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緒 言

海馬領域(海 馬 と歯状 回)は 大脳辺縁系 の中で も

形態学的に も,機 能 的に も重要 な部位 とされている.

この よ うな部位 に組 織化学的 に亜鉛が含 まれてい る

ことがMaske1)に よ り初 めて報告 されて以来,こ の

方面の研究が盛んに行 なわれて きた(Fleischhauer

ほか2), Timm3), Mc Lardy4), Otsukaほ か5), Haug6),田村7),

その他).そ の結果,こ の亜鉛 は海馬領域にみ られ る

苔状神経終末 部に存在 し,さ らに電子顕微鏡的,組

織化学的研究(Haug8), IbataとOtsuka9) 10) 11)や 電

子顕微鏡的オートラジオグラフ ィーの研究(Otsuka

ほか12))か ら亜鉛 は終末部 内に認 め られ るシナプス

小胞 内に含 まれてい ることが明 らか にされて きた.

一方
,膵 島の β細胞 に存在す る亜鉛 と結合 して,

この細胞 に障害 を与 え,実 験的糖尿病 を起 させ るジ

チゾンを投与す ることによ り,海 馬領域か ら一定期

間の間,亜 鉛が組織化学的 に消失 し(Otsukaほ か

13) 14), Danscher15),田 村7))
,ま た,こ の期間 に一致 し

て,苔 状神経線維終末 部か らシナプス小胞の減少 が

認め られ ることが明 らかに されて いるがその機能 的

意義 は不明な点が多い(Otsukaほ か16)).そ こで本

研究 においては,ジ チゾンのほか,ジ チゾンと同様,

その投与に よ り実験 的糖尿病 を起 す,ア ロキサ ンと

オキシンを投与 した後 の海馬領域 の組織化学的変化

および形態学 的変化 を電子顕微鏡 によ り観察 し,こ

の部 に存在す る亜鉛 の機能的 な意義 を明 らか にしよ

うと考 えた.

材料 と方法

この研究のために ラッ ト(100例)の 脳 を用いた.

対照例 として4例 を,ジ チゾン,ア ロキサン,お よ

びオキ シン投与例 として各32例 ずつを使用 した.ジ

チ ゾ ン(ジ チ ゾ ン(diphenylthiocarbazone)100mg

を0.2%ア ンモ ニ ア水 溶 液10mlで 溶 解 した液)を

200mg/kg,ア ロキ サ ン(5%ア ロキ サ ン(alloxan)

水 溶 液)を200mg/kg,お よ び オキ シ ン(オ キ シ ン

(oxine) 0.2gを 純 アル コ ール で 溶 解 した 液)を

200mg/kgと な るよ うそ れ ぞ れ を ラ ッ トの腹 腔 内 に

注 射 した.注 射 後,各 例 と も5分, 10分, 15分, 30

分, 45分, 1時 間, 2時 間, 3時 間, 4時 間, 5時

間, 6時 間, 12時 間, 24時 間 の各 時 間 ご と に動 物 を

断頭,た だ ちに,脳 を取 り出 し,一 側 の 大 脳 半 球 か

ら海 馬 領域 を摘 出 し, 3%グ ル タル アル デ ヒ ド ・緩

衝 液 で 固定, 10分 後 に実 体 顕微 鏡 下 で苔 状 線 維 の 分

布 領 域 を切 り出 し,細 切 した の ち,さ らに同 液 で2

時 間 固 定 し た.そ の 後, 1%四 酸 化 オ ス ミウ ム.緩

衝 液 で2時 間 再 固 定,以 下 冷却 エ タ ノ ー ル系 列 で脱

水,つ い で エ ポ ン812で 包 埋 した.超 薄 切 片 はPort

er-Blum I型ultramicrotomを 用 い て作 成,酢 酸 ウ

ラ ニ ル と酢 酸 鉛 で 電 子 染 色 を行 い, JEM 7型 で

鏡 検 した.さ らに他 側 の 大 脳半 球 か ら海 馬 領 域 を摘

出 し, Timmの 硫 化 銀 法 を行 って 観察 した.

硫 化 銀 法(Timm3))

1) 硫 化 水 素 飽 和 純 アル コ ール 溶 液 に6～12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 ィン包 埋,切 片 を作 成.

4) 脱 パ ラ フ ィン後 の 切 片 を蒸 留 水 で よ く洗 う.

5) つ ぎの液 に入 れ て30分 ～1時 間 反 応 させ る.

A液{
15～20%ア ラ ビア ゴ ム水 溶 液　 10c.c

10%硝 酸 銀 水 溶 液　 0.2c.c

B液{

ハ イ ドロキ ノ ン　 2 g

クエ ン酸　 5 g

蒸 留水　 100c.c
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A液 全 量 にB液2c.cを 混 合 した の ち,た だ ちに使

用 す る.

6) 蒸 留 水 で 十 分水 洗.

7) ヘ マ トキ シ リンで核 を染 め る.

8) 脱 水,透 徹,封 入,鏡 検.

結 果

A 正 常 例

Rose17) 18) 19)らに よ って 海馬 領域 は細 胞 な らび に髄

鞘 構 築 学 的 に次 の よ うに分 類 して い る.す な わ ち,歯

状 回 に は, Stratum moleculare, Stratum granulo

sumお よ びStratum multiformeの 各 層 が,ま た海

馬 に は 脳 室 面 か らalveus, Stratum multiforme,

 Stratum pyramidale, Stratum radiatum, Stratum

 lacunosumお よ びStratum moleculareの 各 層 が 分

け られ た.ま た,海 馬 にお い て はStratumpyrami

dale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h5の5分 野 が分 類 で

きた(図1, 2).こ の よ うな 歯状 回 と海 馬 にお け る

分 野 と層 は わ れ われ の 研究 に使 用 した ラ ッ トの海 馬

領域 に お い て も分 け る こ とが で き た.組 織 化学 的 に

硫 化銀 法 で海 馬 領 域 を観察 す る と歯 状 回 に存 在 す る

顆 粒 細 胞 の神 経 突 起,す な わ ち苔 状 神経 線 維 が海 馬

のh3-h5野 の錐 体 細 胞 の樹 状突 起 に終末 す る部 位 で

あ る, Stratum radiatumのStratum pyramidaleに

接 す る部 位 と歯 状 回 のStratum multiformeに 一 致

して強 陽 性反 応 を呈 した(図3).

一 方
,電 子 顕 微 鏡 的 に苔 状 線 維 は錐 体 細胞 の樹 状

突 起,特 に そ の棘 を取 り囲 む よ う に大 きな 膨 らみ と

な っ て終 末 して い た.樹 状 突 起 か ら突 出 した1つ の

棘 は2, 3の 分 枝 を く りか え し,そ の 分枝 した1つ

の棘 に1～2個 の苔 状 線 維 終末 部 が これ を取 りか こ

ん で終 って い た 。 した が って2, 3の 棘 の 分枝 を1

つ の終 末 膨大 部 が含 ん で い る た め,電 子 顕 微鏡 像 と

して は しば しば1つ の終末 膨 大 部 の 内部 に島 状 に遊

離 した棘 の横 断 像 が認 め られ た.ま た,苔 状 線 維 終

末 は一 部 に お い て平 滑 な樹 状 突 起 の 根 幹 部 と もシ ナ

プ ス を作 っ て い た.こ の終 末 膨 大 部 の内 部 には 多 数

の密 集 した 内部 に顆 粒 を もた な い明 る い シ ナ プス 小

胞(直 径約500A)が 観察 され た.さ らにこれ らの小

胞 とは別 に内部 に顆粒 を もったや ゝ大型の シナプス

小胞(直 径約1000A)が 混在 している終末部 も認 め

られた.ま た,こ れ ら小胞 とは別 に比較的 多数の ミ

トコン ドリア も混在 して いた.ま た,棘 に終 わる終

末部の シナプス前膜 はや ～電子密度 が高 く,シ ナプ

ス後膜側で は さらに厚 い膜 として認め られた.こ れ

ら両膜 は約200Aの 明 るい間隙 を もって相対 してい

た.樹 状突起根幹表面 に終 るシナ プス膜 は,と ころ

どころで前,後 膜 と もや ゝ肥厚 していたが,両 者の

間 には電子密度の差 はほとん どなかった.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 ミトコン ドリアは含まれていたが,

いわゆる棘装置 は認 め られ なか った(図4).

B ジチゾン投与例

ラッ トに ジチゾ ン200mg/kgを 投与 して15分 後 に

殺 して,硫 化銀法 で染 めると歯状回のStratum mu

ltiformeは まだ強陽 性反応 を呈 したが,海 馬 のh3-

h5野 のStratum radiatumで は弱陽性反応 を認 めた.

 30分 後の例 では歯状回のStratum multiformeの み

が弱陽性反応 を呈す るが,海 馬のh3-h5野 ではいず

れの部位 も陰性で あった.ジ チゾン投与後1～3時

間 目の もので は海馬 と歯状回のいずれの部位 も全 く

陰性 であった(図5a).投 与後3.5時 間 目では歯状

回のStratum multiformeの 部位 が硫化銀法で弱 陽

性 を呈す るよ うになった. 4時 間後 では正常例 の海

馬領域 において硫化銀法で強陽性反応 を呈す る部位

はす べて強陽性反応 を認 めるようになった(図5b).

次 いで,硫 化銀 法でその反応が弱 く,あ るいは消失

す る時間 の苔状線維終末部 を電子顕微鏡 で観察 して

次のよ うな所見 をえた.す なわち,ジ チゾ ン投与後

15分 か ら30分 では,苔 状線維終末 内の シナ プス小胞

が正常例 の ように びまん性に分布 しないで,終 末部

内の数 ヶ所 にシナプス小 胞が凝集 している像が観察

で きた.し か し,終 末 部内に含 まれている ミトコン

ドリアな どには変化は認 め られなか った(図6a).

ジチ ゾン投与後1時 間か ら1.5時 間 では苔 状線 維終

末 部内の シナプス小胞 は減少 し,終 末部全体 に極 め

て散在性 に分布 して いた.ま た,含 粒 小胞 も減少 し

てい た.シ ナプス膜の前膜 も後膜 もその電 子密度 は

低 くな り,と くに,シ ナプス前膜 にシナプス小胞 が

集 まって いる とい うよ うな像 も認 め られなか った.

さらに,終 末部 内に存在 する ミトコン ドリアの数は

か な り減少 していたが,構 造 の変化 は認 め られなか

った.ま た,こ の終末部 の横断像 で正常例 ではよ く

観察 で きた樹状突起棘 がほ とん ど認 め られなかった

(図6b).ジ チゾン投与 後3時 間か ら5時 間 目の も

の では苔状線維終末部 内の シナ プス小 胞の数 やその

分布状態 や棘 の構造 もほ とん ど正常 と変 らない状態

を呈 してい た(図6c).上 記のいずれの時期におい
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て も,歯 状回 の顆粒 細胞や苔 状線維 が終 わる海馬の

錐体細胞 およびその樹状突起 には形態学的変化 は認

め られなか った.た だ,す でに述 べたよ うにジチ ゾ

ン投与後1-1.5時 間目において錐体細胞の樹状 突起

棘 のみが減少 をきたす所見が観察 された.

C アロキサ ン投与例

ア ロキサ ンを投与 し,そ の一定期間後 にえた材料

を硫化銀法で染色 し海馬領域 を観察 した.そ の結果

投与後1時 間か ら3時 間にかけてえた標本で強陽 性

反応 を呈す る部位 が さらにや ゝ強 い反応 を観察 した

のみで,全 時間経過 において正常例 とほとん ど変 ら

ない反応 を認 めた(図7).一 方,電 子顕微鏡 によ る

観察 において もアロキサ ン投与後の各時間経過後 の

材料 において,ど の時間 も微細構造の変化はほ とん

ど観察 で きなか った(図8).

D オキ シン投与例

オキシン投与(200mg/kg)後5分 の ラッ トの海

馬領域 を硫化銀法で観察す ると,正 常例 で強陽 性反

応 を呈 した部位,す なわち,歯 状回のStratum mu

ltiformeと 海馬 のh3-h5野 のStratum radiatumの

Stratum pyramidaleに 接 する部位の反応 が全体的

に弱 くなっていた.さ らに投与後, 10分では,上 記

の部位 の反応 が さらに弱 くな り,ほ とん ど陰性 に近

いところまで反応 が減退 した(図9a).投 与後30分

経過 した ものでは,反 応 が回復 し始 め,投 与後1時

間で強陽性部位 はほ とん ど完全 に正常例 と同様 な強

陽性反応 を呈す るよ うになった(図9b).投 与後2

時間以上 を経過 した ものでは正常例 とその反応部位,

反応の強 さな どは全 く変 らなか った.

オキ シン投 与 後,そ の 時 間 経 過 をお って ラットの

海馬領域 の苔 状線維終末の微細構造の変化 を電子顕

微 鏡で観察 した.す なわち,オ キ シン投与後5分 経

過 した ものでは正常例 で苔状線維終末全体 に密集 し

ていた シナプス小胞 はこの時期では減少 し始 め,す

なわ ち,シ ナプス前膜の近 くに シナプス小胞が散在

性に分布 している もの,終 末膨大部の中央部 に散在

性に分布 して いる もの,あ るいは終 末部全体に広 く

散在怪 に分布 している もの などのよ うに減少 したシ

ナプス小胞の終末部内 での分布状態は種 々な形 を呈

していた.含 粒小胞 も又減少 していた.終 末部 内に

見 られる ミ トコン ドリアは その分布 す る数 も形態的

変化 も正常例 と変 らなか った.シ ナ プス前膜,後 膜

の肥厚 は正常例 とほ とん ど変 らない もの と,そ の電

子密度 が減少 しているものとが観察 で きた.さ らに,

苔状線維終末 部 が数個 の樹 状突起 の棘 を取 り囲む像

は よく認め られた.ま た,と ころ どころには正常例

とほ とん ど変 らない シナ プス小胞 の分布状態 を呈 す

る苔 状線維終末 も少数 ではあ るが混在 していた(図

10a).オ キ シン投与後10分 経過 した ものでは苔状線

維終末 内の シナ プス小胞 が投与後5分 の ものよ りさ

らに減少 した終末 が多数 認め られた.す なわ ち,こ

の時期 の この部位 におけ る大部分 の終末 は終末部 内

全体 に少数 のシナプス小胞 が散在性 に分布 している

形 を呈す るものが多かった.終 末部内の含粒小胞や

ミ トコン ドリア もその数 の減少 がよ く観察で きた.

また,投 与後5分 経過の例で はあま り認め られなか

ったシナプス前膜 および後膜の肥厚の減 少が この例

ではよ く認 め られ た.す なわ ち,こ の時期では前膜

も後膜 も明 らか にその電子密度は低下 していた.さ

らにこの例 では苔状線維終末部がい くつ もの棘 を取

りか こむ像 がほ とん ど観察 で きなかった.し か し,

この時期の苔状線維終末 の大部 分の ものが上記 のよ

うな所見 を呈 したが,一 部の ものは正常例 に近 い像

を呈す る もの も認め られた(図10b).次 いで オキシ

ン投与後15分 目の ものでは投与後10分 目の もの とそ

の微 細構造 を比較 す ると苔 状線維終末部 内の シナプ

ス小胞 が増 加 して きた.す なわ ち,終 末部内の シナ

プス小胞の分布密度 が高 くなって いたが,正 常例 に

み られ るよ うな シナプス小胞 が密集 して いる終末部

は比 較的少 なか った.ま た,錐 体細胞の樹状突 起棘

を終末 部が取 りか こむ状態 もよ く観察 でき,そ の シ

ナ プスを構成 す る部 の横断像 において も棘の構造 を

認め ることがで きた.オ キシン投与後30分 経過 した

例ではほ とん ど全 ての苔状線維終末内の シナプス小

胞が正常例 と同様 に終末 内に一様 に密 に分布 して い

た.ま た,シ ナ プス前膜 や後膜 も正常例 と変 らなか

った.さ らに錐体細胞 の樹状突起棘 と苔状線維終末

との関係 も正常例 とほ とん ど変化 はなかった(図10

c).オ キ シン投与後1時 間以後 の ものでは苔状線維

終末 内の シナ プス小胞 の分布状態 は全 く正常例 と同

様の所見を呈 していた.ま た,ミ トコ ン ドリアの分

布状態 も,そ の形 態 も正常例 と変 化がなか った.さ

らに,樹 状突 起棘 も形態学 的に正常例 と同様 の構造

を呈 していた.オ キ シン投与後の どの時間経過 で え

た ラ ットの海馬領域にお いて,歯 状回の顆粒 細胞,

海馬のh3-h5野 にお ける錐体細胞の樹 状突起,お よ

び海馬領域の中の苔状線維終末以外の シナプスな ど

にはその微細構造 は全 く正常例 と変化がなか った.
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考 察

海馬領域(海 馬 と歯 状回)は 形態学的 に特 異な細

胞構築 を呈す る部位 であ り,そ の構成に あずか る神

経細胞の形態,大 きさおよび配列状態 によ り,こ の

領域 を多 くの分野 と層 に分 けることがで きた(Rose

17) 18) 19))
.す でにSchaffer20), Cajal21)以 来, Roseの

分類 によるh3-h5野 にあた る領域 に,渡 銀像の上か

ら小脳皮質の苔状線維に類似 の構造 を もつ線維が終

末 して いることが明 らかに されてい る.海 馬領域 の

苔状線維 は,歯 状回の顆粒 細胞 の神経突起 が海馬 の

h3, h4お よびh5野 に達 し,こ の領域の錐体細胞の

樹状突起 に終 る線維 で ある.こ の海馬領域 にみ られ

る苔状線維終末 の電 子顕微鏡 によ る微細構造 に関す

る研究 はこれまでに多数の報告が ある

Blackstad24), Niklomitz25),Ibata9), Otsukaほ か12)その

他).わ れわれのこの研究 か ら得 た苔状線維終末 の微

細構造 は上記の報告 によ るもの とほ とん ど大差がな

か った.

一方
,数 種のほ乳類(イ ヌ,ネ コ,ウ サギ,モ ル

モ ット,ラ ッ ト,マ ウス)に アルカ リ性 に したジチ

ゾンの アルコール溶液を静脈 内に注射す る と海馬領

域 の一定部位 が紅染 す ることをMaske1)が は じめて

報告 した.そ うして,さ らにMaske1)は 分光計測 に

よる所見か ら,ジ チゾ ン反応 が海馬領域 に存在す る

亜鉛 と結合す ることによって発現 す るものであろ う

と予測 した.つ づいてFleischhauerほ か26)はMa

skeの 研究 を追 試 し,や は り数種 のほ乳類 で同様 な

所見 をえた.し か し,上 記 の2つ の研究 に使用 され

たジチゾン法で は反応物質 の組織学的 な局在性 を知

ることができなか った.そ の後, Timm3)に よ り開発

された硫化銀法 は光学 顕微鏡 レベルにおいて組織学

的 に重金属の局在を検索 で きるよ うになった.こ の

硫化銀法 を使用 して海馬領域 を検索 した研究 が,そ

の後,多 数報告 された(Timm3), McLardy4), Otsu

kaほ か5), Haug6),田 村7),その他).そ の結果,硫 化銀

法 によって黒褐色 に反応 す る物質 は主 として海馬 の

h3-h4野 のStratum  radiatumのStratum pyram

idaleに 接す る帯状 の領域 と歯状 回のStratum mu

ltiformeに 局在 して もっ とも強 く存在す ることが認

め られた.こ の強陽 性反応 を呈す る部位 は歯状 回の

顆粒細胞 の神経突起 が海馬 のh3, h4お よびh5野 に達

し,こ の領域 の錐体細胞 の樹 状突起 に終 る苔状神経

線維 の終末部 に一致 す るのではないか と考 えられた

(Otsukaほ か27)).し か し,海 馬 におけ る錐 体細胞

や,歯 状 回におけ る顆粒細胞 の細胞体 にはほ とん ど

反応物質 は認め られなか った.

上 記の研究や われ われの研究 に使 用 されたジチゾ

ン法 や硫化銀法 はいずれ も重金属 に対す る組織化学

的反応 であって,こ れ らの方法の みでは,そ の反応

す る物質 がいかな る重金属 であるかとい うことを確

認で きなかった.そ こで,ま ずMaske1)は 分光計測

によ る研究 か らジチゾ ン反応 は海馬領域 に存在 す る

亜鉛 と結合 して発現 して くるものと推測 した.ま た,

 Haug8)やOtsukaほ か14)らは電子顕微鏡 用に改良 さ

れた硫 化銀 法で ラッ トとウサギの海馬領域を検索 し

てい る.そ の結果, h3, h4お よびh5野 や歯状回の光

学 顕 微鏡 で強 陽性 反 応 を呈 した部位 において電子

顕微鏡 的に陽 性反応物質 の認 め られ たのは苔状終末

部のみで あった.さ らに,神 経終末部の中では シナ

プス小胞にのみ一致 して,陽 性物質の存在す ること

が認 め られた。 また, Otsukaほ か18)は 光学顕微鏡

によるZnesの オー トラジオグラフィによる研究か ら

海馬のh3-h5野 および歯状回の一部 が多数の亜鉛が

含 まれて いるの が明 らか にされた.さ らに, Otsuka

ほか121の電子顕微鏡 によるZn65の オー トラジオグラ

フ ィによ り亜鉛 が苔状神経線維終末 内のシナプス小

胞 に一致 して存在 す ることが認 められた.

このよ うに海馬領域 に存在す る亜鉛の機能的 な意

義 やその化学 的性状については不 明な点が多い. Fl

eischhauerほ か2)らは亜鉛の分布状態がCarbonhy

draseの 分布 と, Mc Lardy4)ら は酸性 フォスフ ァ

ターゼの分布 とが よく一致す ることか ら,亜 鉛 は こ

れ らの酵素 類 と関係 が あるのではないかと考 えてい

る.ま たvon Euler29)は 海馬領域 で苔状線維終末が

分布 す る部位 の興奮 の伝達 は,実 験的 に硫化水素で

飽和 した リンゲル液 を使用す るとその伝達 が しゃ断

され ると報 告 して いるが,こ の ことは苔状線維終末

の伝達物質 として亜鉛 を含ん だ物質 が存在 し,こ れ

が硫化水素 によ り化学 的 に変化 を起 し,伝 達 をしゃ

断 した もの と推測 で きる.こ の よ うな実験 結果 と前

述のよ うに電子顕微鏡的組織化学や オー トラジオ グ

ラフィによって亜鉛 が,シ ナプス小胞 と密 接 な関係

があ ることか ら, Haug30), IbataとOtsuka9) 11)は 亜鉛

はなにかこの終末 に特 異的に存在 する神経伝達 物質

あるい はこれと関係の ある物質 として作用 してい尾

ので はな いかと考 えた.

膵 臓の ランゲルハンス島の β細胞 に存在 す る亜鉛

と結合 し,こ の細胞 に障害 を与 えて,実 験 的糖尿病

を起 させ るジチゾン,ア ロキサン,お よびオキ シン

(Hamlyn,22)23）
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を投与す ることによ り海馬 領域 の亜鉛 を含ん だ領域

にどのような変化 を生ず るか を初 めてOtsukaほ か14)

が報告 している.こ の検索 によ り明 らかに されたこ

とは ジチゾンを投与 された ラッ トの海馬領域の亜鉛

は投与後一定期間(1～3時 間)の 間,硫 化銀法で

一過性 に証明 できな くな り
,そ の後,再 び反応 が陽

性になることであ った.ま た,ア ロキサ ンや オキシ

ンの投与後 にはジチゾン投与後 に見 られたよ うな変

化 は認 められなかった.き らにOtsukaほ か16)らは

ジチ ゾン投与後約30分 で苔状線維終末 の シナプス小

胞 は減少 しは じめ,投 与後1～3時 間後 には もっと

も減少 す ることを認 めた.そ の後, 4～5時 間 目の

ものでは,終 末内 で減少 していた シナプス小胞の分

布状態 もほ とんど正常例に近い像 を呈 していたと報

告 している.本 研究 において もジチゾン投与後にみ

られる組織化学的な亜鉛の分布状態 や電子顕微鏡 に

よる微細構造の変化な どの所 見はOtsukaほ か13) 14) 16)

田村7)ら の研究結果 とよく一致 していた.

アロキサ ン投与後 の ラッ トの海馬領域 の組織化学

的検索 によ る亜鉛 の分布状態 はOtsukaほ か14)らに

よ り観察 されているが,そ の結果 は,本 研究 と同様

にほ とん ど変化 が認 め られ なか った.し たがって そ

の微細構造 もほとん ど正常 とは変 らなかった.

オキシン投与後の海馬領域 の亜鉛 の分布状態 は正

常例 とほとん ど変化 ないとこれまで考 え られて きた

が(Otsuka,ほ か14)),本 研究 ではオキシン投与後短

期 間の間 に硫化銀法や電子顕微鏡 によ り海馬領域 に

変化 が生 じて いることが明 らかにされた.す なわち,

投与後5分 か ら硫化銀 法によ り,海 馬領域 の強陽 性

反応部位が反応 が低 下 しは じめ, 10分後には,そ の

反応が消失 し, 15分後 には また回復 しは じめ,投 与

後30分 で正常例 に近 い状態 になった.苔 状線維終末

内の シナ プス小胞 も,投 与5分 後 か らその数の減少

が認め られるよ うにな り, 10分 後には小胞 の数 は き

わめて少 な くなった,し か し, 15分 を過 ぎると再 び終

末 内のシナプス小胞 は増加 し, 30分後 には終末内に

おけるシナプス小胞の分布状態 は正常例 に近 い所見

を呈 した.こ の ように,オ キ シン投与後短期間の う

ちに苔状線維終末 に ジチゾ ン投与例 と極 めて類似 し

た変化 を起 して いることが本研究 によ り認め られ た.

上記の検索か らもわかるよ うに,ジ チゾンやオキ

シン投与後 におけ る苔状線維終末の亜鉛 の減少 とシ

ナ プス小胞 の数 の減少 はいずれ も一過性の変化であ

って,し か も,苔 状線維終末部のみ に選択的に変化

を起 し,他 の組 織には全 く変 化を与 えない とい うこ

とは重要 なこ とで ある.ま た,ジ チゾ ン投与後 の中

枢神経系 の変化 につ いてはFleischhauerほ か2)ら

は,長 期投与 を行 って も光顕的 にはほとん ど変化 を

みないと報告 して いる.ジ チゾンや オキ シンがいか

なる作用機序 で もって苔状線維終末 部のみ に変化 を

与 えるのか とい うことは明 らかでない.し か し,上

記 の所見か らその作用機序 を推察 す ると,苔 状線維

終末部 の シナ プス小胞 内には亜鉛 と結合 した神経伝

達物質 が含 まれてお り,そ の亜鉛 にジチゾンや オキ

シンが作用 して,一 過性 にこの伝達物質の減少 を来

た し,シ ナプス小胞の減少 とい う微細構造 の変化 を

起 して くるの ではないか と考 えられ るが今後 さらに

これ らの作用機序 を明 らかにす るためには生理学 的

あるいは生 化学的実験 を加 味 した研究 が必要 である.

結 語

ラッ トにジチゾン,ア ロキサ ン,オ キ シンを投与

した後,一 定時間 ごとに海馬領域 を硫 化銀法 で検索

した.ま た,同 時間 にえた海馬領域を電 子顕微鏡 で

も観察 した.

正常例 の海馬 領域 において硫化銀法 で強陽性反応

を呈す る部位は海馬のh3, h4お よびh5野 の錐体細胞

の樹 状 突 起 に終 る歯 状 回 の 顆 粒 細 胞の神経 突起

(苔状線維)に 一致 していた.

一 方
,電 子顕微鏡 で正常例の苔状線維終末 をみる

と,大 きな終末 内にシナプス小胞 が全体 に密 集 して

い る像 が認め られた.ま た,そ の終末 は樹状突 起棘

に終 るものが多かった.

ジチゾンを投与す る と海馬領域の亜鉛 は投与後一

定時間(1～3時 間)の 間,硫 化銀法で一過 性に反

応 を呈 しな くなった.ま た,こ の時期 に苔状線維終

末内の シナプス小胞 が減少 し,棘 も平滑 化 し,認 め

に くくなった.

アロキサ ンを投与 した場合は ラッ トの海馬領域 の

亜鉛の減少 も,苔 状線維終末 内の シナ プス小胞 の減

少 も認 められなか った.

オキ シン投与例 で は投与後5分 か ら15分 の間に海

馬領域 の亜鉛 の減少 と苔 状線維終末 の中の シナ プス

小胞 が一過 性に減少 す る所見を えた.

上記 の ことか ら苔 状線維終末 内の亜鉛 とシナ プス

小胞 との関係 とジチ ゾン,ア ロキサ ン,オ キ シンな

どの亜鉛 や シナ プス小胞 に対 す る作用機序 な どが討

議 された.

稿 を終 えるにあた り,大 塚長康教授の御指導 と御援助

に深甚の謝意を表 します.
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写 真 説 明

図1　 海 馬 領 域 の模 式 図.

h1, h2, h3, h4, h5は 海 馬 に お け る分 野 を示 す.

海馬

1. Alveus

2. Stratum multiforme

3. Stratum pyramidales

4. Stratum radiatum

5. Stratum lacunosum

6. Stratum moleculare

歯状回

7. Stratum moleculare

8. Stratum granulosum

9. Stratum multiforme

図2　 海馬 領域 の前頭断像.

ヘマ トキシ リン ・エオジン染色法.　 ×30

図3　 海馬領域 の前頭断像.硫 化銀法　 ×30

図4　 海馬領域 における苔状線維終末(E)の 正常像. SP:錐 体細胞の樹状突起棘　 ×27,000

図5　 ジチゾ ン投与後 における海馬領域 の硫化銀法 によ る像.

a:ジ チゾン投与後2時 間 目.反 応 は陰 性.　 ×30

b:ジ チゾ ン投与後4時 間 目.正 常像 と同部位 が反応陽 性.　 ×30

図6　 ジチゾ ン投与後 における苔状線維終末部の電 顕像.

a:ジ チゾ ン投与後15分 目.終 末部(E)内 に局 所的に シナ プス小胞が密 集 してい る像 が認め られる.

　×29,000

b:ジ チゾ ン投与後1時 間 目.苔 状線維終末(E)内 の シナ プス小胞が減少 してい る.　 ×20,000

c:ジ チゾ ン投与後5時 間 目.苔 状線維終末(E)内 の シナ プス小胞の分布状態 が正常例 と同程度まで

回復 してい る.　 ×23,000

図7　 アロキサ ン投与後1時 間目の硫化銀法 による像.　 ×30

図8　 アロキサ ン投与後2時 間目の苔状線維終末像(E).　 ×27,000

図9　 オキシン投与後におけ る海馬領域 の硫化銀法 による像.　 ×30

a:オ キシン投与後10分 目.反 応 はほ とんど陰性.

b:オ キシン投与後30分 目.反 応 は正常例 と変 らない陽性反応 を呈 す.

図10　 オキシン投与後 にお ける海馬領域 の電顕像.

a:オ キシン投与後5分 目,苔 状線 維終末(E)内 にシナプス小胞 が散在 性に集 合 してい る.　×23,000

b:オ キシン投与後10分 目.苔 状 線 維終 末(E)内 に少 数の シナプス小胞 が散在 性 に分 布 してい る.

　×24,000

c:オ キシン投与後30分 目.苔 状線維終末(E)内 の シナ プス小胞の分布 状態 は正常例 に近い像 を呈 し

ている.　 ×30,000



海馬領域の実験的・電子顕微鏡的研究　 469

岡 野 晴 光 論 文 附 図

1

2

3



470　 岡 野 晴 光

岡 野 晴 光 論 文 附 図

4

5 a



海馬領域の実験的 ・電子顕繊 的研究　 471

岡 野 晴 光 論 文 附 図

5 b

6 a



472　 岡 野 晴 光

岡 野 晴 光 論 文 附 図

6 b

6 c



海馬領域の実験的・電子顕微鏡的研究　 473

岡 野 晴 光 論 文 附 図

7

8



474　 岡 野 晴 光

岡 野 晴 光 論 文 附 図

9 a

9 b



海馬領域の実験的 ・電子鰍 鏡的研究　 475

岡 野 晴 光 論 文 附 図

10 a

10 b



476　 岡 野 晴 光

岡 野 晴 光 論 文 附 図

10 c



海馬領域の実 験的 ・電子顕微鏡的研究　 477

Experimental and histochemical studies of the hippocampal

 formation

by Harumitsu OKANO

Department of Anatomy, Okayama University Medical School

(Director :Prof. Nagayasu Otsuka)

The hippocamal formation of rat brain was studied by the silver sulfide method and was also 
observed by electron microscopy after the administration of dithizone, alloxan and oxine, re

spectively.
In normal rat, the reaction products were found in the mossy fibers of granular cells of gyrus 

dentatus which ended to the dendrites of pyramydal cells present in h3, h4 and h5 area of the 
hippocampus. By electron microscopic observation, the mossy fiber endings of normal brain 
were filled with synaptic vesicles, and most of them ended to the dendritic spines of pyramidal 
cells. Zinc shown by silver sulfide method were not detected in the hippocampal formation 
from 1 to 3 hours after the administration of dithizone, and at the same time, the number 

of synaptic vesicles of the mossy fiber endings was decreased and the dendritic spines became to 
be smooth. Alloxan did not any effects of the amount of zinc and the number of synaptic vesi
cles in mossy fibers, while both of them decreased temporarily at 5 to 15 minutes after the 
administration of oxine. From these results, the correlation between zinc and synaptic vesicles 
in mossy fibers, and the mechanism of these drugs' action to zinc content and synaptic vesicles 
were discussed.


