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緒 言

組織化学的な方法で脳組織の中に重金属が存在す

ることがはじめてSpatz(1922)に よって報告され

た.す なわち,こ の研究では脳の各部位の中で錐体

外路系に属する線状体,黒 質,赤 核などが鉄反応で

陽性を呈することが明らかにされた,し かしその後,

脳 における重金属に関する研究は進歩がなかった.

近年になってMaske(1955)が ジチゾンによる生

体染色により脳の中の海馬領域の一定領域が赤染 さ

れることが報告され,こ れが,組 織内に存在する亜

鉛との反応により起 されるものであろうと推察 した.

この研究により再び脳に存在する重金属が注目をあ

びるにいたった.次 いでFleischhauerほ か(1957)

は ジチゾン生体染色法によ り, Timm(1958), Mc

Lardy(1960, 1962, 1963, 1964), Otsukaほ か(1962)

らは硫化銀法後より,海 馬領域の一定部位後その陽

性反応を呈する領域を観察した.さ らに電子顕微鏡

用に改良された硫化銀法を用いて,こ の反応陽性物

質は歯状回の顆粒細胞の神経突起 によ り構成された

苔状神経線維終末部内に存在することが明らかにさ

れた(Haug, 1967, Ibata & Otsuka 1968, 1969).

さらにこの方面の研究は進められ,上 記の反応によ

り陽性を呈する物質は光学顕微鏡的オートラジオグ

ラフ(von Euler 1962, Otsukaほ か1967)に よ り,

また電子顕微鏡的オートラジオグラフ(Otukaほ か

1975)に よ り亜鉛であることが確認 された.そ の結

果,こ の亜鉛はシナプスにおける神経伝達に関係す

る物質であろうと推察されている。

上記のように脳の中で海馬領域に存在する亜鉛に

関する研究はかなり詳細に検索 されているが,脳 の

他の部位における重金属の分布状態やその作用機序

など後関してはほとんど研究が進められていない.

そこで本研究においてラットの脳を硫化銀法で検

索 し,脳 内における重金属の分布状態 を組織化学的

に証明するためにこの研究を行なった.

材料 と方法

Ⅰ. 光 学顕微鏡的組織化学

光学顕微鏡的組織化学による検索のためにラット

10例 の脳を用いた.こ れらの実験に用いたラットは

エーテル麻酔ののち,た だちに開頭 し,脳 を取 り出

し,そ の5例 の脳はそのまま,視 神経交叉を通る面

と,中 脳の後端部を通る面とで横断を行ない,脳 を

3つ のブロックに分けた.そ の後,下 記の硫化銀法

により標本を作製 し,検 索 した.ま た,5例 の脳は,

脳 を取り出した後)脳 全体をそのままで,正 中失状

断を加えて左半脳 と右半脳に分けた.そ の後,両 半

脳を別々に上記のような横断を行なった.右 半脳か

ら得た3つ のブロックはCarnoy固 定 液に固定後,

連続パラフィン切片を作製 し, Nissl染 色 とヘマ ト

キシリン ・エオジン染色 を行なった.ま た,左 半脳

か ら得た3つ のブロックは硫化銀法にて標本を作製

した.

硫化銀法(Timm 1958)

1) 脳 を硫化水素飽和アルコール溶液に12時 間固

定.

2) 純 アルコールで過剰の硫化水素アルコールを

簡単に洗う.

3) 組織片をパラフィンで包埋し,嗅 脳の前端か

ら延髄の後端までを10μ の厚 さで連続切片を作

製 した.

4) 脱 パラフィン後の切片を蒸留水でよく洗 う.
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5) 下記の溶液で30分 ～1時 間反応させる.

A液 {
15～20%ア ラ ビア ゴム水 溶 液10cc

10%硝 酸銀水溶液0.2cc

B液 {
ハ イ ドロキ ノ ン2gr

クエン酸5gr

蒸留水100cc

 A液 全量にB液2ccを 加 えて混合したのち,た だ

ちに使用する.

6) 蒸留 水でよく水洗する.

7) ヘマ トキシリンで核を染める.

8) 脱水,透 徹,封 入.

Ⅱ 電子顕微鏡的組織化学

電子顕微鏡的組織化学による検索のためにラット

5例 の脳が使用された.こ の研究に使用 したラット

はエーテルで麻酔ののち,次 の方法で検索した.

1) 麻 酔 したラットの心臓か ら, 3%グ ル タール

アルデヒド・Millonig緩 衝液を硫化水素ガスで

飽和 した液で灌流固定 した.そ の後,開 頭し,

脳 を取 り出し,さ らに海馬領域を摘出し,そ の

組織片を細切する.

2) 試料 を上記の固定液に入れてさらに2時 間固

定する.

3) Millonig緩 衝液で12～24時 間洗 う.液 は数回

とりかえる.

4) 試料 をカミソリの刃で,で きるだけ薄切する.

5) 薄切片を次の液に30～60分 入れる

A液 {
20%ア ラ ビアゴム水溶液100cc

 1Mの 硝酸銀水溶液1cc

B液 {
ハイ ドロキノン2gr

クエン酸5gr

蒸留水100cc

A液 全量にB液20ccを 加 える(使用直前)

6) 緩衝液で切片を短時間洗った後, 1%四 酸化

オスミウム溶液(PH 7.3)で0.5～1時 間固定す

る.

7) 試料 を脱水,エ ポン包埋,電 子染色を行ない

電子顕微鏡で観察する.

結 果

Ⅰ) 硫化銀法に関する検討

硫化銀法の原理は組織片を硫化物の入った固定液

で固定 し,同 時に組織を硫化し,組 織の中に含まれ

ている重金属の硫化物を作 り,さ らにこれを銀を含

んだ現像液で銀 とおき換えて硫化銀の状態で観察す

るものである.し たがって,写 真の現像に際して,

光,時 間,温 度などの条件にきびしい制限があるよ

うに,こ の方法を行なうにあたって もその方の配慮

が必要である.

そこでまず,光 についてであるが,写 真の現像 と

は異なって硫化銀法では現像液に銀が入れてあるの

で,暗 室では反応が進まない.し たがって写真の露

出計で毎回一定の光量がえられる場所で行なう.し

かし,直 射日光のあたる所はよくない.後 述する反

応時間が30分 か ら1時 間内で終るような場所で行っ

た.反 応温度は写真の現像のように20℃ とした.次

いで,反 応時間であるが)こ れが最 も重要である,す

なわち,光 や温度を一定にして も,必 ず しも一定の

時間反応 したのち後一定の染色標本ができない.そ

こでわれわれは,次 のような方法で,少 しでも同条

件における像を得ようと考えた.す なわち)わ れわ

れの教室でこれまで研究が行なわれてきた海馬領域

の切片を1つ の反応液の中に必ず1枚 入れ,こ れを

対照標本として使った.反 応を行なっている間に,

この切片を取り出し,後 述す るように海馬領域にお

いて苔状線維終末が,海 馬のh3, h4野 の錐体細胞の

樹状突起に終る部位を観察 し,そ の終末部が樹状突

起の表面にボタン状に終る状態が明確にみえる時間

を至適時間とした.

以上のように反応液に入れる条件を一定にしてお

かないと,現 像が進みすぎた写真のように人工産物

ができ,像 の判定ができなくなる.た とえば,反 応

液に入れる時間が長すぎると,反 応 を起さないと思

われる多くの神経細胞やグリア細胞 も渡銀 されて く

る場合がある-こ のような反応はその細胞が金属イ

オンを含んでいるためにおこるのではな く,神 経細

胞の好銀性から銀と結合して陽性反応 をおこしたも

のと考えられる.

また, Haug(1973)はNa, SとNaH2PO4と の水

溶液に固定し,ク リオスタットで薄切 した切片を用

いている.こ の方法では神経細胞やグリア細胞が金

属 との反応ではな く,渡 銀法として染ってくること

が多いので,こ の研究では硫化水素アルコール溶液

で固定し,パ ラフィン包埋 した試料を使用 した.

Ⅱ) 光 学顕微鏡的硫化銀法による結果

硫化銀法を用いて脳の各部位を染色す ると,暗 黒

褐色に染まる強陽性反応部位 と,黒 褐色後染まる陽

性反応部位と,さ らにやや褐色に染まる弱陽性反応

部位とが観察 された.こ の反応の中で弱陽性反応を

呈する部位は染色法の少しの変化により弱陽性ある

いは陰性の反応を呈するので,こ れらの部位は金属
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に よ る陽 性 反応 部 位 か ら除外 した.

A) 終脳

a) 大 脳 皮 質(Cortex cerebri)

大 脳 皮 質 は 部 位 に よ りか な り著 しい構 造 上 の差 異

が あ るが,一 般 に大 脳 皮 質 に は系 統 発 生 学 的 に古 い

古 皮 質 お よび 原始 皮 質,な らび に新 皮 質 が 区 別 され

る,し たが って,本 研 究 にお い て も各 皮 質 ご とに 検

索 を進 め た.

1) 古皮 質(狭 義 の 嗅脳)(Paleocortex)

ラ ッ トで は狭 義 の嗅 脳 の うち嗅 球 が 硫 化銀 法 で 反

応 を呈 した.す な わ ち,嗅 球 の 最 表 層 にみ られ る嗅

神 経 の 軸 索 は硫 化 銀法 で陰 性 で あ った.そ の 内方 に

あ る嗅 神 経 の終 末 部 と僧 帽 細 胞 の樹 状 突起 とが シ ナ

プ ス を作 る部 位 で あ る 円形 の 嗅 糸球 は そ の 全体 が び

ま ん性 の 陽 性 反応 を呈 してい た.さ らに そ の 内方 に

配 列 して い る僧 帽 細胞 の反 応 は陰 性 で あ った.僧 帽

細胞 層 の 内 方 に は 顆 粒 細 胞 とneuropilか らな る顆

粒 層 が 認 め られ るが,こ の顆 粒 細 胞 の 細胞 体 は硫 化

銀 法 で 反 応 は 陰 性 であ つたが, neuropilほ 強 陽性 反

応 を呈 して い た.僧 帽 細 胞 か らで た軸 索 は嗅 索 とな

って 後走 す る が この もの は 硫 化 銀 反応 が陰 性 で あ っ

た.

狭 義 の 嗅脳 に属 す る嗅 球 以 外 の 部 位 は硫 化 銀 反 応

で陰 性 で あ っ た.

2) 原始 皮 質(Archicortex)

原始 皮 質 に属 す る部 位 の 中 で 海馬 領域(海 馬 と歯

状 回)と 海馬 台 が 硫 化 銀 法 で 陽性 反応 を呈 す る部 位

で あ った.

1) 海 馬 領 域(Hippocampal formation)

海馬 領 域 は海 馬 と歯 状 回 に よ り構 成 され て お り,

さ らに海 馬 と歯 状 回 は そ の細 胞 な らび に髄 鞘 構 築 学

的 に い くつ か の分 野 と層 後分 け られ て い る.す な わ

ち,歯 状 回 に はstratum moleculare, stratum gr

anulosumお よ びstratum multiformeの 各 層 が,

また 海馬 に は脳 室 面 か らalveus, stratum murtif

orme, stratum pyramidale, stratum radiatum,

 stratum lacunosumお よ びstratum moleculare

の 各層 が分 け られ た.さ らに 海 馬 に お い て はstra

tum pyramidaleを 構 成 す る錐 体 細 胞 の形 態,大 き

さお よ び配 列 状態 か ら, h1, h2, h3, h4,お よ びh 5,

の5分 野 が 分 類 で きた.

海 馬 領 域 を硫 化 銀 法 で 染 色 す る と海 馬 のh3か ら

h5野 のstratum radiatumのstratum pyramidale

に接 す る領 域 と,歯 状 回 のstratum multiformeの 層

が 強 陽 性 反応 を 呈 した.こ の 領域 は歯 状 回 の顆 粒 細

胞か ら出た苔状線維の終末部が認められる部位であ

る.な おh1か らh5野 にわたる全野のstratum ra

diatum, stratum multiformeお よび歯状回のstr

atum moleculareに お いて陽性反応を認めた.そ の

他の層は陰性であった.

Ⅱ) 海馬 台(Subiculum)

この部においてはstratummoleculareの 内層 は

硫化銀反応は陽性であったが,そ の外層 と錐体細胞

は陰性であった.

Ⅲ) その他の領域

原始皮質に属するその他の領域では梨状葉が陽性

または弱陽性反応 を呈するほかは,硫 化銀法でその

反応は弱陽性か陰性を呈するにすぎなかった.

3) 新皮質(NeOCortex)

大脳皮質の新皮質はその細胞構築か ら次の6層 に

分けることができる.す なわち,第1層(表 在層),

第2層(外 顆粒層))第3層(錐 体層),第4層(内 顆粒

層))第5層(神 経細胞層),お よび第6層(多 形細胞

層)か ら構成 されている,こ れらの6層 形成は大脳皮

質の部位によりその構造が異なる.

一方
,硫 化銀法で新皮質を染色すると陽性あるい

は弱陽性反応 を呈する層 と全く反応をみとめない層

が区別できた.新 皮質の全体において陽性または弱

陽性を呈する部位は第2層 の外顆粒層 と第3層 の錐

体層の境界部から外顆粒層にかけてであった.さ ら

に第4層 の内顆粒層 と第5層 の神経細胞層 との境界

部から内顆粒層後かけて硫化銀法で陽性 または弱陽

性反応部位を認めた.

新皮質において,第1層 の表在層,第3層 の錐体

層の内層 と第4層 の内顆粒層の外層 との部位,お よ

び第5層 の神経細胞層の内層は反応がほとんど,ま

たは全く陰性であった.さ らに第6層 の多形細胞層

は弱陽性を呈する場合が多かった.新 皮質は部位に

よって6層 形成の層の発達状態が異なるため,硫 化

銀法で陽性,ま たは弱陽性反応を呈する層の領域 も

部位により変化 した.こ れらの反応陽性部位をさら

に詳細に検索すると,錐 体細胞の一部の ものが )そ

の細胞体に陽性反応を認めるだけで大部分の ものが

陰性であった.内,外 の顆粒層を形成する細胞はす

べて反応は陰性であった.そ れに反して,神 経細胞

間のneuropilは 陽性また弱陽性反応 を呈した.し

かし,新 皮質においては硫化銀法で海馬領域でみら

れたような強陽性反応部位は全く認めることができ

なかった.

b) 大脳髄質(Substantia medullaris cerebri)
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大部分が有髄線維の集団である大脳髄質は,ほ と

んどすべての領域が硫化銀法でその反応は陰性を呈した.

c) 大脳核(Nuclei cerebri)

大脳 核に属する核 としては)尾 状核,レ ンズ核(被

殻 と淡蒼球),前 障,扁 桃体がある.こ れらの核のう

ち前障は硫化銀法でその反応は陰性であったが,そ

の他の核はすべて陽性反応を呈 した.

1) 尾状核 とレンズ核(被 殻 と淡蒼球) (Nucleus

 caudatusとNucleus lentiformis)

尾状核と被殻はその組織学的な構造はまった く同

様で,両 核を形成する神経細胞は小型のものが大部

分で,そ の中に大型の細胞が少し混在していた.こ

れらの神経細胞はいずれ も硫化銀法で反応は陰性で

あった.ま た,両 核内には有髄神経線維の小束が多

数みとめられるが,こ れ らもすべて反応は陰性であ

った.し かしこれらの神経細胞の間を構成するneu

ropilは 陽性反応を呈した.こ のような陽性反応の,

核内後おける部位差 はなかった.一 方,淡 蒼球は尾

状核や被殻 とその構造はほぼ同一であ り,反 応陽性

部位はneuropilの みであった.し かも,陽 性反応

は尾状核などに比較するとかな り弱かった.

2) 扁桃 体(corpus amygaloideum)

扁桃体は主核と亜核から構成されている核である.

すなわち,外 側核,基 底核,中 心核,皮 質核,内 側

核に分けられた.こ れらの核の中で硫化銀法で強い

陽性反応を呈する部位として外側核の外側縁,外 側

核の腹内側部,基 底核の小細胞性部,中 心核の外側

部,お よび皮質核などが観察できた.扁 桃体のその

他の部位は弱陽性か,ま ったく陰性を呈 した.

B) 間 脳(Diencephalon)

間脳 は大 きく視床脳 と視床下部に分けられる.

a) 視床 脳(Thalamencephalon)

視床脳に属する部位 としては視床上部)背 側視床

および腹側視床があるが,こ れらの部位はいずれも

硫化銀法では陽性反応部位をみとめることができな

かった.

b) 視床 下部(Hypohalamus)

この部位は多数の神経核により構成 されているが,

硫化銀法で染めると才3脳 室の前部の脳室にそって

強陽性反応部位がみとめられた.こ の部は室傍核,

腹 内側核,背 内側核により作 られたものである.こ

れらの核では,そ の神経細胞はごく少 しの細胞が陽

性反応を呈 しているが,ほ かの大部分の細胞は陰性

であった.し たがって陽性反応がみられる組織は,

 neuropilで あった.上 記の核以外の核はすべて弱陽

性反応か陰性であった.

また下垂体 もすべて反応は陰性であった.

c) 才3脳 室(Ventriculus tertius)

才3脳 室壁には脳室周囲器官群(終 板器官,脳 弓

下器官,松 果体,交 連下器官,傍 室器)最 後野など)

が存在す るが,こ れらの器官は硫化銀法ですべて反

応は陰性であった.た だ才3脳 室脈絡叢の一部が強

陽性反応を呈 していた.

C) 中 脳(Mesencephalon)

中脳 において硫化銀法で陽性反応がみとめられる

部位は赤核 と黒質であった.赤 核ではこれを構成す

る神経細胞は一部のものが陽性反応を呈する以外の

大部分の神経細胞は反応が陰性であった.こ の細胞

の間後存在するneuropilが 弱 陽性反応 を呈してい

た.一 方,黒 質は緻密部 と網様部に分けられるが,

緻密部ではこれを構成する神経細胞のほとんどすべ

てが硫化銀法で陰性であった.細 胞の間にあるne

uropi1の みが弱陽性反応 を呈していた.網 様部はそ

のすべてにおいて反応が陰性であった.中 脳のその

他の部位は,反 応が陰性であった.

D) 小 脳(Cerebelum)

小脳 後おいては小脳皮質,髄 質,お よび小脳核の

いずれの部位 も硫化銀法で反応は陰性であった.

E) 橋 と延髄(PonsとMedulla oblongata)

橋や延髄には脳神経に属する核が多数存在するが

いづれの核 も硫化銀法では反応が陰性であった.こ

れらの核以外の部位 もすべてにおいて反応を呈 しな

かった.

Ⅲ) 電子 顕微鏡的硫化銀法による結果

光学顕微鏡的組織化学において重金属の証明のた

めに使用されている硫化銀法を電子顕微鏡レベルに

利用できるように改良 された方法(IbataとOtsuka

 1968, 1969)後 よ りラットの海馬領域にみ られ る苔

状線維終末を観察した.

まず,硫 化銀反応を行なわない正常の苔状線維終

末 を電子顕微鏡でみた.苔 状線維終末は海馬のh3-

h6野 の錐体細胞の樹状突起,と くにその棘を取 り囲

み大 きな膨みとなって終末 していた-.状 突起から

突出した一つの棘は二,三 の分岐を繰 り返 し,こ の

分岐 した一つの棘に1～2個 の苔状線維終末部がこ

れを取 り囲んで終っていた.ま た苔状線維終末は一

部では平滑な樹状突起の根幹ともシナプスを作 って

いた.こ の大きな終末部の中にはきわめて多数の密

集したシナプス小胞(直 径約500A)が 含 まれ,ほ ぼ

その全体を満たしていた.ま た,こ のシナプス小胞
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後まじって,小 量ではあるが電子密度の高い小顆粒

を含んだ含粒小胞(直 径約1000A)が 観察された.さ

らにこれらの小胞とは別個に比較的多数の ミトコン

ドリアが混在 していた.シ ナプス膜の状態は,棘 に

終わる場合後は,シ ナプス前膜はやや電子密度が高

く,シ ナプス後膜側ではさらに濃い太い線として認

められた.両 膜は約200Aの 明るい間隙をもって相

対 していた.樹 状突起根幹部の表面に終るシナプス

膜はところどころで前,後 膜 ともやや肥厚するが両

者の間には電子密度の差はなかった.ま た,い ずれ

の場合 も,シ ナプス前膜に接近 してシナプス小胞が

集積している像はほとんど観察できなかった.さ ら

に棘内部には,い わゆる棘装置を認めることができ

なかった.

次いで,電 子顕微鏡用に改良 された硫化銀法で海

馬領域の苔状線維終末を中心に観察を行なった.硫

化銀法で染色 し,エ ポン包埋された切片を トルイジ

ン青で染色 した光学顕微鏡用標本においても,す で

に錐体細胞の樹状突起表面に黒褐色の銀粒子の沈着

が認められた。これを電子顕微鏡で観察すると銀粒

子は苔状線維終末部内にのみ沈着 し,そ れ以外の錐

体細胞,顆 粒細胞,神 経膠細胞,苔 状線維終末以外

の神経終末, neuropilら には全 く沈着が認められな

かった.こ のような反応陽性の神経終末においては

銀粒子はシナプス小胞上に局在し,ミ トコンドリア

やシナプス膜上には観察できなかった.

考 察

この研究に使用した硫化銀法はTimm(1958)や,

 Voigt(1951, 1959)ら により開発 された重金属を検

出するための組織化学的な方法である.こ の方法は

これまでに開発された組織化学的に重金属 を証明す

るための方法としては最も良い方法である.(Haug

 1973)ま た,こ の方法は重金属を硫化物として組織

内に沈着 させ,こ れを銀と反応 させ硫化銀を生ぜし

め,こ の銀粒子を顕微鏡で観察するものである.す

なわち,こ の方法は理論的には写真の現像の原理を

利用したものである.

この方法において,組 織の固定と反応液に作用さ

せる時間が問題となる.組 織の固定にはわれわれは

硫化水素で飽和されたアルコール溶液を使用し,パ

ラフィン包埋したものを用いたがHaug(1973)ら は

硫化ナ トリウム水溶液で固定しクリオスタット切片

を使用 した.大 塚 ら(未 発表)は,こ の両方の方法

を検討 した.そ の結果,水 溶液の固定液では水溶性

の物質が流出しやすく,ま たクリオスタットでは連

続切片が作 りにくいなどの点から硫化水素アルコー

ル溶液で固定し,パ ラフィン包埋の方法を用いた.

また反応液で反応 させる場合,光,温 度)反 応時間

が問題となる.こ の問題に関してはすでに結果の項

でのべたごとく,非 特異性の反応が起 り特異性な反

応との判定が困難となる.特 にHaug(1973)が 報告

しているような硫化銀法陽性の神経細胞やグリア細

胞の多くの ものは重金属のための特異的な反応では

なく,神 経組織の好銀性の性質から起 った非特異性

の反応により生じた ものと考えられる.

Spatz(1922)に よ り脳の中にも重金属,特 に鉄が

存在 していることが始めて報告 されたが,そ の後,

これに関する研究はそれほど発展 をみなかった-近

年になってジチゾンを生体的に注射すると,生 体内

に存在する重金属と反応 し,組 織を紅染ささせるジ

チゾン法を使用し, Maske(1955)が 海馬領域の一

定部位後重金属が含まれていることが明 らか にし

た.そ の後)緒 言で記載したごとく,こ の部位が組

織化学的後,ま た,電 子顕微鏡的に詳細に研究され,

現在ではこの部に存在する重金属は亜鉛であること

が明 らか後されている(Otsukaほ か1975).

一方
,海 馬領域以外の部位における重金属を組織

化学的に研究した報告はHaug(1973)の ものだけで

ある-し かし,こ の研究 と本研究では硫化銀法の方

法が異なるためか,か な りの所見のちがいがみとめ

られた.わ れわれの研究では硫化銀反応で強陽性あ

るいは陽性反応を呈する部位の中に存在する神経細

胞やグリア細胞はごく一部の ものが,反 応が陽性で

あるにす ぎなかった.一 方, Haug(1973)の 報告に

よると陽性反応を呈する部位の他に,周 囲の組織は

陰性であっても神経細胞やグリア細胞のみが陽性 を

呈す る部位が,か なり記載 されている.こ れは先後

も述べたように硫化銀法による非特異性反応 をも反

応陽性部位 としているためだと思われる.

本 研究によって脳における硫化銀法の強陽性反応

あるいは陽性反応部位 として認められた ものは嗅球

海馬領域,海 馬台,尾 状核,レ ンズ核,扁 桃体,室

傍核,才3脳 室脈絡叢,な どがあり,ま た,陽 性反

応 あるいは弱陽性反応部位としては,大 脳の新皮質

赤核,黒 質などであった-こ れらの部位の中で嗅球,

海馬領域,海 馬台,扁 桃体などの部位は,い わゆる

大脳辺縁系に属するか,あ るいは辺縁系に近い働 き

をしていると考えられる部位である.し か も,こ れ

らの各部位で陽性反応物質の存在す る組織はすべて
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神経細胞ではなく)い わゆる, neuropi1と いわれる

組織構造を呈する部位であった. Neuropi1と は脳組

織の中で神経細胞をのぞいた組織をいうのであるか

ら,こ こには多くの神経線維,シ ナプス,グ リア細

胞などが存在する.

一方 ,電 子顕微鏡用に改良 された硫化銀法で海馬

領域の苔状線維終末部を観察すると,す でにHaug

(1967)やIbataとOtsuka(1968, 1969)ら が発表

していると同様に苔状線維終末部内のシナプス小胞

上に陽性物質である銀粒子の沈着が証明できた-海

馬領域の部位以外はまだ電子顕微鏡による組織化学

では観察を行なっていないので確定はできないが,

光学顕微鏡による観察でみられた大脳辺縁系におけ

る硫化銀法で陽性反応部位は,い わゆるneuropil

であ って,し かも神経終末が多数みとめられる組織

構造をもっているので,お そらく,こ の反応陽性物

質はシナプスを形成するシナプス前線維の終末部に

あるのではないかと考えられる.

さら後,硫 化銀法により陽性,ま たは弱陽性反応

を呈する部位 として,尾 状核,レ ンズ核,赤 核,黒

質などがあった.こ れらの核はいずれ も錐体外路系

に属する核である.こ れ らの部位において も陽性反

応が認められるのはこれ らの核を構成している神経

細胞ではなく, neuropilで あった.し たがって,大

脳辺縁系の場合と同様,に 反応陽性物質はこれ らの

neuropilを 構成するシナプス前線維の終末部に含ま

れているのではないかと推察できる.

また,大 脳皮質の新皮質 も硫化銀法で,陽 性ある

いは弱陽性反応を呈する部位があった.そ れは新皮

質の6層 形成の中の外顆粒層と錐体層の境界部と,

内顆粒層と神経細胞層の境界部の部位であった.こ

の2つ の陽性反応部位はいずれ も錐体細胞 の樹

状突起の根部で構成 されてお り,こ の樹状突起の表

面には多数の神経終末が認められた.し たがって,

反応陽性物質はここで もシナプス前線維の終末部に

含まれているのではないかと思われる.

さらに,室 傍核とその周辺部 も硫化銀法で陽性反

応を呈した.こ の核で も反応陽性物質は神経細胞で

はな くneuropilに 認 められ,こ こでもシナプスに存

在するものと考えられる.

このように,脳 にみられる重金属は,そ の大部分

のものがシナプス,特 にシナプス前線維終末部に含

まれていると考えられることから,こ れ らの物質は

神経伝達物質か,あ るいは,伝 達後関係する酵素類

に含まれているものと思われる.

一方
,脳 に存在し,上 記のような働 きをすると考

える重金属はいかなる金属であるかということは不

明な点が多い.古 くから錐体外路系に属する神経核

には鉄が含まれていることが報告 されて来た(Spatz

 1922).し たがって,本 研究において錐体外路系に関

係する尾状核)レ ンズ核,赤 核,黒 質にみとめられ

た硫化銀法による陽性反応物質は鉄を含 む物質であ

ろうと考 えられる.

また,海 馬領域にみられる硫化銀法による陽性物

質は分光計測(Maske 1955)や オ ートラジオグラフ

イーによる研究(von Euler 1961, Osukaほ カ),

 1967, Otsukaほ か1975)か ら亜鉛であると考えられ

ている.し か し,そ の他の大脳辺縁系の中の硫化銀

反応陽性を呈す る部位はいかなる重金属 を含んでい

るか ということはまだ全 く不明である.た だ,本 研

究においても明 らかなように,海 馬領域以外の大脳

辺縁系の陽性反応部位は,海 馬領域 と同様 にシナプ

スが多く認められるところであるので,こ れらの部

位にも重金属 として亜鉛が含まれているのではない

か と推察できる.し か も,こ れらの重金属 を含んだ

物質は大脳辺縁系の特有な機能に関係 した動きをし

ていることも考えられる.今 後,さ らに多方面から

の詳細な検索が必要である.

また,室 傍核は神経分泌機能を有 しており,下 垂

体後葉ホルモンを生産する細胞であるので,こ の部

に存在する重金属 も神経分泌物に含まれているので

はないか と考えられるがしか し,こ の核 と同様な働

きをもつ視索上核には硫化銀法で陽性を呈する物質

をみとめることがで きないことや,室 傍核内におい

て も,神 経分泌細胞は反応が陰性であるところか ら

この重金属は神経分泌物には関係がないように思わ

れる.そ れよりもむしろ,こ の重金属がいかなる金

属かということは不明であるが,先 にも述べたよう

に神経分泌細胞に終るシナプス前線維の終末部内に

含まれて,神 経伝達機能に関係す るものと考えられ

る.

結 語

硫化銀法を用いてラットの脳における重金属の分

布状態を光学顕微鏡 と電子顕微鏡で観察 した.

光学顕微鏡による観察から,硫 化銀法による反応

陽性物質は大脳辺縁系に属する嗅球,海 馬領域,海

馬台,お よび扁桃体に認められた.ま た,錐 体外路

系に属する尾状核,レ ンズ核,赤 核,お よび黒質に

も反応陽性物質が証明された,さ らにまた,大 脳皮
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質の新皮質や室傍核にも反応陽性物質が観察された.

これらの各部位で,反 応陽性物質はどの部位にお

いて も,そ の部を構成する神経細胞内にはほとん ど

認められず,多 数のシナプスがみとめられるneuro

opilに 見出された.さ らに海馬領域の電子顕微鏡に

よる硫化銀法の観察か ら反応陽性物質は苔状線維終

末内のシナプス小胞に一致 して分布していることが

わかった.

 これらの検索結果から,脳 内にみとめられる硫化

銀法による反応陽性物質(こ こでは重金属)と シナ

プス,特 に,シ ナプス前線維の終末部との形態学的

なまたは機能的な関係が検討された

稿を終えるにあたり)ご懇篤なるご指導とこ校閲を賜

 わった大塚長康教授に深く感謝いたします.ま た,終 始

 ご助言とご指導をいただいた佐々木順造博士)苅 田成人

技官内藤由美子女史のご援助後心から感謝いたします.

(本論文の要旨は第18回 日本組織細胞化学会に発表した)
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写 真 の 説 明

写真1.　 嗅脳,硫 化銀法×40

写真2.　 嗅球を中心とした拡大像,同 上×60

写真3.　 海馬領域,同 上×20

写真4.　 新皮質,同 上×30

写真5.　 尾状核,同 上×17

写真6.　 扁桃体,同 上×27

写真7.　 視床下部,陽 性反応を呈する室傍核が認められる.同 上×20

写真8.　 視床下部,室 傍核を中心 とした反応陽性部位が観察される.同 上 ×20

写 真9.　 視床下部,反 応が陰性の視索上核が認められる.同 上×20

写 真10.　第3脳 室周囲器官群に属する交連下器官,反 応 は陰性である.同 上×18

写 真11.　第3脳 室脈絡組織,そ の一部分が反応陽性である.同 上×17

写 真12.　小脳 と延髄,両 部位とも反応は陰性である.同 上×13

写 真13.　苔状線維終末部の電子顕微鏡像,終 末内に多数のシナプス小胞が認められる.×38,000.

写 真14.　電子顕微鏡用硫化銀法による苔状線維終末像,終 末内のシナプス小胞に一致して反応陽性物質(銀 粒

子)が 分布 している像が認められる.×32,000.
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Histochemical study of heavy metals in the brain

by

Hiromi SAKURADA

Department of Anatomy, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Nagayasu Otsuka)

The distribution of heavy metals were studied in rat brain by light and electron microscopy 

with the sulfide silver method.
Reaction products by this method were found under light microscopy in olfactory bulb, 

the hippocampal formation, subiculum, and amygdaloid nucleus belonging to the limbic system, 
and in caudate nucleus, lenticular nucleus, red nucleus and substantia nigra belonging to the 

extrapyramidal tracts. These products were also observed in neocortex of cerebral cortex and 

paraventricular nucleus.
These reaction positive-materials were not found in nerve cell bodies in all these area but 

found in neuropil containing many synapses.
Electron microscopic observation of the hippocampal formation showed that these materials 

were distributed in synaptic vesicles of the mossy fibers.
From these results the morphological and functional relationship between these products 

(heavy metals) and synapses, especially the ending of presynaptic fibers, were discussed.


