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流行性脳炎核包含体の研究は,こ れまで多

数の者 によつて行 は れ,そ の うちWester,

高瀬,池 田等は罹 患動物脳組織 に於 て夫 々の

小体を記載 した.併 し彼等 は これ ら小体の特

殊性を確定 し得ず,当 時学者 の意見 は流行性

脳炎には特殊 包含体は現れない といふ意見が

支配的であつた.(詳 細 は流行性脳炎核包含体

研究の歴史参照)1)

著者の一人浜崎は核病理学 の立場か ら,こ

の方面に研究 を進め従来注意 の払 われなかつ

た神経膠細胞核,小 脳ベルグ マン氏細胞核,

嗅腺腺細胞核に限定 して出現 し,神 経細胞に

絶体に現れない2)な ど従 来報告 された ビール

ス性核包含体には全 く見 られない特殊性 を有

する核包含体を発見 した.更 に全身 の組織 を

検査し大網,脾 臟,淋 巴腺3)及 び骨髓4)の 網

状織細胞に之を検 出 し,又Virusの 局所接種

によつた網膜色素上皮5),褐 色脂肪 細 胞,胞

隔細胞6)に 同様の核包含体を発見 してその特

殊を確定 した.こ の包 含体は罹 患マウス脳 に

殆んど100%に 証明せ られ然 も局所の組織変

化に先 き立つて出現す る性質があ るので,之

を検出 してマウスの感染如何を定 めることは

従来の組織変化に依存す るより有利であ る.

更に若 しこの特殊 包含体が脳 の塗抹標本 か ら

検出することが出来れば一層便利 であら うと

云 う考へか らこの検 査に着 予しだ.

實 驗 方 法

材料は 日本並に米 国流行性脳炎(St. louis,

 Webster No. 3)の 鼻内(稀 に脳 内)接 種 を受

けた二十 日鼠 で定型的発病 を見 た例の新鮮 な

脳を用ひ,そ の一側脳 半球 よ り塗抹 標 本 を

作製 し,他 の半球は組織切 片として比較対照

した.塗 抹法は十分脱 脂清拭 した被蓋 硝子に

呼気を吹 き掛けた後,主 として脳幹部 の小塊

を 「ぴんせつ と」で挾み取 り之を比較的厚 く

硝子面に塗抹 した,注 意すべきことは従来行

はれた如 き菲 薄な る塗抹 を行 はない ことであ

る.即 下記 の如 く菲薄な層に於 ては染色素 の

染色が速に且強 く起 り,包 含体及 びその附属

物は染色 され難いためである.尚 脳幹切断面

に硝子面を軽 く押 しつけて引き離 す ことによ

つて作 られた塗抹標本 も推 称 す る価 値 が あ

る.

対照実験 としては,枯 草菌,ブ イ ヨン,健

常二十 日鼠脳乳剤等 の脳 内注射 を施 した二十

日鼠 の脳を用ひた.又 他種Virus特 殊 包含体

と比 較す るために親脳性 へ るぺす病毒(伝 研,

西脇株)を マウス脳内に接 種 して検索 した.

染 色 法

染 色 液 はAzur-Eosin-Losung (Grubler)を

用 ひ た.併 し普通 に行 はれ るGiemsa染 色法

で は包 含 体及 び そ の附属 物 は弁 別 され ない の

を 常 とす る.色 々実 験 した結果 次 の如 き方法

で良 成 績 を得 た.

1. Eosin-Giemsa法

1. 塗抹標本は塗抹後数時間乃至24時 間を

経過 したものを用ふ る.

2. 純 アル コールをシャ ーレに盛 りその底

部に細末 とした無水硫酸銅 の薄層 を作

り,被 蓋硝 子の塗抹面を下 にして硫酸

銅層 の上に載 せる.か くて5分 間 固定.

其後静か に被蓋硝子を ピンセッ トにて

挾 み上げ,上 層 のアル コールにて銅 の
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粉末を洗 ひ落 し露 を切 り乾燥 しない間

に

3. 0.5% Eosin液 に浸 し, 20～30℃ に

て10分 間染色.

4. 瞬 間水洗.

5. Giemsa稀 薄液(蒸 溜 水2c.c.に1滴 の

Giemsa原 液 を滴下せ るもの)を 製 し,

之に被蓋硝子塗抹面を下 にして浮ばせ

て,染 色を行ふ こと15～20分.肉 眼的

に塗抹層6比 較的厚い部 は赤色 を呈 し,

薄層 の部 のみ僅 に紫 色を帯び,鏡 検的

には薄層 に於 け る核の染色素 は多少紫

蘭 色を呈す るも,比 較的厚い層 の核の

染色素 は全 く染色 されず核基質 は甚だ

淡 き緑 色 に輝 くのを認 める程度に止め,

濃染 を避け る様十分 に注意 す る.

6. 瞬間水洗.乾 燥.鏡 検.

2. 谷 口 氏 法7)

1. 固 定(Methylalkohol 100,フ ォル マ リ

ン 原 液5,氷 酷1. ) 2分

2. 水 洗

3. 1% Eosin液 を 盛 り,水 蒸 気 の 立 つ 程

度 迄 加 温(30-60秒)

4. 水 洗

5. 谷 口 氏 染 色 液(Eosin-Methylenblau 0.3,

 Azur 0.08, Crystallviolett 0.005, Me

thylalkohol 25, Glycerin 25)本 液1c.c.

を50cc.の 蒸 溜 水 に 稀 あ た 液 に て20～

30分 染 色 を 行 ふ.

6. 水 洗

3. 過 マ ン ガ ン 酸 加 里Giemsa.法(三 田 村)

1. Methylalkohol3～5分 固 定

2. 1%過 マ ン ガ ン酸 加 里 液 に 浸 す こ と5

～15分

3. 0.5%蓚 酸5～10分 間

4. 水 洗

5. Giemsa稀 釈 液(蒸 溜 水1cc.に 原 液1

滴)

4. Viktoriablau-Fdrbung(Herzberg)8)

5. Versilberung nauh Fontana-Tribondeau

 Morosow9)

6. Mai-Grunwald氏 法

7. 三 酸染 色

8. Feulgen氏 反応

9. 石 炭 酸 フク シ ン沃度(浜 崎)

檢 査 成 績

我 々の改良 せるEosin-Giemsa法 を行 ふに

膠細胞核の包含体は橙黄乃至橙 赤色 を呈 し光

輝 あ り, Giemsa液 の過染色 あ る時 は漸 次之

に青色調加 り,染 色素が定型的に染色 される

に及ベば之 と区 別困難な る色調に変 る.前 記

の方法 の如 く注意 して梁 色を行 ひ塗抹 の厚薄

中庸を得た る部に於 て検 す る時 は一般に細胞

核の染色素 は染色 されず核の基質は極 く淡 く

緑 色に輝 くのを見 る.染 色素は此 の内に在つ

て淡紅 色の微細塊状顆粒 として瀰漫性に存 し

又稍 々過染状態に在 る際 に は紫 色 調 を帯 び

る.

次に包含体を蔵す る膠細胞核を仔細に検す

るに,殊 に包含体の比 較的小な るものに於て

その周圍を と りまいて,面 紗状 の青紫色に染

る物質 の存 す るのを見 る,本 好塩基性物質は

乾燥装置にて鏡検す ると平等 に見 えるが,油

浸装置にて精検す る時 は絮状乃至は線状物質

塊であつて微細 絲 状 物 の集 合 せ るかに見え

る.但 好塩基物質中には微細顆粒を認め るこ

とあ るも之等 は紫赤色調強 く染色素 との間に

号形態並に分布上密接 な る関係にある.

好塩基性物質は多少偏在するも大体核の中

心部を占め,微 動装置を上下 して本物質の内

部 を検すれば 多 くの場 合其の中央部に橙黄色

に輝 く小体を認め る.本 小体の小 なる時は其

の辺縁はゞ塩 基物質 との移行甚だ著明である

が小体の増大す るに従つて橙 赤色 とな り光輝

を増 し漸 次好塩基性 物質 と鋭利に境 され るに

至 る.之 と同時 に好塩基物質 の減 少を来 し,

菲 薄面紗状 と化 し,又 は全 く之を失ひ僅少の

紫 赤色微細顆 粒の小体周辺部に蝟集するを認

ある.

好塩基性物質は小体を中心に稍 々鋭利な辺

縁を有す るが,通 常辺縁は分離放散 して稀薄

とな り,核 膜に向つて分散す る.乍 然,適 当

に染色 された場 合は好塩基性物質は核膜 との
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間に狹 き帯状の空隙を 認 め る.注 意 す べ き

は此の室隙 はParaffin切 片にHaematoxylin

 Eosin染 色を施 した際 に硯れ る空隙 と無 関係

であつて,後 者 は包 含体 と境す る広き間隙 で

あつて此の部 はEosin-Giemsa染 色 に 際 して

現はれる好塩基性物質の位置 に相当すること

である.但Giemsaの 過染 を起 した場 合に於

ては染色素の濃 染 を起 し,好 塩基性物質の境

界不明とな り之が直接 核膜 と連 るが如 く見ゆ

るに至 ることがあ る.尚 好塩 基性物質 中に2

ケの小なる小体を認め ることがあ る.然 る時

は各々の小体を中心に好塩基性物質集積 を来

すために,本 物質は2極 性 とな り繭形を呈す

る.勿 論2ケ の小体が相接 近 して存す る際に

はか ゝる所見はない.

脳脉〓膜叢上皮織 は適当なる塗抹標本の

作製困難な るため,並 に核 の染 色 性 の膠 細

胞の夫 れ と趣 き を異 にす るためか, Eosin-

Giemsa染 色 に際 して好塩基性物質 を 明瞭に

染色し得ない.即 この細 胞では本物質 と染色

素の好塩基度 が相 似している もののよ うであ

る.勿 論包 含体 自身 は橙 赤色光輝あ る物質 と

して出現 し稀に淡青色面紗状物質にで 包被 さ

れることがある.上 記の包含体に特異 なる核

染色像 と区別を要す るのは白血球殊 に単核球

の核である.此 の核は基質 の緑 色網 が,膠 細

胞に比 して遙に強 く又前記 包含体に附随する

好塩基性物質に類 似す る物質が可成 多量に存

する.本 物質 は包含体の夫れ よ りも濃染 し面

紗状又は線花状 の感 を与 ふる もの少 く,顆 粒

状の蛋白凝塊 の感を呈す る.そ の位 置形態 も

雑多であつて,核 内に稍 平等に散布 し,χ 状

N状 等又花 火状に分散す ること多 く辺縁鋭利

なる塊図を形成 することが少 い.尚 単核球 は

明瞭に原形 質の境 界 を 認 知 し得 ることが多

い.

神経細胞の核は其の基質膠細胞核の夫れに

類し極めて淡く緑色を呈し其の核には赤染す

るを以て包含体と鑑別するを要する.此 の鑑

別は概ね容易であつて,核 仁は球形を呈 し其

の周縁に淡紫赤色の染色質小顆粒並列する.

尚神経細胞の核内には淡紅色をなし星形を呈

す る物質あ り其の微細な る突起は互に連つて

網状に配列す るのを認め ることがあ る.こ れ

はHeidenhainの 姓酸性 染色 質であつて核内

に於 て計劃 的配 列をなすに注意 すれ ば弁別困

難でない.

前記対照実験 中枯 草菌脳内注射例 の塗抹標

本に於 ては白血球多数に存 し,そ の一定数は

前述 の如 き核染色 を起 し時 々膠細 胞核 と紛 ら

しきものに逢遇 した.又 膠細胞核 も甚 だ稀に

前述 の好塩基性物質に類 似せ るものが出現 す

ることがある.但 其境 界は鋭利でな くて核 内

に広く存在し核膜との間に明なる間隙を存せ

ず且好塩基性物質は紫色調や ゝ強 く染色素 と

色調 を同 じくす ることが多い.以 上 の如 き所

見 は谷 口氏法に於 て著 明であつてEosin-Gie

msa法 に於 ては稀な所見である.

「へ るベす」罹 患二十 日鼠脳 の塗抹標本 に

Eosin-Uiemsa染 色を行ふ と多数 の神経細胞核

内に赤染す る包含体 を証 明 し得 る.「へ るぺ

す」包 含体は大 きく其 の周辺鋭 利でな く屡 々

放線状の短い突起を生 し又某質は一般に粗で

あつて脳炎包含体の如 く強 い光 輝 を有 し な

い.不 規則網状又は綿花状 の構造を示 し往 々

中心部が空虚に現 れ環状を呈す る.染 色素は

核周辺部に輪状に 存在 し,包 含体の 周圍ほ淡

明に現れ明瞭な好塩基性物質 を認め得ないが

稀に淡紫青色雲状 の物質を包 含体の附近に見

ることがあ る.本 物質は粗大雲 片の集 合せ る

が如 く現 れ ること多 く染色素 と密接 な る関係

に在 つてFeulgen陽 性であ る.

尚稀 な所見 としては包含体以外に0.5～1μ

赤色の小球数 個散在す ることがある.包 含体

内に も同様 の微細 なる顆粒.存在 し,核 の周辺

部 に存す るもの一般に粗大であつて核周辺部

の ものは核 外 に移 行 し得 るものの如 くであ

る.

膠細 胞核内の 「へ るぺす」包含体は脳炎包

含体 と類 似 し境 界鋭利 なる赤色球 として現れ

ることもあ るが包含体の周圍,即 脳炎包含体

の好塩 基性物質の現れ る位置に於 て,多 くは

淡紫 赤色 粗雲状 の物質 が存 し,此 の物質は内

方は包含体に移行 し外方 は広 く拡散 し鋭利な
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る境界を 認め しあない.

以上述 べた所はEosin-Giemsa染 色 の定 型

的所見 であつて,普 通のGiemsa染 色に於 て

も認め られ るが如 く染色成 績 は動 搖 可 成 強

く,又 同一標本に於 ても塗 抹 層 の厚 薄 に よ

り,又 標本 の辺縁部 と中心部 によつて成績を

異にする.鏡 検に際 しては先づ弱拡大 にて細

胞核の紫 色に着 染された る薄層部 と脳物質赤

染 し核 の全 く認め得 ない厚層部 との中間帯の

部 を強拡大 にて検索 しなければ前記 の所見は

認知 し得ない.

谷 口氏 法 で も概ねEosin-Giemsa染 色に類

す る染 色所見 を得 るが膠細胞核並に単核球の

基質 は共にや 濃ゝ く青緑色 を呈 し,好 塩基性

物質 も共に濃 染す るため包含体に附属す る好

塩 基性物質 と単核球並に核変性 を起せ る膠細

胞 の夫れ とは完全な包 含体 の見 出 し得 る場 合

以外に於 ては鑑 別困難 なることがある.尚 谷

口氏法 に於 ては 一般 に 核並 にOxychromatin

の染色強 く包含体の検出に障碍 を与へ る.

Feulgen氏 反 応は既 に 報 告 した如 くPara

ffin切 片 に於 ては 包含 体 には 全然 陰性 であ つ

て稀 に之 に 附 着す るChromatinknoten存 す る

場 合,之 に 陽性 とな るのみ で あ る.

其 他過 マ ンガ ン酸 加 里Giemsa法, Viktoria

blau染 色,鍍 銀 法, Mai-Grunwald法 は流行

性 脳 炎 包含体 の染 色 に適 しない.三 酸 染色法

に よ り核 包 含体 は紅 色を呈 しChromatinは 緑

色 を 呈す る こ とParaffin切 片 に類 す る も後

者 に於 け るが如 く美麗 で ない.

總 括 並 に 考 按

Virus特 殊 性 包 含 体 とElementalkorper

chen10)の 関 係 に関 して は, Guarnierie氏 小 体

とPaschen氏 小体 の関係 に就 で 花 々 しき研 究

並 に論 議 が行 はれ,今 日に於 ては両 者 は密接

不離 の関 係 に あ り,唯 前者 を 単 な るPaschen

氏 小体 の集 図 とな すべ きや或 は 之 に加 ふ るに

核物質 の混在 せるものなるや否やの点に於て

意見 の対立あ るのみで ある.

一定 の植物 性Virusで はVirus Proteinな

るものがあ り周知の如 く結 晶物 として取 り出

す ことがで きる.流 脳病毒 に就ては未だ之に

Virus Proteinを 証 明 し得な いが,之 が 化学

的物質に近 似せ る性質 を有す るものな ること

は疑 ひを容れない.染 色に於 て包含体を密に

園繞 す る好塩基性物質 は単な る核構成々分で

はな く,核 包含体 の形成 と密接 な関係にある

ことに注意せなければな らない.即 本物質は

H. E染 色にて包含体 を繞 る空隙 として現れ

る部に出現 し,又Feulgen反 応陰性である.

更に包含体 の形成 初 期 に多 量 に して 且濃染

し,包 含体 と明瞭 なる境界な く移行 し,包 含

体 の増大成熟す るに従つ て好塩基性を減 じ包

含体 との境界明瞭 とな り,終 には好塩基性物

質 の消失 を表す のを認め る.こ の好塩基性物

質がVirus侵 襲に よつて惹 き起 され た核の

変性 産 物であるか或 はVirus Protein自 身で

あるかは興味 ある將来の課題である.

結 論

1. 我 々は流行性脳炎罹 患マウ ス脳塗抹標

本 にEosin-Giemsa法 を行 つて,組 織 切 片に菜

於 て,浜 崎の発見 した特殊核包含体に相当す

る小体を検 出す ることができた.

2. この包含体はGiemsa液 で淡 青色に着

染 された神経膠細胞核内に紫色面紗状に現れ

た特異 な物質 中に橙 赤色に輝 く小体 として出

現す る.こ の紫色面紗状 の物 質は包含体形成

初期に多量に存 し包含体を被覆 しているが包

含体 の成熟す るにつれ て稀薄 とな り包含体が

露出す る.

3. 本法は流行性脳炎核包含体検出の簡便

法 として推奨に足るものであ るが染色技術に

熟練 する必要があ る.
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