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K e y w o r d s n e u r o m u s c ul a r j u n c ti o n , m O t O r e n d p l a t e , t e n d o n ,

hist o c h e m is t r y

骨格筋内に お ける 神経節接合部の 三 次元的分布 を知

ろ こと は, 神経筋接合部の生理学的 な らび に 薬理 学的

研究の み な らず, 材料採取 の衝か ら
,
生化学的研究や

電子顕微鏡的研究 にと っ て も, 肝要 な こ と である . 神

経筋接合部が
,
骨格筋内に おい て,

一

般 に帯状の い わ

ゆる, i n n e rv a ti o n b a n d を形成 して分布 して い る こ と

は
,
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ (以下 C h E と 略記) 活性の組

織化学的検出法によ っ てす でに明 らか に され てい る1 ト 3)

そして, その 分布 は, 個々 の骨格筋 にお い て, 腱の 分

布と密接 な関連 をも っ て い る こと が指梼 され てい る
l)4)

.

したが っ て , 連続切片再構築法に よ っ て , 骨格筋内の

神経筋接合部の 分布を検索する 際, 神経筋接合部と腱

の 二 重検出標本を用 い る と好都合 で あ る こ と は, 論を

またな い . しか し , そ の よう な 二 重検出法の 報告 は見

当らな い .

今回 , 神経筋接合部 を七h E 活性検出法で 検出後, ル

ベ ア ン 酸増強法
5)
を施 した切片に , p O n C e a u S に よ る膠

原線推染色法
6) を重ね る こ とに よ り, 神経筋接合部と腱

を同 一 切 片中 で検出で き る こ とが判明 した の で, その

方法を報告す る

材料お よ び方法

材料と し て
, 成熟雄 マ ウ ス の 俳腹儲 と腹直筋を使用

した
.

両筋の新鮮凍結縦断30 〟 切 片 をク リ. オス タ ッ トで作

製し, 切 片融解時に お ける 筋線維 の 変形防止 の た め,

前報
7)に準 じて E D T A - 寒天塗布カバ ー

ガ ラス に切片を

貼付 した. E D T A
一

寒天 塗布カ バ ー ガ ラ ス は
,
E D T A

- 2 N A と E D T A
-

J墾N A (和 光 純 薬) の 各 1 . 5 g を

0 . 3 % 寒天 水溶液(65
0

C ) 10 0 m l に 溶か し た液にカ バ ー

ガ ラス を浸 して か ら
, 乾燥 させ た ものを使用した.

次い で , K o ell e ら 8) の チオ コ リ ン法の著者の変法によ

っ て C h E 活性 を検出 した.
すなわち, 8 % p a r a f o r m al -

d e h y d e
9)
50 m l

,
0 .2 M p h o s ph a t e b u ff e r (p H 5 .8) 4 0 m l ,

0 .1 % a g a r s ol u ti o n l O m l , S u C r O S e 1 5 g の 混合液に ,

切片 を4
0

C で 30 分間固定後, 基質液 〔1/ 7 M v e r o n al

a c e t a t e b u 庁e r (p H 5 . 5)7 . O m l
,
3 . 7 5 % gl y ci n e O .5

m l
,
0 . 1 M C u S O 4

･ 5 H 2 0 0 . 5 m l
,
2 x l O

~ 4
M i s o

q

O M P A l . O m l
,
0 . 1 % a g a r s ol u ti o n l . O m l

,
a C e -

t ylth i o c h oli n e i o d id e 1 5 . O m g〕に 20
0

C l O 分間浸漬 し,

蒸溜水で 5 分間洗准後, 1 0 % p o t a s si u m f e r ri c y a n id e

3 . O m l と 2 0% s o d i u pl Cit r a t e 7 . O m l の混合液で 呈 色

した .
この 段 階で Ch E 活性反 応産物 は赤褐色を呈す る.

さら に
,
こ の 切 片に , 我々が 開発 した ル ベ ア ン 酸笹

よ る増強法5〉を施 した . すな わ ち
,
切片 を蒸潜水 で 5 分

間流派後, 0 ,1 % r u b e a ni c a cid e th a n o I s ol u ti o n 2 . O

m l と 1 0 % s o di u m a c e t a t e 8 . O m l の 混合液で 20
O

C lO

分間処理 し た. こ の 処理 で, C b E 活性反応産物は, 黒

色の 漉い 沈澱と して示 さ れ る .

こ の 切 片 に 腱染色 を重ね た .
す なわ ち

, 切 片を蒸溜

水で 5 分間洗源後, 0 . 15 % p o n c e a u S (東京化成) 水

溶液 で 20
0

C l O 分間染色 し, 蒸溜水 で 5 分間洗源後
,
96
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% e th an 0 1 で 2 0
0

C 3 0 秒 間分別 し, 1 0 0 % e th a n o l で脱

水後, X yl e n e で透徹 し, E n t ell a n ( 和光純薬) に 封入

した . な お p o n c e a u S は湿気 を帯び る と染色性が低下

す る ので
,
デシ ケ 一 夕 ー 中に 保存する必要がある.

以上 の 操作 に よ り, 神経筋接合部は黒色の 円盤状構

造と して , また 腱は, 穫赤色 の束状構造 と して認め ら

れ る
.

成 績

マ ウ ス膵 腹筋の縦断凍結切片 に , C h E 活性検出法を

施 した標本を写真 1 に 示 した . E D T A
一

寒天 カ バ
ー ガ

ラ ス使用 法に よ り, 通常の 方法で作製 した模本に 出現

す る 筋線維の変形は, ほと ん ど認 め られ な か っ た . 神

経節接合部は, C h E 活性反応産物の 赤褐色 の沈澱に よ

り, 特有な 分岐 を示 す円盤状構造が鮮鋭 な輪郭をも っ

て 認め られ た
.
C h E 活性検出標本 に ル ベ ア ン 酸増強法

を施 す と, 写真 2 の よう に , C b E 活性反応産物は, 洩

黒色 を呈 し
, 神経筋接合部の輪郭 は, きわ め て鮮明に

な っ た .
この よう に , ル ベ ア ン酸増強法 によ っ て , 神

経筋接合部の コ ン ト ラス トが 著 しく高 く なり , 数倍の

弱拡像で も, 筋内にお け る神経筋接合部の分布 を容易

に検す る こ とが可能 に な っ た .

写真3 に
,
マ ウ ス俳 腹筋の 神経解凍合郡と腱の 二 重

染色標本 を示 した. p o n c e a u S に よ っ て , 腱 は , 橙赤

色 に染っ た来状構造と して認 め ら れ る .

一

九 神経筋

接合部は, p O n C e a u S によ っ て も , 色調 を変 えず,

黒色の ま ゝ鮮鋭な 輪郭をと どめ て い る
.
C b E 特性検出

後
,
ル ベ ア ン酸増強法を施 さずに, p O n C e a u S 染色を

行なうと, 腱 の ほか に
, 節線維 も淡い 橙赤色 を呈 し,

赤褐色を呈す る神潅筋接合部の識別が困難で あ っ た .

ル ペ ア ン 酸増強処理後 に p o n c e a u S 染色 をす る と, 腱

の み橙赤色に染まり, 節線推 の着色は, ほ と ん ど見 ら

れ な く なり, 濃黒色を呈す る神経筋接合部 と腱の分布

相関の観察が容易に な っ た .

C b E 活性と腱 の 二 重検出法を施 した マ ウス 腹直筋の

縦断切片の弱拡像 を写真4 に 示 した . 神経筋接合部 は,

筋を横切っ て
, 梯子 状に i n n e rv a ti o n b a n d を形成 して

分布 して い る . 隣接 する in n e rv a ti o n b an d s の ほ ヾ 中

央に p o n c e a u S で 染 っ た細い 腱画が見 られ る
.
し たが

っ て , 腹直筋で は
, 神経筋接合部は, 腱画に よ っ て境

さ れた 各節腹の ほ ゞ 中央に分布 してい る こ とがわ か る .

写真 5 は, 同 じく 二 重検出法 を施 した マ ウス 俳 腹筋の

縦断切片像で神経筋接合部 は, 内側頭で は｢ く の字型｣

の分布を, また外側頭 で は ｢ N 字型｣ の 分布 を示 して

い る . こ の切 片で, 起始側の腱 は, 内側頭 お よび外側

頭の康面 を被う腱膜状 のもの と, 外側頸 の 起始側表面

か ら, 外側頭 の ほ ヾ 中央の 高さ ま で侵入 す る もの が あ

り, 停 止側 ( ア キ レ ス 腱側) の腱 は
, 内側頭の 内縁と

,

外側頭 の 中心部 をそ れ ぞれ , 筋の ほ ヾ 中央の 高さま で

侵入 す る 2 本が ある .
排 腹筋内の筋線維 は , 起始傭の

膿 また は腱膜と停止側腱間 を
,
内側頭で は 1 方向に

,

外側頭 で は 3 方向に ほ ヾ 平行配列 をな して走 っ て いる
.

個々 の筋線経で は, 神経筋接合部 は, そ の ほ ヾ 中央に

位置 して い るが , 膿を介 した 筋線推の走行 の転換によ

っ て
, 全体 と して , 上記の よ う な複雑な分布 を示して

い る こ と がわ か る
.

考 察

骨格筋内の神経節接合部の 三次元 的分布を連続切片

再構築法 で調 べ る 際, 前脛骨筋 の よう な神経筋接合部

の 分布が比較的単純 な もの で は, 神経筋接合部のみ検

出 した標本 を用 い て も検索可能 であるが
4)
, 今回 材料と

して用 い た臍腹筋 の ような, 神経筋接合部 の分布の複

雑な もの で は, 神経筋接合部と腱の 二重検出標本を用

い な い と, 神経筋接合部の分布 を的確 に把接する こと

は, 実際上き わ め て困難であり
,
こ の こ とが 今臥 は

じめ て 二 重検出法 を開発 した動機の 一 つ であ っ た
. そ

して , この 方法を用い る こ と に よ っ て
,
マ ウス 俳腹筋

に お ける神経筋接合部の 三次元的分布 を比 較的容易に

調 べ る こ とが で き た
1 0)

.

こ の方法の 最初 の段階は, C b E 活性検出法に よ っ て

神経筋接合部を検出す る操作である が, K o ell e らの原

法8)で は, 非特異的な反応産物 と して 針状結晶が生じ
,

ま た広 く用 い ら れ てい る K a m o v sk y ら の方法
lI)では ,

反応産物の泡状拡散が生 じ, 共 に神経筋接合部の輪郭

が不鮮明 に な る欠点がある. そ こ で , 切 片 を基質液に

浸漬後, p O t a S Si u m f e r ri c y a ni d e と s o d i u m cit r a t e の

混合液で の呈色法1
2)1 3)
を応用 してみ た . この 方法に よっ

て
, 神経筋接合部 の輪郭は鮮明 に な り, さら に , ル ベ

ア ン 酸増強法処理 に より, その コ ン トラ ス トは著しく

増加 した .
こ の こ とは , 神経筋接合部の分布を, 弱拡

大写真撮影に よ る再構築で調 べ る際, 神経 筋接合部の

位置 を識別す るの に, 好都合 で あっ た .

次の段 階の腱染色の開発 に際 して, その 主成分であ

る膠原線維の
一 般的染色法 川 を Cb E 活性検出標本につ

い て
一

通 り試み て み た . その 結果
,
分別時に お けるC hE

活性の 低下, 筋線推の 非特異的染色ある い は染色むら

の 出現 な ど に よ り
,
結局

, p O n C e a u S 染色が 最適で あ

る こ とが わ か り, 染色液の 濃度, 染色時間 およ び, 分

別条件 を検討 し, そ の 至 適条件 を求め て, 前記の 方法

を確立 した .

今回開発 した. 神経筋接合部 と腱の 二 重検出法は,

骨格筋, 特に 腱が 複雑 に入 り込 んだ筋 に つ い て の, 神

経節接合部の分布の 検索に は, きわ め て有用 な方法と
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考えら れ る .
C b E 瀞 性検出韓で神経筋接合部の分布 を

錮べる際,筋脚 抑
:

部 の C h oli n e st e r a si c c u ff s l) と呼ばれ

てい る Cb E 活性陽性の斑点構造 を, 弱拡大観察で は,

しば しば神経筋接合部と見誤る こ とが ある が
,
この 二

重検出法で は, 腱の位 置が容易に 判別できる た め, そ

のよ う な危慎 は なく な っ た .

結 論

新鮮骨格筋の 凍結切片に つ い て , 神経 筋接合部と腱

を同時 に 検出す る方法 を考案 した.

テス ト材料 と して, 成熟雄 マ ウ ス 排腹筋と腹直筋を

用い , E D T A
-

a g a r 塗布 カ バ ー ガ ラス に 貼付 した 新鮮

凍結切 片 を 4 % p a r a f o r m al d e h y d e で 4
0

C 3 0 分 固定

乳 アセ チ ル チオ コ リ ン 法で コ リ ン エ ス テ ラ ー

ゼ清性

を検出 し, さ ら に ル ベ ア ン 酸で コ リ ン エ ス テラ ー

ゼ活

性反応魔物 の増強を行 な っ た .
つ い で

,
こ の切片 を0 . 1 5

% p o n c e a u S 水溶液で 染色し, 9 6 % エ タ ノ
ー ル で 分別

後, 1 0 0 % エ タ ノ ー ル で脱水, キ シ レ ン で透徹後, E n ･

t ell a n に封 入 した .

この 方法で , 神経筋接合部は
,
コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ

活性によ り黒色の円盤状構造 と して, ま た腱 は樟赤色

の束状構造と して 同 一 切片中で 観察 され る .

この方法は , 複雑な 魔の分布を示 す骨格筋内の 神経

筋接合部の 三次元 的分 布を連続切片再構築法 に よ っ て

検索す る際に , 有用 な 方法 と考え られ る .

本論文の 要 旨の
一

部 は
,
日本解剖学会第 40 回中部地方会

(198 0 年) に お い て発表 した .
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h i st o c h e m i c a l m e th o d f o r l o c ali zi n g c h o li n e s t e r a s e

a cti vi ty . P r o c . S o c . E x p . B i ol . M e d .
,
7 0 : 61 7

-

6 2 2

(1 9 4 9) .

9 ) K a r n o v s k y , M ･ J ･ : A f o r m al d e h yd e - gl u t a ･

r a ld e h y d e fi x a ti v e o f hi gh o s m o l alit y f o r u s e i n

el e c tr o n mi c r o s c o p y . J . C ell B i ol . , 2 7 : 1 3 7 A
,

1 3 8 A

(1 9 6 5) .

10) 鳥越甲順 ･ 中村俊雄 ･ 高橋 暁: マ ウス 排腹筋内

に お ける運動終板と筋紡錘の 分布に つ い て . 解剖誌,

56 : 5 2 (1 9 8 1) .

11) K a r I1 0 V S k y , M . J . & R o o t s
,
L . : A

t

d i r e c t
-

C Ol o u rl n g
'

thi o c h oli n e t e c h n iq u e f o r c h oli n e st e r a s ･

e s . J . H i s t o c h e m . C yt o c h e m .
,
1 2 : 21 9

-

2 21 (1 97 4) .

12) N a m b a , T .
,
N a k a m q r a

,
T . & G r o b , D ∴

S t ai ni n g f o r n e rv e fib e r a n d c h oli n e s t a r a s e a c ti vi ty

i n f r e sh f r o z e n s e c ti o n s . A m e r . J . C li n . P a th o l .
,
4 7 :

74 - 7 7 (1 9 6 7) .

1 3) T s uji , S . : O n th e c h e mi c a = ) a Si s of th i o c h o ･

1i n e m e th o d s f o r d e m o n st r a t in g o f a c e t yl c h o li n ･

e st e r a s e a c ti v iti e s . H i st o c h e mi s tr y , 4 2 : 9 9
-

1 1 0

(1 9 7 4) .

1 4) 佐野 豊 : 組織学研究法 第5 版, 2 0 0 - 2 0 2 頁 ,

2 6 8- 2 7 0 頁 , 東京, 南山堂. 1 9 77 .

E x pl a n a ti o n o f fi g u r e s

F ig ･ 1 ･ A l o n gi t u di n al s e c ti o n o f t h e g a s tr o c n e mi u s

m u s cl e o f t h e m o u s e . A n a r r o w i n di c a t e s a

n e u r o m u s c u l a r j u n c ti o n . A c e t ylthi o c h o li n e m e ･

t h o d f o r ch oli n e s t e r a s e a c ti v it y . ×4 2 0 .

Fi g . 2 . A l o n git u d i n al s e c ti o n o f th e g a st r o c n e mi u s

m u s cl e o f th e m o u s e . N e u r o m u s c ul a r J u n Cti o n s

( a r r o w s) a r e s e e n m o r e c o n s pi c u o u s t h a n th o s e i n

fi g . 1 . A c e t ylthi o c h o li n e m e th o d f o r ch oli n -

e s t e r a s e a c ti vi t y f o ll o w e d b y r u b e a n i c a ci d

t r e a t m e n t . ×4 2 0 .

Fi g ･ 3 . A l o n git u d i n al s c cti o n o f th e g a st r o c n e mi u s

m u s cl e of th e m o u s e . N e u r o m u s c ul a r j u n c ti o n s

( a r r o w ) a n d t e n d o n ( a r r o w
-

h e a d) a r e s e e n i n th e

S a m e S e C ti o n . D o u b l e d e m o n st r a ti o n m eth o d f o r

n e u r o m u s c u l a r j u n c ti o n s a n d t e n d o n s . ×1 00 .
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Fi g . 4 . L o w
-

m a g n ifi c a ti o n p h o t o g r a p h o f th e

l o gi t u d i n al s e c ti o n o f th e r e c t u s a b d o m i n i s

m u s cl e o f th e m o u s e . T w o i n n e rv a ti o n b a n d s o f

n e u r o m u s c ul a r j u n c ti o n s ( a r r o w s) a r e s e e n , a n d a

t e n di n o u s i n te r s e cti o n (a r r o w
- h e a d) i s s h o w n

b e t w e e n th e m ∴D o u b l e d e m o n st r a ti o n m e th o d f o r

n e u r o m u s c ul a r j u n c ti o n s a n d t e n d o n s , × 7 . ■

Fi g . 5 . L o w
-

m a g ni fi c a ti o n p h o t o g r a p h o f th e

l o n git u di n a l s e cti o n o f th e g a s t r o c n e m i u s m u s cle

O f th e m o u s e . A r r o w s i n di c a t e th e i n n e r v ati o n

b a n d s
,
a n d a r r o w

- h e a d s p oi n t t o t e n d o n s . A T :

A c h ill e s t e n d o n
,
L H : 1 a t e r a l h e a d

,
M H : m e di al

h e a d , D o u bl e d e m o n st r a ti o n m e th o d f o r n e u .

r o m u s c u l a r j u n c ti o n s a n d t e n d o n s . ×8 .
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D o u bl e D e m o n st r atio n M e th od f or N e u r o m u s c ul ar J u n c ti o n $ a n d T e n d o n s K qj u n T o ri g o e

& T o shi o N a k a m u r a , D e p a rt m e n t of B i op h y si c s , N e u r oi n f o r m ati o n R e s e a r ch I n stit u t e , S c h o ol o f

M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e rsit y , A ki r a T a k a h as h , D e p a rt m e n t of An at o m y , F u k u i M e di c al

S ch o ol , K a n a z a w a , 9 2 0
- J

.
J u z e n M e d . S o c . , 9 0 , 8 2 1 - 8 2 6 (1 9 8 1)

K e y w o rd s : n e u r O m u SC ula rj u n c ti o n , m O t O r e n d p la t e , t e n d o n , h ist o ch e m i str y

A b s 仕a ct

A d o u b l e d e m o n st r a ti o n m e t h o d f o r n e u r o m u s c u l a r j u n cti o n s a n d t e n d o n s w a s n e w l y d e v e -

l o p e d , i n o r d e r t o st u d y t h e t h r e e
-d i m e n ti o n al d i st rib u ti o n s o f t h e s e t w o st ru Ct u r e S i n t h e s k el et al

m u s cl e . T h e g a st r o c n e m i u s m u s cl e a n d t h e r e ct u s a b d o m i n i s m u s cl e o f t h e m o u s e w e r e u s e d a s

t e st m at e ri al s . T h e b e s t r e s u lt w a s o b t ai n e d b y t h e f o 1l o w i n g p r o c e d u r e s .

L o n g it u d i n al f r o z e n s e c ti o n s f r o m f r e s h m u s cl e s w e r e m o u n t e d o n c o v e r slip s p r e vi o u sl y

c o at e d w it h E D T A -

a g a r S Ol u t i o n , a n d fi x e d i h 4 % p a r a f o r m al d e h y d e s o l u ti o n a t 4
0

c f o r 3 0

m i n u t e s . F o r t h e d e m o n s t r at i o n o f n e u r o m u s c u l a r j u n c ti o n s , t h e s e c ti o n s w e r e t r e at e d b y a

m o d i fi c a ti o n o f t h e a c e t y lt h i o c h o li n e m e t h o d f o r c h o l in e st e r a s e a cti v it y , a n d t h e c ol o r o f r e a c
-

ti o n p r o d u c t s w a s e n h a n c e d b y t h e t r e at m e n t o f ru b e a n i c a c i d .
F o r t h e d e m o n st r ati o n o f t e n -

d o n s
,
t h e s e cti o n s w e r e s u c c e si v el y st ai n e d w it h O .1 5 % p o n c e a u S a q u e o u s s o l u ti o n a t t h e r o o m

t e m p e r a t u r e f o r l O m in u t e s , a n d t h e n t h e s e cti o n s w e r e d i ff e r e n ti at e d i n 9 6 % e t h a n ol , d e h y -

d r at e d in 1 0 0 % e t h a n o l
,
Cl e a r e d i n x y le n e

,
a n d m o u n t e d i n E n t e ll a n . I n th e s e c ti o n st ai n e d b y

t h i s m e t h o d , n e u r O m u S C u l a r j u n cti o n s a s w ell a s t e n d o n s w e r e sir n u lt a n e o u sly s e e n a s b l a c k d i s k s

a n d a s o r a n g e
- r e d f a s ci c u li r e s p e c ti v el y .
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