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本給文の 要旨の
一 部 は

,
第8 5 回 日本解剖学金紙合 に お い て 発表し た｡

1 9 62 年 F al c k ら
l)
に よ っ て . ホ ル マ リ ン 蒸気処理 に

ょる カ テ コ
ー

ル ア ミ ン ( 以 下C A と略記) の 蛍光組織化

学的検出法が発表さ れ て 以 来, グリ オ キ シ ル 酸を 用 い

る方法
2 州
な ど多く の 変法が報告 さ れて い る .

こ れ らの

方法は . C A 蛍光 を検出す る操作中, 1 0 0 ℃近 い 加熱処

理を必要と し て い る の で , 同 一 切片 に つ い て , 酵素組

織化学的検索 を行 なう こ とが , 極 め て 困難 な欠点 が あ

っ た
.
と こ ろ が

, 近年 . F u r n e s s ら
5)8 )
に よ っ て . 加熱

処理を必 要と せ ず , 単 に ,
ホ ル ム ア ル デ ヒ ドと ダル ク

ルア ル デ ヒ ドの 混合液 に よ る固定の み で C A 蛍光を 検

出する鋭敏か つ 簡単 な方法 が発表さ れ た . 著者は , こ

のF u r n e s s らの F a gl u
5) 6 )

法 の 固定液に .
シ ョ 糖を 20

% の 割に 加え る こ と に よ り , ク ライ オ ス ク ッ ト 切片作

製に伴な う C A 蛍光の 減弱 ･ 凍結時の 水晶形成に よ る

組織障害 ･ 乾燥時 に お け る組織収縮 を防止す る こ と を

可能に し . F G S 法 と名づ けて 報告し た
7)

. さ ら に , こ の

F G S 法と K a r n o v s k y ら
8)
の ア セ チ ル コ リ ン エ r ス テ ラ

q ゼ ( 以 下 A c h E と略記) 活性検出法 を組 み合せ て ,

C A 蛍光と A c h E 活性 の 同時観察法も開発 し た
9)

. 我 々

の開発した F G S 法 は , 浸演固定を 用 い る た め , 手術材
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料な ど の易り出臓器の C A 蛍光 を検出す る の に , 極 め て

好都合で あ る半面 , 網膜な ど , 薄 い材料 に は問題 は な

い が
1 0 卜 1 2 )

, 厚 い 臓器 で は, 固定液の 浸入が遅い た め t

深部に お け る C A 蛍光を鋭敏 に 検出す る こ とが む つ か

し い と い う難点が あ っ た . こ の 難点 はt あ る臓器内に

お ける C A 蛍光含有神経線維(以 下 C A ･F と略記) の 分

布を 連続切片 で 追究す る際に , 少 なか ら ぬ 支障を来 し

て い た .

他方 t F G S 法 の み で ほ , あ る臓器内の 各種構成分( 例

え ば , 唾液腺に お け る終末部 ･ 介 在 部 ･ 線 条 部 ･ 導

管 ･ 動脈 ･ 静脈 な ど) と C A ･ F と の 分布相関を検索 す

る際 t 後染色を施 さ な い と , C A - F の 分布部位 を正確 に

同定す る こ と が 困難 で あ っ た . た と え通常 の 方法 で 後

染色 を施 して も, C A 蛍光物質は , 水溶液中で 容易 に 拡

散し て しま う の で t
C A 蛍光の 減弱は免れ ず , 低温 で の

短時間の 後染色に よ っ て 辛う じて C A 蛍光を保存 で き

る に 過 ぎ な い
l 別

著者 は . 先 に マ ウ ス 唾液腺の 神経支配を C aj a l
一 本

陣氏写 真銀法
1 4)
な ど種 々 の 神経染色法 に よ っ て 検索 し

て 報告 し たが
1 5)

. 腺内各神経叢中の ア ド レ ナ リ ン 作 動

Si m ult a n e o u s d e m o n st r a ti o n of th e c a t e ch ol a m i n e fl u o r e s c e n c e a n d t h e c ell n u cl e u s

b y p e rf u si o n w it h a fix a tiv e c o n t ai ni n g m et h yl g r e e n . T o s hi o N a k a m u r a & K oj u n T o ri ･

g o e, D e p a rt m e n t of B i o p h y si c s , N e u r o
-I n f o r m a ti o n R e s e a r c h I n stit u t e

,
S ch o ol of M ed i -

Cin e
,
A k ir a T a k a h a s hi & T o sIli o Y a m a s hit a , D e p a rt m e n t of A n a t o m y , S c h o ol of M ed i

'
-

Cin e
, K a n a z a w a U ni v e r sit y .
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性 お よ び コ リ ン 作動性神経の 分布 に つ い て な お不明確

な点が残 っ て い た . そ れ で
,
その 点 を近年開発 され た

C A 蛍光 と A c b E 活性の 組織化学的方法 で 解明 す る こ

と を企 て た . しか し , C A ･ F 検出 に 際 して , 上記 の よう

に
, 臓器深部 で の C A - F の 検出不良 と , 後染色 の 困難性

の ため . 研究の 進展が 阻ま れ て い た . そ こ で , 臓器深

部 まで 良好 な固定を行な う た め に .
マ ウ ス 用海流固定

装置 を考案 し, 色 素 を 加 え た 固定液 の漂流固定を行

な い
, 上記 の 2 っ の 難点 を 同時 に 解決し た の で , そ の

方法を 報告す る .

材 料 と 方 法

材料と して , d d N 系成熟雄 マ ウ ス ( 体重3 0 g 前後)

の 顎下腺を使用し た ,

1 . 血 管海流固定装置 の 製作 と そ の 操作法

血管海流固定装置 に つ い て は , 従来か ら数多く発表

さ れ て い るが
1 6)

,
い ずれ の 方 法を 用 い る に して も , 目的

と す る臓器の 隅々 ま で , 均等 に 固定液を到達 さ せ る こ

とが 最 も肝要な こ と で あ る こ と は 論を 侯た な い . そ の

た めの 要点の 一

つ は , 使用 す る動物の 動脈圧に 近い 圧

で
, 潅流操作を行な う こ と が , 多く の 研究者に よ っ て

指摘 され て い る
1 6)1 7)

. そ こ で 著 者 は , 注入圧 を 一 定に保

つ ため 血圧計を組み込 ん だ F u r n e s s ら
6)
の 装 置を 雛形

と して 選 び , 操作 を簡便 に す る た め に 若干 の 改良 を加

え
, 写真1 , 図1 で 示 し た よ う な血管権流固定装置を製

作 した . 権流装置は図 1 の よ う に , 2 個の 下 口 付広 口瓶

( A . B 各1 20 1Ⅵり , 血圧 計 ( 1 , 2 ) , 溶液注入用漏斗

( 3 ) , コ ッ ク( 4 , 5 ) - 糞付針( 6 ) ･ リ ー ク パ イ プ(8 )

お よ び連結用 シ リ コ ン チ ュ
ー ブ よ り な っ て い る ･ 注射

針 の 尖部近 く に , 製 本用ホ ッ ト メ ル ト ( 内 酎羊行) で

小球 ( 7 ) を 作り ･ 左 JL ､室 に 注射針 を注入 し た際の血

液 の 漏出防止 と穿刺の 深さ を決 め る ス ト ッ パ ー

に役立

て た ･ 通 常 A の 瓶 の み用 い た が , 洗浄液 を使用したり.

海流途中で 固定液 を変 え た りす る時 は B の 瓶も 剛 ､ ,

そ の 際 4 , 5 の コ ッ ク で 液 の 海流 を切 りか え た .

海流固定法 は ま ず , 血管内 で の 血液凝固防止の ため

ヘ パ リ ン ナ ト リ ウ ム ( 1 0 0 0 単位 / 山 , 武 田薬品) を0 .5

mエ ･ 腹腔内 に 注射 し , 3 0 分 乱 0 . 5 % ネ ン ブタ
ー ル( ペ

ン ト パ ル ビ タ ー

ル ナ ト リ ウ ム , 大 日本製薬) を 0 ,3 m【
,

腹腔内 に 注射 し て 麻酔 し ,
マ ウ ス を 固定台上に 仰臥位

に 固定 し , 血管拡張剤 と して , 1 % 亜 硝酸 ナ ト リ ウ ム

0 ･2 mエ , 腹腔内 に 注射 し , 直 ち に 固定液の 海流を行な

っ た
･ 海流液 の 注入 は , 左JL ､室ま た は総頚動脈より行

な っ た
･ 左心室 より 注入の 際 は , 胸腔を 開き , 左JL噂

よ り , 図1 の 小球 を っ け た巽付針( 21 G , 直径0 .8 mれ)

を 用 い て , 左心 室 に 針 を入れ た . 総頚動脈よ り注入の

際 は図2 の よう に , 前額部の 皮膚を切開 して , 総額動

脈を露出 し , 直角 に 曲 げ た巽付針( 30 G. , 直径 0 .3 肌

販売 元 : 八 光商事) を 用 い て , 針を 総頚動脈に 注入し

た
. 総 頚動脈 より 潅流固定 した方 が , 左心室 より海流

固定 した 場合 より も . 幾分良好な固定結果を示 したが,

操作 に か な り 習熟を要 した .

潅 流固定に は , ま ず , 図1 の 8 の リ ー

ク パ イ プを開

き , 3 よ り 固定液を A の 瓶に 注 入し て , 8 の リ
ー

ク パイ

プ を 閉じ , 2 の ゴ ム 球 で 圧を , 使用動物 の 最高血圧近く

図1 血圧計 を組み 込 んだ 小動物用濯流固定装置の 模式図

A と B : 下 口付広口瓶 (12 0 m l 入)
,
1 : 水銀血圧 計, 2 : ゴ ムヲ軋 3 :

固定液注入用漏斗, 4 と 5 : コ ッ ク , 6 : 買付針
,
7 : ホ ッ トメ ル ト を付

けた小球, 8 : リ ー

ク パ イ プ
,(操作法 は本文参照の こ と)
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図2 マ ウ ス 総頚動脈よ り の 潜流固定法の 模式図
C ･ C : 総頸動脈, e ･ C : 外頸動脈, f ･ a : 顔面動脈

,
h . b : 舌 軌 i . c : 内

頸動脈, Sl ･ g : 舌下腺
,
S m ･ g : 顎 下腺, W ･ n : 巽付針, 先端部 を直角 に

曲げて あ る
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に あ げ ( マ ウ ス で 約 11 0 m m H g , ラ ッ ト で 130 m m

H g )
1 8)
, 4 の コ ッ ク を 開い て , 針 の 尖端 まで 液を 満た し

て(管の 途 中の 空砲 は除 い て お く) , 一

旦 コ ッ ク を 閉七,

左心 室ま た は総頚動脈に 巽付針 を注入 し , 注入圧 を 一

定に保ち なが ら , 潅流固定を行 な っ た . 注入液量は マ

ウ スで 約 20 山 , ラ ッ ト で 約100 山 と し た .

2 . C A 蛍光 と細胞核 の 同時検出法

C A 蛍光 と細胞核ま た は C A 蛍光 と細胞質 の 同時検

出の た め に , 固定液 に 種 々 の 色素を , 種 々 の 濃度で 加

えて テ ス ト し た結果 , C A の 黄緑色蛍光 に 対 して , 核が

赤色蛍光 を呈 す る下記の 処方 が最良の 結果を示 した .

上述し た装置 と操作法に よ り .
マ ウ ス に 下記 の 固定

液( 室温) を , 約11 3 m m H g の 圧 で . 20 血 注入し た .

固定液 の 組成 :8 % p a r a f o r m al d e h y d e 水溶液
1 9J
5 0

TnL . 0 .2 M p h o s p h a t e b u ff e r ( pH 7 . 4) 48 mL , 2 0 %

gl u t a r al d e h y d e 2 . 5 mL , S u C r O S e 2 0 g , 1 % m e t h y l

g r e e Il 水溶液 1 mエ .

潅流が成功す ると 顎下腺は淡緑色を帯 びて 均等に 染

っ た . 海流終了 後 , 直 ちに 上記 固定確 か ら , m e t h y l

g r e e n を除 い た液 に 4 ℃ で 3 時間再固定 し , 1 紬 ク ラ

イ オ ス ク ッ ト 切片を 作製 し, 組織の 乾燥 に よ る 収縮防

止の た め
, 切片を 50% シ ョ 樺液 に 約 5 秒間浸 し, 合成

ゼオ ラ イ ト ( 和光純薬) を 入れ た デ シ ケ
一

夕
ー

中に

-

2 0 ℃で 6 時間入れ て 乾燥 し , キ シ ロ
ー ル で 透 徹 後 ,

E n t ell a n ( M e r c k) に封 じた .

C A 蛍 光 と 細胞核 の 同時観察 は t 落 射 蛍光装置

( Ol y m p u s B H - R F l - A 型) で 行 な っ た . ダイ ク ロ イ ッ

ク ミ ラ ー を Ⅴ励起 と し , 励起フ ィ ル タ ー に B G 3 , 1 F

4 0 5 を各1 牧 人 れ , 吸 収 フ ィ ル タ ー に Y 4 7 5 を 用い た .

対照 と して t
F G S 法

7I
に準 じ , 顎下腺を浸潰固定後 ,

1 紬 ク ラ イ オ ス ク ッ ト 切片 を作製 し, 上記と 同様 に , 落

射螢光装置で 観察 し たこ

成 績

F G S 法で C A 蛍光を 単独に 検出 した標本で は . C A

に よる 黄緑色 の 特異蛍光を有す る神経線維(C A ･F ) が ,

顎下腺小葉内に 緻密 な綱を形成 して 認 め られ た ( 写 真

2 ) . C A ･ F は そ の 走路中ま た は その 末端 に 小腫大 を形

成 して い る . こ れ らの 小腫大 は S y n a p S e e n p a S S a n t

と 一 般 に 呼ば れ て い る , 静脈膚 様腫大を呈 す る シ ナ プ

ス に 相当す る と考 え られ る .
こ の よう な C A に よ る 黄

緑色蛍光の ほ か に , 黄色の 顆粒が , 細胞内に 散在性 に

認 め ら れ た (写 真 2 ) . こ れ は ,
そ の 形 態 か ら

1y s o s o m e に 相 当す るの で な い か と 考え られ る .
マ ウ

ス 顎下眼の 小葉 は , 腺終末部 ･ 介在部 ･ 頬拉管 ( ヒ ト

に は 見られ ず , 特 に 雄 マ ウ ス で よく 発達 して い る) ･ 線

条部 ･ 導管お よ び脈菅な どか ら 構成 さ れ て い る が ,

C A 単独検出法で は , 写 真2 の よう に , C A , F と上記 各

部 との 相関を明 ら か に す る の が き わ め て 困難. で あ っ

た .

今回 , 著者が 開発 し た方法, す なわ ち 0 .01 % の 割 に

m e th yl g r e e n を 含む F G S 液 で 海流固定 し た 材料 の
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ク ライ オ ス ダ ッ ト 切片 の 蛍光顕微鏡像 は . C A 蛍 光 の

強さ , 色調 と も に , C A 蛍光単独検出の 対照標本 と差違

はな か っ た (写真3 ) .
m e t h yl g r e e n 自体は ,

蛍光を

示さ なか っ た .
m e th yl g r e e n で ほ

ゞ 選択的に 染 め ら

れ た細胞核 は , 蛍光顕微鏡下 で 紫外線 を照射 し た当初

は , 青緑色 を呈 して い る が , 間も な く赤色蛍光 を発 し ▼

ほ ゞ3 分後 に 赤色蛍光は ピ
ー ク に 達 し, 核 は そ の ま ま

長時間赤色蛍光 を持続す る( 写真3 ) .
こ の 論文に 載せ

た写真ほ t
モ ノ ク ロ

ー

ム な の で t C A - F と細胞核の コ ン

ト ラ ス ト は , 不著明 で あ る が , 蛍光顕微鏡下 で は , 黄

緑 色を呈す る C A - F と赤色 を呈 す る細胞核 は , 際立 っ

た 色調 の 対比 を示 した . 高橋 らの 方 法
細
で H - E 染 色を

施 した ク ライ オ ス タ ッ ト切 片を 参照 に す る と ･ 核 の

形 ･ 分布 ･ 配列状態か ら , 顎下腺内 の 上記の 各部が容

易 に 判定で き た .
そ の よ う に し て , 写真3 は ･ 顆粒管

と確実 に 同定 で き た . 頼粒管 の 周囲に は , シ ナ プ ス 部

と考 え ら れ る小腫大が , 少数 で はあ るが認 め られ た(写

真3 ) . 顆粒管部 にお ける C A ゼ の 終末の 存否 に つ い て

は , な お不 明確 で あ っ たが
2 1〉2 2)

, 今回 の 方法 で .
そ の 存

在 の 可能性を明ら か に す る こ と が で き た ･

写真 4 は , 脾門部静脈壁 の 油浸系対物 レ ン ズ を用
い

た 強拡像 で あ るが ,
こ の 標 本で も, 写 真3 の 場合 と同

様に , 連続切片 の 追究に より . 静脈で あ る こ と が容易

に 判定 で き た . 静脈壁 に は粗な C A
- F 神経網お よび ･

シ

ナ プ ス 部と 考え ら れ る静脈癖様小腫大 が認 め ら れ た

(写真 4 ) . 従来 マ ウ ス 顎下腸内の 静脈壁 に ,
C A ･ F の

終末 が存在 して い るか否 か は不明確 で あ っ た が ･
こ の

場合も , C A 蛍光 と細胞核 の 同時染色法に よ
っ て , そ の

存在が 明瞭に な っ た と考え られ る ･

C A 蛍光ほ , 紫外線 の 腰射 に よ り ,
一 般 に は t 短時間

の う ち槌色す ると さ れ て い る が , 今 回作製 し た標本 は t

少 な く と も 30 分間の 紫外線照射 で も充分 ･
C A 蛍光 と

細胞核 の 観察 は可能で あ っ た . ま た t
E n t e 11 a n に未封

入の 切片で は t デ シ ケ
一 夕

ー 中 に保存す れ ば ･ 1 年後で

も , C A 蛍光 と細胞核の 観察 が 充分可能 で あ っ た ･

E n t ell a n に 封 じた標本 で は . 日 が経 つ に つ れ て ,
バ ッ

ク グ ラ ン ド蛍光が 増大 して , C A 蛍光 の 観察 が , 困難 に

な っ て き た が , 少く と も .

一 週間の 間 は, 観 察に特 に

支障 はな か っ た . 細胞核の 赤色蛍光の 方 は , 封入後 1

年経過 して も は とん ど変化 な し に 認め られ た ･

考 察

先 に 著者が開発 した F G S 法
7}
は . 浸墳固定 を用 い る

た め . 臓器 深部 の 固定が不充分で , そ の 部 の C A 蛍光 が

弱い 欠点 が あ っ た . こ の 点の 改良 に ,
も っ と も有効な

手段の 一

つ は
, 海流固定 を行 な う こ と で あ るが ･

マ ウ

ス の よ う な小動物 で , 目的 と す る臓器 の 隅 々 まで 均等

に 潅流固定 を施す こ と は , 実 際上 , か な り困 難で ある
.

海流固定で 良好な結果 を得るために は , 権流 時に おける

末梢血管の 閉塞を防止す る こ と と , 注入圧を使用動物

の 血圧 に は ゞ 等 し くす る こ とが 重要で あ ると多くの研

究者 に よ っ て 指摘 さ れ て い る
岬 2 3)2 4 )

. そ こ で 著者は t 血

管 閉塞 に 対 す る処置と して , 血液凝固剤 の ヘ パ リ ン ,

お よ び血管拡張剤の 亜硝酸ナ ト リ ウ ム を使用 した . こ

の い ずれ の 処理 に よ っ て も . C A 蛍光 は . 浸潰固定によ

る対照標本 に 比 して , 減弱 は認 め られ なか っ た . 固定

液の 注入 を良 く す る た め .

一 般 に リ ン ゲ ル 液な どで血

管内の 駆血 の 前操作 が行 な わ れ て い る が ,
こ の 操作で

酸素欠乏に よる組織構造の 保存 を悪 く す る こ と が指摘

さ れ て お り
2 4)
, ま た ,

ア ル デ ヒ ド系固定液で は , 駆血操

作 は必ず し も必要 と し な い と さ れ て い る の で
2 4)
, 著者

は , 躯血操作 を省 い て t 最初か ら固定液を注入した.

今回用 い た , メ チ ル グ リ
ー

ン を含む 固定液 は , 海流時

に 目的と す る臓器 を着色さ せ る の で , 商流液の 組織へ

の 浸 透状況を知 るの に 好都合で あ っ た . 予備実験とし

て T y r o d e 液 で , 枢血操作 した場合 と, 最初か ら固定液

を潅流 し た場合を比較 して み た が , 顎下腺の 着色状態

か ら見 た限 り で は , 両者 に 差異 は認 め られ な か っ た .

次 に , 潅流圧 を動物の 血圧 に 等 しく す る ため , 血

圧計 を組 み込 ん だ F u r n e s s ら
6) の 装 置 を モ デ ル に し

て
t 写真1 . 図1 で 示 した よ う な血管潅流装置を作製し

た . こ の 装置 は ごく 簡単に手作 り で き , 小型で あるの

で t 移動 に 便利 で あ る はか , 少 し習熟す れ ば , 助手を

必要 と せず ,

一 人 で 操作 で き る利点が あ る . 左心室か

ら海流 す る場合 , 翼付針の 尖端近く に , 逆流防止ス ト

ッ
パ ー と して ホ ッ ト メ ル ト で 小球 を取付 け た . 心臓か

ら の 海流の 場合 , 固定 液の 逆流防止 の た め , 挿入した

カ ニ ュ
ー

レ を 上行大動脈と と も に 結 歎する こと が
一 般

に 行 なわ れ て い るが , 小球状 ス ト ッ パ
ー の 使用 に より･

針 を左心室 に 注射す る と同時 に , 海流が 行な え , 潅続

開始 ま で の 時間を大巾に 短 縮する こ と が で きた ･ また･

小球 は 一 往 射針 の 穿刺 の 深 さ を決 め る ス ト ッ
パ ー とし

て も役 立ち , 針が心 臓の 対壁 を貫通 す る 支障が防止で

き た . 左心 室か ら注入 した場合 に 比 し て , 総頚動脈よ

り 注入 した 方が , 額下腹の C A ゼ が 若干鮮鋭 で あ っ た ･

た ゞ し , マ ウ ス 総頸動脈か らの 注射針の 挿入 に はt か

な り熟練 を要 し た . 最初 は真直 ぐ な針を 用 い て い たが･

W e b s t e r ら
2 6}
が用 い た屈曲 し た注射針の 方が . 針の挿

入 が容易で あ っ た . こ の 装置 は , そ の ま ゝ ラ ッ トの権

流固定に も応用で き た
2 6}

.

今回材料 と して 用 い た 顎下腺の よ う に ･ 複雑な組織

構成を示す臓器の C A 蛍光単独検出標本で は t C A
- F と
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厳掛勾構成成分と の 相関 を正確 に つ ける こ と は , 必 ず

しも容易で な い ･ C A 蛍光検出標本 に 一 般 に 用 い ら れ

る後染色を施す と , 後染色中で の C A 蛍光 物質の 消失

やt バ ッ ク グ ラ ウ
ン ド蛍光 の 増強 に よ っ て , C A - F の 観

察が困難に な
っ て く る ･ そ こ で , 従来 , 隣接 連続切片

に後染色を施 して 間接的に 位置相関 を知 る方法 や .

C A 蛍光を観察 した 後, 同
一 切片を 位相差で 観察 し た

り
打)
, あ る い は ,

一

旦 C A 蛍光 の 写真を 撮影後 . さ らに

切片を後染色 して , 再び写 真撮影 し , 2 枚の 写 真の 同
一

視野を比 較し で ,
C A ･ F の 分布部位を調 べ る方法

細
な ど

が採られて き た . こ の よ う な方法で . C A - F の 分布を そ

の末梢まで 連続切片 で 検索 し よう とす る こ と は , きわ

めて非能率で , しか も正 確 を期 し難 い の で 一 同 一 切 片

につ い て ,
C A 蛍光 と構成組織 の 同時観察法の 開発 を

試みた.

水溶液中で は , C A 蛍光物質 が容易 に 流出す る こ と

から. F G S 液で 海流固定中に , 同時 に 後染色を す る こ

とを考え , 種 々 の 色素を , 種々 の 感度で F G S 液 に添加

して み た . テ ス ト し た 色 素 は , e O Si n , a C ri d i n e

o r a n g e , r h o d a mi n e B , pi c r o c a r m i n e , S af r an i n ,

M a ye r の al u m
-

C a r m i n e
,
t Ol u i d i n b l u e

,
M e y e r の

h a e m al a u m , g e n ti a n v i o l et , a Ci d f u c h si n
,

n u cl e a r f a s t r e d , e V a n S b l u e , m et h yl g r e e n の 13

寝で ある が , バ ッ ク グ ラ ウ ン ド蛍光 の 増強 , 膠原線維

などの 同時染色 , あ る い は . C A 蛍光 と後染色蛍光 の 類

似性な どの た め , 実際 に 使用可能 で あ っ た も の は ,

m eth y l g r e e n だ け で あ っ た . E l - B a d a w i ら
2 9)
は t

8 .05 % e o si n 水溶液を 後染色に 用 い て い るが , 今回 の

テス トの 結果 , C A ･ F の 蛍光 は検出可能 で ば あ るが ,
バ

ッ ク グラ ウ ン ド蛍光が か なり 強く , C A 蛍光 の 鮮 鋭度

の点で , 実用 に は不向き で あ っ た .

m eth yl g r e e n は , P a p p e n h e i m
3 0 )

- U n n a
3 1 I
の D N A

染色に広く用 い ら れて い る色素で あ る が , こ の 色素自

体は. 蛍光 を示さ ず , 核 に 結合し , か つ 紫外線鼎射 に

より
,
はじ め て 赤色蛍光を呈 した . 赤色蛍光 は C A の 黄

緑色蛍光と際立 っ た対比 を示す た め ,
C A - F と 細 胞 核

の蛍光顕微鏡下 で の 同 一 観察 に . き わ めて 好都合 で あ

っ た
. m e th yl g r e e n の 濃度 は. 種々 検討 し た 結果 ,

0 .81 % の場 合が , も っ と も良好な結果 を示 し た . 今回開

発した
.
C A 蛍光 と細胞核の 同時検出法 を マ ウ ス 顎 下

線の神経支配 の 検索 に 利用 し , 腺内各部 に お け る C A -

F の分布を 明ら か に す る こ とが 出来た
3 2)

.
こ の 方法 は ,

マウ ス顎下腺 の み な らず 上 勝胱な どの 他の 臓器 に も利

用でき た ( 中村 , 未発 表) . 高橋ら
2 6)
は , こ の 方法 を ラ

ッ ト内頸動脈 の 神経支配 の 研究に 利用 し て い る . この

よう に C A 蛍光 と細胞核 の 同時検出法 は , 連続切片作
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製 が容易 な点か ら C A - F の 臓器内分布の 検索 に 広く 応

用で き る有用 な方法で あ ろ う と考え られ る .

結 論

血圧計 を組み 込 ん だ , 海流固定装置を作製 し , そ の

装置を用 い て l メ チ ル グ リ ー ン を含む 固定液 を海流 し ,

組織切片 で カ テ コ
ー ル ア ミ ン 蛍光 と細胞核 を蛍光顕微

鏡下で 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 顎下腺 を用 い ,
ヘ

パ リ ン , 亜硝酸 ナ ト リ ウ ム を投与 した 麻酔 マ ウ ス の 左

心 室あ る い は総頚動脈 より , 約 110 m m H g の 圧で t
メ チ

ル グ リ
ー

ン を 含 む F G S 固 定 液 ( 89̀

p a r a f o r m al d e h y d e 5 0 mL , 0 . 2 M p h o s p h a t e b u ff e r

( pH 7 .4) 48 m L . 20 % gl u t a r al d e h yd e 2 . 5 mL .

S u C r O S e 20 g . 1 % m e th yl g r e e n l mL ) を注入 し て か

ら顎下線を別出し , F G S 固定液 ( メ チ ル グリ ー

ン を 除

く) に 4 ℃ 3 時間 に再固定 し, 1 8 〟 ク ラ イ オ ス タ ッ ト

連続切片を作製 し . 5 0 % S u c r o s e 液 に 5 秒間浸演後 ,

合成 ゼ オ ライ ト を入 れ た デ シ ケ 一 夕 で ,

- 20 ℃ 6 時

間乾燥 し , キ シ ロ
ー ル で 透徹後. E n t ell a n に 封入 した .

蛍光顕微鏡下 で ,
カ テ コ ー ル ア ミ ン 含有神経線維 は ,

黄緑色の 蛍光 を呈 し, 細胞核 は赤色の 蛍光を示 し た .

こ の 方法 は連続切片作製 が容易な こ とか ら, カ テ コ ー

ル ア ミ ン 含有神経線維 の 臓器内分布の 検索特 に , 臓器

内の 構成成分 と の 相関 の 解明に 広 く応用で き る有用な

方法で あ ろ う と考 え ら れ る .

稿を 終る に臨 み , 本研究 に有益な 御助言 を賜わ っ た
. 本学

解剖学教室主任兼神経情報研究施設長 本陣良平教授 に深甚

な る謝意を 表 しま す .
ま た

, 海流固定装置 の 作製に つ い て 御

助言頂 い た 金沢大学 医療技術短期大学部 水上 稔教授お よ

び , 原稿の タ イ プ に 協力頂 い た当教室の 山下恵子氏に感謝 い

た し ます .
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写 実 説 明

写 真l . 血圧 計を組 み込 ん だ小動物用清流固定装置,

説明 は図1 お よ び本文参照 の こ と .

写 真2 .
マ ウ ス 顎下腺内の カテ コ ー ル ア ミ ン含有神経

線維 (C A - F ) . F G S 法 に よ る C A 螢光単独検出標本 .

左向き の矢印は , 黄緑色螢光 を呈す る C A ･ F を , 上

向きの 矢印は, シ ナ プ ス部 に相当す ると考 えられ る

静脈癒小腰大 を示 す . 下向き の 矢印は, 1 y s o s o m e に

由来 する と考 え られ る黄色蛍光 を発す る小 顆粒 を示

す . こ の標本で は, C A ･ F と顎下腹構成成分と の 相

関が不明碇 であ る. 落射螢光写真 .
×50 0 .

写 真 3 .
マ ウ ス 零下腺の額粒管周囲の C A ･ F

. C A と

細胞核の 同時検出標本. gd : 額粒管 , 左向き矢印:

黄緑色螢光 を呈す る C A ･ F
, 上 向き 矢印: シ ナ プ ス

部と 考え られ る小腰大部, 下向き矢印: 赤色螢光 を

示 す細胞核 . 落射螢光写真.
× 50 0 .

写真4 .
マ ウス顎下腺腺門部静脈壁の C A ゼ (強拡像) .

n : 赤色螢光 を示 す細胞核
,
Ⅴ : 腺門部静胞 左向

き矢印 : 黄緑色蛍光 を呈す る C A ･ F
, 上 向き 矢印 :

シ ナ プス 部 と考え られ る静脈膚様小腫大. 落射螢光

写真 .
×ユ20 0 .



5 0 6 中村 ･ 鳥越 ｡ 高橋 ･ 山下

Si m u 池 n e o u s 三) e m o 丑S亡F aC:o n of 也e C a壬e cミミ0: ar ni n e F王吐O r e S= e n C e a コd 也e C
eこ盲 N ilCミe 註S b y

馳 血 感¢孤 融ぬ a 『奴如おe C ⑳皿ぬ払血g 観eぬy且G y e e 皿 T o 血 o N a k a m u r a
*

,
監0恒n T o 軸 O e

*
, A 臨a

T a k ah a shi
* * & T o s hi o Y a m a shit a , D ep a rt m e n t o f B i o ph y sic s

*

,
N e u r o ･I n f b r m a ti o n R es e a ch

I n s tit u t e & D e p art m e n t o f A n at o m y
* *

〉
S c h o ol o f M e dici n e , K an a Z a W a U n i v e rsi t y , K an a Z a W a

ぬp a n . 9 2 0 , J . 血z e n M e d ･ S o c ･ , 脚 , 4 9 9
- 5 0 7 ( 1 9 80) ･

A b s ぬ C t A hist o c h e m i c al m e t h o d f o r t h e si m u lt a n e o u s d e m o n st
r a ti o n o f t h e c at e c h ol a m i n e

fl u o r e s c e n c e an d th e c ¢n n u C l e u s u n d e r a fl u o r e s c e n c 6 m i c r
o s c o p e b y p e r f u si o n w it h a fi x ati v e

c o n t a i n i n g m et h y l g r e e n , W a
S d e s c rib e d ･ M o u s e s u b m a n d ib u l a r g l a n d s w e r e u s e d a s t e st m a t e ri als ･

T h e b e st r e s u l t w a s o b t ai n e d b y t h e f o ll o w i n g p r o c e d u r e ･

A n e st h e ti z e d m i c e w e r e i nj e c t e d w it h h e p a ri n a n d s o d i u m n it rit e , a n d t h e n t h e y w
e r e p e rf u s e d

wi t h t h e f o 1l o w i n g fi x a ti v e v i a t h e l e ft v e n t ri c
l e o r t h e c o m m o n c a r o ti d a rt e r y ･ S p e c i al a tt e n ti o n

w a s p ai d t o m ai n t ai n in g t h e fl u id p r e s s u r e a t l l O
m m H g b y sp h y g o m a n o m

e t e r d u ri n g t h e w h ol e

p e r fu si o n p r o c e d u r
e

･
T h e u s e d 丘x a ti v e h a d t h e f o ll o w i n g c o m p o siti o n : 5 0 m l o

f 8 % p a r a f o r m aト

d e h y d e , 4 8 m l o f O . 2 M p h o s p h at e
b u f f e r ( p H 7 ･4) , 2 ･5 m l o f 2 0 % g l u t a r al d e h y d e , 2 0 g o f

s u cr o s e
,
a n d l m l o f l % m e t h yl g r e e n ･

A ft e r p e r fu si o n o f t h e fi x a ti v e , t h e s u b
m a n d i b u l a r g l a n d w a s e x ci s e d a n d i m m e r s e d i n t h e

s a m e fi x a ti v e w it h o u t m e t h y l g r e e n a t 4
0

c f o r 3 h o u r s ･ A f t e r fi x a ti o n
,
t h e s e ri al s e c ti o n s w e r e

m a d e at 1 8 f l W it h a c r y o st a t
an d m o u n t e d o n c o v e r s h p s ･ T h e s e c ti o n s w e r e d i p p e d in 5 0 %

s u c r o s e s o l u ti o n f o r 5 s e c o n d s , a n d d ri e d i n a d e si c c a t o r c o n t
a in i n g s y n t h e ti c Z e o u t

e a t q 2 0
0

c

f o r 6 h o u r s . T h e n t h e s e c ti o n s w e r e cl e a r e d i n x y l e n e a n d m
o u n t e d i n E n t e n a n ･

u n d e r a n u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e , t h e c a t e c h o
l a m i n e

- C O n t ai n i n g n e rv
e fi v e r s s h o w e d a y ell o w

-

is h g r e e n fl u r e s c e n c
e
, W hil e t h e c ell n u cl ei s h o w

e d a r e d fl u o r e s c e n c e ･
T h e m e t h o d d e s c ri b e d h

t h is p a p e r m i gh t p r o v i d e a c o n v e n i e n t w a y o f s t u d y i n g
t h e r e l a ti o n s hi p b e t w e e n t h e c at e c h ol a

-

m i n e - C O n t ai n i n g n e rv e fi b e r s a n d t h e ti ss u e c o m p o n e n t s i n t
h e s u b m a n d i b u l a r gl a n d a s w e 11 a s th e

ot h e r o r g a n s i n n e r v a t e d b y c
a t e c h ol a m i n e - C O n t a in in g n e rv e fi b e r s ･



カ テ コ ー ル ア ミ ン蛍光と細胞核の 同時検出法

写 真 1

′

′
j二 真 こi

5 0 7

写 真 2

`

′
j
'

亙 1


