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緒 言

塩化第二鉄 をカコジル酸 とハ イ ドラジンハイ

ドレー トと共に熱するとpH 0.8-7.6の 範 囲で

組織の陰性荷電基 を光顕ならびに電顕的に検 出

で きる超微 細陽性荷電鉄 コロイ ドが調製 で き

る1,2).一方,同 鉄 をチオシアン酸アンモニウム,

ア ンモニアとカコジル酸 と共に熱するとpH 3.5

-9 .5の範 囲で組織の陽性荷電基を光顕ならびに

電顕的に検出できる超微 細陰性荷電鉄 コロイ ド

が調製で きる2,3).本論 文では前者の陽性荷電鉄

コロイ ド染色 をラッ トの脳に適用 し,あ る種 の

神経細胞体 とその突起根部の外表面が同鉄 コロ

イ ド染色に強い陽性反応を呈することを示す.

材 料 と 方 法

雌,雄 の ウィスター系ラッ ト(体重,約300g)

をエーテル麻酔下に開胸 し,上 行大動脈 よ り生

理食塩水ついで0.1Mカ コ ジル酸緩衝2.5%グ ル

タールアルデ ヒ ド液を十分注入 し,脳 を潅流固

定 した.そ の後,脳 を取 り出 して適 当な大 きさ

に切 り,同 上の緩衝 グルタールアルデ ヒ ド液中

に一晩浸 し,通 常の方法に従 ってパ ラフィン包

埋 し,厚 さ5-10μmの 切片 とした後脱パラフ

ィンした.

以上のようにして作製 したラッ ト脳(特 に海

馬領域,橋 部,視 床部,大 脳皮質,小 脳)の 脱

パ ラフィン切片 を我々の超微細陽性荷電鉄 コロ

イ ドで染色した後プルシアンブルー反応処理 し1,2),

つ いでカルボール ・チオニ ンでニ ッスル染色 あ

るいはケルンエ ッヒトロー トで後染色 し,光 学

顕微鏡で観察 した.

結 果

調べた海馬,橋,視 床,大 脳皮質,小 脳の各

領域において強 く陰性に荷電す る(強 いプル シ

アンブルー反応を呈す る)被 膜 を有す る神経細

胞が観察された(図1～4).す な わち,海 馬領

域では主 として海馬台に(図1, 2),視 床 部で

は不確帯に(図3, 4),大 脳 皮質部では全野に

わたって第V層 に,小 脳部では内側小脳核に,

強 いプルシアンブルー反応を呈す る被膜をもつ

神経細胞が 多く認め られた.こ のような被膜を

もつ神経細胞は通常大型の細胞に属 していた(図

1～4).

強 いプルシアンブルー反応 を呈する被膜は神

経細胞の胞体 を被 うと同時に細胞突起の根部を

連続的に被い,そ して常に同被膜は非常に細か

い網 目構造 として観察された(図2, 4).網 目

構造の部位による差は特に認めなかった.ま た

雌雄 による差 もなか った.

考 察

本論文 はラット脳にはpH値1.0-2.0で 我 々

の超微細陽性荷電鉄 コロイ ドに強 く反応する被

膜 をもつ相当数の神経細胞が存在することを示

している.現 在 まで知 られていなかったこれ ら

の強い陰性荷電被膜 をもつ細胞は,カ ルボール・

チオニ ンによるニ ッスル染色に陽性反応 を呈す

ることから,神 経細胞(ニ ューロン)で あるこ

とは明 らかである.

ラッ トの海馬台をグルター ルアルデ ヒド固定
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後超微細陽性荷電鉄 コロイ ド(pH値1.0-2.0)

処理 して透過電子顕微鏡観察す ると,1.0-1.5

nm径 の微粒子(鉄 コロイ ド)が 神経細胞体や そ

の突起の根部の外表面に集合密着す る像が著明

に認め られた(未 発表).こ の ことは我々の陽性

荷電鉄 コロイ ドは神経細胞膜 と直接関連 してい

る物質す なわちプロテオグ リカン(膜 結合性糖

タンパ ク質)と 反応 して上述の神経細胞体外表

面での特有の強いプルシアンブルー反応を誘起

したことを示 している.

Fig. 1 Light micrograph of the rat 

hippocampal subiculum, which was in

cubated in a fine cationic iron colloid at 

pH value 1.5, treated for Prussian blue 

reaction and counter-stained with 

nuclear fast red. Note that the external 

surfaces of some nervous cells show a 

strong Prussian blue reaction (arrow

heads). •~500.

Fig. 2 Closer view of a part of Figure 1. Arrow

heads indicate two nervous cells the 

external surfaces of which show a strong 

Prussian blue reaction. •~1300.

本研究で処方 したpH値1.0-2.0で 解 離 しう

る酸性基は主 として硫酸基であると考えられ1,2),

そ して我々の陽性荷 電鉄 コロイ ドはこの硫酸基

と反応 し,強 いプルシアンブルー反応 を呈 した

と考えられる.こ れらは前述のプ ロテオグ リカ

ンは硫酸基をもつ ことを示す.硫 酸基 をもつプ

ロテオグリカンにはコン ドロイチ ン硫酸,ヘ パ

リン,ケ ラタン硫酸,ヘ パ ラン硫 酸,デ ルマタ

ン硫酸等が知 られてお り,コ ン ドロイチナーゼ

やヘパ リナーゼ等による酵素処理実験(未 発表)

に よる と,今 回我々が ラット中枢神経細胞外表

面に染めだ した物質は主 としてコン ドロイチン

硫酸か らなると考えられる.

中枢神経細胞のプロテオグリカンは現在のと

ころ主 として種々のレクチン との特異反応を利

用 して調べ られている4-6).海 馬領域に限ってい

えば,強 陰性荷電被膜 をもつ神経細胞は,そ の

分布状態から判断 して,Drake等7)のGABA(ガ

ンマア ミノ酪酸)性Vicia villosaア グルチニ ン

陽性の抑制系介在ニュー ロンにほぼ一致するよ
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うに思 われる.し か し一方でGABA性 神 経細

胞の代表格 といわれ る小脳のプルキンニエ細胞

は我々の陽性荷電鉄 コロイ ドには反応 しない.

さ らに他方で,非GABA性 であ る前橋核の神

経細胞群はそのほ とん どが強い陰性荷電被膜 を

もっている.従 って,我 々が発見 した強陰性荷

電被膜をもつ細胞については,何 か別の立場 で

論 じられるべ きか もしれない.

本 研究でしめ した強陰性荷電被膜をもつ神経

細胞は ヒ トやネコの脳に も存在 し(未 発表),こ

の種の細胞は脊椎動物には広 く存在す ると思わ

れ る.

陽性荷電鉄 コロイ ド染色を省 くと,プ ルシア

ンブルー反応は起 らない.従 って,上 述の神経

細胞 を被 う強いプルシアンブルー反応は陽性荷

電鉄 コロイ ドとプロテオグリカンの結合に起因

することは明らかである.

Fig. 3 Light micrograph of the rat zona incer

ta, which was incubated in the fine 

cationic iron colloid at pH value 1.5, 

treated for Prussian blue reaction, and 

counter-stained with carbol-thionin. 

Arrowhead indicates a large neuron the 

external surface of which shows a strong 

Prussian blue reaction. •~500.

Fig. 4 Closer view of a large neuron in Figure 

3. Note that the external surface of this 

neuron shows a strong Prussian blue 

reaction (arrowhead). •~1300.

結 語

ラッ トの脳 をグルタールアルデヒ ド潅流 固定

後切片 とし,陽 性荷電鉄 コロイ ドとカルボール・

チオニンあるいはケルンエッヒ トロー トで染色

したところ,相 当数の神経細胞が強い陰性荷電

をもつ被膜(プ ロテオグリカン)に よって被 わ

れていた.こ れらの神経細胞は海馬台,前 橋核,

不 確帯,大 脳皮質第V層,小 脳内側核等に多 く
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認められた.海 馬領域 における分布状態か らみ

る と,強 い陰性荷 電被 膜 をもつ細胞はVicia 

villosaア グルチニンに親和性を もつGABA性

抑 制系神経 と思われるが,同 じGABA性 神 経

といわれる小脳のプル キンニエ細胞は強い陰性

荷電被膜 をもたない.し か し一方 で,非GABA

性である前橋核の細胞群は強い陰性荷電被膜を

もつ.こ れらのことは本研究で発見した強い陰

性荷電被膜をもつ神経細胞群は何か別の立場で

論 じられなければならないことを示しているよ

うに思える.
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Light microscopy of tissue sections stained with cationic iron colloid (pH 1.0-2.0) and nuclear 

fast red or with this colloid and thionin revealed the presence of numerous neurons with a 

strong negative-charge or coated with sulfated proteoglycans such as chondroitin sulfates in 

the adult rat brain. These neurons were distributed mainly in the hippocampal subiculum, zona 

incerta, cerebral cortex (V lamina), medial cerebellar nuclei and certain other nuclei such as 

ventral pontine nuclei. In the hippocampal formation, the strongly negatively-charged cells 

seemed to be identical with the GABAergic inhibitory interneurons reactive to the lectin Vicia 

villosa agglutinin. The neurons, including the GABAergic Purkinje's cells, of the cerebellar 

cortex showed no reaction to the cationic iron colloid at pH 1.0-2.0. Many non-GABAergic 

large neurons of the ventral pontine nuclei were well reactive to the colloid at pH 1.0-2.0. 

These findings suggest that the cationic iron colloid at pH 1.0-2.0 mainly stains some subsets 

of GABA-ergic neurons, and additionally stains some non-GABAergic interneurons projecting 

long association or commissural fibers.


