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緒 言

海馬領域(海 馬および歯状回)は 形態学的に特異

な細胞構築を示すと同時に,大 脳辺縁系の中核をな

す部位 として機能的にも,そ の重要性が認められて

いる.こ れ らの部位に関する細胞構築学的,あ るい

は髄鞘構築学的研究は今日まで多くの人々(Rose

 1926, 1927. 1931, Vogt 1937.そ の他)に よって詳

細に追求されてきた.一 方,組 織化学的に,ジ チゾ

ンの生体内注射 によって,ほ 乳類の海馬領域が鮮紅

色に反応 し,し かもこの反応が亜鉛の存在によって

発現することが明らかになった)Maske l955).ま た

硫化銀法による検索 も行なわれた(Timm 1958.

 Otsukaほ か1963, Haug 1972)。

このような海馬領域に存在する亜鉛がいかなる機

能を有するかということに関しては不明な点が多い.

しかし,亜 鉛に関する電子顕微鏡的組織化学(Haug

 1967. IbataとOtsuka 1968, 1969,)やZn65の 電子

顕微鏡的オートラジオグラフィー(Otsukaほ か1975)

等 による検索から,海 馬領域に分布している亜鉛は

苔状神経線維終末内のシナプス小胞に一致 して存在

するところから,亜 鉛は神経伝達物質か,あ るいは

これに関係する酵素に含まれているものと推察 され

ているがまだ十分には解明 きれていない.

そ こで各種のほ乳類の海馬領域を比較解剖学的に,

また発生学的にも検索し,さ らに実験的研究 も行な

い,海 馬領 域 に お け る亜 鉛 の機 能 の一 端 を明 らか に

した い と思 い本 研 究 を行 な っ た.

材 料 と方 法

比 較 解剖 学 的検 索 の た め に マ ウ ス(5例),ラ ッ ト

(5例),モ ル モ ッ ト(5例),ウ サ ギ(5例),ネ コ(3例)

イ ヌ(3例),ヤ ギ(2例),サ ル(3例)の 脳 を用 い た.

ま た発 生 学 的 研 究 の た め に出 産1日, 3日, 5日,

7日, 9日, 11日, 12日, 14日, 16日, 20日, 30日,

 50日, 70日, 100日 日 の ラ ッ トを用 い た.

これ らの 動 物 は エ ー テ ル,ま た は ラボ ナ ー ル麻 酔

の の ち,た だ ちに 開頭,海 馬 領域 を摘 出 し, H2S純

アル コ ール ま た は ホ ル マ リ ン液 に 固定 した論 パ ラフ

ィン包 埋 後,厚 さ8-12μ の 切片 を作製,組 織 の一

般 像 を明 ら か に す る た め に ヘ マ トキ シ リ ンーエ オ ジ

ン染色, Nissl染 色 お よ び神 経 線 維 渡 銀 法(Otsuka

 1962)を 行 な い,亜 鉛 の検 索 に は硫 化 銀 法(Timm

 1958)を 用 い た.

硫 化銀 法(Timm 1958)

1) 流化 水 素 飽 和 純 アル コ-ル 溶 液 に固 定6-

12時 間

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 をつ く る.

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

551



552　 田 村 仁

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2g
クエ ン酸5g

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.

b) 蒸 留 水 で充 分水 洗

7) ヘ マ トキ シ リンで 核 を染 め る.

8) 脱 水,透 徹,封 入

実 験 的 研 究 の ため に ラ ッ ト(50例)を 用 い た.

この 実 験 は0.2%の ア ン モ ニ ア水 溶液10mlに ジチ

ゾ ン(diphenyl-thiocarbazone)100mgを 溶 解 した

液 を, 200mg/kgと な る よ うに ラ ッ トに投 与 した.

腹 腔 内注 射 に よ り投 与 後15分, 30分, 1時 間, 1.5時

間, 2時 間, 2.5時 間, 3時 間, 3.5時 間, 4時 間,

 5時 間, 6時 間 に動 物 を殺 し,硫 化銀 法 で染 色 した.

ま た ジ チ ゾ ンの投与 量 を5mg/kg, 10mg/kg, 25mg

/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 100mg/kg, 150mg/kg,

 200mg/kg, 300mg/kgと 変 え,投 与 後1 .5時 間 日 に

殺 し,硫 化 銀 法 で染 色 した.

海馬 領 域 で み とめ られ る硫 化 銀 法 で 陽 性 反 応 を呈

す る物 質(亜 鉛)の 日内 リズ ム を検 索 す るた めに ラ

ッ トの海 馬 領 域 を用 いた. 0時 か ら24時 まで の 間 を

3時 間間 隔 で正 常 ラ ッ トを3例 ず つ殺 して,硫 化 銀

法 で観 察 した.

結 果

A. 比 較 解剖 学 的研 究

Rose (1926, 1927, 1931)やVogt (1937)ら

に よ って 海 馬領 域 は細 胞 な らび に髄 鞘 構築 学 的 に

い くつ か の 分 野 と層 に分 け られ たが,彼 等 に よ っ

て 分類 され た 分 野 と層 は,本 研 究 に使 用 した マ ウ

ス,ラ ッ ト,モ ル モ ッ ト,ウ サ ギ,ネ コ,イ ヌ,

ヤ ギ,サ ル の い ず れ の 動 物 に お い て も認 め るこ

とが で きた.す な わ ち, Nissl染 色 法 な らび に神

経 線 維 渡 銀 法 の 所 見 か ら,歯 状 回 に はstratum

 moleculare, stratumgranulosumお よびStratum

. 
multiformeの 各 層 が,ま た 海 馬 に は脳 室 面 か ら

alveus, stratum multiforme, stratum pyrami

dale, stratum radiatum, stratum lacunosum

お よ びstratum moleculareの 各 層 が分 けられ た.

ま た,さ ら に海 馬 に お い て はstratum pyrami

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.

使 用 した す べ て の動 物 に お い て海 馬 領 域 の層 と

分 野 の 構 成 が ほ とん ど一 致 して い るの で,動 物 別

で は な く各 分 野 と層 別 に 記 載 す る.

1) 海 馬

1) h1野

比 較 的散 在性 に分 布す るsubiculumの 錐 体 細 胞

は,次 第 に集 合 して, h1野 のstratum pyramidle

に続 く. h1野 のstratum pyramidlは 中等 大 の

錐 体 細 胞 か らな るや や 幅 広 い帯 状 の層 と して認 め

られ る. h1野 で は 上 記 の5層 が 区 別 され た.こ

れ らの層 の な か で硫 化 銀 法 で や や 褐 色 の 陽 性 反 応

を呈 す る層 はstr, mulutiformeの み で あ った.

2) h2野

h2野 はh1野 につづ く領域 で, str, pyramidale

を形 成 す る錐 体細 胞 はh1野 の もの に く らべ て ,や

や小 型 で,そ れ ぞれ の細 胞 の 配 列 もか な り密 で あ

る. h2野 にお いて も各 層 を分 け る こ とがで きるが,

それ らの うちstr, multiformeとstr. radiatum

が硫 化 銀 法 で褐 色 の弱 陽性 反応 を呈 した.

3) h3野

この分 野 は い わ ゆ る ア ン モ ン角 の形 成 に あず か

るた め に弯 曲 す る領 域 に あ た る. h3野 を構 成 す る

錐 体 細 胞 はや や 大 き くな り,そ の 配 列 もや や 疎 で

あ っ た.こ の 分 野 に お いて も各 層 は明 らか に区 別

で きた.硫 化 銀 法 で 反応 させ た 標 本 で 観察 す る と

str, multiformeは 他 の 分 野 と同 様 に淡 褐 色 の弱

陽 性 反 応 を呈 した. Str, pyramidaleで は,ほ と

ん どの錐 体細 胞 は核 も細 胞 体 も反 応 は陰 性 で あ っ

た.し か し,細 胞 間 の い わ ゆ るneuropilに ,散

在 性 に黒 褐 色 の 顆 粒 状 の 陽 性 物 質 が 存 在 して い る

こ とが観 察 され た.ま た, str, radiatumで はh2

野 とh3野 の境界部 に完 全 に一致 して, h3野 のstr,

 radiatumのstr, pyramidaleに 接 す る領 域 が顕

著 な黒 褐 色 の陽 性 反 応 を呈 した.こ の強 い陽 性 反

応 物 質 はstr, radiatumを 構 成す る錐 体 細 胞 の突

起 の表 面 に分 布 して い る よ うに観 察 され た. str,

 radiatumの 強 陽 性 反応 部 以 外 の 全層 は弱陽 性反応

を呈 した. Str, lacunQsumは きわ め て薄 い層 で,

一般 標 本 で は固 有 の 層 と して み とめ に く く
,硫 化

銀 法 にお いて も陽 性 反応 は 得 られ な か った . Str,

 moleculareは 全 く反応 しな か っ た.

4) h4野

h3野 で弯 曲 し た 海 馬 のstr, pyramidaleは 歯

状 回 の 門 に 向 っ て伸 び, h4野 を形 成 す る. h4野 の
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錐 体細 胞 は や や大 型 とな り,こ れ らの細 胞 が 集 ま

って,や や幅 広 い層 を作 って い るが,そ の細 胞 の

配 列 状 態 はh3野 に お け る よ り疎 で あ った.し か

し, h4野 にお け るstr, pyramideleを 除 く各 層

の幅 は 一 様 に 狭 くな るが,そ の層 的 構 造 は観 察 さ

れ た.h4野 で もstr. pyramidaleの 錐 体 細 胞 に

は ほ とん ど陽 性 反 応 を認 め る こ とが で き なか った

がneuropilの 所 所 には 顆 粒 状 の陽 性 物 質 が 観察

され た.一 方, stn, radiatumのstr, pyramidale

に接 す る帯 状 の領 域 で は,黒 褐 色 の強 陽 性 反 応 が

認 め られ た.こ れ らの 反 応 物質 は こ こで も維 体 細

胞 の 突 起 の 表 面 に分 布 して い る とみ な され た.こ

の 強 陽 性 反 応 を呈 す る部 位 以 外 のstr. radiatumの

残 りの領 域 お よ びstr, multiformeに は弱 陽性 反

応 が認 め られた がstr, moleculareで は反応 は 陰

性 で あ った.

5) h5野

h5で はh1-h4野 の よ うな層 的 構 造 は認 め られ な

か っ た. h4野 か ら移 行 して 来 たstr. pyramidale

の錐 体 細 胞 は層 的 な配列 を と らず,歯 状 回 の門 内

に や や大 型 の細 胞 と して 広 く散 在性 に存 在 して い

た.し た が って この分 野 で はstr. radiatumに 相

当 す る層 を認 め るこ とが で きなか った.こ の 部 で

も錐 体細 胞 は硫 化銀 法 に お いて ほ とん ど陰性 で あ

った.し か し,散 在性 に分 布 して い る神 経細 胞 の

突 起 か らな る と思 わ れ る部位 に強 陽 性 反応 物 質 が

観察 され た.

II) 歯 状 回

歯 状 回 で は 海 馬 に み られ た よ うな分 野 を区 別 す

る こ と はで きな いが,層 的 構 造 は観 察 す る こ とが

で きた.す なわ ち,そ の 門 に対 す る側 か ら, str.

 multiforme, str. granulosumお よ びstr. mol

eculareの3層 が区分 で きる. Str. granulosumは

顆粒 細 胞 か らな る層 で,こ れ らの細 胞 は密 集 し,

数列 な らんで いた. Str. moleculareとstr. mu

ltiformeは 顆 粒 細 胞 の突 起や,他 の領 域 か らきた 神

経 線維,お よ び神 経 膠 細 胞 に よ って作 られ た層 で

あ る.硫 化 銀法で はstr. multiformeのstr. gra

nulosumに 接 す る領 域 にの み明 瞭 な帯 状 の 強陽 性

反応 が み られ た.こ れ らは顆 粒 細 胞 の突 起 に 反応

物 質 が存 在 す るこ とを示 す像 で あ る と考 え られ た.

その 他 の層 に は 陽性 反応 は認 め られ な か った.

B. 発 生 学 的 研 究

この研 究 に は 方 法 の と ころ で記 載 した 発 生 各 時

期 の ラ ッ トを用 い た.生 後1日 目の もの で,す で

に海馬領域の形態は海馬 と歯状回に分れており,

一 応その形 をととの えているが,分 野 と層は

まだ完成 していなかった.こ の時期では硫化銀法

ではいつれの部位 も反応は陰性であった.生 後5

日日になると海馬の分野が分けられるようになっ

てくるが,硫 化銀法では陽性反応 を呈する部位は

認められなかった.生 後9日 日では海馬 も,歯 状

回もその分野と層の形態学的な特徴が現れて くる

が,硫 化銀法ではいつれの部位 も陰性であった.

生後11日 日になると海馬領域全体の分野と層が明

らかに分けられるようにな り,と くに渡銀法で歯

状回の顆粒細胞の神経突起でもって構成 される苔

状線維が海馬のh3, h4お よびh5野 で認められるよ

うになった,一 方,硫 化銀法でこの部を染めると歯

状回のstr. multiformeに 相当する領域が陽性反

応を呈 してきた.他 の部位はほとん ど染ってこな

かった.生 後12日 目になるとその海馬領域全体の

形態は11日 日とほとんど変 らないが,渡 銀法で苔

状線維がより明 らかにその分布領域全体に出現し

て きた.硫 化銀法では歯状回のstr. multiforme

の領域が強陽性反応 を呈するとともに, h3, h4野

のstr. radiatumのstr. pyramidaleに 接する

領域,さ らにh5野 が弱陽性反応 を呈して来た.生

後14日 日以後は渡銀法で海馬領域全体の形態が成

熟ラットに近い像を呈 した.硫 化銀法でも,こ の

時期となると成熟ラット同様の領域が陽性反応を

呈 した.し かし,完 全に成熟ラットと同じ反応を

認めるのは生後20日 日以後であった.

C. 実験的研究

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str. mul

tiformeは 正常例 と同様,強 陽性反応を呈 したが,

海馬のh3-h5野 のstr. radiatumで は弱陽性反応

を認めた. 30分 後 の例では歯状回のstr. mult

iformeの みが弱陽性反応を呈するが,海 馬のh3-

h5野 で はいつれの部位 も陰性であった.ジ チゾン

投与後1-3時 間 日の ものでは歯状回と海馬のい

つれの部位も硫化銀法では全く染まってこなかっ

た.投与後3.5時 間 日になると歯状回のstr . mul

tiformeの 領域が硫化銀法で弱陽性を呈するよう

になった.さ らに4時 間後では正常例 と同様に歯

状回のstr. multiformeと 海馬のh3-h5野 のstr.

 radiatamの 領域で強陽性反応 を認めるようにな

った.

上記の実験ではジチゾンの投与量 を一定にして,
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その投与後の時間を追 って硫化銀法による海馬領

域の反応状態 を観察 した.次 の実験としてジチゾ

ン投与後,海 馬領域が全く硫化銀法で陰性となる投

与後1.5時 間日において,そのジチゾンの投与量を

変えて,硫 化銀法の反応状態を観察した.そ の結

果,ジ チゾンを5mg/kg投 与 したラットでは,そ

の海馬領域における硫化銀法による陽性反応を呈

する部位は正常例と変らなかった.投 与量を10mg

/kgに 増加 した後には,海 馬領域の正常例で陽性

反応を呈 した部位がすべて陰性になった.さ らに

投与量を10mg/kg, 50mg/kg, 75mg/kg, 100mg/

kg, 150mg/kg, 200mg/kg, 300mg/kgと 増 加 し

ていくと,いづれの投与量において も海馬領域の全

領域は硫化銀法では染ってこなかった.また300mg

/kgの 投与量では投与後1.5時 間後には実験に用い

たラットのすべてが死んだ.

ラ ットの海馬領域を硫化銀法で反応 させると上

記のようにその一定領域に陽性反応を呈する部位

が認められるが,こ れ らの陽性物質が日内リズム

により,そ の反応態度が変 るかどうかを検索する

ため方法の項で記載したような実験を行った.こ

のような実験を染色性の強弱のみで判定するのは

あまり良い方法ではないが,で きるだけ条件をよ

くするため,切 片の厚 さを一定にし,各 時間の切

片を同じ染色液の中で同時に染色した.ま た各時

間ごとにラットを3例 ずつ使用して,それぞれを比較

検討 した切片の所見を記載した.そ の結果, 3時 の

ものが,も っとも染色性が低下 し,と くにh3野 の

str, radiatumの 帯 状の硫化銀法で強陽性部位が

ほとんど陰性に近い反応を呈した. h4のstr, rad

iatumのstr, pyramidaleに 接する部位やh5野,

また,歯 状回のstr, multiformeな どの部位は強

陽性反応 を呈 していた.し かし, h3野 やh4野 の

str, radiatumの 強陽性反応部以外の部位や, str,

 multiformeの 部位は硫化銀法ではほとんど染って

こなかった. 21時 の ものでは, 3時 の もので硫化

銀法で陰性であったh3野 のstr, radiatumの 部

位が陽性を呈 してくる以外は,ほ とんど3時 のも

の と,そ の所見は同様であった. 6時 と18時 の も

のではh3-h4野 のstr, radiatumやh5野 や歯状回

のstr, multiformeの 部位などの硫化銀法での強

陽性反応部位はすべて強陽性反応を呈 した.一方,

 h3-h4野 のstr, radiatumの 強 陽性部位以外の部

位やstr, multiformeで は反応がほとんど陰性 に

近い状態 を認めた. 9時 と15時 の ものでは海馬と

歯状 回に おけ る硫化 銀法 で の 強 陽 性 反 応 部 位 はす べ

て 強 陽 性 反 応 を呈 した.ま たh3-h4野 のstr, rad

iatumの 強 陽性 反応 部位 以 外 の残 りの部 位 とstr.

 multiformeで は陽 性 反 応 を認 め た. 12時 と24時 の

もの で は海 馬 領 域 の強 陽 性 反 応 部位 の す べ て の領

域 が 強 陽 性 反 応 を呈 して い た.さ ら にh3-h4野 の

陽 性 反 応 部 位 も,こ の 時 間 の もの で は 非 常 に強 く

反 応 して いた.

考 察

Maske (1955)は モ ル モ ッ ト,イ ヌ,ネ コ,ウ サ

ギ,ラ ッ ト,マ ウ ス を用 い,そ の い ず れ の 動物 に お

い て も,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 の特 定 の 部位 が

紅 染 され る こ とを認 め た.つ づ い てFleischhauerと

Horstmann (1967)は この 研 究 を追 試 し,イ ヌ,ネ

コ,ウ サ ギ,モ ルモ ッ ト,ハ ム ス タ ー,ハ リネ ズ ミ,

ラ ッ トで 同様 な所 見 が得 られ る こ と を認 め た.ま た,

紅 染 す る部 位 はRose (1926, 1927)の 細 胞 構 築 学

的 分類 に した が う と,海 馬 領 域 で はh3野 お よび歯 状

回 の皮 質 板(も っぱ ら顆 粒細 胞 を含 む層)に あ た る

こ と を報 告 した.し か し,こ れ らの 報 告 は い つ れ も

ジチ ゾ ン法 で観 察 した研 究 で 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 点, Timm

 (1958)に よ って 開 発 され た硫 化 銀 法 は 組 織 学 的 に

光 顕 で 観察 で き る利 点 が あ る.こ の硫 化 銀 法 を使 用

して 検 索 した研 究(Timm 1958, von Euler1 961,

 McLardy 1962, OtsukaとUmetani 1962, Ha

ug 1973)で は 硫 化 銀 法 に よ っ て 黒 褐 色 に 反 応 す

る物 質 は主 としてh3-h4野 のstr. radiatumのstr,

 pyramidaleに 接 す る帯 状 の 領 域 と歯 状 回 のstr,

 multiformeに 局 在 して もっ と も強 い 反応 が 得 られ る

こ とが認 め られ た.そ して 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(核 周 部)に は ほ

とん ど反 応 物 質 が認 め られ ず,強 陽 性 に反 応 す る領

域 は さ らに組 織 学 的 に詳 し く検 索 す る と錐 体 細 胞 の

樹 状 突 起 の根 部 お よ び顆 粒 細 胞 の神 経 突 起 の根 部 に

よ って形 成 され る部 位 に相 当 す る.す な わ ち,こ の

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. (von Euler 1961, Otsukaほ か

1965).し か し,光 顕 に よ る検 索 で は これ 以 上 の こ と

は不 明で あ った.そ こ でHaug (1967), IbataとOts

uka (1968, 1969)ら は硫 化 銀 法 を電 顕 用 に 改 良 し
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た方法でラットやウサギの海馬領域を検索した.そ

の結果, h3, h4, h5野 お よび歯状回の光顕で強陽性反

応を呈した部位において電顕的に陽性反応物質の認

められたのは苔状神経線維終末部にのみであった.さ

らに神経終末部の中では,シ ナプス小胞に一致 して,

陽性物質が存在することが認められた.光 顕   で観察

した結果,硫 化銀法で陽性を呈す物質の海馬領域に

おける分布状態は本研究で行なったように各種のほ

乳類のすべてにおいてどの動物も類似の反応を呈 し

た.こ のことは電顕的にラットやウサギで認められ

たように,ど のほ乳類の海馬領域においても陽性物

質はすべて苔状神経終末内に存在するものと思われ

る.

ジチゾン法も硫化銀法もともに重金属に対する組

織化学的反応であるので,こ れらの方法のみでは,

その反応する物質がどのような重金属であるかとい

うことを確認できない.しかし,すでにMaske(1955)

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. Ti㎜ もまた,顕 徴灰化

法を用いて豊富な亜鉛の存在 を確認 している. Von

 Ealer (1961), Otsukaほ か(1967)ら は電顕による

Zn65の オートラジオグラフィーによる研究から海馬

のh3-h5野 および歯状回の一部が多量の亜鉛を含ん

でい ることを明 らかにした.さ らにOtsukaほ か

(1975)の 電顕によるZn65の オー トラジオグラフィ

ーにより亜鉛が苔状神経線維終未内のシナプス小胞

に一致 して存在することが認め られた.したがって,

海馬領域における硫化銀法による陽性反応物質は豊

富な亜鉛を含んだ物質か ら構成されているものと考

えられる.

上記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いまだ充分には解

明 されていない. Fleischhauerほ か(1958), Ort

mann (1961)は 亜鉛の分布状態がcarboanhydrase

の分布とMcLardy (1962)ら はそれと酸性フォスフ

ァターゼの分布がよく一致することから,亜 鉛はこ

れら酵素類 と関係があるのではないかと推論 した.

また, von Euler (1962)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 されたリンゲル液を使用するとその伝達が

しゃ断 され るという報告 を行 った.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変化を起こし,

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 と電顕的組織化学によって亜鉛の分布がシナ

プス小胞 と密接な関係のあることから, Haug (1967),

 IbataとOtsuka (1968, 1969)は 亜鉛は酵素の成分

としてではな く,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 しているのではないか と考えた.

Fleischhauerほ か(1957)は ラ ット,ネコ,イ ヌ,

では出産直後から年令の増加にともなってジチゾン

反応がつよく発現するが,モ ルモットでは新生仔で

すでに陽性物質の存在がみとめられると報告 してい

る.し かし,こ れらの研究はいつれも個体発生中の

一時期のみの所見であって,発 生各時期の海馬領域

を硫化銀法で検索 したのは本研究が初めてである.

本研究ではラットの海馬領域に硫化銀法で陽性反応

物質すなわち,亜 鉛が出現 してくる時期は生後11～

12日 日であった.こ の時期は渡銀法で観察すると苔

状線維が海馬領域の一定部位に出現してくる時期と

一致 した.ま たOtsukaほ か(1976)が ラットの発

生各時期の海馬領域を電顕的に観察 した研究 におい

て,生 後10～12日 目頃は海馬領域に苔状線維終末が

シナプスとしての形態を整 えて くる時期に相当して

いた.こ のように海馬領域に亜鉛が出現して くる時

期 と苔状線維終末が完成する時期がよく一致するこ

とはまた,亜 鉛が神経終末の機能と密接な関係があ

ることを示唆 しているものと思われる.

動物に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 化銀法によっ

て-過 性に証明することができなくなり,その後,再 び

反応 が陽性に回復す ることが初めてOtsukaほ か

(1966, 1968)ら により報告 された.そ の後Dans

cherほ か(1971)や 本研究においても同様な所見が

得 られた.ま た, Otsukaほ か(1975)ら は ジチゾン

投与後における時間的経過による亜鉛の消長とよく

一致 して苔状線維終末の微細構造の変化が起 ること

を報告 している.す なわち,ジ チゾン投与後30分 で

苔状線維終末のシナプス小胞は減少を来たし, 1-

2時 間後ではもっとも減少する.し か し, 3-4時

間後には,シ ナプ不小胞の数はほとんど正常に回復

すると述べている.一 方,こ のような変化はジチゾ

ンの投与量の増減 によっても同じ現象が生ずるので

ないかと考え,わ れわれはジチゾンの投与量を代え

て硫化銀法で反応を観察 した.そ の結果はジチゾン

5mg/kgの 投 与では変化を生じないが, 10mg/kgに

なると海馬領域の硫化銀法で陽性反応を呈 した部位

がすべて陰性になった.し かし,ジ チゾンの海馬領



556　 田 村 仁

域に対する作用機序を理論的に明らかにすることは

できないが,そ の作用が苔状神経線維の終末にのみ

選択的に変化を与え,近 接の組織 に対しては全く影

響しないという事実は重要である.

海馬領域は行動 と密接な関係があるといわれてい

るので,こ の領域に存在する亜鉛が関係あるのでは

ないかと思い,そ の分布状態の日内 リズムを観察 し

た.そ の結果, 3時 と21時 の ものが最 も反応が弱 く,

次 いで6時 と18時 の ものがやや強い反応を呈した.

さらに9時 と15時 の ものが強い反応を呈し,最 も反

応が強い ものには12時 と24時 の ものであった.こ の

結果か ら,海 馬領域における硫化銀法による反応陽

性物質が日内リズムによって量的な変動を呈 してい

るということを示唆 しているように考えられるが,

これは組織切片の染色性の強弱による判定であって,

今後よ り正確な生化学的定量が必要と考えられる.

結 語

各種ほ乳類(サ ル,ヤ ギ,イ ヌ,ネ コ,ウ サギ,

モ ルモット,ラ ット,マ ウス)の 海馬領域(海 馬 と

歯状回)を 細胞構築学的に分類し,同 時に硫化銀法

を用いてこの領域における陽性反応物質(こ こでは

亜鉛)の 分布を検索 した.検 索したすべてのほ乳類

の海馬領域 においてRoseの 分 類 に一致 した分野

(h1-h5野 および歯状回)と 層がみられた.こ のよ う

に分類された分野と層 において硫化銀法で強陽性反

応 を呈する領域は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)の 終末部に一致 していた.

また,個 体発生学的にラットの海馬領域において

亜鉛が出現して くる時期は渡銀法で苔状線維が海馬

の錐体細胞の樹状突起に終末部を形成す る生後11～

12日 日に相当した.

実験的にラットに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)の 間,硫 化銀法

によって-過 性に反応を呈 さなくなり,その後,再 び反

応が陽性に回復 した.ま た,ジ チゾンの投与量(5～

300mg/kg)を 変 えて,投与後一定時間(1.5時 間)し て

硫化銀法で海馬領域を検索すると投与量5mg/kgで は

その反応陽性部位には変化がなかったが, 10mg/kg以

上 の投与量では反応がすべての部位で陰性となった.

海馬領域にみられる亜鉛の日内 リズムを,ラ ットで観

察 したが,硫化銀法で12時 と24時 で反応が最強とな

り, 3時 と21時 が最弱 となった.さ らに硫化銀法によ

る強陽性反応物質 と亜鉛 との関係,お よび亜鉛と考え

られる物質の細胞内局在性とその機能が検討された.
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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.

図2　 各種ほ乳類の前頭断像,硫 化銀法,

図3　 ウサギの海馬のh3野 の前頭断像.錐 体細胞の樹状突起の表面に硫化銀法による陽性物質(亜 鉛)が 認め

られる.

図4　 ジチゾン(200mg/kg)の 投与後における海馬領域の硫化銀法による像.ラ ット.

図5　 ジチゾン投与後1.5時 間日の投与量の変化による海馬領域の硫化銀法による変化像

図6　 ラットの海馬領域における各発生時期の硫化銀法による像

図7　 ラットの海馬領域における硫化銀法による陽性物質(亜 鉛)の 日内リズムを示す像
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Histochemical study of the zinc in hippocampal formation

Masashi TAMURA

Department of Anatomy, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Nagayasu Otsuka)

The hippocampal formation of mouse, rat, guinea pig, rabbit, cat, dog, goat and monkey 
were seen by sulfide silver technique. Intense positive reaction to the this method was found 
in the stratum radiatum of h3, h4 and h5 of the hippocampus, as well as the stratum multi
forme of the fastia dentata. All these areas corespond to the endings of mossy fibers at the 
apical dendrit of pyramidal cells in the hippocampal formation. No histochemical reaction of 
zinc was observed in the brains of rat of newborns up to 10 day after birth. The hippocampal 

formation showed a slight reaction on and after the 11 day of life and the zinc contents of 
these areas reacted almost normal level about 2 weeks after birth.

Histochemical evidence has been observed by the sulfide silver method that the zinc distri
buted in the region becomes temporarily undemonstrable for a certain brief period (1-3 hours) 
following administration of dithizone (200mg/kg). 

Sections taken at 1.5 hours after administration of dithizone (5mg/kg) showed positive 
reaction by the sulfide silver method. During the first three hours following the administration 
of dithizon (10mg/kg 300mg/kg) the hippocampal formation remains unstained.

The distribution of zinc in the hippocampal formation of the rat was changed by cir

cadian rhythm.


