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緒 言

私達は超微細陽性荷電ならびに陰性荷電鉄 コ

ロイ ドを開発 して,各 組織細胞を荷電の面か ら

見直している1～3).その 成果の一つ として,ヒ ト

など哺乳類 をはじめ鳥類や魚類などの中枢神経

内に神経細胞を囲んで強 く負に帯電した膜(Golgi

網)が あ り,こ の膜は硫酸化プ ロテオグリカン

からなる細胞外基質であることを示 した4-10).ま

た,こ の膜は小脳基底核,橋 核,大 脳皮質視覚

領,海 馬台等の限 られた部位の介在 ノイロン群

に主 として出現することを示 し,こ れらの介在

ノイロンは中枢神経回路網の中で増幅器 として

働 くと論 じた9,10).以上 の研究の過程で,脳 や脊

髄のいたる所に暗調細胞(dark cells or neurons)

と呼 ばれ細胞質が濃縮 してチオニンや ケルンエ

ヒトロー トに強 く染 まる細胞が夜間に多数出現

することを認めた10).本論文はこれ らの暗調細胞

は活発に作動中の疲れた細胞であ り睡 眠によっ

て通常の明調細胞に復す ることを述べ,未 発表

所見を交えなが ら脳について考える.

材 料 と 方 法

過去に作製 していたICR系 成獣マウス(雄,

体重30～40グ ラム)の 海馬台,海 馬,小 脳基底

核,小 脳皮質,大 脳後頭葉皮質のパラフィン包

埋試料を使用 した.同 試料はエーテル麻酔下に

0.1Mカ コジル酸緩衡4%パ ラホルムアルデヒド・

2.5%グ ル タールアルデ ヒ ド混液(pH 7 .2)で 還

流固定後に切 り出 し再 固定された ものである.

また,試 料は夕方(午 後5～6時),深 夜(午 後

11～12時),翌 朝(午 前9～10時)に 動物 を屠殺

固定 された ものの中か ら選んだ.試 料の数は各

時刻,脳 の各部位について,そ れぞれ2個 であ

る.そ して,そ れぞれの試料から4枚 の切片を

作製した.各 切 片は脱パラフィン後,陽 性荷電

鉄 コロイド(pH 1.5)あ るいはアルデヒ ドフ クシ

ンで染色し,ケ ルンエヒ トロー トないしカルボ

ールチ オニンで後染色 して光学顕微鏡で観察 し

た1,4,9,10).

結 果

強陰性荷電硫酸化プ ロテオグ リカン細胞外基

質は陽性荷電鉄 コロイ ドとアルデ ヒドフクシン

によって染色される4-10).この細胞外基質をもつ

神経細胞は海馬台で約20% (Fig 1),海 馬 で2

%,大 脳後頭葉皮質で約4% (Fig 2の 右 の挿図)

の割合 で認め られ た.小 脳基底核 では小型の

Golgi Ⅱ型 介在神経細胞をはじめほぼ全部の細胞

がプロテオグリカン細胞外基質 をもっていた.

小 脳皮質ではプルキンエ細胞を含めて同細胞外

基質を もつ細胞は認めなかった.

暗調細胞は細胞質が濃縮 してケルンエヒ トロ

ー トやチオニンに濃染す ると共に細胞体 も縮小

していた.こ の縮小のために同細胞 を被 うプ ロ

テオグリカン細胞外基質は イガグリ状 に毛羽立

っていた(Fig 2の 左 の挿図).暗 調細胞の核 と

核小体は一般 によく保たれ,染 色性 も豊かであ

ったが核小体が小 さく,核 全体がケルンエ ヒ ト

ロー トに強染 していた(Fig 2の 左 の挿図) .暗

調細胞には,明 調細胞 と同様に,核 小体付髄染

色質ないし核小体 内染色質が著明に認め られた.
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脳の各部位に暗調細胞 と明調(正 常)細 胞の中

間の染色性 をしめす中間型の細胞が存在 した.

本稿では,こ の中間型細胞は暗調細胞 とした.

Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1　 In the evening, some neurons with sulfated proteoglycans in the adult mouse hippocampal 

subiculum are changed into dark neurons (thin arrowheads). Thick arrowheads indicate normal or

 clear (light) neurons with sulfated proteoglycans. Cationic iron colloid (pH 1.5) and nuclear fast

 red stainings. Inset shows that at midnight, almost all neurons with sulfated proteoglycans in the

 hippocampal subiculum are changed into dark neurons (thin arrowheads). Thick arrowhead 

indicates a clear neuron with sulfated proteoglycans. X 300, Inset: X 120.

Fig. 2　 In the morning, almost all neurons with sulfated proteoglycans in the adult mouse hippocampal

 subiculum are observed as light neurons (thick arrowheads). Left inset shows that sulfated

 progeoglycans surrounding the dark neuron protrude hairy projections (thick arrow), which

 indicate the marked widening of the perineuronal tissue spaces. The nucleus (n) and nucleolus

 (thin arrow) of this dark neuron are clearly stained. Right inset shows that in the visual cortex,

 even the neurons without sulfated proteoglycans are changed into dark neurons (arrows). Thick

 and thin arrowheads (see Figure 1). X 270, Left inset: X 800, Right inset: X 150.

ケルンエヒ トロー トは一般に核染色剤 とされ

ているが,正 常 な明調細胞では同剤はむしろ核

小体を特異的に染めていた.し か し,前 述のご

と く暗調細胞では核全体がケルンエ ヒ トロー ト

に強 く染っていた.

海 馬台,海 馬 と小脳基底核では,暗 調細胞は

強陰性荷電細胞外基質 を もつ神経細胞にのみ出

現 していた(Fig 1,同 挿 図).大 脳 後頭葉皮質

では,細 胞外基質 をもたない細胞 も暗調 となっ

ていた(Fig 2の 右 の挿図).小 脳皮質ではプ ル

キンエ細胞が暗調 となった.

試料作成(動 物の屠殺)時 刻 を反映 して,暗

調細胞の出現に有為の差があった.以 下部位別

に述べ る.

海 馬台では,暗 調細胞は夕方(午 後5～6時)
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屠殺群で細胞外基質 をもつ細胞の約30% (Fig

 1),深 夜(午 後11～12時)屠 殺群 で同細胞の約

70%(Fig 1の 挿 図)を 占めていた.翌 朝(午 前

9～10時)屠 殺群では暗調細胞はほ とんど認め

なかった(全 ての細胞外基質 をもつ細胞は明る

い明調細胞であった)(Fig 2).

海 馬では,暗 調細胞は夕方屠殺群で細胞外基

質をもつ細胞の約50%.深 夜屠殺群で同細胞の

ほぼ全部が暗調細胞 となっていた.翌 朝屠殺群

では暗調細胞は認められず,全 ての細胞外基質

をもつ細胞は明調細胞 として認め られた.

大脳後頭葉皮質では,夕 方屠殺群で細胞外基

質をもつ細胞の約30%と 同基質 をもたない細胞

の1%が 暗調 となり(Fig 2の 右 の挿図),深 夜

屠殺群 では同基質を もつ細胞の約70%と 同基質

をもたない細胞の3%が 暗調 となっていた.翌

朝屠殺群で,基 質をもつ細胞は もちろんのこと

基質をもたない細胞に も暗調化は認められなか

った.

小 脳基底核では,夕 方屠殺群で細胞外基質 を

もつ細胞の約30%,深 夜屠殺群で同細 胞の約80

%が 暗調 となっていた.翌 朝屠殺群では暗調細

胞はほ とんど認め られなかった.

小脳皮質では,夕 方屠殺群 でプルキンエ細胞

の約20%が 暗調 とな り,深 夜屠殺群で同細胞の

約60%が 暗調 となっていた.翌 朝屠殺群では暗

調なプルキンエ細胞はほ とんど認めなかった.

考 察

試料を採取 したマ ウスは4～5匹 を小さいゲ

ージ(床 面積: 38×25cm)の 中で室温15～20℃

下 に自由に行動 させ 自由に水 と餌 をとらせ てい

た.こ のマウスは夜行性であ り,夕 方か ら活動

を開始 して夜間最 も活発 とな り,翌 朝は睡眠中

であった.海 馬と海馬台は記憶 と学習,小 脳皮

質 と同基底核は運動,大 脳後頭葉皮質は視覚に

関わる.従 って,本 研究は,極 めて貧 しい生活

環境ではあるが,日 内(概 日)リ ズムに沿 って

中枢神経の日常活動に関わる基本的な領域にお

ける暗調細胞の出現について追跡調査 したこと

になる.

本研究は動物の活動が活発になる(あ るいは

疲労が蓄積する)に 従 って,脳 の各部位で暗調

細胞の数 が増 し,睡 眠によって暗調細胞の数が

著明に減少することを示 した.す なわち,本 研

究は暗調細胞は盛んに活動 している言わば疲れ

たあるいは消耗 した細胞 であ り,睡 眠(休 息)

に よって正常 で健康な明調細胞に復することを

明 らかに した.中 間型細胞の存在は暗調細胞 と

明調細胞は一連の細胞であることを示す.ラ ッ

トの大脳皮質視覚領では午前3時 ～6時 に暗調

細胞の数が最 も多くなった(未 発表).

暗 調細胞を被 うプ ロテオグ リカン細胞外基質

が毛羽立 っていることは同細胞の収縮によって

周囲の組織間隙が著明に広 くなっていることを

示す.暗 調細胞の核 と核小体の染色性が良いこ

とは同核 と核小体が健在であり暗調細胞 自体 が

健常 な細胞であることを示す.こ のことは,暗

調細胞には明調細胞 と同様に,核 小体付髄染色

質ない し核小体 内染色質が明瞭に認め られ るこ

とに よっても確認 され る.従 来,暗 調細胞は固

定の悪い細胞あるいは変性 した細胞等 と記載さ

れてきた11-14). Islam et al. (1994)は 大脳皮質

に電気刺激 を与えて同所に暗調細胞の数の増加

を認め,脳 の可塑性 との関連で論 じた15).ア ポ ト

ーシス(DNAの 断 片化)の 検定法 であるNick

 end labeling (TUNEL)法 に暗調細胞は陰性反

応を呈 した(未 発表).

暗 調細胞の出現 とその明調細胞への回復は次

のように説明できる.す なわち,神 経細胞が活

発に作動 しているときは神経伝達物質(あ るい

はその生合成酵素)が 細胞体か ら末梢 に盛んに

運び出され るために細胞体 が枯渇萎縮 して暗調

とな り,睡 眠 とい う神経の安息状態では神経伝

達物質の分泌は押さえられて細胞体の粗面小胞

体 とゴルジ装置は十分 に補給 され脹 よかで明る

い明調細胞 となる.こ の説明は神経伝達物質生

合成酵素あるいはその メッセンジャーRNAが

短 命であるという仮定に立っている(下 記参照).

一 方
,神 経膠細胞などから神経細胞への物資補

給が間に合わぬ可能性 もある.い ずれに しても,

暗調細胞では全操業に もかかわらず,生 産が消

費に追いつかない状態 といえる.本 研究で使用

した色素 とくにチオニンは,メ チレン青 と共に,

粗 面小胞体の付着 リボゾームや細胞質の遊離 リ

ボゾーム を特異的に染める.従 って,こ れ らの
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色素で強染す る暗調細胞ではその細胞質基質が

著名に濃縮 してい ることになる.

暗 調細胞の核がケルンエ ヒトロー トに強染 し,

同細胞の胞形質の同赤に対す る染色性が増 し,

ま た同細胞の核小体 が小 さくなっているこ とは

注 目に値す る.前 述のごと くケル ンエ ヒ トロー

トはRNAか らなる核小体 を特異的に染める.

これ らの所見は暗調細胞の核 ではmRNAの 産

生(DNAか らmRNAへ の情報転写)が 増強

され,同 細胞の胞形質 では核小体 から動員され

たrRNAに よって蛋白合成が盛んであると共に

tRNAも 総動員 され粗面小胞体での生産活動が

増強されているこ とを示 している.

深 夜に小脳基底核の細胞群 のほ とんどが暗調

となっていたことも面白い.こ の ような神経の

枯渇状態では,動 物は活動(運 動)を 停止 して

休む(眠 る)以 外にないと思 える.さ もないと,

動物 はやがて死に至 るか あるいは神経細胞死 に

よる回復不能 な器質的運動失調に陥る と思われ

る.ラ ッ トの断眠実験で3週 間生存 したとい う

報告があ るが,こ の断眠実験 での動物死はいわ

ゆ る脳死か末梢の臓器障害(死)に よるものな

のかは明 らかにされていない.ハ ローセ ン麻酔

下のヒ トの脳(視 覚 領)か ら得た試料には多 く

の暗調細胞がみ とめ られた10).従 って,麻 酔時の

神経 系は安息状態にないといえる.催 眠剤,睡

眠薬,覚 醒剤 などの向精神薬やアルコー ルにつ

いては未だ検討 していない.い ずれに して も,

神経 系が適当に怠けて くれないとその支配を受

ける末梢の組織器官は休むこ とができない.

硫 酸化プロテオグリカン被膜を有す る細胞は,

小 脳基底核の細胞 を除いて,そ の多 くはレクチ

ンVicia villosaやsoybeanア グルチニンで標

識 され る糖蛋 白被膜 をもちGABA陽 性 の抑制

性神経細胞である9,10).小脳 基底核の細胞は,プ

ロテオグリカン被膜 をもつが,上 記のレクチン

で標識 されない6,9).し か し,小 脳基底核の細 胞

は タウ リン陽性 といわれ抑制性 ノイロン と考え

られる.小 脳皮質のプルキンエ細胞は硫酸化プ

ロテオグ リカンや レクチン標識糖蛋 白被膜 をも

たないがGABA陽 性 であるといわれている.

このように,暗 調細胞が主 として抑制性介在

神経細胞群 に認め られたことも興味深い.抑 制

性の介在細胞群 が枯渇す る(疲 れ る)と 神経 回

路網 の高揚が起 り,こ れ を押 さえるために睡眠

とい うフィー ドバ ックがかか る と共に抑制性介

在神経細胞群 の賦活が行 われ ると考え ると都合

が よい.私 達 の体が午後 あるいは夕になるにつ

れてほ ぐれ,気 持 ちも大 きくなって行動や判断

が大胆 になるの も抑制性 介在神経細胞群 の暗調

化によって説明できるか もしれ ない.

最 近知 られた内因性睡 眠促進物質DSIP(デ ル

タ睡 眠誘発ペ プチ ド),ウ リジン,プ ロスタグラ

ンジンD2の 脳室 内または睡 眠中枢(視 束前野)

注 入で暗調細胞の明調化 は起 こるのだろうか.

睡 眠抑制物質プロスタグランジンE2の 覚醒中枢

(視床下部後部)注 入では?視 交叉上核(日 内

リズムの中枢)を 破壊 した時に起 る変調(超 日)

リズムは介在神経細胞群 の暗調,明 調のサ イク

ルによって決まるのであろ うか.こ れらについ

ては今後で きれば培養細胞系な どの実験 を加味

しながら検討 してみたい.

睡 眠時の高い成長ホルモン(蛋 白合 成を促進)

分 泌はよ く知 られてお り,こ れはインス リンと

共に直接暗調細胞の明調化に係わってい ると思

われ る.

本研究では脳波(脳 波睡眠)を 調べ ていない.

マ ウスの レム睡 眠は短 く睡眠周期 は約10分 で,

(総)睡 眠時間は約13時 間であ る.本 研究の翌

朝屠殺マ ウスは4～5時 間の(行 動)睡 眠をと

ってお り,こ れは通常のほぼ1/3～1/2の 睡 眠量

とい うことになる.こ の1/2以 下 の睡眠量で暗調

細胞がほぼ完全 に明調化す ることは,日 常では

必要な2倍 以上 の睡眠量 を得て次の 日の活動 に

備 えていることになる.た だ し,体 重50gを こ

す老齢マ ウスの4～5時 間睡眠後屠殺 では多 く

の暗調細胞が認め られ,加 齢 と共 に暗調細胞の

明調化は遅れ る(未 発表).

ヒ ト成 人の唾眠周期は約100分 で,(総)睡 眠

時間は6～8時 間である.従 って,ヒ トでは3

～4時 間の睡 眠で神経 系は十分 回復す ると思 わ

れ,ナ ポレオンの短眠(3時 間)は 納得 できる。

いわゆる不眠者 では神経細胞が交代で休 んでい

ると思われる(下 記参照).各 睡眠周期で,ノ ン

レム睡眠が まず 出現 し,つ づ いてレム睡眠が現

われる.私 達 は,こ の睡 眠周期の うちレム睡 眠
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では主 として旧脳の細胞群が,ノ ンレム睡眠で

は新脳の細胞群が賦活 されると想像 している.

ラッ トやマウスの調査 では,暗 調細胞は離乳

期から現われは じめ,硫 酸化プロテオグリカン

細胞外基質も離乳期に形成される(Murakami et

 al.,投稿 中).つ ま り,働 くか ら疲れるというこ

とであり,離 乳 はその脳が形態的機能的に完成

したことを意味す る.レ クチンで標識 される糖

蛋白被膜も生後に形成 されるが,プ ロテオグリ

カン細胞外基質よ り早い(Murakami et al.,投

稿 中).

本論文 で紹介 した睡眠による暗調細胞の著明

な減少ないし消失(明 調細胞へ の回復)は ラッ

トや他の動物の脳で も確認 してお り,別 に稿を

改める(Ohtsuka and Murakami,投 稿 中).断

眠実験で暗調細胞が明調化 しないことも確認 し

ている(未発表).な お,昼 間搬 入直後に屠殺 し

たラットか ら得た標本の海馬では,プ ロテオグ

リカン細胞外基質や レクチン標識糖 蛋白被膜を

もつ神経細胞は健在で,こ れ らの基質や被膜を

もたない神経細胞が暗調化していた(未 発表).

このことは環境の変化 あるいは学習や教育の種

類(動 員される神経回路網のセクションの違 い)

に よって暗調化する(疲 れる)細 胞群が異なる

ことを示す と同時に昼間時(睡 眠の時間帯)で

も脳 を働かせ ると(日 内 リズムにかかわ らず)

神 経細胞が暗調化するこ とを示 している.

一 方
,睡 眠時(昼)に 暗調化 し覚醒時(夜)

に明調化す る昼行化 したと思われる細胞群(大

脳皮質や脳幹のある細胞群),暗 調化 と明調化が

左 と右の脳で交互に起 り不眠(断 眠)に 耐え う

る細胞群(大 脳皮質の前頭葉,視 床下部,脳 幹

のある細胞群)が ある.さ らに,視 床下部や脳

幹部には6～8時 間交代 で動員されると思われ

る(各 細胞が超 日リズムに従 う或いは同 リズム

を保っていると思われる)細 胞群からなる,す

なわち昼夜にかかわらず常に1/4～1/3前 後の細

胞群 が暗調化 している核 があった.こ のシステ

ムは呼吸 中枢など休 むと致命的となる植物性核

群に主 として認め られた(未 発表).こ れ らにつ

いてはさらに詳 しい経時的連続切片などを作製

して今後詳 しく検討 したいと思 う.

暗調細胞が疲 れた細胞であ るとすれば,そ の

出現部位 と数 を調べ ることによって一定の作業

または学習や記憶について脳 を検証す るこ とが

できる.い わゆる頭の良い悪いは動員され うる

神経細胞の数 なのであろうか,そ れ とも神経細

胞の質(細 胞の可塑性)な のであろうか.動 員

しうる神経細胞とそのシナプスの数 を増やすこ

と(神 経回路網の拡大 と高密度化…回路網の可

塑性)が 勉学であ り訓練であろ うか.私 達は,

動 員 され うる神経細胞の数が多 くその質が高い

人を教養豊かで独創性に富む人,数 は 多いがそ

の質が並な場合は決ま りきったことを無難にこ

なす学業優秀な人だ と思っている.

現 代 人の脳 には大脳皮 質だ けで100～140億

(Economo, 1925)(Rockel et al., 1980に よる

と約300億)(神 経系全体 では1,000億 以 上)の 神

経細胞があるといわれ る.そ の うち何割(%)

を使 って現代入は現在の高エネルギー消費型の

機械文明 を築いて きたのであろうか.現 代人に

は将来新 しい文明 を創造す る余剰の神経細胞が

あるのであろうか.来 るべ き厳 しい地球環境 を

生 き抜 くためには,人 類 は雑種強勢あるいは突

然変異などをへて変身 し,脳 と肉体 を強化 して

お く必要があ るのだろうか.マ ウスを厳 しい生

活環境にお くと,大 脳皮質のほ とん ど全ての神

経細胞が暗調化す る(未 発表).つ ま り,こ の動

物は地球上で生活す るためにすでに全脳 を使 っ

ていると思われる.

我 々は昼行の 日周 リズムとくに社会 リズム(主

として午前8時 半か ら午後5時 までの勤務体制)

に よっている.一 方,ラ ッ トやマウスなどの実

験動物は夜行性の 日周 リズムで行動 している.

す なわち,我 々は一般的に寝 ている(あ るいは

寝ぼけた)動 物につ いて実験研究 して きたこ と

になる.時 には動物の リズムに合わせ て,夜 中

や動物が最 も疲れ る(盛 んに活動 している)と

思われる午前3時 ～6時 に実験 を行 ってみるの

も生命 を探 る(考 える)上 で重要であると思 う.

この種 の神経系の実験 では,動 物 を 「死の恐

怖 をあたえることな く屠殺 して」試料を作製す

ることが肝要 である.

結 論

夕方,深 夜,翌 朝の各時に屠殺 した成獣雄マ



240　 村上 宅郎 ・大塚 愛二

ウスか ら海馬台,海 馬,小 脳基底核,小 脳皮質

と大脳皮質視覚領のブロックを切 り出 しパ ラフ

ィン包理後切片 とし,陽 性荷電鉄 コロイ ドとケ

ルンエ ヒ トロー トない しカルボールチオニンで

染 色して光顕観察 した.夕 方に採取 した例 では,

脳 の各部位に少数の暗調細胞が認め られ るのみ

であった.深 夜に採取 した例 には,脳 の各部位

に多 くの暗調細胞が認め られた.す なわち,深

夜 には小脳基底核の細 胞の80%以 上が,小 脳皮

質ではプルキンエ細胞の50%以 上 が暗調化 して

いた.プ ルキンエ細胞を除いて,暗 調細胞は一

般 に鉄 コロイ ドで染 まる硫酸化プ ロテオグリカ

ン細胞外基質をもっていた.翌 朝(マ ウスは睡

眠中)に 採取 した例 では,脳 の各部位(小 脳皮

質 も含めて)で 暗調細胞の数 は著明に減少 して

いた.以 上の所見は暗調細胞は睡眠(安 息)に

よって正常な明調細胞に回復す る 「疲れた」細

胞であることを示す.暗 調細胞は固定の悪 い細

胞で もな く,変 性細胞で もない.

本研究に使用した光顕標本の大部分は草野博通,

楢崎正博両技官によって作製染色された.彼 等の夜

を徹する協力に深謝します.
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Sleep restores the ratio of dark neurons to light

 neurons in the central nervous system
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Blocks of the hippocampal subiculum, hippocampus, intracerebellar nuclei, cerebellar cortex 

and visual cortex were isolated from adult mice in the evening, at midnight or in the next 

morning. They were embedded in paraffin, cut into sections, stained with cationic iron colloid 

or aldehyde fuchsin and counter-stained with nuclear fast red or carbol-thionin. Specimens 

prepared at midnight contained a markedly increased number of dark neurons. In the cerebel

lar cortex, 50% or more of Punkinje cells were dark at midnight. The dark neurons, except for 

Purkinje cells, were usually provided with extracellular sulfated proteoglycans reactive to 

cationic iron colloid or aldehyde fuchsin. The specimens, including those of intracerebellar 

nuclei and cerebellar cortex, prepared in the next morning (or when the animals were sleeping) 

contained few dark neurons. These findings suggest that the dark neurons are exhausted or 

tired cells, which are restored to normal or light cells with sleep (resting of neurons), and that 

they are neither poorly fixed nor degenerative cells.


