1973;

Shikata, et al, 1974;志方ら, 1975),ビクト′)ア

青法(田中ら, 1979),等が報告されている･

中でもオルセイン色素による志方･赤塚･鵜沢法

は色素によるHBs抗原染色法の最初であり広く行

われてきた.実際にはオルセイン色素はメーカーや

ロット番号で染色性にかなりの差が有り常時安定し

た結果を得ることがむずかしい･しかし酸化処理の

後に増感液に入れることによりコントラストの良い

標本を常に得ることができるようになったので報告

する(千馬ら, 1979) ･レゾルシソ･フクシソ法

(千馬ら, 1979)も同様の前処置を行うとオルセイ

ン染色同様に実に数量のHSs抗原も検出可能であ

る･レゾルシソ･フクシソ法のみは染色液を製作し

てただちに使用できる唯一の染色法であり約1年間

使用できる.また増感液の意義や染色機構に若干の
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考察を加えたので報告する．

方法と結果

1･オルセインによる染色法

(1)脱パラフィン,水洗

(2)酸化液　5分

酸化液:過マンガン酸カリ･硫酸混合液各o･3%

(3)水　洗

(4)還元液(脱色) 1分

還元液: 2%篠酸液

(5)水　洗

(6)増感液1分

増感液: 2%硫酸第二鉄アンモニウム液(または

1%硝酸ウラニル　2o秒)

(7)水　洗

(8)オルセイン液　5-20分

オルセイン液　80%アルコール液100m①にオルセ

イン(メルク社) 1gを溶かし濃塩酸1･2mlを加

えたもの･ 2-3日後に使用できる･

(9)純アルコールで分別

1%塩酸アルコールで分別　5分

(1り止　洗

(1う-マトキシリソで核染色(カラッチの場合3分,

塩酸アルコールで分別)

(i:H六　洗

吐4)脱水,透徹,封入

結　　果

HBs抗原:茶色

弾力線椎:茶色

変性および壊死に陥った細胞質:染まらない･

2.レゾルシソ･フクシソによる染色法

(1)脱パラフィン,水洗

(2)酸化液　5分

酸化液:過マンガン酸カリ･硫酸混合液各0.3%

(3)水　洗

(4)還元液(脱色) 1分

還元液: 2%篠酸液

(5)水　洗

(6)増感液　2o秒

増感液: 1%硝酸ウラニル液

(7)水　洗

(8)レゾルシソ･フクシソ液　1-3時間

レゾルシン･フクシソ液:磁製蒸発皿(直径25

cm)に塩基性フクシソ(メルク社)2g,レゾ

ルシソ5g,蒸留水200mlを入れよくかきまぜな

がら,液が半量になるまで3o分くらいかかって煮

る･これに29%塩化第二鉄水溶液25mlをまき散

らすようにして加え,一層強くかきまぜながらさ

らに5分くらい煮る.これを冷却後源過し,残漆

を10数回水で洗った後,源紙と共に純アルコール

200mlの中に入れ,砂浴または水浴で温めて溶か

し,さらに2-5分煮沸する･蒸発した量を純ア

ルコールで補って200m①とするンこれに塩酸4

mlを加える･

(9)純アルコールで分別

1-/iYn塩酸アルコールで分別5分

納水洗

8カケルソ-ヒトロ-ト液5分

ケルン-ヒトロ-ト液:5%硫酸アルミニウム液

100mlを温め,ケルン-ヒトロ-トo･1gをこれ

に溶解させ,冷却後に液過する･

(1幸水洗

鵬1%塩酸アルコ‐ルで分別

(13水洗

(11飽和ピクリン酸30秒

尽力水洗

a8)脱水,透徹,封入

結果

HBs抗原:黒青色-黒色

弾力線維:黒青色-黒色

変性および壊死に陥った細胞質:染まらない･

考　　　　　察

従来のオルセイン法では肝細胞の細胞質が共染し

て,退行変性や壊死に陥った細胞が染め出されHBs

抗原の判定が困難な場合があった･また細胞質が共

染した場合,非常にうすく染まるHBs抗原の検出

が困難であった.しかし増感液を加えることによ

り,この様な欠点がなくなり常にコントラストの良

い標本が得られる様になった.

オルセイン染色法における増感液の意義ほ共染を

防ぐことにある.従来の方法では蛋白分子構造の立

体的な間隙の中にオルセイン色素が入るために肝細

胞が共染していたと思われる･

オルセイン染色液に入れる前に硫酸第二鉄アンモ

ニウムまたは硝酸ウラニルに入れると,蛋白の立体
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的な間隙の中に鉄原子やウラン原子が入るた捌こオ

ルセイン色素が入る間隙がなくなる・したがって細

胞質ほオルセイン色素によって共染しないと考えら

れる（Fig・1）ン

なお細胞組織の蛋白の立体的な間隙にFe原子が

Slkata1s method

I f

O＝S＝0　　0＝S＝0

HBs Ag

Modified method

o =s=o o=s=o
HBs Aq

O rcein dye

Fig. 1. Significance of sensitizer solution in
HBs Ag staining method.

入っているかどうか,調べるため3価の鉄が染まら

ない,すなわち鉄沈着が無い肝臓のパラフィン切片

を用いて,オルセイン染色法(DM8)の操作の後に3

価の鉄の証明法であるプレシアン青染色法(Luna,

1960)を行なった,この結果,細胞質ほ均一に青色

に染まり,鉄が細胞質に吸着したことを証明した･

しかしながらオルセイン染色液に20分以上入れる

と細胞質もわずかながら染まり始める･このことは

大分子の物質ほ細胞組織への吸着性が強いので小分

子の物質を追い出してしまうためと考えられる.

また,硫酸第二鉄アンモニウム液にほ1分位がよ

い,この理由は3価の鉄はヒドロキシル基を基質に

移すことによって酸化剤として働くために,パラフ

ィン切片が酸化されアルデヒド基を生じ, PAS　陽

性物質がオルセイン色素によって染まることにな

る.

Fe (H20)r+H++ROH (Basolo, 1971)

なお,剖検材料に比べ生検材料でほ細胞質がHBs

抗原染色液によって少し染まることがある･この理

由ほ生検材料にほ多くのグリコーゲンがあり,酸化

によりCHO基を生じるためにHBs抗原染色液と

反応すると考えられる.

レゾルシン･フクシソ染色法の増感液はオルセイ

ン染色法に使用した硫酸第二鉄アンモニウムを使用

すると細胞質が少し崇っぼく染まる･硝酸ウラニル

を使用すると細胞質は染まらずコントラストのよい

T able 1. Reaction of HBs Ag staining dyes with functional groups

Reagent name Functional group Or Rf Af At Vb

Ethylmercaptan ! SH group + + + + +
Oxide ethyl mercaptan SS group + + + + +
Benzensulfonic acid SO^H group + + + + +
Formaldehyde CHO group + + - - +
Acetone CO group + + + + -
Acetic acid COOH group - - - - -
Aniline NH group _ _ _ _ _
Distilled water _ _ _ _ _

positive - : negative
Orcein solution
Resorsin fuchsin solution
Aldehyde fuchsin solution
Aldehyde thionin solution
Victoria blue solution
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標本が得られる・この理由はレゾルシン・フクシソ

液に1～3時間入れるためにレゾルシソ・フクシソ

の大分子の物質ほ鉄原子の小分子の物質を追いだし

てしまうためである・ゆえに鉄原子（原子量55・8）

をもつ硫酸第二鉄アンモニウムよりウラン原子（原

子量238）をもつ硝酸ウラニルを使用した方が長時

間の染色に適すると考えられる．

レゾルシン・フクシソ染色法における増感液の意

義ほオルセイン染色法における増感液の意義と同様

と考えられる．

硝酸ウラニル液に1分以上入れるとHBs抗原の

染まりが悪くなるので2o～3o秒くらいがよい・

オルセイン色素はメーカーやロット番号で染色性

にかなりの差が有り常時安定した結果を得ることが

難しい・この理由ほオルセイン色素が　α・Amino一

難しい．この理由はオルセイン色素が　α‐Amino－

orcein，β－Aminoorcein，r・Aminoorcein，α－

Hydroxyorcein，β－Hydroxyorcein，r－Hydroxy「

orcein，β－Amin。OrCeimin，r－Aminoorceimin，

等の混合により構成されている（Windho①z，1976）

ためと考えられる・特に細胞質が共染するのは，こ

のなかで分子量の小さいα－Aminoorcein，とβ－

Hydroxy。rCeinを多く含むメーカーやロット番号の

ものと考えられる・

オルセイソ色素は購入後すぐ使用すると染色性が

悪い場合がある・しかし約1年間経るとよく染まる

ようになる・

オルセイン染色液に入れる塩酸の量ほ従来は1ml

であったが1・2mlにじた方が染色性がよい．また染

まり過ぎる場合ほ更にo・2ml塩酸を加えるとよい・

レゾルシン・フクシソ液に使用する塩基性フクシ

ソほダイヤモンドフクシソ（メルク社：現在製造中

止），フクシソ（メルク社）などがよい結果を得

た・

レゾルシソ・フクシソ染色の後に核をケルンエヒ

トロートで染める・このままでもHBs抗原ほ見え

るが細胞質を飽和ピクリン酸で黄色に対比染色を行

うと見やすい・対比染色を行うた捌こは細胞質にケ

ルンエヒトロートがやや薄く共染するために1％塩

酸アルコールで細胞質を分別の後に対比染色を行う

と美しい標本が得られる・

HBs抗原染色液ほ幾つかの官能基と結合できる

のではないかと考えたので，官能基をもつ薬品を試

験官に10mlずつ5本に入れオルセイン染色液,ア

ルデヒド･フクシソ染色液,アルデヒド･チオニソ

染色液,ビクトリア青染色液,レゾルシン･フクシ

ソ染色液を各0.2mlずつ加えて混ぜて,スライドグ

ラスにこれらの染色液を1滴のせてカバ‐グラスを

かけ顕微鏡で観察を行った･対照ほ薬品の代わりに

蒸留水を用いて同様に行った･官能基とHBs抗原

染色液が反応しているかどうかは凝集を起こすもの

s à"s

HBs Ag

Oxidize

OH OH

o =s=o o=s=o

HBs Ag

Addition of dye

Dye Dye

o =s=o o=s=o

HBs Ag

Fig. 2. Mechanism ofHBs Agstaining method.
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を陽性と判定した･結果ほTab①e l･のごとくであ

る.

Table l･より,これらHBs抗原染色可能色素

ほSH基, ss墓, SO3H基に反応を起こすことが分

る.ちなみにHBs抗原におけるss基を有するシ

スティソほポリオウイルス, -ルぺスウィルスに比

べて多い(Dressman, et al, 1972). Table 1･の

結果により色素によるHBs抗原染色ではシスティ

ン酸を酸化することによってスルホン酸となし,こ

のスルホン酸が色素と反応を起こすと考えられる

(Fig. 2).

SH基およびSS基にHBs抗原染色可能色素が反

応を起こすならば,パラフィン切片を酸化する必要

ほないと考えられる･しかしながら酸化なしでHBs

抗原ほ染色されない.この理由ほHBs抗原染色液

を6o｡Cに温めて染色を行うとHBs抗原は酸化な

しに染色されることから組織中のSH基やSS基ほ

反応を起こすのに高い温度が必要と思われる･しか

しSH基やsS基を酸化してスルホン基に変えるこ

とにより室温で容易に染色されるようになる･

胆汁色素がオルセイン染色液,レゾルシン･フク

シソ染色液,アルデヒド･フクシソ染色液,アルデ

ヒド･フクツン染色液,アルデヒド･チオニン染色

液で染色される･しかしノビクトリア青染色液のみで

は染色されない･この理由ほ胆汁色素のなかには

co基が存在するために, CO基と反応を起こすHBs

抗原染色液ほ胆汁を染める1しかしビクトリア青染

色液のみはCO基と反応を起こさないために胆汁を

染めないと考えられる･

オルセイン染色ほトリプトフアンを染めるという

読(志方ら, 1975)があるためにトリプトファンの

インド-ル基などを証明するテトラゾニウム反正六

(山肌1975)をHBs抗原陽性のパラフィン切片

を用いて行い,同じ切片のオルセイン染色と比較を

行った･この結果テトラゾニウム反応陽性部分と

HBs抗原陽性部分との)一致ほ見られなかった･

ま　　と　　め

従来のオルセイン法でほ肝細胞の細胞質が共染し

て,退行変性や壊死に陥った細胞が染め出されHBs

Photo. 1. Well recognized inclusion type of
HBs Ag in liver ells.
(Modified orcein method X 100)

Photo. 2. Highter magnification of Photo. 1.
(Modified orcein method X400)
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Photo. 3. HBs Ag in peripheral areas of the
hepatocytes.
(Modified orcein method XlOO)

Photo. 4, Highter magnification of Photo. 3
(Modified orcein method X20Q)

Photo, 5. Inclusion type of HBs Ag localized in
hepatocelluar carcinoma.
(Modified orcein method X 100)

Photo. 6. Highter manification of Photo. 5.
(Modified orcein method X200)
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抗原の判定が困難な場合があった.また細胞質が共

染した場合,非常にうすく染まるHBs抗原の検出

が困難であった･　しかし増感液を加えることによ

り,この様な欠点がなくなり常にコントラストの良

い標本が得られる様になった.

オルセイン染色法における増感液の意義は共染を

防ぐことにある･従来の方法では蛋白の立体的な間

隙の中にオルセイン色素が入るために肝細胞が共染

していたのでオルセイン染色液に入れる前に硫酸第

二鉄アンモニウムまたほ硝酸ウラニルに入れると,

蛋白の立体的な間隙の中にFe原子やU原子が入る

ためにオルセイン色素が入る間隙がない･したがっ

て細胞質ほオルセイン色素によって共染しないと考

えら才t,る･

レゾルシン･フクシン染色液でもHBs抗原をコ

ントラストよく染め出すことができるようになっ

た･この方法は,パラフィン切片を酸化し,増感液

に入れ,細胞質をピクリン酸で員=色に染めることに

ょってオルセイン染色法とほぼ同様の結果が得られ

るようになった.この増感液の意義はオルセイン染

色法と同様と考えているン

全ての色素による　HBs抗原染色法ではSH基,

SS基を酸化してスルホン基となし,このスルホン

基と色素とを反応させていると考えられる･
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