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国産プロタルゴールによる Bodian氏軸索染色法一 ー一変法
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A Modified Bっdian'sMethod for Staining nerve Fibers 

Using Protargol Manufactured in Japan 

by 

Y OSHIHIRO KAWAMURA 

From the 2nd Surgical Division, Gifu Prfectural Medical School 

It is well known that Bodian's method for staining nerve fibers is very useful in 

histological examination of the nervous system. In his original paper Bodian described 

that the protargol manufactured by Winthrop Chemical Co. should be used in this method, 

and actually it has been difficult to stain nerve fibers successfully using protargol manu-

factured in Japan. However, it became difficult recently to obtain Winthrop’s protargol 

and it is reported that the company stopped manufacturing the drug. Although it is said 

among investigators that BA YER’s protargol is as good as Winthrop’s one for the staining, 

even the former product is rather difficult to obtain in this country. Thus, without this 

drug the useful method of BODIAN would remain only as a historical method. 

I tried to stain nerve fibers by this method with some modification, using protargol 

manufactured by various Japanese compani回（lwAKICo., Esrsu Co., FUJISAWA Co., DAI-

!CHI Co. and HoEr Co.) as BA YER’s protargol. The modification of the method was made 
as follows. The original reducing solution, which consists of 

1 gm. hydroquinone 
5 gm. sodium sulfite 
100 cc. aq. dest. 

was changed to 
2 gm. hydroquinone 
4 gm. sodium sulfate 
100 cc. aq. dest. 

Otherwise original procedures were followed. The results of staining, using those various 

products of protargol, were compared with each other. It was found that the results of 

staining according to this modified method, using some of the Japanese products of prot-

argol as well as BA YER’s one, were as excellent as the result of staining according to the 

original method using BAYERS’s protargol. Apart from its theoretical consideration, this 

modified method of BoDIAN’只stainseems to have wider applicability to products of protargol 

delivered by various manufacturers as compared with the original method of Boor AN. 



756 日本外科宝函第34巻第3号

緒
・呈吾
Eヨ

従来神経組織の染色は，その組織学的3 及び個々の

細胞の化学的性質等の複雑性のためP 古くからCajal,

Golgi. Bielschows均等によりp 幾多の染色法及びその

変法が，案出されてきているがそれ等の多くは操作が

煩雑であり，且つ又，その操作の習熟に時間を婆しP

しかもその染色結果が，不均一であることが欠点とさ

れる．又これ等の神経染色法の多くは凍結切片による

ものであるがp Davenport (1930)1>, Boclian (1936)2>3>, 

Romanes (1950）炊藤森 (1952)5l6l等は3 パラフィン

切片による染色法を考案し， 操作の簡易化をはかっ

た．これ等のうちでも Bodian氏法はp 種々の点で長

所を有するに拘らずF その主薬であるプロタルゴー Jし

を Winthrop製と限定しており p 事実日本製プロタル

ゴールでは，染色されないのである． 此の Winthrop

製プロタルゴールが近年入手困難となり，著者の調べ

た所ではp その製造中止との事であるから，種々の長

所を具備した晶dian氏染色法も，有名無実p 単なる

歴史的染色法の運命となりつつある現状である．とこ

ろが著者はy 二P 三の国産プロタルゴールを使用しP

Bodian氏原法に，聯か改変を加えたところ，殆んど

同様の染色像を得る事が出来p 一部に於いてはp それ

に優る染色像を得る事が出来たので， その染色法及

び，その染色像の一部を供覧する．

Bodian氏軸索染色法について

1933年， Bartelmez7l及び H田 rrはp Rogerの染色

法に於いて，硝酸銀の代りに，初めてプロタルゴール

を使用し，良好なる染色像を得ることに成功しだ．こ

れとは別に Bodianは，パラフイン切片に於いてプロ

タルゴールによる画期的染色法を発表し，その染色操

作が比較的簡単でありp 染色像が均一的である事を強

調した.E!PちP 1936年彼は実験動物に於いて，主に中

枢神経の染色法につきP 翌年には染色法に対する固定

法の重要性につき詳述しているが，その内容を要約す

ると次の如くである．

動向n氏軸索染色法

固定液の種類

① ホルマリン!Occ

生理食塩水90cc

「：？.＞ ホルマリン 5cc 

Hm骸 5cc 

80%エチルアルコール90cc

③ ホル7 リ／ 5 cc 

三塩化酪酸1～2g

④ ホルマリン 5cc 

燐酸2～5cc 

80%エチルアルコール90cc

⑤ ホルマリン 5cc 

強水酸化アンモニューム Icc 

80%エチルアもコ－ 1~90cc

⑥無水エチルアルコール95cc

氷硲酸 5cc 

⑦無水エチルアノLコールJOOcc

三塩化時酸1～2g

③無水メチルアルコール95cc

氷酷酸5cc 

＇~） d’Ancona液i郎防チレア…40c 
ピリヂン20cc

抱水クロラール2.5g 

蒸留水40cc

⑩ Huber液

! 9…一ル100
三塩化酪酸1.5g 

塩化水銀3g

⑪ 5%重7ロム酸カリBOc芯

ピリヂン!Occ

メチルアルコー1"!Occ 

強水酸化アンモニューム 1α

⑫ Carnoy液

⑬ Bou in液

固定 法

上記種々の固定液はp 染色せんとする神経要素によ

り適当に撰択するのであって，末梢神経の染色は，そ

の中①nノ①⑬！］，等を適当として居り，固定時間につ
いては特別限定して居ない

染色方法：

閤定材料を脱水し，キシロール透徹後，パラフイ／

包埋し， 薄切し， 卵白グリセリン裁物ガラスに貼付

し3 乾燥後p

①脱パラフィ ン後アルコールで充分洗った切片

乞蒸留水で水洗．

②鍍銀！ I%プロタルゴール（Winthrop製〕液

中で37C. 12～24時間加温後， 蒸留水で水洗（但し

1%プロタルゴールJOOccにつき銅粉5g投入せるもの

を用いる）．

③ 次の還元液中に10分間，その後丁寧に蒸留水で
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オ＜：；it.

｜ノイドロキノン Ig 

政硫酸ソーダ5g

蒸留水IOOcc

④ 鍍金

a) I%塩化金 (100ccにつき氷酷3滴混和せる

もの）中で 5 ～10分， i欠いで蒸留水てつ•J＜；先．

b) 2 %穆酸液5～10分で発色，蒸留水てフ1－：：；先．

c) 5 %ハイポ5～10分， 蒸留水で7］＜；＇先．

⑤ アルコール脱水，キシロール透徹

⑥ パルサム封入

著者の染色方法：

国定液／土ぴ固定法

JホルマリンlOOcc

A j蒸留水9枇 c
j塩化ナトリウム8.5g

、炭酸マゲネシューム1.0g 

えは普通10°，；ホルマリ ン固定液

B 恥uin液

等を使用し 固定時間は前者を用いる時l士， 直径約

0.5 cm程度の1：附Mr鮮ならば24時間以上， 後者では更

に短時間で良いが硬化し易く太い神経の場合l.t f二過当

の様である．

染色法

固定材料を通常の如く F ノfラフィン包埋し， 薄切

しP 卵白グリセリン載物ガラ スに貼付し， l'IZ.峨伐， 前

記 Bodian染色法の②に於いてP Winthrop製プロタ

ルゴールの代りに， 1';J1，~製薬の 1%プロタルゴール液

を使用し， 37°C. 12～2.1時間加湿した. I肖， 原法同様

1%プロタルゴールIOOccにつき銅粉5g投入した．

ち；いで前記 Bodianl'c.'i：色法3に於ける還元剤iィ…ンIg 
亜硫酸ソーダ5日

蒸留水！OOcc

の代りに著者はplノィ…ン Zg
給品硫酸ソーダ4g （小宗化学）

蒸留水！OOcc

を使用し同液中に10分間放置しP その他の操作は前記

Bodian氏喰色操作と全く同様に施行した．

著者の染色法による成績

この方法によ り家兎の末梢神経の正常像p 変性像p

再生像等につき染色し良好なる染色像を j~｝， "1：に家兎

角膜の神経繊維にfj'2いては，原法試薬によるもの以上

と思われる染色像を得る事が/I',.t＇：た．
中限神経及び神経終末部等に関しては，染色は可能

であるが， 司ミ~＝充分なる結論に達して居ない

注意事項

① 1%プロ fルゴール液の作喫に当り完全溶解の

ためにはp プロティ ン；ijtf~j ~を浮遊せしめて自然溶解

を待つ．

② ハイドロキノ ンi1仏杉ソーダ液の作製に 当つて

は，自然溶解を待つときは長時間を要するから，約10

分間の振漫により溶解を早める．

③ ハイドロキノン硫酸ソーダ液は室温3～4日で

Fig. l 兎正常神経横断（900倍） Fig. 2 兎角膜神経線維（900倍） Fig. 3 人断端神経腫 （350倍）
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兎アルコール注射変性縦断（900倍〉 Fig. 5 1厄再生神経縦断（900倍）

着色し始める．従って染色効果を高める為にはその都 薬p 保栄製薬及「Fパイエル製プロタルゴールにて前述

度新調した方が良い． の著者の・fr:色j去を式みたわp 岩妓製薬1立びバイエル製

考 按

組織標本の作製に当って閏定法の重要性It周知の事

実であるがp 吟に鍍絞染色の場合，これは微妙役割号

演ず.；：，＿従って決色対象たる神経要素の種類や病理変

化に応じて，夫ヶ異った固定法及び；J毛色jょを選ばねば

ならない．更に鍍銀染色の場合にlt，普通染色では大

して問題にならない様な条件，例えば気温，蒸留水の

純度，試薬のpH等が重大な影響を持つ場合が多いので

ある． HolmesB>, Silver9＞等は鍍銀法に於けるpHと染色

像の関係につき詳述し， 島dian氏ι特色法に於けるプ

ロタヰゴール液中への銅粉投人お；A＂白効果を良好にす
る事実をpHの変化に帰して説明して屑る. Bodian氏，J与

色法の場合p これ等条件は厳草野な.J:1q，－ごl土問題となる

が，他の鍍銀法に比べると比較的鈍感である．例えは

Bodian原法では7.kl先に蒸留水を使用すべきであるがy

実際上水道水を使用しでも左程；M1i,：こ影響しない場合

が多い．

国定法に関しては著者は前述の如く二種煩を使用し

たが，細い神経の場合は B~uin 液を使用した方が切片

のJi:Z.縮その他の点から幾らか良い様であるコ；-,t司、神経

の場合は固定に長時間を要し，その問に B川 inの場合

は材料の硬化号：／＇：し不適当である．

プロタルゴール液に関しては前述の如し原法では

Winthrop製品と指定して居るが Polley(1956 J 10Jは

品に於いて最も良好なる染色像を得，次いでエピス製

薬p 他の三社では劣って居＇＂. これより見れば理論的

根拠はさておきp 鍍銀に関するプロタルゴールの反応

スベケトラムは，原法の還元剤，ハイドロキノン亜硫

酸ソーダ液よりも著者のハイドロキノン硫酸ソーダ液

の万が広い様に推定出来る．

本法の特徴

国産プロ fルゴールによる軸索染色法の特徴は勿論

島xlia口氏法のそれに一致し，

① パラフィン切片で鮮明なる染色像が得られ，連

続切片p 大lil：・令色等に便利である．

(-2¥ 4色操作が簡単であり p 染色像も均一的であ
る．

'3) 標本作製までの所要時聞が比較的短い．

1 1μ.なる10？；ホルマリン同定物件でも，末精神経

に関する限り鮮明なるι令色像を得る引が出来る．

＇~ セロイヂン切片でも染色可能である．

結

Bodian氏軸索染色法が試薬の入手困婚なる現在，国

産プロタルゴー／しによる i4~色法を考案し，末梢神経に

於いて優T,jなる鴇色像を得たのでその染色法を述べ

fご．

Rouqueのプロタルゴールにより Bodian氏軸索染色 陥を終るにあたり御校閲を賜った竹友降雄教授に深

；よーに成功 l, ブロタ·~ゴール液の酬が染色像を左右す 甚の謝意を－；~し p 叉実験その他で御援助を賜った同教
る重要因子である事を強調している． 宗の上田英夫先生に謝意を呈す．

著作は岩城＇Yf,\S，エピス :l/LJI~ ， 藤沢薬品p 第一製 向，木文の要問は第62回日本外科学会で発表した．
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