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緒 言

私達 は ラ ッ トの脳や 脊 髄 に は強 く負 に帯 電 し

た被 膜 をもつ神 経 細胞 があるこ とを発 見 した1-3).

同様 の神 経 細 胞 は ヒ トの脳 に あ り4),ま た ウシ,

ネ コ,モ ル モ ッ ト,マ ウス な ど哺乳 類,ウ ズ ラ

や イン コな ど鳥類,カ メや トカゲ な ど爬 虫類,

カエル や イ モ リな ど両 棲 類,コ イや アユ な ど魚

類 の脳 に も認 め られ る5).本 研 究 は,マ ウスの 中

枢神 経 系 を組 織化 学 的 な らび に電 顕的 に調 べ,

この被 膜 は細 胞外 基質 として シナ プ ス を特 異 的

に囲む硫 酸 化 プ ロテ オ グ リカ ンで あ り,こ の被

膜 をもつ神 経細 胞 は介 在 ニ ュー ロンに 属す る こ

とを明 らか に す る.

材 料 と 方 法

新 生 か ら成 熟ICRマ ウス の脳 と脊 髄 をエー テ

ル床 酔下 に切 り出 し, 0.1Mカ コ ジル酸 緩衝4%

パ ラ ホルム ア ルデ ヒ ド(pH7 .2)で 固定 した.こ

れ らの組 織 をパ ラフ ィ ンに包 埋 して切 片 とし,

脱パ ラフ ィ ン した.

脱 パ ラ フィ ン した切 片標 本 を陽性荷 電鉄 コロ

イ ド(pH1.0-1.5)6),ア ル デ ヒ ドフ クシ ン7)あ

るいは アル シ ア ンブル ー8)で染 色 した.一 部 の切

片標本 は レ クチ ンVicia villosaア グル チニ ンで

標 識 した9).さ らに他 の一 部 の標 本 は,メ チ ル化

とケ ン化 を行 った10).残 され た標本 は ヒアル ロニ

ダーゼ(100 TR Units/ml,生 化 学工 業),コ ン

ドロイチナーゼABC(5 Units/ml,生 化 学 工 業),

ヘパ リチ ナー ゼ(1 Unit/ml,生 化 学 工 業),ケ

ラ タナ ー ゼ(2 Units/ml,生 化 学 工業)で 処 理

したの ちに,上 記鉄 コ ロイ ド,ア ル デ ヒ ドフ ク

シ ン,ア ル シ ア ンブ ルー染 色 あ るい は レ クチ ン

標 識 を行 った.こ れ らの切 片標 本 は光 学 顕微 鏡

で観察 した.

一部 の 成 熟マ ウス につ いて は
,大 脳 の 後膨 大

部 皮質(retrosplenial cortex)と 小脳 基 底部 を

細 切 して0.1Mカ コジル酸 緩衝0.1%オ ス ミウ

ム酸(pH7.2)で 固定 した.こ の試 料 は水 溶 性

LR-White樹 脂 に包 埋 して超薄 切 片 と し,さ ら

に陽性 荷 電鉄 コ ロイ ド(pH1.0-1.5)染 色 とオ

ス ミウム蒸 気 処理 して,透 過 電子 顕微 鏡 で観 察

した11).

結 果

陽性 荷 電鉄 コロ イ ドにpH1.0-1.5の レベ ル

で反応 す る強 陰性 荷 電被 膜(Fig. 1)は 生 後3-

4週 目か ら出現 した.こ の被 膜 は ア ルデ ヒ ドフ

ク シン とアル シア ンブ ルー で染 色 され,ま た鉄

コ ロイ ドとアル デ ヒ ドフ ク シン(Fig. 2)あ る い

はア ル シア ンブ ルー とア ルデ ヒ ドフ クシ ンに よ

って二 重染 色 され た.同 被 膜 は網 目状 を呈 し,

神 経細 胞 の胞体 とその 突起 の根 部 を囲ん で い た

(Figs. 1, 2).被 膜 の鉄 コ ロイ ド反 応は メチ ル

化 で消 失 し,ケ ン化 でこ の反 応 は回復 しなか っ

た.

この よ うな被 膜 を もつ神 経 細胞 は 主 として後

膨 大部 皮 質,海 馬 台,橋 核,小 脳 基 底核,脊 髄

後角 に認 め られ た.特 に小 脳 基底 核 で は小 型 の

神 経細 胞 を含 め て大 部分 の神 経細 胞 が 同被 膜 を

も って いた.視 床や 脊 髄 前核 の神 経 細 胞や 小脳

皮 質 のプ ル キ ンエ細 胞 に は上 記鉄 コロイ ドに 反
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Fig. 1 Light micrograph of a neuron in the retrosplenial cortex of the mouse brain. This neuron 

possesses the strongly negatively charged surface coat or meshwork which surrounds the cell 

body and processes, and is stained with cationic iron colloid with a pH value of 1.0 (arrow

heads). •~1,500.

Fig. 2 Strongly negatively charged surface coat or meshwork is doubly stained with cationic iron 

colloid and aldehyde fuchsin (arrowheads). •~1,700.

応する被膜は認めなかった.

レクチンVicia villosaアグルチニンに対する

染色性も生後3-4週 目か ら出現し,連 続切片

の観察からこのレクチンに反応する神経細胞は

鉄 コロイド,ア ルデヒドフクシンないしアルシ

アンブルーで染色される細胞と同一であった(Fig.

 3).し かし,同 レクチンに対する染色性は各部

で異なり,後 膨大部皮質と海馬台の神経細胞で

はレクチン反応強陽性,脊 髄後核の細胞ではレ

クチン反応弱陽性,橋 核 と小脳基底核とくに小

脳内側核の細胞では小型のものを含めてレクチ

ン反応 は ほ ぼ陰 性 で あ っ た.

橋 核 や 小脳 基 底核 を含 む各 部 にお い て,あ ら

か じめ ヒア ル ロニ ダー ゼ で標 本 を処 理 す る と,

被 膜 の鉄 コロ イ ド反応,ア ル デ ヒ ドフ クシ ン反

応,ア ル シア ンブ ルー 反 応 は全 て陰 性 とな った

が(Fig. 4),レ クチ ンVacia villosaア グ ルチ

ニ ン標 識 に は全 く変化 は認 め られ なか った.ま

た,コ ン ドロ イチ ナ ーゼABC,ヘ パ リチナ ー ゼ,

ケ ラタナ ー ゼ単 独 処理 で は被 膜 の鉄 コロ イ ド反

応 に著 明 な変化 は なか った が,こ れ ら3酵 素 の

連 続処 理 で被 膜 の鉄 コ ロイ ド反 応 とアル シア ン
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Fig. 3 Two adjacent sections from the mouse retrosplenial cortex. The section A was labeled with 

lectin Vicia villosa agglutinin. The section B was stained with cationic iron colloid. The a-d cells 

in the section A are identical with the a-d cells in the section B, respectively. Note that the neurons 

labeled with lectin Vicia villosa agglutinin are stained with cationic iron colloid. A and B, •~500.

Fig. 4 Two adjacent sections from the mouse retrosplenical cortex. The section A was digested with 

hyaluronidase, and stained with cationic iron colloid. The section B was directly stained with 

cationic iron colloid without such preliminary hyaluronidase treatment. The a-d neurons in the 

section A are identical with the a-d neurons in the section B, respectively. Note that the neurons, 

when preliminarily treated with hyaluronidase, lose their reactivity to cationic iron colloid. A 

and B, •~500.
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ブ ルー 反 応 は陰 性 とな った(Fig. 5).コ ン ドロ

イチナ ー ゼ等3酵 素 処 理 に おい て は,被 膜 のア

ル デ ヒ ドフ クシ ン染 色 性 は よ く保 たれ て い た.

同3酵 素処 理 は レ クチ ン標 識 に何 ら影 響 を与 え

なか っ た.

電顕 観 察 では,鉄 コ ロイ ド粒 子 は神 経周 囲 の

組 織 間隙 内 に均 一 かつ 瀰慢 性 に 沈着 し,シ ナ プ

ス部 を残 して,同 組織 間隙 を埋 めていた(Fig. 6).

なお,神 経 細 胞 の ゴル ジー 野 に少 量 で は あ るが

鉄 コロ イ ド沈 着 が 認め られ た.

考 察

本 研 究 は,ラ ッ トの 所 見 と同 じ く1-3),マ ウス

で も強 陰性 荷 電被 膜 を もつ 神経 細 胞 は 後膨 大部

皮質,海 馬 台,橋 核,小 脳 基底 核,脊 髄後角 な

どに主 と して存在 す る こ とを示 す.後 膨 大 部皮

質 と海 馬 台 の同細 胞 は 明 らか に局 所 介在 神 経細

胞(local interneurons)で あ り,小 脳 に主 と し

て投 射 す る橋 核 の細 胞 と視 床や 赤 核 な どに投射

す る小 脳基 底 核 の細 胞 は いわ ゆ る中継 介 在 細胞

(relay interneurons)に 属 す る.小 脳 基 底核 の

小 型細 胞 は局 所介 在 細 胞 であ るこ と もよ く知 ら

れ て い る.す な わ ち,強 陰 性荷 電 被 膜 は介在 ニ

ュー ロ ンに主 と して出現 す る とい うこ とが で き

る.

本研 究 で,強 陰 性荷 電 被 膜 の鉄 コロ イ ド反応

は メチ ル化 で 消失 す るが ケ ン化 で回復 せ ず,ま

た コン ドロ イチナ ー ゼABC,ヘ パ リチナ ー ゼ,

ケ ラ タナー ゼ の単 独処 理 で は著 明 な消 失 は 認め

られ な いが,こ れ ら3種 の 酵素 の 連続 処理 で ほ

ぼ 完全 に消 失す る こ とが 判 っ た.こ れ らの所 見

は強 陰性 荷 電被 膜 は硫 酸 基 と くに コン ドロイ チ

ン硫 酸,ヘ パ ラ ン硫 酸,ケ ラタ ン硫 酸 を含 む こ

とを示 して い る.な お,本 研 究 の 予備 実 験 でヘ

パ リナ ー ゼや ノ イ ラ ミニ ダー ゼ 等 で消 化 を試み

た が,特 に変 化 は 認め られ なか った.

本 研 究 は 強陰性 荷 電 被 膜 はア ル デ ヒ ドフ クシ

ンや アル シ ア ンブ ルー で も染 色 され,ヒ ア ル ロ

ニ ダー ゼ で消 化 され,鉄 コロ イ ドとアル デ ヒ ド

フ クシ ン とで二 重染 色 され,ア ル シ ア ンブ ルー

とアル デ ヒ ドフ クシ ン とで二 重染 色 され,ま た

被 膜 の ア ルデ ヒ ドフ ク シン染 色性 は コン ドロイ

チナ ー ゼABC,ヘ パ リチ ナー ゼや ケ ラ タナー ゼ

の 前処 理 に よ って 消失 しな い こ とを確 認 した.

これ らの所 見 は鉄 コロ イ ド,ア ル デ ヒ ドフ ク シ

ン,ア ル シ ア ンブ ルー は被 膜 の別 々 の基(構 成

要 素)を 染 め て い るこ とを示 す.す な わ ち,鉄

コ ロイ ドとアル シア ンブ ルー は硫 酸 基 を,ア ル

デ ヒ ドフ クシ ンは 蛋 白(チ スチ ン,チ ス テイ ン

な どの-SS-あ るいは-SH-基 を もつ)部 分 に

反応 して い る と考 え られ る.従 って,本 研 究 は

強陰 性荷 電被 膜 は硫 酸 基 の ほか に ヒアル ロン酸

と蛋 白質 を含 む こ とを示 してい る.な お,ア ル

シ ア ンブ ルー の染 色 性 は非 常 に 弱 く,こ の種 の

染 色 に は鉄 コ ロイ ドが は る.かに優 れて い る.

ヒア ル ロニ ダー ゼ で 前処 理 す る と被 膜が 鉄 コ

ロ イ ド,ア ル デ ヒ ドフ クシ ン,ア ル シア ンブ ル

ー に対 す る染 色性 を失 うこ とは 注 目に値 す る
.

これ らの事 実 は硫 酸 基(コ ン ドロ イチ ン硫 酸,

ヘ パ ラン硫 酸 ,ケ ラ タン硫 酸)と 蛋 白質 は ヒア

ル ロ ン酸 に結合 してい るこ とを示 して お り,こ

の複合 体 は明 らか に硫 酸 化 プ ロテ オ グ リカ ン と

い うこ とが で きる.

本 研究 は後 膨大 部 皮質 と海 馬 台 では 強陰 性荷

電 被 膜 を もつ細 胞 が同 時に レクチ ンVicia villosa

ア グル チ ニ ンに よ って 強 く標 識 され るが,こ の

レ クチ ン標 識 は ヒアル ロニ ダーゼ や コン ドロイ

チナ ーゼ な どの前 処理 に よ って全 く影 響 され な

い こ と を示 して い る.こ の こ とは 同ア グル チニ

ン で標識 され るガ ラ ク トー スア ミン を含 む物 質

す なわ ち セ リンま たは ス レ オニ ン基 を もつ糖 蛋

白12)は,被 膜 プ ロテオ グ リカンの構 成要 素 で はな

く,細 胞膜 と被 膜 プ ロテ オ グ リカ ン と を結合 す

る接 着分 子 と して介在 して い るこ とを示 して い

る よ うに思 え る.小 脳 基底核 な ど同ア グル チニ

ンに 陰性 反 応 を示 す 部 で は他 の接 着分 子が考 え

られ る.魚 や 鳥 の 強 陰性 荷 電被 膜 を もつ 細胞5)は

Vicia villosaア グ ルチ ニ ン で標 識 され な いが,

ヒ トの視 覚 領 の同 細 胞4)は同 ア グルチニ ンに よっ

て 標 識 さ れ る(未 発表).一 方 で,同 ア グルチ ニ

ン に標 識 され る物 質 は プ ロ テオ グ リカ ン とは全

く独 立 して い る可 能 性 も考 え られ るが,我 々 は

現 在 の とこ ろ接着 分 子 と考 えて,今 後 の研 究 を

進 め た い と思 って い る.な お,大 脳皮 質や 海 馬

台 に レ クチ ンVicia villosaア グ ルチ ニ ンで標 識

され る神 経 細 胞 が介 在 す るこ とは す で に知 られ
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Fig. 5 Two adjacent sections from the mouse retrosplenial cortex. The section A was digested with 

chondroitinase ABC, heparitinase and keratanse, and stained with cationic iron colloid. The 

section B was directly stained with cationic iron colloid without such preliminary enzyme 

treatments. The a-c neurons in the section A are identical with the a-c neurons in the section B, 

respectively. Note that the neurons, when preliminarily treated with chondroinase ABC, hepar

itinase and keratanase, lose their reactivity to cationic iron colloid. A and B, •~500.

て お り,主 と してGABA性 神 経 として論 じ ら

れ てい る13-15).

脳 が硫 酸化 プ ロテ オ グ リカ ン を含 む こ とは よ

く知 ら れ て い る16). Oohira17,18)や 他 の 研 究 者

達19,20)は,生化 学的 に,出 生 前 の ラ ッ ト脳 ではヘ

パ ラン硫 酸 プ ロテ オ グ リカ ンが主 であ り,出 生

後 では コ ン ドロイ チ ン硫 酸 プ ロテ オ グ リカ ンが

主 で あ る と して い る.そ して, Rauch達 は ラ ッ

ト脳か ら分 離 した コ ン ドロ イチ ン硫 酸 プ ロテ オ

グ リカ ンの一 つ につ い て その化 学 構造 を明 らか

に してい る20).さ らに,多 くの研 究 者達 が コ ン ド

ロイチ ン硫 酸 プ ロ テオ グ リカン,特 に 同 グ リカ

ンの コア蛋 白に対 す る抗体 を作 製 して免 疫 的 に

マ ウ ス,ラ ッ トや 他 の動 物 の小 脳 皮質 の ブ ル キ

ンエ細 胞,脊 髄の 前角 運 動 細胞,海 馬の神 経 細

胞 な ど を染 色 した21-24).し か し,本 論 文 で述 べ

た我 々 の強 陰性 荷 電被 膜 は 出生 後 に形 成 され,

コン ドロ イチナー ゼABC単 独 では十分 消 化 され

ず,ま た小 脳 皮質 のプ ル キ ンエ細 胞や 脊 髄 の前

角運 動 細 胞 は我 々の 鉄 コロ イ ド,ア ルデ ヒ ドフ

ク シン,ア ル シア ンブ ルー染 色 に 反応 しな い.

従 っ て,我 々 の 強陰 性荷 電被 膜 を もつ,あ る い

は ア ルデ ヒ ドフ クシ ンに染 ま る細 胞 はOohira

達17,18)や他 の研 究者19-24)が免 疫学 的 に染 め だ し

た細 胞 とは異 な る と考 え られ る.

本 研 究 の電 顕観 察 は,陽 性 荷 電鉄 コ ロイ ドが

神経 周 囲 の細 胞 間隙 に特 異 的 に沈 着す るこ と,

す な わ ち被 膜 が細 胞 外基 質 と して 同間 隙 を埋 め

て シナ プ ス を囲 み同 シナ プ ス を周 囲組 織 か ら隔

離 してい るこ とを示 して い る.鉄 コロ イ ド沈 着

が神 経 細 胞の ゴル ジ野 に認 め られ るこ とは,こ

の被 膜 は神 経 細胞 に よっ て作 られ るこ とを示 し

て い る.な お,光 顕 で認 め られ た被膜 の 網 目の

各 々 は各 シナ プ ス に よっ て 占め られ て い る こ と

は本 電 顕観 察 で 明 らか で あ る.

本 研 究 で調べ た強 陰性 荷 電被 膜 の機 能 に つ い
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Fig. 6 Transmission electron micrograph of a 

ultrathin section stained with cationic 

iron colloid with a pH value of 1.0. Note 

that the colloidal iron particles are pref

erentially deposited in the perineuronal 

tissue spaces (arrowheads). N neuronal 

somata, S synape, T nerve terminals. •~

100,000.

て は全 く知 られ てい な い.し か し,私 達 は 「こ

の 被 膜 は 緩 衝 あ る い は 荷 電 関 門, buffer or

 charge barrier,と して働 く」と考 え て い る.す

な わ ち,被 膜 の 強 い陰性 荷(帯)電 は神経 周 囲 組

織 間隙 に電 気 的安 定 性 を醸 成 し,シ ナ プ ス にお

け る一 定 的 で安 定 的 な(周 囲 の 電気 変動 に影 響

を受 け な い忠 実 な)シ グナル伝 達 を保 障 す る と

考 えて い る.こ の観 点 か らみ て,上 に述べ た よ

うに介 在 ニ ュー ロン に主 と して 強 陰性 荷 電被 膜

が現 われ るこ とは特 に意 義 が あ るよ うに思 える.

一般 に神経 細 胞 の胞 体 上 に あ る シナ プ スは抑 制

性であることはよく知 られており,従 って本研

究で報告した被膜はこのシナプスを特異的に囲

んでいることになる。

未発表所見であるが,電顕試料をpH7.0前 後

に調製した陽性荷電鉄コロイド6)で染色するとほ

とんど全ての神経細胞の周囲組織間隙にコロイ

ド鉄の沈着が認め られる.こ のレベルのpH値

ではカルボキシル基等全ての陰性基が解離して

鉄 コロイドに反応する事実からみて6),ほとんど

の神経細胞は何らかの被膜をもつものと考えら

れる.す なわち,私 達は上記Oohira等 の免疫

的に染色される細胞はもちろんのことコンカナ

バリンAや 他のレクチンで標識される細胞もそれ

ぞれ個有の被膜あるいは細胞外基質をもってい

ると考えている.

同じく未発表所見であるが,大 脳や小脳内の

神経線維のほとんどはpH1.0-1.5に 調製した

陽性鉄 コロイド染色には反応しない.し かし,

脊髄のレベルでは白質内の神経線維のほとんど

が同鉄 コロイドに強い陽性反応を示し,ま た運

動性ならびに知覚性の末梢神経線維も強い陽性

反応を示 した.副 腎髄質や消化管壁の細胞群も

強い陽性反応を示 した.一 方,交 感幹神経節の

細胞はほとんど反応しない。これらの神経細胞

内反応については稿を改める予定である.

結 論

マ ウ ス小脳 基 底核 神 経 細 胞 は 出生 後 に 出現 し

陽性 荷 電鉄 コロ イ ド,ア ル デ ヒ ドフ クシ ン,ア

ル シア ンブ ルー に染 まる被 膜 を もつ.同 様 の被

膜 を もつ 神 経細 胞は 後 膨大 部 皮質,海 馬 台,橋

核,脊 髄 後 角 な どに認 め られた.こ の被 膜 は鉄

コロ イ ドとアル デ ヒ ドフ クシ ン,ア ル シア ンブ

ルー とア ルデ ヒ ドフ クシ ンに よ って二 重 染色 さ

れ,ま た被 膜 の鉄 コロ イ ドに対 す る染 色 性 は メ

チ ル化 で消失 しケ ン化 で 回復 しない.ヒ アル ロ

ニ ダー ゼ 前処 理 に よっ て被 膜 の鉄 コ ロイ ド,ア

ル シア ンブ ルー,ア ル デ ヒ ドフ クシ ンに対 す る

染 色性 は共 に消 失す る.コ ン ドロイチナ ーゼABC,

ヘ パ リチナ ー ゼ,ケ ラ タナー ゼ の連 続 処理 に よ

って被 膜 の鉄 コ ロイ ドとア ル シア ンブ ルー 反応

は消 失 す るが,ア ルデ ヒ ドフ クシ ンに対 す る染

色性 は 消失 しない.電 顕 観察 で鉄 コ ロイ ドは瀰
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慢性に神経周囲組織間隙に沈着することが確認

できた.以 上の所見は陰性荷電被膜は介在ニュ
ーロンに主として出現する硫酸化プロテオグリ

カンで,細 胞外基質 として抑制性の軸索一胞体

シナプスを特異的に囲み同シナプスの情報伝達

を安定保護する緩衝荷電関門として作用してい

ると考えられる.な お,後 膨大部皮質 と海馬台

の 強 陰 性 荷 電 被 膜 を もつ 神 経 細 胞 は レ クチ ン

Vicia villosaア グル チ ニ ンで強 く標 識 され た.

本研 究の鉄 コロイ ドやアルデ ヒ ドフ クシンなどの

染色は草野博通技官,酵 素処理 は大塚愛二講師,電

顕観察 は田口勇仁助手の協力 を得 た.
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Neurons of the retrosplenial cortex, hippocampal subiculum, pontine nuclei, intracerebellar 

nuclei and some other nuclei in the mouse demonstrated a marked surface coat which was 

formed three or four weeks after birth. This coat was stained doubly with cationic iron colloid 

(pH 1.0-1.5) and aldehyde fuchsin or with alcian blue and aldehyde fuchsin. Digestion with 

hyaluronidase eliminated all the cationic iron colloid, aldehyde fuchsin and alcian blue stain

ings of the surface coat. Successive digestion with chondroitinase ABC, heparitinase and 

keratanase erased the cationic iron colloid and alcian blue stainings of the surface coat, but 

did not interfere with the aldehyde fuchsin staining of this coat. Electron microscopy of 

ultrathin sections revealed that the iron particles were preferentially deposited in the peri

neuronal tissue spaces. These findings indicate that the surface coat consists of sulfated 

proteoglycans, which form an extracellular matrix in the perineuronal tissue spaces and as a 

charge barrier assure stable signal transmission at the axosomatic synapes with inhibitory 

nature. It was further observed that the neurons with such surface coats in the retrosplenial 

cortex and hippocampal subiculum were labeled with lectin Vicia villosa agglutinin.


