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研究成果の概要（和文）：ホルムアルデヒド(FA)は2007年に国際がん研究機関により発癌性物質と認証された。しかし
FAは依然として医学領域で汎用されており、本研究ではFA代替液の開発を試みた。現在FAの主たる用途は以下の３つで
ある。それらについて検討した。(1) 組織切片作製のための組織固定液として、(2) 臓器を肉眼標本として長期にわた
り保存する時の保存液として、(3) 献体されたご遺体の防腐・固定のため、である。その結果、我々は特許を2件取得
し、プリザーブとして商品化しつつある。

研究成果の概要（英文）：Formaldehyde (FA) was authenticated international cancer carcinogens by IARC in 20
07.  As an FA is still commonly used in the medical area, we tried to develop FA alternative solutions in 
this study.  Its principal use is in three areas. We examined whether the alternative solutions were effec
tive or not instead of formaldehyde. (1) As a tissue fixative for tissue sections preparation, (2) As a so
lution of organs over the long term as a gross specimens and storing at, (3) For the embalming and fixatio
n of the donated cadavers.  As a result, we got 2 patents, and are commercializing the solution as a name 
of Preserve.
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１．研究開始当初の背景 
 ホルムアルデヒド（FA）はシックハウス症
候群や多種化学物質過敏状態（化学感受性症
候群）の原因物質であり、非常に有用である
反面、問題のある物質である。 

平成 20（2007）年 2 月にＷＨＯの外郭団体
である国際がん研究機関（IARC）が FA の発
癌性の評価をそれまでの 2A （ヒトに対して
おそらく発癌性あり）から 1 （ヒトに対し
て発癌性あり）に変更し、また国内でも労働
安全衛生法施行令（安衛法）が改正され、FA
は別表第３ 第３類物質から第２類物質（健
康診断を６ケ月毎に受けるよう義務化）へ、
更に特定化学物質障害予防規則（特化則）も
改正され、作業環境下での許容濃度が 0.1ppm
以下と大変厳しい条件が求められた。 

多くの大学ではその条件を満たすため、多
額の費用を掛けて①局所排気による汚染物
質の拡散防止、②全体換気による汚染物質の
希釈強制排出、③防護具の使用による人体侵
入の防止という方法を駆使し安衛法、及び特
化則の基準をクリアーしようとした。実際か
なり作業環境は改善されたが FA を使用して
いる限り根本的な解決にはなっていない。 

我々は平成１１年より科研費や学長裁量
経費を取得し解剖実習室の環境改善に取り
組んできた。また同時に FA 代替液の開発を
行うべく、親水性高分子モノマーである
N-vinyl-2-pyrolidone（NVP）を主成分とし、
重合阻止剤(N,N-Di-sec-butyl-p-phenyl 
enediamine 他 ） と 架 橋 剤 （ N,N ’
-Methlenebisacrylamide 他）を添加した試
薬で FA 代替を検討し、平成 16（2004）年と
平成 20（2008）年に特許申請し、以下を取得
した。取得特許権 ①特許第 4374435 号「高
親水性高分子による組織包埋方法」（登録
日：平成 21年 9月 18 日） ②特許第 4956839
号「高親水性高分子モノマー水溶液による組
織包埋方法」（登録日：平成 24 年 3月 30 日）
である。 
 
２．研究の目的 

既に取得した特許権を発展させ、FA代替液
として親水性高分子モノマーを主とした混
合液が以下の(1) ～(3)の用途に用いられな
いか検討することであった。また、取扱者の
安全のため、(4)、(5)の実験も行った。 
(1) 組織切片作製のための組織浸漬固定液 
(2) 臓器を肉眼標本として長期保存するた

めの保存液 
(3) 献体されたご遺体への注入固定・防腐液 
(4) 病原微生物不活化能の検討 
(5) 残留モノマーの定量 
 

 
 
３．研究の方法 
(1) 組織切片作製のための組織浸漬固定液
への応用 
 ラットの諸臓器（腸、肺、肝臓、心筋、骨
格筋、精巣、腎臓、脳、脾臓、膵臓、胸腺、
皮膚）を摘出し、3×3×3mm3に切り出した後
固 定 液 に 浸 漬 し た 。 固 定 液 は
N-vinyl-2-pyrolidone（NVP）を主とした混
合液（NVP 濃度 20%、30%、40%、50%、70%、
90%）で、固定温度（25℃、43℃）、固定時間
（１h、３h、24h）、架橋剤・重合阻止剤の影
響を調べた。染色は HE 染色、特殊染色とし
て PAS 染色と AZAN 染色を行った。対象は FA
固定した組織である。また、FA 固定パラフィ
ン切片上で抗原を認識する抗体を用いて NVP
固定切片上で反応するかどうかを免疫染色
法で調べた。使用する抗体として、CD4、CD8、
CD3、ED-3、Ki-67、PCNA、collagen I、イン
スリン、グルカゴン等の抗原を認識する抗体
を用いて行う予定であった。 
 (2) 臓器を肉眼標本として長期保存するた
めの保存液作成 
 20～100％NVP 水溶液に中・小型臓器を浸漬
し肉眼標本として長期保存できるか調べた。
材料は市販ブタ腎臓（重量 180g～250g）で精
肉店より購入した。比較的新鮮材料と思われ
た。また、大型実質性臓器としてウシ肝臓
(500ｇ程度に切り落としたもの)、中空性臓
器としてウシ心臓と１ｍ長の消化管につい
ても３年から５年保存できるか調べること
とした。 
 (3) 献体されたご遺体への注入固定・防腐
液としての応用 
 まずラットで基礎実験を詳細に行った。大
腿動脈から 30％濃度の NVP 水溶液を体重の
1/6量注入した後、5％NVP 水溶液に浸漬する
と 1.5年は腐敗せずに保存できていた。同動
物は比較的軟らかく、関節の可動性も良好で
あった。しかし、肝臓や消化管は軟らかすぎ
て解剖しづらく、注入 NVP 濃度を上げたり、
同液中に架橋剤を 2～5％添加してみて硬化
を図ったが困難を極めた。本研究では動物を
屠殺後、関節可動域を測定し（固定前）、大
腿動脈から体重の 1/10～1/5量の 12.5～50％
NVP混合液を注入、終濃度 2.5、5、7.5、10％
となるようにした。終濃度とは、注入 NVP濃
度、注入量からラット体内で純 NVP が何％に
なっているか予測したもので、例えば 600ｇ
のラットに 50％NVP混合液を 66ｍｌ注入した
ら終濃度 5％と判定した。処置後、動物は 5％
NVP 水溶液に 1 週間浸漬し、引揚げ後、関節
可動域の測定（固定後）、約１分間の関節マ
ッサージ後、再度可動域の測定（軟化後）を
行った後、胸腹部内臓の色調、弾力性の検索



などを行った。 
 (4) 病原微生物不活化能の検討 
 細菌ではグラム陽性球菌の代表で黄色ブ
ドウ球菌、同桿菌で芽胞形成菌である枯草菌、
グラム陰性桿菌の大腸菌について in vitro 
の抗菌試験で不活化能を調べた。3 種の細菌
は接種菌液作製後、種々濃度の NVP を添加し
37 ℃、16 時間震盪培養後、抗菌能を吸光度
（660nm）法で測定した。ウイルスについて
は１本鎖 RNAでエンベロープを被っている狂
犬病ウイルスに対し NVPによる不活化試験を
検討した。狂犬病ウイルスを in vitro の系
でマウス神経芽細胞腫株に感染させ FITC 標
識抗狂犬病ウイルス特異抗体を使用した
Rapid Fluorescent Focus Inhibition Test 
法で解析した。 
 (5) 残留モノマーの定量 
親水性高分子ポリマーは吸湿剤やコンタク
トレンズ、手術用糸等に使用される安全な物
質であるが、高分子モノマーは殺菌・毒性が
あると言われている。それで保存液中のモノ
マー濃度を調べた。ブタ腎臓を浸漬保存液と
して同じ重量の 20～30％NVP水溶液に浸漬し、
経時的に水溶液サンプルを採取し、ＧＣ-Ｍ
Ｓで浸漬液中の残留モノマーの定量を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1) 組織切片作製のための組織浸漬固定液
への応用 
 20～30％N-vinyl-2-pyrolidone（NVP）水
溶液で組織を固定後、諸臓器のパラフィン切
片に HE染色を施すとホルムアルデヒド（FA）
固定と同等、あるいは同等以上のきれいな染
色態度を示した（図 1）。固定時間は３時間以
上で十分であったが、１時間では不十分であ
った。固定液の温度や、架橋剤、重合阻止剤
の影響は殆どなかった。種々調べた組織の中
では筋肉組織の所見に少し問題が残った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
具体的には筋線維と筋内膜の間に隙間が見
られたことである。それで、NVP 濃度を上昇
させたり、架橋剤や重合阻止剤を添加して効
果を確かめた結果、50％以上の NVP 濃度に浸
漬固定させると良好な結果が得られたが、反

対に他の腎臓、肝臓などでは脱水が強く芳し
い組織所見は得られなかった。また、抗イン
スリン抗体と抗グルカゴン抗体で免疫染色
を施した結果では FA 固定切片では陽性を示
したが、NVP 固定切片では弱い陽性反応を示
した程度であった。これは FA の分子量が 30
に対し、NVP のそれは 111 と大きく、抗原を
マスクしている可能性が考えられ、マイクロ
ウエーヴ処置やオートクレーブ処置などを
行い抗原賦活を試みているが、未だ十分な結
果は得られていない。将来的には組織固定液
としての商品化を目指したい。 
(2) 臓器を肉眼標本として長期保存するた
めの保存液作成 
 20～100％NVP 水溶液にブタ腎臓を浸漬し
肉眼標本として長期保存できるか調べた結
果、20～30％NVP 水溶液に浸漬すると十分Ｆ
Ａ代替液として使用できることが明らかに
なった。重量変化は固定前に比較すると少し
増え、50％NVP 水溶液中では殆ど変化はなか
った。それ以上の濃度になると反対に脱水が
認められ重量は減少した（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
また弾力性は NVP濃度が 20～30％の時に固
定前と同程度の弾力性を示したが、50％以上
になると硬度を増し、80％以上ではかなり硬
く、FA固定の腎臓と同程度であった。色調で
は FA 固定腎臓は白色に変わっていたが、20
～50％濃度 NVP水溶液中で保存すると固定前
とあまり変わらない色調を示した（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 献体されたご遺体への注入固定・防腐液
としての応用 

 図 1 

 図 2 

 図 3 
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関節可動域の測定結果は、注入 NVP 終濃度が
5％では、固定後制限されたが、軟化後回復
した（図 4）。図では示さないが終濃度 7.5％ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
では、固定前と軟化後では可動性に大きな差
は認められなかった。10％では、固定後大き
く制限され、軟化後も十分な回復は得られな
かった。解剖所見では、注入 NVP終濃度が 5％
以上あれば防腐・固定され、臓器は軟らかく
（図 5）、屠殺直後と大きな差はなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
少し貧血気味の色調であったが血管内に血
液は凝固せずに残っていた 。図では示さな
いが、終濃度が 2.5％では腸内にガスが発生
し、腸管があちこちで鼓状に膨隆していた。
これらは平成 25 年 11 月に開催された第 31
回献体実務者研修会（広島）でシンポジスト
として、「ホルマリン代替液開発の基礎的研
究」という題名で発表した。他方、外科系講
座より「臨床医学の教育及び研究における死
体解剖のガイドライン」が策定され、献体さ
れたご遺体で外科修練を求める声が出てき
だした。FA固定されたご遺体ではほぼ全ての
臓器が固くなっており外科修練には不向き
である。しかし上述のように NVP固定では関
節可動性が良好で、内臓諸臓器も軟らかく固
定された結果は外科修練には適していると
考えている。それで平成 25 年度では献体さ
れたご遺体の肉眼解剖実習用処置でなく、外
科修練用ご遺体の処置方法について杏林大
学や東京医科大学と共同研究を行った。献体
されたご遺体に NVPを主成分としたプリザー
ブ液（日本医化器機製作所より提供）を注入

すると、ご遺体の防腐、長期保存が可能なこ
とが分かった。この結果は FA を用いずに代
替液で解剖実習用ご遺体の防腐処置ができ
ることであり、今後汎用されていくことを期
待している。現在、特願 2013‐227216「死体
保存用注入液」（出願日：平成 25 年 10 月 31
日）を特許出願中である。これの出願人は、
大分大学、（株）日本医化器機製作所及び学
校法人杏林学園の三者である。そして、FA代
替液関連の２件の特許について大分大学は、
（株）日本医化器機製作所に独占的通常実施
権（再実施権）を許諾した。特許出願中の固
定・防腐・保存液は商品名「プリザーブ」と
して日本医化器機製作所より販売予定であ
る。 
(4) 病原微生物不活化能の検討 
① 細菌：黄色ブドウ球菌、枯草菌、大腸菌
について抗菌試験で検討した結果、各々ＧＩ
50（50％ Growth Inhibition） 値は黄色ブ
ドウ球菌：0.69％、枯草菌：1.30％、大腸菌：
0.64％であった。グラム不定性抗酸菌につい
て NVP5％以下で不活化されることも明らか
になった（私信）。 
② ウイルス：狂犬病ウイルスに対し NVP１％
濃度で完全不活化されることが明らかにな
った。ウイルスは変異株が多く、全てを検討
することができないが、２本鎖 DNA でエンベ
ロープを持たないアデノウイルスに対する
不活化試験を行う必要があるかもしれない。
③ 他方簡便法ではあるがミカンに生えた緑
カビ、黒カビの真菌に対し、5％NVP水溶液中
ではカビが増殖したが、20％NVP 水溶液では
殺菌効果のあることが分かった。 
全ての病原微生物を検索するわけにはいか
ないが、以上の結果よりかなりの細菌、ウイ
ルスは不活化できると考えられた。 
 (5) 残留モノマーの定量 
浸漬保存液中にブタ腎臓を浸漬し、経時的に
水溶液サンプルを採取した結果、モノマー濃
度は漸減し、１週間で当初の約 2/3 の濃度に
低下した。臓器（ブタ腎臓）は室温で同保存
液中に静置しておくと少なくとも３年間は
腐敗を起こさず、色、形、弾力性、重量など
入手直後のブタ腎臓と殆ど同様形態であっ
た。 
 
最後に 
 NVP を主成分としたプリザーブ液（日本医
科器機製作所）は臓器保存液、組織固定液と
して FA でのそれらに比べ有用な試薬である
ことが明らかになった。外科修練用にご遺体
を防腐・固定する場合に Thiel 液を使用して
いる施設があるが、これは低濃度ながら FA
を含んでおり、根本解決策にはなっていない。
また同固定では内臓に腐敗の認められる場
合も報告されている（第 119 回日本解剖学会
総会；宇都宮）。今後は組織固定液として抗

 図 4 

 図 5 



原性が失われる（隠される）問題を解決しな
ければならない。 
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