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1 9 5 2 年P a d y k u l a
l)
に よ っ て 酵素組織化学的研究法

が , 骨 格筋の 検索 に 導入さ れ る に 及 び , 骨 格筋 は , 組

織化学的特徴 を異 に す る数種 の 筋線維 が モ ザイ ク 状 に

入り混 じ っ た複雑 な構築を有す る こ と が 判明し
2I

, さ ら

に筋線維の 酵素組織化学的特徴が , 筋線維 の 生理 学的

特徴と密 接に 関連 して い る こ とが 明 ら か に な っ て き

が 州 . そ して 筋線絶 の 分類と し て 組織化学的分類が
一

般に広く 用 い ら れ る よう に な り
引

～

川
. こ の 分類は , 正常

骨格筋の み なら ず種 々 の 骨格筋疾患 の 病 理 診断上 に

も . 重要 な地位を占め て い る . と こ ろ で こ の 筋線維 は ,

成熟し た骨 格簸で も , 不 変の もの で な く . 支配神経 に

よっ て 強く 影響を受 け , 異 なる 骨格筋間の 支配 神経交

叉縫 合実験で 筋線維 型 の 相互 転換 を起 こ せ る こ と も可

能に な っ て い る1 2113 I . ま た筋線維型と神経筋接合部 の

形態間に も密接 な相 関 が あ る こ と が 示唆 さ れ て い

る
1 4 卜1 引

. と こ ろで . 筋線維 型 と 神経筋接合部 の 相関を

検索す る 手段と して , K o r n eli u s s e n ら は
1 5)1 6)
筋 線維

型お よ び神経筋接合部の 型 の 分布を そ れ ぞ れ独立 に 調

べ
. 相互 の 分布 を対比 す る 間接法を採 っ て い る . しか

し , 筋線維型 と神経筋接合部を同時 に 検出す る直接法

の 方が . こ の よう な検索に つ い て は . は る か に 優 っ て

い る こ と は , 論 を侯 た ない .

現在 , 神経筋接合部を確実か つ 容郵こ検出す る方法

は , コ リ ン エ ス テ ラ
ー ゼ ( 以 下｢ c h E ｣ と略記) 活性検

出法で
■
ぁ る

- 7I
. こ の C b E 活性検出法 と筋線維型 の 同定

指標と な る酵素活性の 検出法を組み合わ せ れ ば , 筋線

維型と神経筋接合部の 型 と の 対応を直接に 観察 で き る

訳で あ る が . 後述の よ う に , 模本作製上の 困 難性 に 阻

まれ て t
そ の よう な 二 重検出法の 報告 は少 な く , 著者

の 報告 岬 を含 め て . わ ず か数報を 見る に 過 ぎ な い
柑I2り

しか も , こ れ ら の 報告で 用 い られ た方法 は, なお 不備

な点 が 多く . 定量 的な検索 に は応用 し に く い .

筋線推型 と神経筋接合部 の 同時検出標本作製上の 難

点 は , 神経筋 接合部の 全 貌 を観察す る に は, 骨 格筋の

厚 い縦 断切片 を必 要と す る点と . 筋 線維型 の 同定指標

と なる 酵素の 大部分は 固定剤 に よ っ て 著し く活性が低

下ま た は消失す る点に あ る . 換言す れば , 酵素活性を

保 存す る た め新鮮骨格筋 の 凍結切片 , し か も 30 /上 以 上

の 厚 い 縦 断切 片 を必要とする ことで ある. こ の よう な切

片 を通 常の 方法 で 作製す れ ば , 凍結切片の 融解時 に 起

こ る筋 線維 の 収縮 の た め t 著 しい 変形が起 き
細
雪 同時

に , 神経筋接合部の 形 も変化 す る
2 2l

. 今 臥 わ れ わ れ は ,

こ の よ う な収縮 に よる 人工 的変化 を . E th yl e n e d i a
-

m i n e - t e t r a a C e t a t e ( 以下 ｢E D T A ｣ と 略記) を 塗 布
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6 2 4 中村 ･ 鳥越 ｡ 高橋 ･ 山 下

し た カ バ
ー グ ラ ス の 使用 に よ っ て 抑 え , コ ハ ク 酸脱水

素酵素 ( 以下 ｢S D H ｣ と 略記) と c h E 活性 の 両者 を 同

時 に 検 出す る方法 を案出 した の で 報告する .

材料お よ び方法

材料 と して . d d N 系 マ ウ ス 前脛骨 筋を用 い た . 頸椎

戚臼に よ っ て 屠殺し た マ ウ ス か ら , 直ち に 前脛骨筋 を ,

そ の 起始 か ら停止ま で の 全長 に わ た っ て 取 り 出し , 前

報
2 2I
の 方法 に 従 っ て , ク リ オ ス タ ッ ト( サ ク ラ ･ コ ー ル

ド ト ー ム C M
-

4 1 型) 中で 急速 に 凍結さ せ , 1 5 〟 ま た

は 30 〝 凍結切片 を作製し た .

まず , 先に 報 じ た筋線維 の 人 工的収縮抑制法
2 2 I

, す な

わ ち冷却 した 寒天塗布 カ バ ー グラ ス で 凍っ た ま ま の 切

片 を 採取 し , 4
0

c で 1 分間ホ ル マ リ ン 蒸気処理 を 行 っ

て か ら
,
N a c h l a s らの 方法珊 に 準L; てS D H 活性検出法を

行 っ て みた . そ の 模本 を観察する と . S D H 活性 は完全

に 消失して い る こ とが 判明 した . そ こ で . ホ ル マ リ ン

蒸 気処理 以 外の 方法で , 人工 的筋収縮を抑 え . 同時 に

S D H な らび に C h E 活性 を保存 させ る方法を探 し て み

た . その 結 果. 筋 収縮連関に 関与す る カ ル シ ウ ム イ オ

ン
2 4)2 5)
を , E D T A ･ 寒天溶液 塗布 カ バ ー グ ラ ス の 使 用

に よ っ て 除去す る と , 人工的筋収縮 が抑制 され , 同時

に . S D H と cもE 活性の い ずれ も保存 さ れ る こ と が 判

明し た . 次 に こ の 知見 に基づ い て ,
S D H と C h E 活 性

の 同時検出法を開発 し たの で , その 操作法 を記載する.

S D H 活性検出法 ほ N a c h l a s らの 方法
2 3)

, C H E 活性検出

法 は K a r n o v s k y らの 方法珊 の 著者の 変法
2 2) に よ っ た .

1 ) E D T A 塗布カ バ ー グラ スの作製

0 . 3 % 寒天 水溶液( 65
0

c ) 1 0 0 m = こ , E D T A
-

2 N A

と E D T A
- 4 N A ( 和光純薬) を各 5 g 溶 解 し , こ の

E D T A
一 寒天溶液 に , カ バ ー グ ラ ス を 浸 し て か ら ,

3 7
q

C で 1 晩乾燥後 . ク リ オ ス タ ッ ト中 で 冷 や し て お

β =

2 ) クリ オ ス タ ッ ト切片作製

新鮮骨格筋の 30 〟 凍結切片 を前述 の 方法 に 従 っ て

ク リ オ ス タ ッ ト (
-

2 0
O

c ) で 作製 し, 冷や した E D T A

塗布 カ バ ー

グ ラ ス を , 凍結切片 の 上か ら圧迫 し , 切片

を カ ′ヾ
-

グラ ス に付着 させ る . 次い で . カ バ
ー

グ ラ ス

に 付着し た切片を , ク リ オ ス タ ッ トか ら取出す と同時

に , 手早く , ヘ ア ･ ド ライ ヤ ー で 室温 約10 分間乾燥す

る .

3 ) C e 1l oi di n -･ C O ati n g

S D H お よ ぴ ch E 基質液 に 切片 を浸溝申 . 酵素 の 拡

散 と カ バ ー グ ラ ス か らの 切片 の 剥離が お こ るが , そ の

防止 の た め . C h ri s ti e の 方 法
2 7 1
に 準 L: て . 0 . 5 %

c e 1l o i d i n 溶液で 切片を コ N テ ン ダす る . c ell o i d i n

は e th y l a l c o h o l : e th yl e th e r : a C e t O n の 3 者等

量i昆合液 に 0 .5 % の 割 に 溶 か し . あ らか じめ クリ オ ス

タ ッ ト 申で 冷や して お く . こ の 溶液 に 切片を 約2 秒間

浸 し , 余分の 液 を 濾紙 で 吸 い 取 っ た 後 , ク リ オ ス タ ッ

ト 申で 約 5 分間乾燥 さ せ , 次い で , 室温で ヘ ア ｡ ドラ

イ ヤ
ー

を用 い て 約 10 分間乾燥 さ せ る .

4 ) S D H 活性検出法

基質液 〔0 . 2 M コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 5 mエ ,

0 .2 M リ ン 酸緩衝液 ( p H 7 . 4 ) 5 m L シ ョ 糖 1 .5 g , ニ

ト ロ ブ ル
ー

テトラ ゾリウム 10 m g , 蒸溜水 10 m 抽 こ37
0

c

で 1 5 分間浸潰す る .

5 ) c b E 活性 検出法

切片 を 10 % ホ ル マ リ ン の 0 . 9 % 食 塩 水 溶液 で t

4
0

c , 2 0 分間固定後 . 0 .9 % 食塩水 で , 約 1 分 間洗源

し
,
基 質 液 〔1 /7 M ベ ロ ナ

ー ル ･ 酢酸 緩 衝液

( p H 5 .5 ) 5 . 5 mエ, 0 . 1 M ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 水溶液

0 .5 mL , 3 0 m M 硫酸銅 水溶液1 .O mL . 5 m M 赤血塩水溶

液 1 .O m£ . 1 0
~ 5
M D F P の 0 . 9 % 食塩 水溶 液 1 . O mエ.

ホ

ル マ リ ン 1 .0 山 , 沃 化 ア セ テル チ オ コ リ ン 5 m g 〕 に

37
0

c , 1 5 分間浸潰し , 蒸 潜水 で 1 分間洗樅後 ,
エ タノ

ー ル 脱水 ｡ キ シ ロ
ー ル 透徹後 ,

エ ン テ ラ ン( 和光純薬)

に 封 じ た .

成 績

通 常 の 方法 で 作製 し た新鮮前脛骨筋の 凍結横断切片

に S D Ii 活性 検出を施 し た標本 を 写 真 1 , 2 で 示 し

た . S D H 活性 反応産物 で あ るf o r m a z a n の 青 色沈 澱

の 多寡 に より , S D H 活性 の 強 い 筋線経 と活性 の 弱 い

筋線継が判別で き る ∴活性 の 強 い 筋線維 は, E n g el の

分類
7Iの Ⅰ型 に . 活性の 弱い 筋線推 は . そ の ‡塾 に相当

す る . 以 下の 筋 線維型 を こ の 分頓 に 従 っ て 記述する .

Ⅰ型 の 筋線推 は , ‡型の 筋線維 に 比 して ,

一 般に 細い .

そ れ ぞ れ の 型 の 筋線維 は . 数本集 っ て 群 をな し て い る

場合 が多 い が , 1 本だ け孤 立し て 存在す る場合も 認 め

られ る . こ の 両種 の 型 の 筋 線維群 が お互 い に 入り混 じ

っ て ,
モ ザ イ ク状 の 外観を 呈 L て い る ( 写 真 1 ) . 強拡

大で 観察す る と S D H 活性反応産物 は , 微細 な蝮粒と

して言忍め られ る( 写真 2 ) . S D H 癌性が ミ ト コ ン ド

リヤ に 局在 して い る こ と は , す で に 生化学的
28I に も電

子 顕微鏡的細胞化学
2別
に よ っ て も明 らか に さ れて い る

こ とか ら , S D H 活性検出法に よ っ て 見 出さ れ た鰭粒

状構造物 は , ミ ト コ ン ド リヤ に 相当す る と判断 で きる ･

Ⅰ
.
型 の 筋線絶 に 分布す る S D H 活 性 を 示す青 色顆粒

は ,
ⅠⅠ型の そ れ に 比 して 一 般に 大き い . こ の こ と は ,

可 視光庶 微鏡所見と電子顕微鏡所見 の 対比実験 の 結

果
3 0Iと も符 合す る .



骨格筋縦断切片の S D 壬‡ と cb E 活性同時検用法

検断切片で は ト 通常の ク リ オ ス タ ッ ト 切片作製法 に

ょ っ て も凍結切片融解時に 起 る筋線維収縮 に 基づ く 変

形 は, は と ん ど見当 らな い が ( 写 真1 .2 ) . 縦断 切片で

は, 写 真3 の よう に . 切片 融解時に 起 こ る収縮 の た め ,

筋線維に 過伸展 , 過 収縮の 部位 . さ らに は断裂部位が

認め られ る . 極度 に 引伸ば され た 部位 で は , 筋線推 は

著しく 細く なり , ｢ く び れ｣ を生 じ .

一 方過 収縮 の 郎 は

太く な っ て い る( 写真3 ) . S D H 活性 は過収縮部で は

強く , 過 伸展 部で は弱く な り , 場所に よ っ て は , 交互

に濃淡 を 示す縞模様を 呈 し て い る(写 真3 , 4 ) . こ の よ

う な濃淡 縞模様 は , 筋 節 の 短縮お よ び伸 展 に より , そ

の中に 含ま れ る ミ ト コ ン ドリヤ の 分布密度 に 変化が生

じ たため と 解釈 さ れ る . 凍結切片融解時に 起 こ る筋線

維の 著しい 人 工 的変形 は, 筋線繰上に 存在 す る神経筋

接合部の 外形 に もか なり の 変形を も た らす こ と は . 前

報
2 21
で 示 した通り で あ る .

今 臥 著者が 開発 した E D T A 一

塗布 カ バ ー グラ ス を

使用す る方法 で t 新鮮骨 格筋 の 凍結縦 断切片 を作製す

ると , 写 真5 ～ 8 で 示 した よう に
, 筋線維 の 過 伸展 ｡

過収縮 ･ 断裂 ｡ く びれ など の 人工 的変形は ほ と ん ど見

られなく な る . S D H 活性単独検出標本で は , S D H 活

性は , 通 常 の ク リ オ ス タ ッ ト切片作製法に よ る もの よ

り , 若干 低 下す るが , S D H 活 性の 強い Ⅰ型 と活性の 弱

い∬型との 判別 は充分可能で あ る(写 真5 , 6 ) . Ⅰ塾 の

筋線経で は, 筋細胞膜下の 細胞質内に も 強 い S D H 活

性が 認め られ , ま た毛細血管が 筋 線維 の 凹 み に 族り 込

ん だ形で 密接 して い ると 考え られ る 部位 で は , その 両

側の 筋形 質に も強 い 活性が 認 め られ る . こ の こ と は .

マ ウ ス前脛骨 筋の 超薄切片 の 電顔写真 ( 未発表) で ,

こ れら の 部位 に ミ ト コ ン ドリヤ の 集積が 認 め ら れ る こ

とと 符合 して い る . 写 真6 で 筋線維に S D H 活 性 に よ

る構紋構造が認 め られ る . こ れ は マ ウ ス 前脛骨筋の 電

顕像
3 -
セ Z 盤 を挟ん で 小型 の ミ ト コ ン ドリヤ が密 に 分

布して い る こ と に 由 来 す る と 考 え ら れ る . S D H と

C E E 活性 の 二 重検 出標本で も , 人工 的な筋 線推 の 変形

は , ほ とん ど見 られ ず , 神経筋接合部 は , 強い C h E 活

性に よ る赤褐色の 微 細沈 澱 に よ っ て , そ の 外形が は と

ん ど変形 なく鮮明 に 認 め られ る . ( 写 真7 , 8 ) . 神経筋

接合部の 複雑な分岐状態も明瞭 に 観察 で き る .

同時に , 各神経筋 接合部の 存在 す る 筋線維 の 型 も ,

S D H 活性の 強弱 に よ っ て 識別 で き る . ( 写真 8 ) .

考 察

近年 , 筋原 性, 神経原性を 問 わず , 骨 格筋疾患 の 病理

診断や病因検索 に , 組織化学 , 特 に 酵素組織化学的検

索が
, きわ め て 重要 に なり , 一 般 に広 く 剛 ､ ら れて い
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る
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. こ の よう な検索 に は , 通常 , 新鮮骨格筋の 凍結

横断切片が 用 い ら れ て い るが
, 1 本の 筋線維 , さ らに は

1 偶 の 筋節内の 局所的差異 の 検索 . 正常 また は重症筋

無力症 ｡ 幼児脊髄性筋萎縮症 な ど の 神経筋接合部の 検

索
- 0 … 7I3 2I

,
筋線維塾と神経筋接合部の 相関の 検索

川】
な

ど の 際 に は . 縦 断切片が 必 要に な る , と ころ が
, 新鮮

骨 格筋 の 凍結縦断切片 を通常の 方法で 作製す ると . 緒

言で 触 れ た よう に
, 凍結切片融解時 に 起こ る筋線経 の

収縮の た め . 筋 緑綬 に 著 し い 人工 的変形を生ず る . そ

の よ う な人工 的変形 を防止す る に は , 2 -

5 〟 程度の 薄

い 切片 を作製 し , 収賄が 進行す る前 に 迅速 に ヘ ヤ ○ ド

ラ イ ヤ ー で 乾燥 する な どの 弼縫策が
一

般 に 採 られ て い

る . しか し , 神経筋接合部の 全体像の 観察が 必要 な時

な ど は
. 3 0 〟 以 上の 厚 い 切片が 必要と な る . こ の よ う な

厚 い 切片 に つ い て . 人 工 的筋収縮を抑え て Ch E 活性 を

検出す る方法と し て . われ わ れ は , 凍結切片を凍 らせ

た ま ま
, 寒天 塗 布 カ バ ー グ ラ ス に 付着させ .

ホ ル マ リ

ン 蒸気 中(4
0

c ) で . 切片の 融解と同時に 固定する方法

を案出 し た2 2 I . しか し こ の 方法 で は , 筋線維型の 固定 に

用 い ら れ る S D H な ど大部分の 酵素は , ホ ル マ リ ン 蒸

気固虚に よ っ て . そ の 活性が 著しく 低下す る か消失す

るた め , 筋線維型 同定法 に は使 え ない . そ こ で , 酵素

活性を保存 し たま ま ,
か つ 切片融解時の 筋収縮を防止

す る方法が 必 要 に な っ て く る . と こ ろで 筋線維の 収縮

は , 筋 形質網 に 貯え ら れて い た カ ル シ ウ ム イ オ ン が .

興奮に よ っ て 遊離し . 筋 線線内の th i n m y o fil a m e n t

の け O p O n i n に 結合す る こ と に よ っ て 惹起さ れ る こ と

が 明 らか に な っ て い る
3 3I

. そ こ で , われ わ れ は カ ル シ ウ

ム イ オ ン を ヰ レ
ー

ト 剤E D T A で 除去す る こ と を 考 え

た . そ の よ う な試み は , す で に P e a r s o n ら
2 1J
に よ っ て

なさ れ て い るが , 彼等の 方法 は3 % E D T A 水溶液に カ

バ ー グ ラ ス を浸し て か ら乾燥 し , その カ バ ー グ ラ ス で

餌 の 厚 さ に 切 っ た 凍結切片 を付着 さ せ る も の で あ

る . わ れ われ は . 3 0 〟 凍結切片に つ い て , 彼等の 方法 を

適 用 し て み た結果 , 幾分人 工 的収縮 は抑制で き た が ,

なお . か なり に 筋線継 の 変形が 認 め られ た . そ の 原因

は , カ バ ー グ ラ ス を E D T A 水 溶液 に 浸 し た の み で

は , E D T A は カ バ ー グ ラ ス全面に 一 様で は なく 斑点

状 に し か塗 布さ れ ない こ と に よ ると 考え られ る . わ れ

わ れ ほ , こ の 欠点を . E D T A を 寒天 水溶液 に 溶か し ,

そ の 液 に カ′ヾ - グ ラ ス を浸す こ と に よ っ て 除い た . ま

た , E D T A は , 溶解 し やす い ナ ト リ ウ ム 塩 を 用 い . か

つ , p H を 中性 に 保 っ た め , 酸性の 2 ナ ト リ ウ ム 塩 と ,

ア ル カ リ性 の 4 ナ トリ ウ ム 塩の 等量 混合液を 用 い た .

寒天 溶液 を用 い た , も う 一

つ の 利点 は , 前報
2 2ト
で 述 べ た

よう に , 凍結切片 を凍 っ たま ま の 状態で . 比 較的容易
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に カ バ
ー

グラ ス に 付着 で き る 点 で あ る . E D T A 塗 布

ガ ラ ス を用 い る と S D H , C h E 活性 と も 若干 低下 す る

が , 少く と も筋線維型の 同定 や , 神経筋接合部の 形態

の 観察に は支障は なか っ た .

E D T A 塗布 ガラ ス に 付着 さ せ た切片 に .
S D H 続 い

て C b E 活性検出法 を施す と , 基質 液に 浸溝中 , 切片が

カ バ ー グ ラ ス か ら容易 に 剥離 し , 切片 を移動 させ る操

作 が き わ めて 困難に な り . 操作中 しば し ば組紙 の 破損

を伴な い , 連続切片の 作製 も容易 で はな い .
こ の 点 を

改良 す る た め , C h r i a ti e の 方 法2
77
に 準 じ て 切 片 に

C ell o i d i n -

C O a ti n g を 行 っ た . こ の C e ll oi d i n
-

c o a ti n g は , 切片の 剥離防止効果 の ほか , C h ri s ti e
2 7 )

の 指摘の よ う に 検出操作中の S D H の 拡散防止効果 が

あ り , 像 がか なり 鮮鋭に な っ た .

神経筋接合部の Ch E 活性検出に , K a r n o v s k y ら の

方法 細 を そ の ま ま適用す る と . 字 尾野 細 が 指摘 し て い

る よう に 神経筋接合部の 人工 的膨化と考 え ら れ る所見

を示し , 神経 筋接合部の 形態を 正 確に 把握す る こ と は

困 難で あ る . こ の 点 を改良す るた め I w a y a m a
3 5 1 の 示

唆し た よう に , 基質液中 に ホ ル マ リ ン を 添加 した と こ

ろ , 写 真 8 で 示 した よ う に , 神経筋接合部を鮮鋭 に 検

出す る こ とが で き た .

今回 . われ わ れ が案出し た E D T A ･ 寒天塗布 カ バ ー

グ ラ ス を用 い る . 新鮮骨格筋 の 凍結縦断切片作製法 は ,

そ の 操作 が至 っ て 簡単 で , 今回報告 し た S D H の み な

らず , A T P a s e
3 6)

, p h o s p h o r yl a s e
3 丁) な ど

, 多く の 酵

素活性の 検出法 に 応用 で き る で あ ろ う . ま た S D H と

c b E 活性の 同時検出法 は, 正常骨格筋 の み な らず , 発

生 ･ 変性 ･ 再生時 の 骨格筋 や種 々 の 筋疾患で傷害を受

け た骨 格筋に つ い て の 筋線線型 と神経筋接合部 の 形態

を同時 に 換索 す る の に 有用 で あ ろう .

結 論

コ ハ ク酸脱水素酵素 な ら び に コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 活

性を抱 な わず に , 新鮮骨格筋 の 凍結縦断切片作製中に

出現 する筋線維の 人工 的収縮 を抑制す る方法を考案し

た . こ の 方法 の 要点 は, ク リ オ ス タ ッ ト 切片を . 融解

させ ず に . E D T A ･ 寒天混 合液塗布 カ バ ー グ ラ ス に 付

着 させ , 切片 を ヘ ア ･ ド ラ イ ヤ ー で 手早く 乾燥 さ せ る

点 に あ る .

こ の 方法に よ っ て . 凍結切片融解時 に お こ る , 筋線

維 の 収縮に 基づ く , 断裂 . く び れ な ど の 変形や , 随伴

し て お こ る 神経筋接合部の 変形 は, は と ん ど抑制さ れ

る . こ の 切片に ,
コ ハ ク 簡脱水素酵素活性検出法 と コ

リ ン エ ス テ ラ ー ゼ活性検出法の 両者を施 し た結果 , い

ず れ の 活性 も若手低下す るが , 筋線維 型 の 同定 と神経

筋接合部の 形態観察 に は支障 はな か っ た .

骨格 筋の 縦 断切片 に つ い て の .
コ ハ ク 酸脱水素酵素

活性と コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ活性の 同時検出法 は , 正 常

骨格筋の み な らず, 発生 ･ 変性 ･ 再生 時の 骨格筋や種々

の 筋 疾患骨格筋 に つ い て の 筋線維 型 と神経筋接合部の

形態 の 同時検索 に 有用 で あ ろ う ･

稿 を終 る に臨み . 本研究に 有益な御助言 を賜わ っ た . 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 .
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8 8 貢 . 束京 , 南江堂 , 1 9 7 3
.

2 5 ) 遠 藤 実 : 筋 収 縮 と カ ル シ ウ ム . 生 物 物 理 ,

1 5 . 2 4 7
-

2 5 9 (1 9 7 5 ) .

2 6 ) K a r n o v s k y , M . J . & R o o t s . L . : A
"

d i r e c t
-

C O l o r
'

i n g
"

t hi o c h o li n e m e th o d f o r ch o li n e s t e r .

a s e s ･ J . H i s to c h e m . C y t o c h e m .
, 1 2

,
2 1 9 q 2 2 1

(1 9 6 4 ) .

2 7 ) C h ri sti e , K . N
. : C e1l o i d e n a s a p r o t e c ti v e

fil m f o r i m p r o v i n g t h e h i st o c h e mi c a1 l o c ali z a .

ti o n o f s u c ci n a t e d e h y d r o g e n a s e . Hi s t o c h e m . J . ,

5 , 4 7 3 - 4 7 7 (1 9 7 3) .

2 8 ) P a u l ･ M ･ H ･ & S p e rli n g , E . : C y cl o p h o r a s e

S y S t e m X X III . C o r r el a ti o n o f c y cl o p h o r a s e a c ti -

V i t y a n d m i t o c h o n d ri al d e n si t y i n s t ri at e d m u s
･

Cl e ･ P r o c . S o c . E x p . B i o l . M e d .
, 7 9 , 3 5 2

-

3 5 4

(1 9 5 2) .

2 9 ) B a r n e tt , R . J . & . P a l a d e , G . E . : H i s t o c h e _

m i c a l d e m o n st r a ti o n of■th e si t e s o f a c ti v i t y o f

d e h y d r o g e n a s e s y s t e m s w ith th e el e c t r o n m i c r o .

S C O p e . J . B i o p h y s . B i o c h e m . C y t o l . , 3 , 5 7 7
- 5 8 8

(1 9 5 7) .

3 0) 中村俊雄 ･ 本 陣良平 : マ ウ ス外眼筋の 筋線維

型の構造特性 に 関する可 視 光なら び に 電子顕微 鏡的研

究. 解剖誌 .
5 1

,
2 8 5 - 2 8 6( 1 9 7 6 )

3 1) 福島達夫 : マ ウス外眼筋のネ中経接合部と筋線維

型 の 構造特性 に 関す る 電子顕微鏡的研究 .十全医 会誌 ,

8 6
,
4 3 4 - 4 6 5 (1 9 7 7) .

3 2 ) C o む s , C . & W o ol f . A . L . : T h e i n n e r v a ti o n

O f m u s c l e . A b i o p s y s t u d y . P 6 6
-

7 0
,
1 0 l - 1 0 7

.

B e a c k w ell S ci e n tifi c P u b li c a ti o n s , 0 Ⅹf o r d
,
1 9 5 9 .

3 3 ) 飯田荘象 : ト ロ ポ ニ ン へ の カ ル シ ウ ム イ オ ン

の 結合 ･ 生物物理 , 1 9
,
1 4 7

-

1 5 2 (1 9 7 9 ) .

3 4 ) 宇尾野公義 : 酵素組織化学( 武内 ･ 清水 ● 小川

編) .
2 6 4

-

2 8 4 頁 , 東京 . 朝倉書店 t 1 9 6 7 .

3 5) I w a y a m 8 , T . : E l e c t r o n m i c r d s c o p i c s t u d y

O n C h o li n e s t e r a s e a t th e n e u r o m u s c u l a r j u n c -

ti o n ･ O k aji m a s F o li a A n a t . J a p . , 4 2 , 3 2 9 q 3 5 3
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(1 9 6 6) .

3 6 ) W 8 C h s t ci n , M . & M ei s el , E ･ : H i s t o c h e m i s t r y

o f h e p a ti c p h o s p h a ta s e s a t a p h y si o l o g
i c p H ･

A m e r . J . C li n . P a th .
,
2 7

,
1 3

叫

2 3 (1 9 5 7 ) ･

3 7 ) T a k e u c h i , T . : H i s t o c h e m i c al d e m o n s t
r a

-

ti o n o f D h o s y h o r yl a s e . J . H i s t o c h e m . C y t o c h e m ･
t

4
.
8 4 1 (1 9 5 飢

写 真 説 明

写直 1 . 新鮮骨格筋の 凍結槙断切片の S D H 活 性 検

出標本 . S D H 活性の 強い Ⅰ 型筋線経 と 活性 の 弱

い Ⅰ型筋線継が入 り 混 じ っ て モ ザ イ ク状の 外観 を

呈 して い る . 1 5仏 × 1 0 0 .

写 真2 . 新鮮骨 格筋の 凍結縦断切片の S D H 活 性 検

出模本 . S D H 活性の 強 い Ⅰ 型筋線経(Ⅰ) は 細

く . S D Il 活性 の 弱 い Ⅱ型筋線維 (Ⅰり は細く ･ 矢

印 は, S D H 活性 を示す青色煩粒を示し , Ⅱ型 筋線

維内の 轍粒 は . Ⅰ 型 の そ れ に 比 して 小さ い ･ 1 5 仏

× 4 00 .

写 真3 . 通 常の 方法で 作製 し た ･ 新鮮骨格筋 の 凍結

縦 断切片 に S DIl 法 を施 した 模本 , 凍結切片融解

時に 起 こ る人工 的収縮の た め , 筋線絶 に｢ く びれ｣

( 上向き矢印) . 過収縮 ( 下向き 矢印) ･ 断裂 ( 左 向

き矢印) な ど の 著 し い 変 形 が 見 ら れ る ･ 1 5 〃･

× 1 0 0 .

写 真 4 . 写 真 3 の 拡大像 , 過 伸 展部 ( 矢 印) は細く

な り S D H 活性が 弱く , そ の 両 側の 過収縮 部 は太

く な り S D H 活性が 強い . 1 5 , × 4 0 0 .

写 真 5 . 著者 の 改良法に よ っ て 作製 した 新鮮骨格筋

の 凍結縦断切片 に S D H 法を施 し た標本 . 筋 線維

の 人工 的変形 は , ほ と ん ど見ら れず ,
Ⅰ型 筋線維(Ⅰ)

と Ⅱ 型筋線維 ( Ⅱ) の 判別 も 充 分可能 で あ る .

1 5 仏 × 1 0 0 .

写 真 6 . 写真 5 の 拡大像 . S D H 癌性 に よ っ て Ⅰ 型

( Ⅰ) と Ⅱ 型( Ⅱ) 筋 線維が 区 別 で き , 】型 筋線維に

お い て は ∴筋 細胞膜下 の 筋形質( 上 向き矢印) . 毛

細血管が筋線維 に 朕り 込ん で 分布し て い ると考え

られ る部位 の 両側 ( 下 向き 矢印) に 強い S D H 活性

が 認 め られ る . 右 向き矢印 は Z 盤を挟 ん で 分布す

る ミ ト コ ン ドリ ア に 由来す ると 考え ら れ る S DIl

活性 を示す . 1 5 仏 × 4 0 0 .

写 真 7 . 著者の 改良法に よ っ て 作製し た 新鮮骨格筋

の 凍結縦断切片に S D H - C h E 活性二 重検出を施

し た標本 , 矢 印は 強い S D H 活性を 有す る 神経筋

接合部 を示す . 3 0 仏 × 1 0 0 .

写真 8 . 写真 7 の 拡 大像 .Ⅰ
. Ⅱはそ れ ぞ れ ,Ⅰ型 お よ

び Ⅱ型 筋 線維を示す . 矢印はⅡ型 筋線推上 の 神経

筋接合部 を示 す . 3 0 〃 , × 4 0 0 .
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Si m ul t a n e o u s D e m o n s t r a t i o n o f S u c c irLic D e h y d r o g e n a s e a n d C h oli n e s t e r a s e A c .

ti vit i e s i n t h e F r o z e n L o n gi t u di n al S e c ti o n of t h e F r e s h S k el e t al M u s cl e . T o s h i o

N a k a m u r a & K oj u n T o rig o e , D e p a r t m e n t o f Bi o p h y si c s , N e u r o - I n fo r m a ti o n R e s e a r c h

I n s tit u te , A k i r a T a k a h a s h i & T o s h i o Y a m a s h i t a
,
D e p a rt m e n t o f A n a t o m y , S c h o o l o f

M e d i ci n e , K a n a z a w a U n i v e r s lty , K a n a z a w a , 9 2 0 , J a p a n ･ J ･ J u z e n M e d ･ S o c .

,
88 ,

6 2 3
- 6 3 0 ( 1 9 7 9 )

A b s t r a c t A m e t h o d f o r o b t ai n i n g f r o z e n l o n gi t u di n al s e c ti o n s o f t h e f r e sh s k el e t al m u s cl e

W it h o u t c o n t r a c ti o n a rt e f a ct s in a d d iti o n t o p r e s e r v in g th e a c ti vi ti e s o f b o t h s u c ci mi c d e h y
-

d r o g e n a s e a n d c h o li n e st e r a s e , W a S d e s c ri b e d . T h e e s s e n ti al f e a t u r e o f t h e m e t h o d i n v o I v e s

m o u n ti n g t h e f r o z e n l o n git u d i n al s e c ti o n s o n c h nl e d c o v e r slip s p r e v i o u sl y c o a t e d w it h E D T A
-

a g a r s ol u ti o n .

B y t h i s m et h o d
,
t h e d a m ag e s o f m u s cl e fi b e r s s u c h a s t e a n n g a n d c o n st ri c ti o n , a n d al s o t h e

d e f o r m a ti o n o f n e u r o m u s cl a r j u n c ti o n s w e r e fu 11y i n h i b it e d . T h e si m u l t a n e o u s in v e stig a ti o n

O f t h e h i st o c h e m i c al cl a s si fi c a ti o n o f m u s cl e fi b e r t y p e s a n d t h e st ru C t u r e O f n e u r o m u s c u l a r

j u n c ti o n s , W a S p O S Sib l e b y t h e a p p li c a ti o n o f t h e d o u b l e d e m o n st r a ti o n m e t h o d o f s u c c in i c

d e h y d r o g e n a s e a n d c h oli n e st e r a s e a c ti v iti e s t o t h e f r o z e n l o n git u d i n al s e c ti o n s o f t h e f r e s h

m u s cl e fi b e r p r e p a r e d b y t h e p r e s e n t m et h o d ･ T h i s m e t h o d m a y b e u s e f u l f o r t h e si m u lt a n e o u s

in v e stig ati o n o f t h e m u s cl e 缶b e r t y p e s an d t h e st r u c t u r e o f t h e n e u r o rn u S C u l a r j u n c ti o n i n t h e

d e v el o p i n g o r p a t h o l o gi c al m u s cl e i n a d di ti o n t o t h e n o r m al s u bj e ct s .
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