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は　じめに

急性白血病の鑑別診断の上でベルオキシダ-ゼ(以下PODと略す)染色は,欠くことの

できない検査のひとつとして古くから用いられている｡このPOD染色には,従来もenzidine

が色原体として利用されてきたが, benzidineに発癌性のあることが指摘され,すでに発

売および使用が禁止されているため, benzidineに代わるものとしてdiaminot)enzidinel),

4-chlor0-1-naphtho12), 3･amin0-9-ethylcarbazo13)などの利用が報告されている.

筆者らは,発癌性がないと認められている3, 3′, 5, 5′･tetramethylbenzidine (以下T

MBと略す)4)をこのPOD染色に応用することを検討し,鮮明な青色陽性額粒を得ること

を認め,すでに報告した5･6)｡しかしその後,染色にf肌､る試薬のうちリン酸緩衝液を新

しいLot No.のもので調製した時点から,全く陽性敷粒が得られなくなり,また,数施

設から筆者らの処方,方法で染色を行ってもPOD陽性頼粒が得られないという問い合わ

せもあって,その原因解明の責任を強く感じさせられることになった｡

その検討にあたって,まず,リン酸緩衝液を構成するNa2HP04とKH2P04について

それぞれ製造会社,品位, Lot No.の異なる数種(表1)を用いて1/15mol/Jリン酸緩

衝液(pH6.4)を作製し,また1/15moVlリン酸緩衝液粉末キット試薬(pH6.4ヤトロ

ン)より作製した緩衝液も同時に用いて,染色性を比較した結果, KH2P04の方には関

係なく, Na2HP04を検討の初期に用いた和光特級Lot No. KIO l162を用いて作製し

たものによってのみ染色され,他のNa2HP04　では全く染色されないことが確認され,

原因解明のカギはLotNo. KIO l162のNa2HP04の中にあると断定され,このNa2HPO4

車の不純物の分析とその効果に関する実験から原因解明がなされたと同時に,すでに報告

したものより更に鮮明な染色性を有する処方を得ることができたので報告する｡

方法および材料

I Na2HPO4中の不純物の分析とそのPOD染色におよばす効果の検索

1.原子吸光分光々度計による金属分析

表1のNa2HP04のうち,染色性を与えないものLot No. DPE 2421 (試料A)と染

色性を与えるもの　Lot No. KIO 1162 (試料B)の2種について,それぞれ水に溶解し
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表1 Na2HP04とKH2PO4

Lot No.　　　1　　　備　　　　考

光　　井　　ク井光

〃　　〃　ル

和　　半　　メ半和

〃　〃　〃　〃

級級級級特一僻一

級　　　級級

ル　〃　　　　　　〃

特　　　一倍

求無

塩塩　　水

〃　〃　〃　水水　〃　　〃　〃　〃

2　12　　無

DPE　　　　2421

LTG　　　　5221

M I T　　　　8793

〝　　　　　1001

0149090

MO K　　　　9462

KL P　　　　5039

T CE　　　　4546

WA L 0931

0WP　　　2765

KI 0 1162

新規購入

〝

〟

//

〟

信大医学部生化学教室から
〟　　　附属病院中検から

〟　　　　　　　〟

〟　　　　　　　〟

本学
〝　以前から使用している瓶

Lot No.　　　1　　　備　　　　考

て30g/J溶液とし,これを日立518型原子吸光分光々度計で　Cu, Fe, Ni, Zn, Cd,

Mn, Pb, Cr, Ca, Mgの含有量に差がみられるかどうか比較測定し,有意に高値を示し

たCr, Ca, Mg　について, Ⅰ-3に示す方法でそれぞれ試薬に添加してその効果をみた｡

2.イオンクロマトグラフによる分析

I-1と同様,試料AとBをそれぞれ1g/l溶液とし,これを横河電機製作所製イオン

クロマトアナライザIC-100塑(プレカラム4.6¢×50mm,分解カラム4.6少×250mm,

サブレッサ陽イオン交換膜チューブ形, 40oC,試料100pl,溶離液30mmol/i Na2CO8 2ml/

min)で分析し,有意差を示した陰イオンP20741, PO31について, I-3に示す方法で

それぞれ試薬に添加してその効果をみた｡

3. Na2Hア04中不純物の染色性におよぼす効果に関する実験

a.染色用試薬

①　0,2%TMB溶液:TMB (半井) 0.2gを80%メタノール100mlに溶解した.

②　3% H202溶液:約30%H202溶液(三菱瓦斯化学)を水で10倍にした｡

③ 10% ZnSO4溶液: ZnSO4 ･ 7l:120 (和光特級) 10gを水に溶解し100mlにしたo

④リン酸緩衝液:Na2HPO4 (和光特級Lot No. DPE 2421)とKH2PO4 (和光特

級I.ot No, DPE 1417)より1/15mol/i, pH 6. 4を作製したo

b.不純物として検出された物質の溶液

Cr, Ca, Mg, P20741, POalはK2Cr207, CaC12, MgC12, Na4P207 ･ 10H20, HPOa

をそれぞれ水に溶解して0, 1moVl溶液とした｡
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C.試料

血液塗抹標本は健常人の採血直後のEDTA-2K加静脈血から作成した｡

d.染色操作

原法5)の染色操作をそのまま用い, bにあげた対象物質の溶液をT)ソ酸緩衝液10mlに

対してそれぞれ1-2滴添加して,染色性の変化(陽性額粒出現の有無)を検索した｡後

染色は行わなかった｡

Ⅱ　P2074-を添加した1)ン酸緩衝液を用いた染色方法における最適条件の検討

ト3-dの検討結果よりP20741を添加した7)ン酸援衝液を用いる場合の至適染色条件

を検討した｡

a.試薬

染色用試薬はI-3-aをそのまま,またP2074-はI-3-b　と同様に用い,これに

サフラニソ0 (クロマ)の1%水溶液を後染色用に加えた｡

も.試料

Ⅰ-3-C　と同様のものを用いた｡

1, Na4P207とZnS04の添加量

0.2%TMB溶液10mlに3% H202溶液30FLlを加えたものに10% ZnSO4　溶液の

添加量を0.6-1.4mlまで変化させた系と,一万, 1/15mol/lリン酸緩衝液(pH 6.4)

10mlに対する0.1mol/i Na4P207溶液の添加量を　0.1-1.Oml　まで変化させた系を作

り,各系を縦横に組み合わせたシリーズで,　ト3-d　の染色操作で染色して陽性額粒の

鮮明度を比較した｡

2.サフラニン0による後染色の至適条件

半量法によるPOD染色(Ⅱ-1の検討より得られた至適処方すなわち, TMB溶液10ml

にZnSO4溶液1.Omlと3%H乞02溶液30jdを加えたものと,リン酸緩衝液10mlに

Na4P207溶液0.45mlを加えたものを用い,原法の半量による染色,すなわち塗抹標本

上にTMB溶液0.5mlを滴下し30秒後にリン酸緩衝液1.Omlを追加,混和して5分

間染色する)後, 1%サフラニソ0水溶液を用いて後染色する場合の条件を下記の4法で

比較検討した｡

①　poD染色後,水洗,乾燥してからサフラニン0水溶液で1分間染色

②　poD染色後,水洗して直ちにサフラニソ0水溶液で1分間染色

③　poD染色後,標本上の液を捨て,水洗は行わずにサフラニン0水溶液で1分間

染色

④　poD染色後,標本上の液は捨てずにサフラニ1/0水溶液0.5mlを追加,混和

して1分間染色

3. TMB溶液-のH202溶液添加量

ZnS04とNa4P207の添加量はそれぞれIl-2と同じ処方にし, 0.2%TMB溶液10ml

に対する3% H202溶液添加量を5, 10, 20, 30plと変化させ,染色操作はⅡ-2で検

討した半量法で行い, POD染色後,液を捨てずに,サフラニン0水溶液を追加,混和し,
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1分後に水洗し,結果を比較した｡

4. TMB濃度

TMB濃度を0.05, 0.1, 0.15, 0.2%と変化させ比較した｡ H202溶液添加量はⅡ-3

の検討結果より　TMB溶液10mlに20jLlとし,その他の条件はⅡ-3　と同様に行った0

5.染色時間

Ⅱ-4　の検討結果より　0.15%TMB溶液を用い,その他の試薬はⅡ-4　と同じ処方で,

標本上にTMB溶液0.5mg滴下し30秒後にリン酸緩衝液1.0mgを追加,混和し,その

染色時間を1,2, 3, 5分間と変化させ,さらにサプラニン0水溶液0.5mlを加えてか

らの後染色時間を1, 2, 3, 5分間と変化させ比較した｡

6.試薬の保存性

H202溶液と　ZnSO4溶液を添加したTMB溶液, Na4P207溶液を添加したリン酸緩

衝液の室温放置による保存性を検討した｡

結　果

I Na2HPO4中の不純物の分析とそのPOD染色におよぼす効果の検索

1.原子吸光分光々度計による金属分析

Cu, Fe, Ni, Zn, Cd, Mn, Pbの7種については両者に差はみられず, Cr, Ca, Mg

の3種で試料Bが試料Aより若干含有量が多

いことを認めた｡

2.イオンクロマトグラフによる分析

図1に示すように,試料B中に試料Aには

みられないピークがみられ,そのリテンショ

ンタイムにおける標準物質との対比から

P2074~あるいはPO3J　と推定された｡

3. Na2HPO4　中不純物の染色性におよぼ

す効果に関する実験

リン酸緩衝液にCr, Ca, Mgを添加した

実験からはPOD陽性額粒は得られなかった

が,リン酸緩衝液にP2074-　またはPO3-を

添加した実験では, P2074~　を添加した方に

のみ明らかな陽性額粒が得られ,添加量が1

滴より2滴の方が強く染色された｡ ‡'03~添

加からほ全く陽性栽粒は得られなかった.

Ⅱ　P2074~を添加したリン酸緩衝液を用い

た染色方法における最適条件の検討

1. Na4P207　とL ZnS04の添加量

6　　8　IO　12　　川　16(令)D　　　2　　　4

図1　イオンクロマトグラム
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リン酸緩衝液10mlに対する0.1mol/i Na4P207溶液の添加量が0.3-0.5mlの場合

は, TMB溶液10mlに対する10% ZnSO4溶液添加量を0.8-1.Oml　としたときが最

適となり, Na4P207溶液添加量を0.5-0.8mlと増加させた場合は, ZnSO4溶液の添加

量も1.2-1.4mlと増加させた場合に結晶の析出がなく鮮明な陽性親粒が得られたo　その

中からNa4P207溶液添加量0.45ml, ZnSO4溶液添加量1,Omlを最適と判定したo

2.サフラニン0による後染色の至適条件

①法(水洗,乾燥してから後染色を行う)では若干陽性頻粒の消失傾向がみられたが,

他の②, ⑨, ④の3法はいずれも良好であった｡そのうちから操作のもっとも簡便な④法

を最良と判定した｡

3. TMB溶液-のH202溶液添加量

TMB溶液10mlに対し3% H202溶液添加量は10FLlから良好で, 20, 30plになる

と強陽性に染った｡以後, 20iLlとすることにした.

4. TMB濃度

0,1% TMB溶液は若干弱く, 0.15, 0.2%で良好であった｡以後, 0.15%を用いるこ

とにした｡

5.染色時間

リン酸緩衝液を追加,混和し放置する時間は2分で充分と判定され,サフラニン0水溶

液を加えてからの後染色は1分間では核の染まりが若干弱く, 2分間行えば充分であった｡

6.試薬の保存性

H202溶液とZnSO4溶液を添加したTMB溶液は調製後1ケ月まで使用可能であった｡

Na4P207溶液を添加した1)ン酸緩衝液はさらに長期間保存可能であった.

考　察

筆者らが今までに報告してきたTMBを色原体とした白血球のPOD染色法5･6)は,従

来用いられていた手法(試薬と操作)7･8)にほぼ準拠して,単に色原体を　TMBに代えて

行ったもので,たまたま検討の初期に使用していた和光特級Lot No. KIO l162　の

Na2HP04によってのみ染色され, Lot No.の異なる他のNa2HP04ではいずれも染色さ

れないという事実が発端となって, TMB-ZnS04　による　POD染色のシステムには,

P2074~が必須イオンであることが発見されることになったわけであるが,もし,本検討

の最初に用いたNa2HP04の中にP2074~のコンクミがなかったら,本染色法は誕生しな

かったであろうと考えると,たまたまそこに不良試薬のあったことが幸運をもたらしたと

いうことになろう｡

一方,原因究明のために行った不純物の分析において,イオンクロマトグラフィーが異

常物質としてのP2074~の検出に著しい威力を示してくれたわけで,もし,我々にこのイ

オンクロマトグラフを用いる機会が与えられなかったら,おそらくこの原因物質の検出は

極めて困難であったろうと考えられる｡
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また,結果的には極めて貴重な試薬となったLot No. KIO l162のNa2HPO4 (1974

年製造)がどのようにしてP2074~を含有するに至ったかその由来についても関心が持た

れたが,製造後すでに10年を経て,同一Lot No.のものを入手することが不可能であっ

たため確かめることはできなかった｡

Na4P207を添加したリン酸緩衝液を用いた染色方法の検討の中で,良好な染色結果を得

る上でNa4P207添加量とTMB溶液に添加するZnSO4量にほぼ比例的関係が認められ

たが, Na4P207添加量を多くすると染色能は高まるが陽性細胞上に結晶の析出がみられる

ようになり,この場合, ZnSO4添加量を増してやると結晶析出が抑えられ良好に染色さ

れ,さらにZnSO4量を増すと遂には陽性項粒は得られなくなった｡この場合の相互作用

の原理については不明であるが, ZnSO4以外の金属塩としてZn (NO苗)2, Mn (NO3)2, Co

(NOB)2, Ni (NOa)2などの硝酸塩を用いるとP2074-が存在しなくても陽性穎粒が得られ

ることを,すでにその後の実験で確認しており,今後そのメカニズムについての検討を続

ける予定である｡

ま　と　め

TMBを色原体とするPOD染色法の可能性を検討した際に使用した試薬のうちNa2H

P04の中にたまたま混入していたひとつの不純物がTMB-POD染色法を生み出し,イ

オンクロマトグラフィーによってその不純物がP2074~であることを突き止め,このP2

074~を添加した新しいPOD染色用試薬の処方を作ることができた｡これによると,檀

めて簡単に鮮明な青色陽性瀕粒を得ることができることを認めた｡試薬の処方および染色

操作は次の通りである｡

a.染色用試薬

①　TMB溶液

②緩衝液(

0.15% TMB 80%メタノール溶液　　　10m1

10% ZnSO4溶液　　　　　　　　　　　1, 0m1

3% H202溶液　　　　　　　　　　　20Fd

1/15mol/lリン酸緩衝液(pH6. 4)　　　10m1

0. 1mol/i Na4P207溶液　　　　　　　　0. 45ml

③ 1%サフラニン0水溶液

b.染色操作

①　塗抹標本上にTMB溶液0.5ml滴下, 30秒間放置

②　緩衝液1.Oml追加,混和, 2-3分間放置

③　さらにサフラニン0水溶液0.5ml追加,混和, 2分間放置

④　水洗,乾燥

最後に,イオンクロマトグラフによる分析において,多大な協力をたまわった横河電機

製作所科学機器センタ-の野末,速水の両氏に深甚なる謝意を表します｡
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