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〔内 容 抄 録〕

コリンエステラーゼ(ChE)の細胞透過性に対する

作用についてその活性分布との関係を明らかにするた

め,マウスに トリパン青,又は酸性フクシンによる生

休染色 (生染)を行い,更に CbE 活性に変動を及

1ばすと思われるアセチ-ルコ1)ソ(ACh),ワゴスチグ

ミン (Vag)を併用し,その脳質 ChEの組織化学的

検索を行って次の結果を得た｡

1) ト1)パン青による生染において,その染色性の

高い部分の全および特異的ChE活性は軽度の増大傾

向がある｡

2) 酸性フクシンによる生染法により動物は痩肇死

を来し,染色性は高度であるが,その際の全および特

異的CbEの活性は増大している｡

3) ACh-Vag併用注射により致死したときの全お

よび特異的ChE活性は著るしく減少している｡

4) 酸性フクシン生染にACh-Vag を併用注射し

たときの染色性は著るしく高度で,しかも染色範囲が

広いが,その際の全および特異的ChE活性は減少し

ている｡

5つ 非特異的ChE活性はすべて陰性である｡

1 緒 昌

神経系の刺戟伝達物質に関する研 究 の 進 歩

は,幾多未踏 の分野を漸次開拓 しつつあ り,了

セテ ー ルコ リン(ACh)についても,単 に神経

作用の化学的伝達機能物質,局在 ホルモンとし

ての機能に加えて,細胞透過性に対す る作用が

近時注 目され るに至 り, 生理機構の解 明に A

Ch,コ リンエステラーゼ (ChE) の役割が新

しい展開を与えている｡ 血球 の透過性は ChE

を抑制 しても左右 されない1) と云われ るが,脂

の透過性は ChE を抑制することにより高 ま

る1)2)3)と報告 されている｡ しかして, これ らは

ChE抑制剤 と薬剤効果の組合せによる実験の

結果である｡ 一方,悩透過性が年令･的差異 を有

す ることを生体染色 (生染)法 によって組織学

的に示 した報告があり4),私は ChE活性が年

令的差異を有することを組織化学的に検索 し第

3篇5) に述べた｡ この ことより,生体染 色法を

行って ChEを検索す ることにより,ChE活

性状態 と脳透.過性 の関係を知 り得 るのではない

か と考 え,次のごとき実験を行ったので ここに

報告する｡

2 実 験 方 法

1) トリパ ン青 (Trypanblau)生染法に よ

る実験

生体染色法 については既に報告紹介 されてい

る4)¢)ので ここでは簡単に述べ る｡

染 色液の作製法 :

トリパ ン青0.5g又は 1gを蒸溜水 100ccに

i容か し,使用時溝過 し,潅液を沸暗 させた｡ こ

の溶液は使用度毎に新 しく作製 した｡

染色法 :

上記 0.590/叉は 1,Oo/トl)パ ン青を下記の通 り

に体重15g前後のマウスに注射 した｡

(1) 190/トリパ ン青を隔 日に3回背部皮下に

注射｡

(2) 0.5% トリパ ン青を隔 日6回 背部皮下に

注射｡

以上いずれ も体蒐20gに対 し0.5ccの割 合で

行った｡

(3) 1% トリパ ン青を第 1[司目は静脈注射,

以後隔 日に 2回皮下注射｡
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(4) 0.5% ト1)パ ン青を第 1回目静 脈注射,

以後隔 日に5回皮下注射｡

以上静脈注射はいずれ も皮下注射の 1/3量 を

注射 した｡

最後の注射後 5日目にクロロホルムにて屠殺

し,直ちに脳を摘出して一部は次の固定液に浸

漬 した｡ 又一部はそのまま凍結切片 として Ch

Eの検索に供 し,更に一部は冷アセ トンに投入

してヨ匡捧異的 ChE検索用 とした｡

固定 :-イデ ン-イン氏液7)8) (昇哀4.5g,

食塩0.5g, 蒸溜水 80cc, トリクロル酷酸 2

g,氷酷酸 4cc,フォルマ リン20cc)またはブ

アン氏液7)8) (飽和 ピク リン酸 15cc,フォルマ

リン 5cc,氷酷酸 1cc)で固克三した ｡ 固定時間

紘-イデン-インの場合は24韓間,ブアンの場

合は2時間 とした｡ 固定後-イデ ン-インより

は純 アルコール-,ブアンよりほ80%アル コ-

ル-移 し,次の操作によってセロイヂン,パ ラ

フィン包埋 を行った｡

純 アルコール 12三時間

エ-テルアルコール 5時間

290/セロイジン 2日

490/セロイジン 7日

クロロホルム 数 日

カルボ-ル ･キシロール 1時間

ベ ンゼシ 1時間

ベ ンゼン ･パ ラフィン 1晩

パ ラフィン包埋 1時間半

切片作製

後染色 :ビスマルク褐染色｡

脱水,透徹,封入後鏡検｡

凍結切片,冷アセ トン投入のChE検索方法

については第 1篇9)に述べたので省略する｡

上記生体染色標本およびChE検索標本の両

者につきその所見を観察 した｡実験方法 の概要

については第 1表に示す通 りである｡

2)酸 性 フクシン, アセチ - ルコ 1)ン (A

Ch),ワゴスチグ ミン (Vag)による実験

トリパ ン青による動物の皮膚青染に時 日を要

す るため,酸性 フクシンの使用を考え,酸性 フ

クシン 10mgを蒸溜水 200ccに溶か し, そ

の液を渡過, 沸騰させ体重 20g前後のマ ウス

京大結研紀要 第 8巻 第2号 増刊号

第 1表 トリパン青生染による実験方法

護豊憎 射量鋲
切片作製1ChE検索

凍

に0
.
2cc/10gの割合で注射した｡
すなわち酸性

フクシン10mg/kgとなる｡
同時に既述の報

告1)2)3)を参考として,
ACh
,
Vagの使用を考

え
,
酸性フクシンは0.
1cc/10gすなわち5mg
/kgとし,AChは50mg/kg ,
Vagは0.
1mg

第2表酸性フクシン生染,
ACh-Vag注射によ
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/kgの割合で注射 した｡ 以上を組合わせて次の

ようにした｡

(1) 酸性 フクシン単独腹腔内注射｡

(2) 酸性 フクシンーACh-Vag併用｡

(3) ACh-Vag節用｡

動物致死後,脳を摘 出し-イデ ン - イ ン固

定三,冷アセ トン固定,そのまま凍結切片作製 の

3群に分け,後の2者はChE検索用 とし,坐

染標本 と併せて観察 した｡実験方法の概要は第

2表に示す通 りである｡

3 実 験 成 績

1) トリパ ン青生染法 による実験

(1) 染料注射後の状態

0.5%'ト1)パ ン青を注射すると静脈 注射後皮

下注射の場合は第 1回皮下注射の翌 日より,皮

下注射の場合はその第 3回目の翌 日より皮膚は

青染 し,更に注射を続けて第 6回目の注射後に

は眼球結膜,鼻部は深青色を帯びる｡ 1%の場

合は静脈注射ではその翌 日,皮下注射では第 2

回目の翌 日より皮膚青染 し,第 3回目の注射に

より探青色を呈する｡その後 5日間はその色は

同様の状態を続ける｡なおこの際の尿も大便 も

青色を呈 しているO

(2) 生染成績

成績は第3表,第 1図に云すごとく第 3脳室

脈絡叢に高度の染色性を認め,顕微鏡で多 くの

色素額粒を認める｡ 視窪部,漏斗窪部,脳室上

皮には中等度の染色性を認め,かな りの色素頼

第3表 トリパン青生染成績 (平均)

部

位
染

色

性

君;ソ絹
一十 ±

第4表 トリパン着生染時のChE活性状態 (平均)

部 位 I大脳皮質康 3# 嘉属 殻 島 トJ､舶 質

全 CbE

特異的 ChE

非特異的
ChE

十一一片 ≠

+

+～≠

免3耳道重脈絡港
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第 1図 トリパン青注染状態 (模式図)

粒を認める｡アンモン角,透明中隔,小脳附随

義,頚髄部では僅かの染色性を示 し,色素頼粒

の散在せる所見を認める｡

(3) ChE検索成績 (第 4表)

i)第 3脳室脈絡叢部

この部の仝および特異的 ChE活性状態はや

や増大傾向を認め,その神経細胞にはかな りの

硫化銅反応を認める｡ヲ匡祷異的 ChEは陰性で

あった｡

ii)第 3脳室下部灰白質部

この部の仝ChEおよび特異的 ChE活性は

ほぼ正常を示し,非 !梓異的 ChEの活性は認 め

られなかった｡

iii)小脳皮質

この部の全 ChE,特異的 ChEの活性状態

もほぼ正常程度であり,ヨ巨特異的 ChEの検索

結果は陰性であった｡

2) 酸性 フクシン,ACh,Vagによる実験

成績

(1)注射後の症状状態

酸性 フクシン 10mg/kgを腹腔内にfF.射する

と15-20分で皮膚赤染を来 し,30分にて疫撃を

起 し死亡する｡ ACh50mg/kg-Vag0.4mg/

kgを併用腹腔内注 射すると注射後 1-2分以

内に疫撃をおこす ことな く死亡する｡ また酸性

フクシン ーACh-Vagの三者を上記量併用 注

射 しても2-3分以内に痘撃をおこす ことな く

死亡する｡

酸性 フクシン5m.g/kg-ACh50mg/kg-Vag

0.2mg/kgの三者を併用注射すると5分以内に

疫撃をおこす ことな く死亡する｡ACh-Vagの

上記量併用注射では2-3分以内にこれ も痘撃

をおこす ことな く死亡する｡ これ らの動物は死



-722-

~亡時 までには皮膚赤染 を来 さない｡

酸性 フクシン 5mg/kg-A Ch50mg/kg-Vag

8.1mg/kgの三者併用注射を した場合には10-

15分で皮膚 の赤染 を来 し,30分～15時間で痩撃

をお こす ことな く死亡 し,ACh-Vag上記量併

用注射では20-30分で疫撃をお こす ことな く死

亡す る｡ 概要は第 5表に示す通 りである｡

第5表 酸性フクシン ACh,Vag注射時症状

(2) 生染成績

酸性フクシ ンで皮膚赤染後死亡せるものにつ

いて の成績は第6 表
,
第2図 に示すごとく 酸性

第6表酸性 フクシン生染

成績 (平均)部第
脈
視
漏

位

室
羊

.窪

川
,,,7.
''

..
脳室上皮

7ソモソ

角透 明 中 隔小脳附随叢頚 髄中 脳

喚 脳 ≠≠≠++ 京大結研紀要

第8巻 第2号 増刊号第3脳宝

旅梅漬第2図 酸性フリシン生染状態 (模式図)

フクシン単独 10mg/kg注射せるものは, トリパ ン青 と

はぼ同様な染色性を示すが,ややその染色度は高い｡ 酸性 フクシン 5mg/kg-A Ch

50mg/kg-Vag0.1mg/kg三者

併用荏射 せるものでは,染色度高 く,第 3脳蓋

脈絡叢 はもちろん,視窪部,漏斗窪部,脳室上

皮等の部分にて染色性強 く,顕微鏡所見で多 くの

色素額粒を認める｡ 透明中隔,アンモン角,小

脳附随叢,頚髄部では中等度の染色性を示 し,かな りの色素

壬蹄粒を認め,中脳の諸核 , 嘆脳にも軽度の染色性,色素頼粒の存在を認 め,視丘前角部 にも僅

かなが ら色素頼粒を認 める｡(3

) 検索成績 (第 7表)第7表 酸性フクシン生染,ACh-Vag
注射時の ChE活性状態 (平均

)莱

警竪子芦酸性
フクシン金牌的
】

10mg/kg非特異
町

EACh50mg/mg
座特異的

tVag0.4mg
/kg

非特異的性

響掬+ rVag 50mg/kg

全特異的
0.2m
g/kg非特異的50rigTkS全高
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i)第 3脳窒脈絡叢

酸性 フクシン単独では仝ChEおよび特異的

ChE活性は増大を認め,神経細胞に強い硫化

銅反応を認める｡ 非特異的 ChEの検索成績は

陰性であった｡ACh-Vag併用では仝および特

異的ChEの検索成績はほとんど陰性で,拡大

所見で僅かな硫化銅反応を認めるのみであり,

非特異的 ChEも陰性所見を呈した｡酸性フク

シン ーACh-Vag 併用では Vag0.1mg/kg

のもののみ仝および特異的 ChEの活性を認め

たが,正常活性に比べると減少を示していた｡

非三拝異的 ChE活性を認めなかった｡

ii)第 3脳室下部灰白質部

酸性 フクシン単独では仝および特異 的 CbE

の活性増大を認め,以下各群 とも第 3脳室脈絡

叢 とほぼ同様の所見を呈 していた ｡

iii)小脳皮質

この部 においても酸性 フクシン単独が全およ

び特異的 ChEの活性がやや増大傾向にあった

が,以下各群の活性状態は第 3脳室脈絡叢部 と

はば同様な所見であった｡

iv)中脳

酸性 フクシン単独のこの部の全および特異的

ChE の活性はほぼ正 常 程 度 で あ り ACh

-Vagの併用およびそれ と酸性 フクシン併用時

に全および特異的 ChEの活性減少を認め,堰

に前者においてその減少度が大であった｡,非孝幸

異的 ChEはいずれ も陰性であった｡

4 総括および考接

1)生染法について

生染の機序については従来から若那旨肪説,起

源通説,酸塩基説などが唱えられているが,莱

だ通説がない｡ 生染に用いる染料には酸性のも

のと塩基性のものとがあり,酸性染料 として ト

1)パ ン青, カル ミン, 塩基性染料 として 中 性

蘇, メチ レン青,ヤ-ヌス縁,-}L,育,ビスマル

ク禍, ナフ トール青などが挙げられてお り6),

どの染料を使 うかが先ず問題 となる｡ 私は Be-

hnsenの実験4)を参考 として最初 トリパ ン青を

選んだ｡この溶液は使用度毎に新 しく作製する

必要があ り,古 くなった溶液はしば しば毒性が
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増 している｡ 第 1回目に静脈注射をしたものも

あったが,皮下注射を主 とした｡ これはマウス

では静脈内の再注射は困難で,しかも染料の関

係上 4-5回注射を繰 り返す必要がある.ためで
ある｡ 静脈注射の場合中毒を避けるために皮下

注射 よりもその量を少な くすることはもちろん

で,皮下注射の1/3量 とした｡

普通マウスに末｢しては体重 20gに対 して0.5

9./を 0.5-1cc皮下注射するとされているが,

私は 1%,0.596のものをつ くり,いずれも0.5

cc/20g注射 した｡ これは4-5回の注射回数

を少なくし得 ると考えたためで,事実 190/を使

用すると3回注射で皮膚は深青色となり,その

目的を達 し得る｡東に高濃度にすることは,そ

の毒性の点より疑問があり, 1%'では中毒死は

来 さなかった｡ 上述のごとくこの染料では染色

に時 日を要しChE検索を行 う上に不便を感ず

る｡そこで酸性 フクシ-/を次に試用してみたわ

けであるが,15-20分で皮膚は赤色を皇 し,そ

の点では有利なものと考える｡ ただし,痘撃死

を来 し,第 2第 10)に述べたごとく痩撃 と ChE

の活性には関連性が認められるので,ChE検

索結果を考察する場合考慮を有するものと考え

る｡ しかし一方,ChE活性増減 と染色性を一

度に観察 し得 る利点があることも考えられるっ

次に凍結切片を作 るときには問題にならないが

固完三液の問題がある｡-イデ ンノ､イン氏液 また

はブアン氏液の使用において,-イデ ンノ､イン/

は固定時間が長いため色素が済出する欠点を認

め,ブアンは固定時間は短かいが,組織標本が

黄色に着色する欠点があり,いずれ とも云い難

いのではないか と考える｡ Behnsenは20%′フ

ォルマ リンで12-24時間固定しているが,- イ

デ ンノ､インよりも一層色素 の輩出が大きいので

はないかと思われる｡

2) セロイジン ･パ ラフィン二重包包まについ

て

セロイジン ･パ ラフィン二重包埋法は古 くか

ら符われ, Behnsen も行っているが, これは

組織の収縮を避けるために行われるもので,†京

法のまま8%のものをクロロフォルム蒸気内で

固まらせてからパ ラフィンに包塩すると,硬す
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ぎて普通切片用のメスでは切れない こ とが 多

い ｡

そのために変法が考えられ11)12)ているが,セ

ロイジン濃度の低いため,収縮度が多少犠牲に

なった り,操作にやや技術を要する｡私は実験

方法で述べたごとき二重包埋法を行った｡

3) 生染成績について

酸性原料は細胞形質内に溜 り,次第に数,大

きさ,色を増す とされ, トリパ ン青腹腔内注射

の場合は奨朕の内皮細胞に摂取 される6)といわ

れ る｡ 私の実験では脳摘出時に髄膜を完全にと

ることが出来ず, この点を確かめ得 な か っ た

が,脳質内の色素額粒の存在部位所見はBehn-

senの報告 とほぼ一致 し,第 3脳室を包む灰白

質部に染料の沈着を認め,おそらく髄液に移行

した後透過性の高い部分の脳実質内-摂取 され

たのではないかと思われた｡ 酸性 フクシンによ

っても同様の考えを抱かしめるが,やや染色性

が強かったことは皮膚の染度が早いことより色

素そのものの移行性の強いこと,それに痩撃を

おこしたことより後述するごときChE活性の

状態が関するものと思われる｡ ACh-Vag併

用時の最も著 るしい染色性は後述 す る ご とき

Vagの非特異性 ChE活性に対する作用およ

び第 2篇で考察 したごとき A Ch の脳血流増

大,脳血管拡張作用のための染料の多量移行が

その一因をなしているものと考えられる｡

4) ChE検索成績について

ChE の検索は色素願粒の存在する部位に重

点をおいて行ったが, トリパ ン青生染標本でそ

の染色性の高い第 3脳室を囲む灰白質部におい

て軽度ではあるが,全および特異的 ChE活性

の増大傾向を認めた ことはなんらかの関連性を

思わせ興味深かった｡酸性 フクシンにて生染 し

たとき,仝および特異的 ChEの活性増大を認

め,孝幸に色素至額粒の多 くの存在を示した部分に

おいてそれが目立っていたこともその感を一層

深からしめるものがあった｡

AChおよび Vag注射時の CbE活性状態

に.及ぼす影響については,ACh単独,Prosti-

gmin単独注射を行って,その脳のChE活性

値をみた結果,AChでは幾分減少傾向はある
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が大して影響を及ぼさず,Prostigminでは全

然活性を抑制 しな かった という報 告13), 叉,

Vagの脳 ChE 阻害率は92%という報告14)那

あるが,ACh-Vag併用注射の私の実験では着

るしくその全および特異的活性が減少し,正常

の1/10以下の活性状態 と思わせた｡ この二者に

酸性 フクシン生染を併用したときも仝および特

異日勺ChEの活性は同様な減少を認め,この際

の染色性が最 も強かったことは,前述の関連性

は特異日勺ChE活性そのものではな く,その活

性の増減によるAChの変動,それに伴 う特異

的以外のおそらく非特異的ChEの活性状態が

関連性を有するのではないか と考えられた｡し

かし非特異的 ChEの検索結果はいずれも陰性

であって,実際の非特異的ChEの活性状態の

増減を確認することは出来なかった｡

5) 脳 ChE活性 と脳透過性の関連性につい

て

透過性 とChE活性の関連については,緒言

にて述べたごとく脳の透過性はChEを抑制 し

たとき高 まっていると報告1)2)3)されているが,

私の実験のように生染法を併用しての検索では

染色性がそのまま透過性を現わすものと考えて

は早計であり,成績でも述べたごとく,特異的

ChE活性増大時にも活性減少時にも染色性は

高かった｡そのため生染法によってChE活性

と透過性の関係を諭ずる際には,種 々の点を考

慮する必要があるものと考えられる｡

その一･つとして色素の移行があり,私の実験

成績からは, トリパ ン青 より酸性 フクシンの方

が移行性が大のようであった｡更にACh-Vag

の使用時はChE活性の減少を認めたが,これ

は第 2篇で考察したごとくAChの増大を意味

し,脳血管の拡張,脳血流の増加を来 し,それ

によって多量の色素が脳へ移行するものと思わ

れる｡次に血管透過性の問題があり,これには

ヨ田寺異的 ChE が関係を有する望)3)とされてお

り,私の実験ではその活性がすべてに陰性であ

ったために多 くを論 じ得ないが,その抑制剤で

ある Vagを使用した場合その染色性が高かっ

たことは前記諸報告 と一致する所見であった｡

以上の点を除外 して特異的ChEと透過性の
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関係を考按すると,その活性の減少は透過性 と

関連を有 しないが,活性増大の場合は関連性を

有 し,透過性の元進を来すものと考えてもよい

と思われる｡ これによって赤血球すなわち特異

的 ChE活性を抑制 しても血球の透過性は左右

されないという報告1), また生後 2- 3週の特

異的 ChE 活性の増大を認めた時期のマウス

で染色性が高度で透過性の冗進を認めたという

報告4)を説明し得 るのではないかと考える｡

5 結 論

てウ71を使用し,これに トリパ ン青,酸性 フ

クシンによる生体染色法およびChE活性に影･

撃をおよぼすと思われる A Ch,Vagostigmin

を併用して,その脳質活性状態を組織化学的に

検索 し摘 ChE活性と脳透過性 との関係につい

てT;'pIのような結論を得た｡

1) ト リパン青による生染では染色性の高い

部 分の特異的 ChE 活性はやや増大傾向があ

り,二階特異的 ChE活性は陰性である｡

2) 酸性 フクシンによる生染では動物は痩撃

死を来すが,染色性はやや高度で,その際の特

異的 ChE活性は増大している｡
3) A Cb-Vagostigmin 併用注射により特

異的 ChE活性は著 るしく王威少し,酸性 フクシ

ン生染を行った場合には染色性は著 るしく高度

であり,非番異的 ChE活性は認められない｡

4) 生染法によって透過性を諭ずる場合には

色素の移行 性を考慮する必要がある｡
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5) ChE活性 と透過性 との関係は,その元

進にはヨ韓寺異的 ChE活性の抑制および特異的

ChE活性の増大が関連を有 し,特異的 ChE

の活性減少は関連を有 しないと思われる｡

稿を終るにのぞみ,御懇篤なる御指導と御校閲を賜

った恩師佐川教授に深甚の謝意を表し,叉,御教示御

援助をいただいた京都逓信病院宮野博士をはじめ研究

所謂先生に深謝する｡

主 要 文 献

1)市川洋一 :日本臨床.13,1395(昭30).

2)Lindvig,P.E.,Gre主g,M.E.&Peterson,

S.W.:Arch.Biocbem.30,24(1951).

3)Greig,M.E.& MaybeITy, T.C.:J,

PhaTm.Exp.Therap.102,1(1951).

4)Bebnsen,G.:Zeitschrif.Zellfor.u.Mi-

kroskop.Anat.4,515(1927).

5)木口尚好 :京大括研紀要.8,2,714(昭34)

6)山田平弥他 :新しい組織学研究法.p.62(昭

30).

7)岡本耕三他 :顕微鏡的組織化学.p.15(昭

31).

8)山田平弥他 :新しい組織学研究法.p.5(昭

30).

9)木口尚好 :昭和32年度京大結研学術講演会

10)木口尚好 :第62回日本小児科学会総会

ll)矢島権八他 :新 しい組織学研究法.p.247

(昭30).

12)鈴木清 :超薄総研香.2,5(昭28).

13)芳我哲次郎 :小児科紀要.2,107(昭31).

14)北川照男 :日本小児科学会雑誌.61,319〔昭32)


