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In 1948, FEINDEL, ALLISON and ¥VEDDELL”reported the methylene blue vital 
staining of the central nervous s~＇stem by w町Y of the intravenous perfusion and 
suggested the usefulness of the technique. They stated that the degenerating 
nerve fiber tracts could easil~＇ be recognized macroscopically by their intense and 
metachromatic staining and that the finer morphological changes, such as blistering 
and fragmentation, of the degenerating axones were clearヤ demonstratedmicro-
scopically. In the present study the technique has been reexamined in detail. 
Forty seven rabbits, young and adult, weighing 0.32 to 3.66 kg were used in 
experiments. While in four of them no operation was done, remaining forty three 
underwent the follwing operations: Enucleation of one eye, subcortical undercutting 
of the frontal area, cortical excision, hemisection of the spinal cord, puncture in 
the midbrain etc. Sometimes two sorts of operation were performed in one and 
the same animal. The solution of the d~·e of 2.5 ＂~ . 2.0 ~：／o , 1.0% or 0.5子rrespecti-
vely was newly prepared in physiological saline or in 5% glucose solution in each 
experiment. The dye used was Methylenblau B extra (MERCK), Methylenblau f. 
med. Zwecke (MERCK) or Methylenum ・ caeruleum (Hi:icHsT). The dye solution was 
perfused into the marginal ear vein of rabbits at the rate of one to eight drops 
per minute for one to six hours and in various postoperative stages from two hours 
旬 seventyfive days after operation. Animals usually fell dead during or soon 
after this procedure. 
The brain was then removed and cut into slices less than 4 millimeters in 

thickness. The slices were immersed in 6% ammonium molybclatc physiological 
saline, and kept in the rel・rigeratorat oυC to 2°C for a period from four to twenty 
four hours. After thorough washing in several changes of chilled physiological 
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saline, they were placed in 10% neutral formalin for three to five days. Serial 
sections, made from frozen or celloidin中araffinembedded tissue blocks, were sub-

jected to microscopic studies. 
Gross appearances: Appearances of the normal brain were entirely in accord 

with FEINDEL’s description. On removal of the calvarium the surface of the brain 
was usually pale blue but gradually darkened on exposure to air, until at last the 
entire brain became deep blue in colour. Adequate immersion in molybdate ammo-

nium solution brought about a more even blueing of the dye throughout the entire 
block of tissue. Grey matter was stained more deeply than white matter, so that 
normal fiber tracts, such as the internal capsule, the corpus callosum and the crus 
cerebri, remained pale (Fig. 6). Contrary to the description of FEINDEL and others, 
the dense and metachromatic staining of the degenerating fiber tracts, permitting 
the macroscopic identi白cationof the tract, could not at all be demonstrated. In 
only eight out of twenty two rabbits with unilateral eyes enucleated one to seventy 

'five days previously, the intense staining of the optic tract一一一moreintense on the 
side of the operation-could be recognized. But even the most striking di町erencein 
the staining intensitJァonboth sides was no more than that shown in Fig. 7. No 

particularly intense or metachromatic staining could be found in the brains of 
rabbits which underwent operations other than the enucleation of the eye. 

Histological features: Staining of normal neural elements was nearly in 
accord with findings of FEINDEL and others (only that nerve fibers, it seemed, were 
stained more clearly than in their illustrations). Features of degenerating nerve 
fibers were, however, much unlike their description. The most striking feature 
on microscopic examination was the staining of cell bodies and their processes, also 
normal nerve fibers being more or less stained in most regions. Nerve cells in the 
cerebral cortex could easily be stained together with their long dendrites (Fig. 17). 
Thick dendrites of PuRKINJE cells in the cerebellar cortex were characteristically 
stained (Fig. 20). As nerve cells in regions other than the cerebral and the 

cerebellar cortex were also relatively well stained, various nuclei of the brain stem 

or cerebellar nuclei could be recognized. Normal nerve fibers were stained with some 
difficulty in most regions, but fairly well in some regions, such as the midbrain, 

the pons, the medulla oblongata etc. Metachromasia, fragmentation, vesiculation etc., 
which were considered as the characteristics of degenerating nerve fibers by FEINDEL 

and others, could be found in thirteen out of forty three brains. They were found 
more or less (i) in the lateral geniculate bodies on both sides and in the optic 
fascicle on the side of the eye enucleated, (ii) in the cerebral cortex following the 
subcortical undercutting and (iii) in the spinal cord near the wound of spinal 

hemisection (Fig. 8, 9, 26). But if a fairly large number of degenerating nerve 

fibers were to be found, they had to be carefully looked for in the areas where the 
degenerating nerve bundles were anatomically expected to be present, a fact widely 
differing from the description of FmNDEL and others that the course of degenerating 
nen℃ bundles could be recognized even under lmトpowermagnification （×25) owing 

to its metachromatic staining. Furthermore as FEINDEL and others admitted, aber-
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rant degenerating fibers were found in the regions entirely unrelated to the area of 
lesion, e. g. in the cerebral subcortex, the optic radiation, the ventral spinocerebellar 
tract, the cerebellar white matter and in the adjacent portion of the oculomotor 
nucleus in case of the enucleation of one eye (Fig. 28). 
Table 1 indicates the number of the brains showing various grades of staining; 
i.e. from grade O to 4 according to the criteria given by HELLER and others1n. 
Neural elements were usually stained in less number by this technique than by 
routine staining methods. 

Grades of staining 

0 

1 

2 
3 
4 

Table 1 

可Z守τbers 
unstained 
hardly stained 
faintly stained 
well stained 
completely stained 

Nerve cells 
hardly stained 
faintly stained 
well stained 
well stained 
completely stained 

Grades of staining ーI--N「umberof animals 
4 I 0 

3 I 12 

2 
1 。

23 

8 

4 

The body weight and the age of the animals had nothing to do with the 
stainability of the brain. The grade of staining became better with the increase 
in per kg dosage of the d≫e and the duration of perfusion. However, the staining 
of the central nervous 町市ternb~・ this technique did not exceed be：＼・onda certain 
limit, thus there being no instance of the grade 4. In addition it was di百icultto 
obtain good resull<> constantly in all cases. FEINDEL and others recommended the 
use of a small quantity of highly concentrated (2.5%) solution to avoid the deve-
lopment of cerebral edema. From my experiences, as the dye solution of lower 
concentration (0.5%) gave the better stain in most cases without accompanying 
marked evidences of cerebral edema, I preferred the use of 0.5% solution. 
So-called aberrant degenerating nerve fibers of FEINDEL et al were found more 
extensively as compared with their description, and even in the normal intact brains 
of rabbits. FEINDEL and others ascribed the appearance of aberrant degenerating 
fibers to the toxic effect of methylene blue on neural elements. However, consider-
ing their frequent appearance in the superficial layer of the brain, laboratory pro-
cedures, such as the fixation of dye, the dehydration of specimen etc., must play 
some role. The difficulty of differentiaing truly degenerating fibers from aberrant 
ones diminishes the value of this technique in the experimental studies of the 
central nervous system. Although nerve fibers with marked morphological changes 
tended to show the metachromatic staining, there were not infreqt淀川lymetachro-
matic fibers without morphological changes. And sometimes it was seen that orie 
and the same nerve fiber was stained blue in one part and purple in the other. 
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Deformed fibers lacking metachromasia could also be ・found. These facts may 

reveal the unreliability of the metachomatic staining as an evidence of degeneration. 

Deformations of fibers are more important in recognizing the degeneration. 

Recently 'WEDDELL and FALLIE明 suggestedthe use of hyaluronidase to improve 

the stainability in the local injection method of methylene blue. However, the use 

of hyaluronidase in various ways (Table 2) in combination with the intravenous 

perfusion of methylene blue brought no improvement in the staining results. 

Table 2 The use of hyaluronidase 

1) Injection into the cerebellomedullar cistern 
2) Injection into the carotid arteries on both sides 

3) Injection into the cerebral substance 

4) Application to the surface of the brain 
5) Letting soak into the tissue blocks before the fixation of dye 

6) Admixture with the dye fixative 

Conclusion 

Contrary to the suggestion of FEINDEL and others, it must be concluded that 

this technique is or will be b~· no means an excellent method of staining in experi-

mental studies of the central nervous ststem. 
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第 5章結論

謂わば超生体的に染色する方法（閏内紛・Helleret 
al.''l・Nelemanset al.叩】）．

1886年に Ehrlich•lがメチレン青を用いて，神経系 2) i) 局所にメチレン青を注射して染色を行う方

の生体染色を行って以来，多数の研究者が種々の方法 法（福田町・Feindelet al.0l ・ Pallie et aI."JJ ・ Pi-
で，生体染色的乃至は超生体染色的にメチレン青を応 rozynski et al.2~l ・ Wedde!FHl ・.Weddell et al.初
用して，神経系に関する多くの業績を残している事は WJ37JWoollard et a!Yl), 

Dogie Pl及びKiyonoet al.14lが綜説している如くで ii）局所p 例えば結膜褒にメチレン背を注入して

ある． 角膜等の神経線維を染色する方法〔Weddellet al.羽〉）．

以来今日に至るもメチレン背は引き続き神経系の研 3) 動脈系より色素を注入して，その配下領域の組

究に盛んに用いられているが， 1947年に Feindelet 織中の神経を染色する方法（中島日〉・Pallieet avn 
aI.r.Jが神経系の生体染色に新らしい方法としてメチレ ・Schabadasch~r.m】~S） ~!I）・田内町＼

ン青静脈内点滴注入法（intravenousdrip technique, 4) 静脈から色素を点滴でなく，一気に注入してP

continuous intravenous perfusion）を導入するま 皮膚中の神経を染色する方法（Clarket al.町．

ではp 実験動物に恒温動物を使用する場合が多い関係 等であってP 現在も屡々利用されている．

上色素投与法は次の数種の方法に限られていた．即ち 一方メチレン青の静脈内点滴注入法はp 発表されて

1) 摘出した組J織片をメチレン青溶液に浸演してp 以後短期間に末梢神経並びに自律神経に関する多数の
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第1表静脈内点滴注入法を用いた家兎の手術及び所見

動物

：［ 体 重l手 出i注入 ｜ ［組織術 I 肉眼的所見
呑号 重入当J量g注入時間 染色度｜｜ 変性神経線維

R. 1 合 1.20kg 左側眼球易日出 6日 0.05 g 5分 Feindelの変性所 。 （ー〕
見を認めず

R. 4 合 1.18 // 

右睡中左倒断Z側F阻限J中P畏· ~ 涼創出
11日 0.38 グ 120// ，， 2 （ー）

R. 12 合 2.73グ 心灰白賀昏 30日 0.21 // 60// ，， 1 （ー〕

R. 14 合 2.88 // 球易リ出 16日 0.51 // 122// // 2 ロポト ミ少ー（ー施数） 行i
左側ロボト ミー 皮質下に

R. 15 合 2.34 // 左側眼球刻出 29日 0.13 // 22グ

左左側側ロボト ミー
// 

R. 18 ♀ 3.08 // 皮質切除 24日 0.15 // 37グ ，， 2 （ー）

R. 24 合 2.60 // 右側皮質切除 29日 0.19 グ 55// ，， 2 （一）

R. 25 合 2.98 // 右側皮質切除 69日 0.22 // 38// ，， 2 （一）

R. 28 合 2.32グ 右側皮質切除 34日 0.54 // 85グ // 3 
中脳中心灰白質E
数

R. 29 合 2.12グ 右側皮質切除 35日 0.26 グ 43// // 2 （ー）

R. 30 合 2.32 // 右側皮質切除 32日 0.58 // 82// // 2 （ー）

R. 43 合 3.66 // 右側tu~球易II出 20日 0.34 // 138// // 2 左側視床に僅少
左側大腿神経出切断

R. 4l 合 2.92 // 右側眼球別 21日 0.001 // 8// ’F 。
R. 45 会 2.72グ {i側II民球創出 21日 0.64 // 129グ // 2 左側前両頭側部皮質ー

少 上丘に4
R. 46 合 2.48// 左側皮質切除 33日 0.58 // 238グ ｜ // 2 （ー）

R. 47 ♀ 2.20 // 左側皮質切除 25日 0.57 // 195グ // 3 （ー）

R. 48 ♀ 2.72 // 左側限球創出 21日 0.28 // 157グ 左側視来梢々青紫 2 両側上丘に少数

R. 49 ♀ 2.00 // 左側眼球別出 25日 0.13 グ 65// 
？色I側ein視de来I~の庭染変性所

R. 50 合 2.24グ 左側眼球刻出 21日 0.05 // 10グ
見を認めず

〔ー）

R. 52 合 1.98// 左側眼球別出 1日 0.14 // 39// ，， 2 （一）

R. 53 合 1.98グ 左側限球別出 3日 0.23 // 45// グ 1 （一〕

R. 54 合 2.02// 左側眼球劉出 5日 0.60 // 103グ 左側視京消太 濃々粉染々 3 前脊髄小脳路中i

R. 55 合 2.32グ 左側眼球別出 10日 0.22 グ 67 // 濃左左側染側視視束 く 2 

R. 56 合 2.40グ 左側眼球別出 14日 0.45 // 12511 束濃‘染

~ 手明器暗官tj＼~に~守中jI R. 57 ♀ 2凪 F 左側眼球刻出 19日 0.59 // 132// 左側視束太く性濃所染

R. 58 ♀ 2.72 // 左側眼球別出 75日 0.26 // 43// Fein
delの変

見を認めず
R. 73 ♀ 0.32 II 左側皮質下切磁 2時間 0.31 // 3// /I 1 (-) 

R. 75 会 0.54// 右側皮質下切離 2時間 0.35 // 35// // 2 大脳皮質に僅少

R. 77 早 0.54II 右側皮質下切離 1日 0.77 // 60グ I/ 2 大脳皮質に多数

R. 78 合 0.68II 右側皮質下切麓 3日 0.23 I/ 181/ 〆／ 2 （一）

R. 90 合 0.58// 胸髄左側半切 7日 0.38 // 5711 ，， 2 

切体断断部交部上方（ー左）右側側tR. 92 平 0.72II 胸髄左側半切 14日 0.51 II 143// II 2 
錐 叉方上方 i

R. 93 平 0.98// 胸髄左側半切 21日 0.26 // 45// " 2 切 下 左 l

R. 94 合 1.30/I 胸髄左側半切 73日 0.23 I/ 145/I ，， 3 ( -) 

R.101 会 0.62グ 胸髄右側半切 3日 O.Ql I/ 811 ，， （ー）

R.104 ♀ 0.82グ 1旬髄右側半切 1日 0.23 グ 15511 ，， 3 〔ー）

R.112合 0.45/I 1日 0.60 /I 971/ ，， 3 （一）

R.113合 0.50グ 5日 0.04 // 1511 ，， 。 （ー〕

R.114♀ 0.56 II 5日 0.36 /I 91グ 右側視束濃染 2 視束交叉部に僅J

R.115会 0.66ti 14日 0.49 I/ 255// 右側筏束梢々濃染 3 左
側外側膝状休I

R.116♀ 2.40グ 22日 0.21ペ396// Feindelの変性所 3 数切態膝部に僅中少，多i~ 見を認めず 側 状体 に
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ている．

そこで著者は中枢神経系に種々の実験的手術侵鑓を

加えたものに Feindelet al.7lめの方法を試みた．尚

Feindel et al.~l は組織標本作製の方法について具体

的な記載をしていないのでP 此の点に関しでも若干の

検討を加えた．

実験動物及び実験方法

色素注入法としては主として静脈内点滴注入法を用

い，別に腹腔内注入法をも試みた．

第 1節実験動物及び手術

実験動物には家兎，犬及ぴマウスを使用した．

家兎：体重 0.29～3.66kgの幼若叉は成熟健康な雌

雄の家兎63頭を使用した.47顕は静脈内点滴注入法に

より 16頭は腹腔内注入法によって色素を投与した.i静

脈内点滴注入法を行った47頭の中P 4頭は比較の為前

第2章

研究に応用されたが， Feindelet al.mlは更に1948年

にその変法を発表持して正常家兎及びー側の眼球を刻

出した家兎 （或場合には嘆索の切断をも附加した）に

ついて中枢神経系の染色を行った．

其の際変性神経線維E誌がメタクロマlジーを示すので

肉眼的にもその走行分布を容易に知り得るだけでな

く，顕微鏡的には諸種の正常神経要素が染色されP 更

に正常神経線維と違って特異な染色（波染及びメタ ク

ロマジー）及び形態的変化（空胞化，断裂等）を示す

変性神経線維の存在を認めて，此の方法が中継神経系

の実験的研究に有力な方法であり，今後の改良によっ

て応用の範囲も拡張し得るであろう事を示唆した．そ

して Feindel'Jはメチレン青ーを用いて中枢神経系内の

変性神経線維を追究した研究は他に見当らないと述べ

II 

，， 

後色素液の渋皮をんにして，注入液殻を少くした．

レ組織
色度｜ 変性神

両側内側繊帯，外側膝
状休p 上丘，小脳内に
多数，橋に少数

（ー）
右側外側膝状休中に僅
少脊髄中に僅少

（ー）

腹腔内注入法を用いた家兎の手術及び所見

手
見所的学

3 

3 

2 

IFeindelの変性所
｜見を認めず

II 

肉眼的所見

0.21 

｜色素注一三

苧割注入時間

95分

70グ

6811 
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0.25 II 
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処置としての手術を行わずp 残り43頭に眼球刻出（22 犬：体重 2.0～8.6kgの幼若又は成熟雌雄の犬7頭

例）＇皮質切除（ 8例入前頭領域の皮質下切離（9例）' を用いp 何れも静脈内点滴注入法によって色素を投与

胸髄半側切断（6例）＇腰髄半側切断（ 2例），ロポト した. 1顕には何も手術をせずp 他の6頭には腰髄内

ミー（2例〉，大腿神経切断（ 1例），中脳中心灰白質 ニコチン注射（O.Qlccの原液又は3倍液） (4例）' 

昏睡穿刺（ 1例）等の手術を単独に又は2種を組み合 延髄錐体路切断（ 1伊tl）＇皮質下切離（ 1例）を行った

わせて施行した（第1表）． 腹腔内注入法を行った16 （第3表）．

頭の中＇ 7頭には手術をせずp 残り 9頭に眼球刻出 マウス・体重 22.0～25.lgの成熟雌雄のマウス 8頭

(6例）＇大腿神経切断（ 4例），皮質切除（ 1例） ' を用い，何等の手術をも行わずP 腹腔内注入法によっ

皮質下切緩（ 1例）＇関頭（ 1例）を単独に又は2種 て色素を投与した（第4表）．

を組み合わせて行った（第2表）．

第3表犬の手術及び所見 すべて静脈内点滴注入法による

::1・:1体重｜ 手 術
？特色「隆寺量｜注入時間肉眼的所見 i色度｜変性神経線維

D. 1 合 4.1kg 手術せず 0.28 g 問分 IFeindelifJ変性所！ （ー〉
見を認めず

D. 3 合 2.0 // 右側皮質下切離 20日 0.18 // 117 // // 

左部側に世慨少〈が〉切断D. 4 合 2.4 // 左側延髄錐体路切断 21日 。目17 // 193// ，， 2 

D. 6 ♀ 3.0 // 腰髄内ニコチン注射 34日 I0.21 // 365// // 1 

D. 9 合 5.5 // 腰髄内ニコチン注射 8日 0.25 // 225// // （一）

D.10 ♀ 6.2 グ 腰髄内ニコチン注射 15日 0.20 // 265// // （ー）

D.11 合 8.6 // 腰髄内ニコチン注射 3日 0.34 // 480// // （一）

第4表 マウスの所見ーーすべて腹腔内注入法による

::1:1体重｜手 ｜肉眼的所見！一一
術 1色素注入｜ ！組織学的所見

？警齢程雫量注入時間l l染色度｜ 変性神経線維
M. 2 ♀ 22.0 g 手術せず 0.56 g 120分 Feindelの変性所 （一）見を認めず
M. 4 合 25.1 // // 0.25 // 128// // 2 （ー〕

M. 5 合 22.0 // // 0.28 // 120// // 1 （ー）

M.11 合 22.0 // // 0.77 // 28// ，， （ー）

M.12 合 25.0 // // 1.20 // 210// I/ 1 （ー）

M.13 合 20.0 // ，， 0.85 // 49// // 1 （ー）

:.1.14 ♀ 25.0 // // ，， （ー）

M.15 ♀ 22.0 // // 0.77 // 68// h' （ー）

第2節色素の注射

色素液調製：色素にはメチレン青B-extra(Merck) 

．メチレン背 f.med. Zwecke (Merck）・メチレン

青（Hochst〕の3種を使用した．

溶媒として生理的食塩水叉は 5%葡萄糖液を使用

し， 2.5%・2.0%・1.0%・0.5%液の何れかを実験の都

度調製，完全に溶解せしめた後司君、過煮沸滅菌して使用

する．

静脈内点滴注入法：各種手術後2時間～75日の聞で

種々の時期を選んでp イソミタールソーダ（体重当kg

0.035g〕の腹腔内スは静脈内注射による麻酔下に又は

無麻酔下山家兎では耳介節目R，犬では下腿静脈か

ら，毎分家兎では 1～8滴，犬では4～20滴に調節し，

家兎では 1～6時間p 犬では2～8時間継続して点滴

注入を行った．大多数の動物は此の時期には自然に発

死するがp 然らぎるものは色素の過量急速注入，イソ

ミタールソーダの過量投与或はモリブデン酸アンモン

の注射によって死亡せしめた．色素注入量は最高体重

当kg770mgに達した（第1表）．

腹腔内注入法：手術後2時間～71日の間で種々の時
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期に色素を注入した．無麻酔下で体重当kg0.2～0.3g 

のメチレン青をp それぞれの濃度の液の一回の注射液

量がヌ兎では体重当 kg!Occをp マウスでは体重当g

0.2ccを越えないようにしてp 一時間毎に注射を反復

した．此の方法で動物は 1時間半～3時間で多くは自

然に発死する．色素投与量最高は1.47g/kg（体重）に

及んだ〔第2表）．

第3節組織標本作製法

動物死亡後速やかに別出した脳・脊髄を厚さ 4mm

以下の組織片に薄切する．此の際組織の歪曲を避ける

為注立して安全カミソリの双を用いるかp 叉は著者試

作のマクロトーム（Fig.！）を使用する．組織片を実験

の都度調製鴻過した6~百モリブデン酸アンモン生理的

食塩水液に浸漬し，組織片の大いさに従ってi～24時

間O～2°Cの温度に保持して組織内色素の固定を計る．

」J

Fig・. 1 著者試作のマクロトーJ、 1. 7JJ. 
2標本薄切台 3.把手

色素の固定を終った組織片は冷たい生理的食塩水を

数回取り替えて15～20分間沈静ーし， ！O?oの中性フォル

マリン生理的食塩水液に移して組織の回定を行う．フ

ォルマリン固定期間は3～5目てP 其の問フォルマリ

ン液は数回変換する．

組織片の－，~i：分は 3011 前後の凍結切片を作製して

検索した．或場合にはゲラチン包埋法（カルポールゲ

ラチン浸漬期間は24～36時間）をも行った．

大部分の組織片は Peterfi(Romeis~＇lJ のツェロ

イヂン・パラフィン包埋法によって連続切片を作製し

て検索した．フォルマリン固定後組織片を8～12時間

水洗し，必要があれば組織片を更に薄切しp 大量のア

ルコールを使用してP 組織片の大いさに従って2～4

時間で脱水を完了する．脱水完了後組織片を 1%メチ

ルベンツォアート・ツェロイヂン液に移しP 時々振塗

して 2～6時間で組織片が透明になるのを待ってキシ

ロールに移し（キシロール： l～H時間）ベンツォー

ルパラフィンを通して（30分間），パラフィン〔1時間

以内）で包埋する. 10～20μ の連続切片を作製して検

鏡する．

第3章所 見

一般に肉眼的所見においても，組織学的所見におい

てもP 家兎に比較して犬及びマウスの染色性は劣る．

第1節肉眼的所見

正常脳脊髄の着色状態：：Feindelct a［.•）の記載と

一致した．即ち易日出直後の脳表面は淡青色を呈する

がp 空気と接触して次第に濃青色となる．部位によっ

て濃青色を呈する時間は不同であるが次第に脳表面全

体が均等に青くなる（blueingと云う）． 脳を薄切す

ると割面も青くなる．モリプデン酸アンモン液中に浸

演するとF 組織全体が一層青味を増す．灰白質は白質

より透かに波染し，正常の神経線維索例えば内包・脳

環・視索・大脳脚などは蒼白色に止るが，大脳核や視

床などは濃青色を＇ 1l.する（Fig6 l. 脊髄に於いても

灰白質は濃青色を呈し，白質は蒼白色を呈する．

変性神経線維索の着色： Feindelet al.7川は著明

なメタクロマジーによってP 変性神経線総索の走行・

分布の輪廓を肉眼的にも容易に認め得るといっている

が著者の実験ではこれを実証出来なかった．

即ち著者は28頭の家兎に偏側のti民球別出を行いp 手

術後1～75日の間に22頭は静脈内点滴注入法によりP

6頭は腹腔内注入法によってP 中枢神経系の染色を試

みたが，眼球刻出側視束の濃染所見を認めたのは静脈

内点滴注入法を用いた22例中8例に過ぎなかった．ー

側の視束が濃染して左右差の最も著しかった例でも

Fig. 7の程度であり，メタクロマジーについては更に

著明でなく， Fig.7の例も眼球射出側視束は相当高度

に紫の色調を帯びているがp 反対側視束も多少紫色が

かっている．奇妙な事に視束の染色に左右差を認めた

8例では，視束交叉前後の関係、は必ずFig.2の如く，

視束交叉より米橋、部は限球易U出側視束が波染し，視束

交叉より中継側では反対側視索が濃染していた．

眼球別出以外の手術を行った家兎及び犬ではp 中枢

神経系の何の部分にも濃染性及びメタクロマジーを認

めずp 正常組織との差異を見出しwなかった．
第2節組織学的所見

犬及びマウスは家兎に比較して染色性は劣り P 神経

細胞或は神f品展維が僅かに染色される程度である．

組織切片は肉眼では通常のニッスル染色を施した標



dチレン背のi脈内点滴注入による中枢神経系生体染色法の批判 743 

a.) 、、，，，1n
v
 

園口
脇山肌多菱
待券

FJg. 2 視束交叉前後の関係

a）眼球別出側 b）反対側

本と同じ着色外観を呈する．併し一般に此の方法で染

色される神経要素（神経細胞・神経線維等）の数は鍍

銀染色を施した標本と比較して明かに少い．叉標本作

製までのフォルマリン固定・脱水等の操作中に表面か

ら深さ約20μの範囲は脱色している事が多い．

検鏡上最も顕著な所見は神経細胞及び之に接続する

突起が染色され（Fig.11, 15），正常神経線維も部位

によっては相当染色される（Fi邑二 14).

各実験によって得た標本を検鏡して，正常神経要素

の染色程度を Helleret al.11〕に従って染色度0から

4までの 5段附に次の如く分類してその判定結果を第

l～4表に示した．

染色度O：神経線維は全く染まらず，神経細胞はか

すかに染色されるものもある程度．

染色度1 神経細胞は多少染色され，神経線維は殆

んど染まらない．

染色度2・神経線維が多少染まりp 神経細胞はよく

染まる．

染色度3：神経線維も神経細胞もかなりよく染色さ

れる（Fig.17, 18, 19の程度）．

染色度4：：最も完全且つ良好な染色．

前述した如く本法では染色される神経要素の数が鍍

銀染色標本と比較して明かに少いのでp 染色度4に該

当するものはなし染色度3を以てメチレン育による

中枢神経系の典型的染色typicalstainingと考える．

神経細胞 ：大脳皮質の神経細胞は染色され易い

(Fig. 17.J.通常のニツスル染色法によるよりも樹状

突起が長く染まる．併し軸索突起の染色は不著明．小

脳皮質の神経細胞ではプルキンエ細胞の染色が特異

的でP 大きな細胞体及び太い樹状突起は持色される

が，その細かい分枝及び軸索突起は通常染色されない

(Fig. 20）.大脳皮質及び小脳皮質以外の神経細胞も到

る所で比較的良く染色されP 脳幹諸核・小脳核 ・脊髄

前任核等を識別し得るがp 尾状核及びレンズ核等の神

経細胞の染色は困難である （Fig.3,21）.概して云え

ti神経細胞は軸索突起及び樹状突起の細かい分枝及び

核が染色され，細胞原形質は通常均質性で淡青色に染

まるが或場合には多数の青い小願粒が細胞原形質内或

l士突起に沿って織布されているのを認める（Fig.11. 

15). 

正常神経線維 ：神経細胞に比較すると染色され量産い

ボp 部（立によっては， Ji!Pち中脳 ・橋・延髄などではか

なりよく染まる（Fig.10, 19, 22〕． 前頭部及び脊髄

白質中の神経線維の染色は困難である．正常神経線維

も通常均質性に濃育・色に染まるが，太い有髄神経線維

では多数の青い小頼粒が線維の経過に沿って撒布され

ていて， Ranvierの絞輸に一致して濃染所見を認め

る事がある（Fig.Z3l. 或部位例えば橋では波状の外

観を呈する神儲騰もあり （Fig.24），内包或は橋に

卵円形膨隆のある線維を認める事もある （F'ig.25). 

変性神経線維 Feindel et al.りが特異な染色（波

紫色） 及び形態的変化を以て容易に正常神経線維と区

別し得ると述べている変佐神経線維と一致する所見が

時に認められる（第1～4表〕． 即ち眼球劉出後1～

48日に両側外側膝状体及び両側四丘体上丘に相当数又

は少数，眼球初出側視束中に少数，更にロボトミー乃

至は皮質下切高官施行後2時間～20日に切離部より中枢

側に相当数の変性神経線維と思われる像を認める． 即

ち著明に又は軽度にメタクロマジーを示して紫の色調

を帯び，且つ不規則の膨隆・空胞化・断裂等の形態的

変化を示している（Fig.8, 26, 27）.更に非逮続的な

遊離球の状態となって， メタクロマジーを旦するもの

もある （Fig.9). 之等の変性神経線維の形態的変化

は Cajal叩〕 ・Spielmeyer11l・城田均等が鍍銀法で変

性神経線維と認めている像と略々一致する．

上記の変性神経線維は相当数認め得る場合でも，

Feindel et al.町の云う如く弱拡大（約25倍） で変性

神経線維索の主要経路を知り得る程度ではなく p 解剖

学的知識に従って変性神経線維の存在を期待し得る部

位を仔細に検鏡してP 辛うじて認め得る程度である．

更に上記変性神経線維に全く一致する所見が手術とは

無関係と考えられる割；fj＇［.， 即ち大脳皮質下・視放線 ・

前脊髄小脳路・小脳 ・動限神経核近仰に認められる事

がある（Fig.28, 29). Feindel et at.＜＞も大脳皮質下
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Fig-. 3 神経核の染色のli'.1lh.7O染色困難の核又は軽度に染色される核

(Winkler and Potter•1＞の図による．）

1. 尾状核 15. 赤核 29. 球状核

2. レンズ核被殻 16. エーヂンゲ lj,F ウエストフアール核 30. 室頂核

3. レンズ核淡蒼部 17. 網様綾 31. ダイテルス核

4. 前降 18. 動m~神経核 32. 崎牛神経背側核

5. 屑桃核 19. 脚閲核 33. 踊牛神経腹側核

6. 手綱核 20. 下丘核 34. 顔面神経核

7. 視床前核 21. 滑車神経核 35. 孤束核

8. 視床背内側核 22. 橋核 36. オリプ核

9. 視床腹内側核 23. 外側繊帯核 37. 背核

10. 視床外側骸 24. 縫線腹側核 38. 迷走神経背側核

11. 外側膝状体核 25. 三叉神経起始核 39. 舌下神経核

12. 上丘核 26. 三叉神経終止核 40. 疑核

13. 内側膝状体核 27. 歯状核 41. 副神経核

14. 黒核 28. 栓状核 42. 前佐

に迷在性変性神経線維を認めている．叉形態的変化を (Fig. 31). 

伴わないで， Jタクロマジーのみを示す神経線維も存 線維分岐及び結節形成：変性又は正常神経線維の側

在するが，之は正常神経線維と考えられる（Fig.30). 副枝及び分岐部を著明に認め得る事もありp 分岐部に

更にメタクロマジーを示さないが，明かに変性神経線 相当して結節形成を認める事がある（Fig.25, 32). 

維と思われる形態的変化を示す線維も認められる 神経終末明瞭な所見は得られなかった．
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非神経細胞性要素：中枢神経系中の血管は著明に認

められる．血管に沿って網状構造を形成する線維を認

め得る事があるが，神経線維とは断定出来ない（Fig.

13）.神経謬細胞要素は原則的には染色されない．脳

室上衣細胞が選択的に染色されp 脳実質中にのびる単

極性の突起を場合によってはその分枝状態まで認め得

る（Fig.33). 

他の臓器：少数例において他の臓器も略々同様操作

を以て組織標本を作製した．硬膜に鮮明に染色された

神経線維を認める（Fig.12）.脈絡叢は上皮細胞のみ

染色されるが，神経線維は染色されれない（Fig.34). 

肝，腎，牌等も観察したが神経線維は認められなかっ

Tこ．

第4章考 察

第 1節実験方法に対する考察

メチレン青による神経染色の改良法としてはHeller

et al.川 Nelemanset al.＇＂＞の浸漬法 があるが，静脈

内点滴注入法については色素注入法の特殊性からか，

従来あまり考慮されていない， Feidelet al.めは優秀

な組織標本を得るには次の3点が重要であるとしてい

る．即ち十分な色素量の注入p 組織内色素の均等の酸

化及び固定，組織の固定の3点をあげて尚検討中であ

るとしている．著者は其他にも若干の点について検討

を加えた．

色素の注入について：

1) 色素の種類本実験には3種類のメチレン青即

ち Methylenblauf. med. Zwecke (Merck), 

Methyle>nblau B-extra (Merck), Methylenum 

caeruleum (Hiichst）を使用したが， 染色度に差は

認められなかった．色素の製品の差は実験成績にあま

り影響を及ぼさないと思われる．

2) 色素液濃度 Feindel et al.リは脳浮腫の招来

を避ける為高濃度の液即ち 2.59五液の比較的小量を使

用している．著者も之に倣って，先づ2.5%生理的食

塩水液を使用したが，色素注入に当って注射針の閉塞

等の支隊が多いので，メチレン育の生理的食塩水に対

する溶解度を測定したところ，生理的食糧水を溶媒と

して2.5%溶液を得るには25°C以上の温度を要し，従

って恒温室の設備を要することが判明した．次に溶媒

として 59五葡萄糖液を使用したところ， 5°Cで4%以

上の濃度の液を調製する事，，；；出来（Fig.4），此の際葡

萄椅の還元能は始んど問：wにならず，叉Hell<'ret al. 
川は浸漬法で昔話錨絡の小量を色素液に添加する事は標
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本の染色皮を良好にするとしているのでF 本実験では

好んで 5%昔話萄液をメチ レン背の溶媒として使用し

f二．
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Fig. 4 メチレン青の溶解度

飽和溶液100cc中に含まれるメチン青の量（g)

然し乍ら点滴注入液の色素濃度については実験を重

ねるにつれて，色素液の濃度が大なる程注入中に事故

が多く，更に低濃度で注入液量を増加させても，脳浮

腫の所見はそれ程著明でなく染色効果は劣らないこと

を知ったので，以後は0.5°0液を使用した．此の程度

の濃度ならば生理的食塩水を溶媒としP 室温で実験を

行い得る．又 Schabadasch叫が動脈より色素液を注

入する染色法で，色素液の濃度が大であると却って染

色が悪くなるとしている原則にも副う．

3) 色素液注入速度の調節 色素液の 1分間の滴下

数を一定に保つ事は甚だ困難であり，滴下数は一般に

次第に減少す：る傾向がみられp 色素液の濃度が大なる

程此の傾向が大である．此の点からも色素液の濃度が

それ程大きくない方が望ましい．滴下数を調節するに

はp 滴球の活栓，或は滴球内ガラス管の内径を調節す

るよりはp 滴球の上部でゴム管の内陸を「ねぢ」で狭

窄する方法，イルリガートルの高さを加減する方法に

よる方が容切である．

・f) 色素液のpH Schabadasch-''J ・;1＂弓〕＇？9〕は特定の

組織中の神経を染色するには一定の至適pl-!があると
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している.Heller et al.川 Nelemanset aJ.l均等も

メチレシ背溶液のpHは染色反応に重要であるとして

いる．然し乍らそれ等のpHは色素液を動脈より注入

し， 又は趨生体染色的に色素液に浸潰する方法で決定

された至適pHである．静脈内点滴注入法ではp中枢神

経系が或特定のpHで染色成績が良好であったとの結

論を導き得てもp 中枢神経系を循環する「色素液を

混じた血液」のpHをその値に一致させて，而も一定

に保つ事は殆んど不可能である．常識的に血液の pH

に近い値が適当と考える． 5%葡萄精液にメチレン青

f. med. Zwecke (Merck）を溶解すると pHは檎々

酸性側に傾いたが＇ 2.5 %液を調製してもpHの変動は

0.3前後に過ぎずp 此の程度の液を血流中に混じても，

血液のpHはその緩衝作用によってP それ程変動しな

いと思われる．

5) 色素波の温度 Helleret al.11lは体温を推奨

し， Nelemanset al.＇＂）は室温 (15～21℃）でもよい

といっているが，静脈内点滴注入法では動物に与える

障害を減らす意味も 休混に一致させる事が望まし

い.Feindel et al. •l は色素液を緩徐に注入する事で

比の条件は充たされるとしている．

6) 色素液の組成 Schabadasch，均o：；片山JHeller 

et al.'1l Nelemans et al.mlは夫々独自の考えによる

色素液の処方を推奨しているがp 此の点に関しては検

討しなかった．

71 色素波調製の時期 Heller et al.mは調製後

3～4日を経た溶液はメチレン青がアヅール A,B,C

等に変換して染色性が低下するから使用すべきでない

としているのに対し， Nelemanset al.川 Kondrat-

jewmは調製後一定期調放置して使用する事を勧めて

いる．併し Helleret al.11lの主張が理論的に正しい

と恩われ，事実調製後数日を経過した色素液の使用は

染色度を不良にする傾向が見られた．

8> 色素：疫の酸素附加 Heller et al.'llNelemans 

et al.聞がこれを行っているがp Feindel et al.叫土色

素液の緩徐な注入は酸素の附加とf司じ効果があると考
えている．著者も同意見である．

9) 腹腔内注入法静脈内点滴注人法と同程度の染

色度を収め得る事がある．注射回数p 注射量が適当で

あれば，決して静脈内点滴i主人法に匁らないと忠われ
る.j供作が簡単でp 如何なる小!J)}J物にも応用しrnて，
色素注入中の事放も少し滴下車えを監視する必要もな

し、．

10) 家兎の体重と染色度との関係 著者の実験で

は＇,j（兎に於ける染色度の差は動物の体重とは関係がな

い．よl土Helleret al.11lがメチレン背浸漬法による

超生体染色で幼若で栄養のよい動物の組織は老齢の動

物の夫れより遥かに容易に染色されるとし，Kcndrat-

jew"Jも超生体染色的にメチレン青を用いて，肉眼的

にも幼若で健康な動物程神経系の染色は容易且つ完全

であるとしている意見と一致しない．栄養状態につい

ては著者の使用した動物の栄養状態がすべて良好であ

った為，染色度との関係は決定出来なかった．

但し変性像を追究する実験に際して幼若動物を用い

る事は意味が別で，変性像が速やかに現われる利点が

あるとされ， BrodaJllが細胞の逆行変性をみた実験で

も， Cajal2＇りの広範囲の変性実験でも p 幼若或は出生

直後の動物を用いている.Feindel et al.めの原法も

体重1.0～1.5kgの幼若家兎を使用しているが，著者

も体重0.54kg，生後 1ヶ月の幼若家兎に皮質下切緩

を行ってp 術後1日で大脳皮質に変性神経線維を認め

ている．

11) 色素注入量と染色度との関係 家兎の中枢神

経系の染色度は静脈内点滴注入法による時は体重当kg

の色素注入室が増大するに従って良好となるが，腹腔

内注入法によっては此の関係は認められない．著者の

実験では体重当kg300～500mgの色素を注入した動物

は染色度2～3の結果を収め得た．之は Feindelet 

al.めが実験当初に使用している色素量と一致するが，

同氏等が後にそれよりも少量が適当である事が判明し

たと附言している事実とは一致しない．

121 色素注入時間と染色度との関係 色素注入時

聞が大となるに従って，静脈内点滴注入法では染色度

iふょ：以子となるが，腹腔内注入法では此の傾向はない．

色素注入時間についても著者の実験例でl～ 3時間色

素を静脈内に点滴注入し得た動物は概して良好な染色

度を収め待てp Feindel et aJ.SJの色素注入時間と一

致する．

次に色素註を極端に大にした場合，色素注入時間は

短くて良いかp 或は色素宜が少くても色素注入を長時

間続ければ良好な染色度を収め得るかの問題がある．

著者はか、る実験を行っていないが，色素の注入量を

非常に大とした場合動物は短時間内に，注入色素の全

f置が全身を11i'iJ:::lしないうちに死亡する’J'.が行えられ，
非常に繍i滞な溶液を長時間点≫.Y.jii」入をあ＂；ける場合，動

物の腎機能が健常で色素注入量と色素排池量とが動的
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平衡又は之に近い状態を保つ時は全身組織は全く染色

されないと考えられる．

腹腔内注入法で色素注入量及び色素注入時間の増大

と染色度との聞に平行関係が認められないのは，腹腔

内に注入した色素の全量が直ちに吸収されて血行に入

り全身を循環する事にはならないからであろうと思わ

れる．腹腔内に注入して確実に吸収される色素量を決

定して腹腔内注入を行えば，静脈内点滴注入法と同様

の関係を認め得るであろう．

事更』こ小宅＇O）が最近リチオンカルミン・トリノfン青・

イサミン青等の駿性色素を用いて神経系の生体染色を

行いp 色素投与量を増加する時リチオンカルミンでは

染色の強さが比較的早く飽和され， トリパン青やイサ

ミン青では染色の強さが色素投与量に比例して増大す

る所見を認め，この両者の差違の説明としてP リチオ

ンカルミンでは色素の粗大頼粒状摂取が略々組織球に

限定されるに反しP トリパン青やイサミン青は微細頼

粒状摂取がシュワン細胞や神経節細胞にも起る為と考

えている．此の理由からすればメチレン青は当然色素

投与量が大となる程染色の強さが増大すると考えら

れ，事実此の傾向が認められるがp 染色度4を認め難

い点から染色の強さは或程度で飽和されると考えた

し、

色素固定法

色素固定液は原法に従って 6%モリブデン酸アンモ

ン生理的食塩水溶液を用いた．色素固定にモリプデン

酸アンモンを用いるのは， Monnierl7）によって記され

ている反応持を応用したものでP Betheによって始め

て生体染色の固定に利用された.Feindel et al.のも

此の方法で組織内色素の酸化と固定が毎常可能である

とは限らないとして，此の点がメチレン青静脈内点滴

注入法の最大欠陥としている．組織の腐敗・自家融解

を防ぐ目的でO～2°Cで組織を浸潰するのでP モリブデ

ン酸アンモンの組織内法透度は Feindelet al.町が示

特メチレン M－がモリブデン酸によって波背色の沈澱
を生ずる反応．

すより遥かに不良である．モリブデン酸アンモンが完

全に組織内に惨透する時は組織切片を作製した際，組

織の中心部まで肉眼的に著色するが，法透不良の場合

は組織切片の中心部は著色しない（Fig.35）.此の関

係、は組織プロックにも認められるのでP 次の如き実験

を行った（Fig.5，第5表）．

Fig・. 5 モリブデン酸アンモン液

の組織内穆透実験

lOmm 

5 // 

5 // 

8 // 

6 // 

6 // 

5 // 

体重2.24kgの家兎の腹腔内に2.5ルメチレン青葡萄

糖液20ccを注入して70分後に死亡．脳刻出後p 図の如

く11ケの組織片としてP 6%モリブデン酸アンモン生

理的食塩水液に浸潰し， 0～2°Cの温度に保持する．浸

漬後1,2, 3, ~l. 5, 7, 10, 20, 30, 40, 50時間に組紙プ

ロック lケ宛を取り出しF 之に割面を入れて検した．

その結果色素固定液の組織内への漆透度は組織内部の

脳室の状態にも関係するがp 大体10～20時間では表面

から2～3mm程度の深さまでP 組織内へi漆透するに過

ぎない．一方組織ブロックを24時間以上色素固定液中

に浸潰するとp 組織が膨化し標本が見にく〉なる．そ

れ故色素固定液浸漬時の組織プロックの厚さは4mm以

下でP 浸潰時間24時間以内との規準を決定した．従っ

て組織片は出来るだけ薄切する必要がありp 事情が許

せば中枢神経系内の必要な部分のみを小さく切り出し

て（例えば正中線で半分に切る等）＇色素固定液中に浸

潰する事が望ましい．厚さ 4mm以下の薄い組織片を組

織が歪曲しないように安全剃万の双で切るのは困難で

第5表 モリブデン酸アンモン液浸漬時間と組織内法透度との関係

左 ！ 融（時時間｜漆透部の厚さi間） (mm) 右 ｜ 覆（演時時間間） ｜覆透（！部nmの）厚さii 説時法時間 （忌］豆ョ；のHノーさ
（間 1 Imm) 

② 2 全 ① ⑤ J とy主E• 全

③ 3 全 ④ ⑮ 40 完 全

⑦ 10 2mm ⑥ 7 ⑪ 己O フロ 会主

③ ~o 釘1111111 '9'- 30 3mm 

表中完全とあるは組織内海透が完全であったおを示す
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ある．組織を凍結した後安全剃万の忍で薄切してみた 経支配を研究しているのでP 之に準じて家兎3頭を用

が，操作が煩雑である．次に生の組織からその催凍結 いて色素回定液の港流実験を行った（第7表）． 瀦流

切片を作って色素固定液に浸潰する方法を試みたがp 後別出した脳は肉眼的に脈絡叢等の血管系の方が著色

固定していない組織プロックでは100μ前後の切片しか 顕著であり，更に顕微鏡的に所々に血管破綻像を認め

得られず，透徹，検鏡に不利である．従って Fig.1 る（Fig.36）.之は血管内でメチレン青がモリプデン

の如きマクロトームを試作してみたところP 双の回転 酸アンモンで沈澱されている所へ更に加圧潜流するの

と同時に組織を離断するのでP 組織の歪曲程度も軽 が原因と思われ，此の所見を取除く為には血管内メチ

く，厚さ 4mm以下の組織プロックを得るのも容易で レン青を生理的：食塩水等を使用してP 予め駆出した後

ある．次に動物の生存中に色素固定液を注入して中枢 色素固定液を海流せねばならずp か》る操作を行えば

神経系内を循環せしめ得ないかじマウスを用いて第 染色成績は不確実になると恩われるのでP 此の方法の

6表の如き実験を行った．それによるとモリブデン酸 応用にも難点がある．

アンモンは毒性強く動物の生存中に中枢神経系内の色 更に Helleret al.1りはモリブデン酸アンモンが組

素の固定に十分な量を全身循環系に導入する事は不可 織固定力が殆んどないのでP 色素固定を行う際に1%

能である.LewinJGJによればモリプデン酸アンモンは の割合で重クローム酸カリを加える事を推奨してい

通常家兎で経口的にl.6gを投与しても心臓衰弱と痘肇 る．著者は家兎3頭に色素液の静脈内点滴注入を行つ

の為に死亡するとされているのでP か〉る企ては全く て，脳別出後の次の組成を有する液に浸潰して色素回

無意味である. Feindel et al.町が指摘するま口く，モ 定を計った.RPち生理的食塩水lOOcc.モリブデン酸ア
リプデン酸アンモンは組織中に漆透しにくいのみなら ンモン 6.0g・重クロ｛ム酸カリ 1.0g. 此の結果得た

ずF 組織の固定カが殆んどなしフォルマリン等組織 組織標本の染色度はp モリブデン酸アンモンのみを使

固定薬と混ずると直ちに白色の沈澱を生ずる欠点があ 用した場合と比較して決して良好とは考えられなかっ

恥組織をフォルマリンで固定した後，色素固定液に浸 た．

潰すれば発色が不十分である．之等の欠点を補って組 組織の固定：

織内色素の固定を計る為に Hineset al.12)はモリプ Feindel et al.めが指示しているフォルマリン固定

デン酸アンモン液の血管内濯流を行ってP 骨飴筋の神 期間3日以内と云うのは梢々短か過ぎると思われるの

第6表モリプデン酸アンモン毒性試験

8%モリブデン注酸 ｜ ｜｜ 湖時間後死亡までの モリブデ量ン酸アン
休ア重1kg当モリプ

体重（g) アンモン腹腔内 （分） モン注射 (g) ン酸アンモン（g注） 
番号 射量 (cc) 射量

M6  21 0.5 4 0.040 1.90 

M7  21 1.0 6 0.080 3.81 

MB  28 1.0 5 0.080 2.86 

M9  20 0.1 生存持 0.008 0.40 

MIO 29 0.2 13 0.016 0.80 

省 120分生存後0.2cc.(O.O 16g）追加注射して 5分で死亡

第T表色素固定液瀦流実験

IJt庄日体 重 I ~空竺：り~L~竺旦土竺＿＿L竺一時国一旦竺－
R.123 I合｜ 1.7均｜ 静脈内点滴注入法 ｜ 瀦 流 法 I ; ! ~~~；ご喜善
I I I I I オ マリン海流

R.124 ｜合 1 M が ｜ 静脈内点滴注入法 ｜ 湘 流 法 ｜ フ：ルマリン浸漬

R.12s I♀ I 2.60グ｜ 瀦 流 法 ｜ 池 流 法 ｜ フォルマリン浸漬

准流法：関胸，左心室よりカニューレを大動脈中に押入して大動脈球部で結主主固定p 大動脈弓下部で下

行大動脈を紡去を，腹部で大静脈を開放， lcOmm水銀位前後に加圧しっ、液を泌ifrtする．色素
液，色素固定液，組織固定液の容著書は別に1る．
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も 組織片の大いさに応じて， 3～ 5日と固定

期間に巾を持たせた．固定期間が3日から 5日

に延長されても染色度はあまり影響を受けな

し、．

エチルアルコ－－ I~ による脱水法を用いる．常

温でメチレ ン背 lgは水25ccbこ溶解し， 60cc

のエチルアルコールに溶解する事からも想像さ

れるように，＊に溶け易いのであるから濃度の

低いアルコール内では濃度の高いアルコール内

でよりも組織ブロック中の色素の損失が大であ

る．アルコールによる悦水法を種々検討して

（貫主8表）, lX.の方法即ち大量：の95%及び無水

アルコールに頻回浸す方法が最良と恩われた．

Weddell et al.＇りも最初に95%アルコールを使

用して脱水を行っている．

更に固定期間と脱水法の組織に及ぼす影響を

検討した（第9表）結果，短期間固定による迅

速脱水，普通脱水，普通期間固定による迅速脱

水，普通脱水の各場合の組織に及ぼす影響〔細

胞の収縮p 線維関空際）は段階的の差もそれ

程高度でない事を認めた．

尚脱水に使用するアルコールは還元物質など

を含まない再蒸溜アルコールが望ましいがp 著

者は好んで市販のアルコールを用いた．但し

Rosin~；）に従ってアルコールの検定を行い，化

学的に比較的純粋である事を碓めて使用したの

も脱水効果は再蒸溜アルコールと著差はない

と考えられる．

アセトンを用いる迅速脱水を試みたが，メチ

レン背はアセトンに非常によく溶解するのでP

色素の損失は大でありp 此の方法は実用的でな

し、

最近 Helleret al.") Nel巴manset al.川は

共にプチールアルコールを使用して脱水してい

るが，此の方法は脱水に長時間を要するので応

用しなかった．

中枢神経系の口五位によって脱水に難易があ

りp 通常小脳中心部及び脊髄の脱水は困難であるか

ら，之匂；lH~t1ri.に lj\i, ノk寸べきである．

組織ブロック包埋法：

種々の方法を検討した．

I i カーポワックス法 分f-li!；の小さいカーボワァ
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組織の脱水

旨当

クス液中に浸す操作の時に色素喪失が大でありp 切片

にした際、相互に速絡のない組織は散乱するので不適

当．

21 、ソzロイヂン包t里法長期間エーテル主びアル

コール等の溶媒中に浸演するので， i!tしく脱色する．
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第9表固定期間と脱水法の組織に及ぼす影響の検討

動物詩｜性別｜体重 ｜組 織｜固定期間 ！ 脱 水 法 組織標本作製法

脱迅水速時脱間4水時法間
パラフィン包埋

右半脳 3日 ヘマト キシリン ・エオジン染色
R. 88 ｜♀ I 2.18kg I 

左半脳 7日 普脱水通期脱間6水日法間 パラフィン包リ埋ン
ヘマ トキシ ・エオジン染色

右半脳 3日 脱迅水速時脱間4水時法間 パラフィン包リ埋ン
ヘマ トキシ ・エオジン染色

R. 89 l合 I2.okg I 
左半脳 7日 普脱水通期脱間6水日法間 パラフィン包リ主ン主

へ7 トキシ ．エオジン染色

3) パラフィン包埋法及び、ソエロイヂン・パラフィ

ン包士霊法 Feindel et al.町は後者を推奨している．

その理由は組織の収縮が軽度である上にメチルベンツ

ォアート・ツエロイヂンを通過さす際，相当量の色素

を失うがp 色は却って濃くなるからであろう．メチル

ベンツォアート・ツェロイヂン漫漬中は頻回に振没し

て組織の透徹を早くすべきである． パラフィンに包埋

した際ブロックが濃青色を呈する時は組織切片を作製

しても肉眼的に明かに青色を帯び染色度は通常良好で

あるがp プロックが淡緑色を呈する時は組織切片は殆

んど無色となり染色度は非常’に悪い．。凍結切片作製法切片作製までに脱水過程がな
く，切片にしてからは速やかに脱水が出来，或は鱗卵

器内でその鐙乾燥し得るので色素の損失は殆んどな

くp 凍結切片は試むべき方法である．たf固定期聞が

短いのでP 乾燥法による脱水には細心の注意を要す

る．切片にした際カーボワックス包埋法同様，相互に

連絡のない組織は散乱するがp 之はゲラチン包埋法に

よって避け得る．但しp 色素の損失はそれだけ大とな

り，表面に近い部分を検索するには過しないε

従って標本の一半にはツエロイヂン・ パラフィン包

埋法をp 又他の一半には凍結切片作製法を行うのが望

ましい．

第2節所見！こ対する考察

正常神経要素については Feindelet al.めの所見と

肉眼的にも組織学的にも略々一致する所見を得た．

然るに著者は比較的忠実に康法ロ準じて実験を行っ

たにも拘らずP 変性神経線維については， Feindelet 

al.勺の収めた結果と比較して非常に不満足な所見を

得たのみであった．

Fein<lel et al.~J は家兎IO頭に偏側のl沢球別出を行

いp 中2頭には経限詩的に喫索切断を加え，術後5～

20日にメチレン脊の静脈内点滴注入を行ってp 変性相11

経線維索は肉眼的にも必ず著明に濃染性及びメタクロ

7 ジーを示してPその走行，分布を追究し得るとして

いる．著者は眼球創出を行った28例中8例に刻出側に

一致して視束の波染性を認めたがメタクロマジーにつ

いては著明でなかった．其際視来の濃染性は毎常Fig.

2の如き状態を呈していた.Feindel et al.’〉の実験

でも此の関係が見られる如くである．此の所見は家兎

の視束が部分的交叉であるとすれば奇異に感じられる

が，津崎明〉によれば家兎では視束の大部分の線維は交

叉しP 視索に入ってからほ平等に分布するというか

ら，此の所見は変性像として必ずしも矛盾しない．然

し問脳側面を走る視察部分では濃染所見を認、めた事が

なく，叉他の手術を施行した動物にメタクロマジー或

は滋染性を肉眼的にどの部分にも認め得なかったの

でP 著者は此の視来の肉眼的所見を以て直ちに変性像

とは決定し得なかった．

次に組織学的検索によってF 毎常ではないが変性神

経線維の存在を期待し得る部位に Feindelet al.町の

云う変性神経線維と一致する像即ち波染性・メタクロ

マジー・形態の不規則性・空胞化等を見出し得る．然し

Feindel et alーが皮質下に認めている迷在性神経線維

を，著者も手術とは全く無関係と，思われる中枢神経系

内の多くの部位に， 例えば前頭部皮質下，前脊鑑小脳

路p 第4脳室底，小j脳p 橋全容に認めている．此の所見

は Feindelet al.もメチレン青静JJi(内点滴注入法の

価値を減少するとしてP メチレン古の神経要素に対す

る i llt~によると考えている． 著者は実験初期には此の

迷在性の変性神経線維はーケ所に多数見出される事が

ないので本来の変性神経線維と区別し得ると考えてい

たが，後に手術を施行しない家兎（第2表， R.60）の

小脳中に多数存在する所見を認めたので両者の区別は

それだけでは不可能と考えている．又之等の迷在性の

変性神経線維は中枢神経系の割合表層に近い部位に見
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出される事が多いのでp メチレン青の毒性の影響以外

に色素固定液に浸漬する等の組織標本作製上の操作の

影響も見逃し得ないと思われる．

~~l Spielmeyer~り城田叩〉等の記載する形態的変化即ち

断裂p i紬索遊離球，肥）享p 膨大p 空胞化等を変性像と

して第一義的に考慮すべきであると考える．

多くの場合p 手術の結果として当然現われるべき部

位に見出される変性神経線維も毎常見出されるとは限

らずp 認め得ても少数の事も多くp 中枢神経の実験的

研究における本法の価値は更に低下する．

Feindel et al.が強調している組織所見における

変性神経線維のメタクロマジーについてもp これを呈

していながら形態的変化を全く伴わず正常と考えられ

る神経線維の存在することや， l本の神経線維で一部

正常に染まりp 他の部分でメタクロマジーを呈するも

のあり，叉形態的変化のみでメタクロマジーを認めぬ

変性神経線維の存在する事から変性像としてのメタク

ロマジーは Weddellet al.紛が末梢神経の変性像に

も認めている所見ではあるが尚疑問を持た~るを得な

い．此の点から本法による組織標本においても Cajal

本法による組織標本は鍍銀法による標本と比較し

てp染色される神経要素の数が少い．此の所見は Fein-

del et al.めは認めていないがp Feindel et al.は正

常神経線維は原則的に染色されないとしての観察であ

りp 著者は正常神経線維も原則的に染色可能とする見

解の差によると思われる.Fig.37は Feindelet al.7l 

の論文から転載したものでP 視索中の変性線維を図示

したものであるがp 視索は神経線維が密集している部

位でありp 染色されていない線維が正常神経線維ばか

りだとは考えにく勺やはり実際に染色される神経要

素の数が少いものと考えねばならぬ.J比の理由にはHe-

ller et al.1りが超生体染色的に浸漬法で認めているよ

うにp メチレン青によっては先づ帝国い神経線維が染色

されP 次いで太い神経線維が染まりp やがて細い神経

第10表 ヒアルロニダーゼ使用実験（ヒアルロニダーゼには塩野義製薬のスプラクターを使用）

書物番号p 性量l ヒアルロニダーゼ使用法 ｜ ヒアルロニダーゼ使用後の処置問切片作製法
R.70合 1放血誓死後盟主易日出，5片に薄切スrz.?._?::110%フォルマりンで固定（ 1週間〉躍麓切片
2.0k~o 15000.1¥位を密蟹した20ccの生理的食塩水に氷｜ 隊法
邑 ｜室中で30分間i漬 ｜ 
R.71合 ｜後頭下~恕を行い髄液 1.0cc 排除後スプラグ｜スプラクター注入後10時間で放血教護潜切片
2.06k~ ｜ター5000単位を溶解した 1.0ccの生理的食塩｜死p 脳を別出しp 問フォルマリペ銀法
g 111<.を大槽内に注入 ｜で固定（ 1週間） ｜ 

R.72合｜スプラグター5000単位を溶解した 0.5ccの生，20分後放血致死p 脳を創出＇ 10%フ｜凍結切片
~iz"k~ I理的食塩水を前頭部の脳実質中に注射 ｜オルマリンも固定（1週間） ｜鍍銀法

示~i両側の外頚動脈結整後スプラクタ－2500単位l両側頚動脈問吟了後20分で放血致｜凍結切片
.34k;f iを溶解した 5ccの生理的食塩水を左頚動脈よ｜死p 脳を刻量品子10%フォルマリン｜鍍銀法
g ｜り注射＇ 20分後右頚動脈より同様処置を行う｜で固定（ 1週間） ｜ 
断頭部関頭J夜麗iを闘きミヲラクター5000単：so分後放血致死p 脳易日出＇ 10%フォl凍結切片

R.86合 陛を溶解した 1.0ccの生理的食塩水に浸潰し1ルマリン固定（ I週間） ｜鍍銀法
2.20kg hガーゼの小片を脳表面におきF 10分間に101 I 

） 固窒里L阜膚縫合 ~ I 
R.79早 両側の外繭脈融後五プラグター2500判スプラクター注射終了後1時両市ツェロイジン・
.04k: 1を溶解した 5ccの生理寝食塩水を左頚動脈げレン青静脈内点滴注入開始 ｜パラフィン包埋
g lり注射＇ 2Q全箆主頚動脈より同様処置を行引 ｜染色度3
i後頭す穿扇jを行い，髄夜l.Occ排除後スプラ｜スプラクター注入後10持面でメチレ｜ヴエロイヂ／－：－

~；＿Sn~ ♀ ｜クター5000単位を溶解した 1.0ccの生理的食｜ン青静脈内点滴主主入開始 ！パラフィン包埋
i ・~1lKg ｜塩水を大捧内に注入 ｜ ー←一一一一｜染色度2
長了五一画面蔀蘭頭，スプラグター5000単位を溶解し｜スプラグター注射後40:9-＜：メチレン｜ツエロイヂン・
1附 「！.Occの生理的食塩水を脳実質中の内｜静脈内点滴注入開始 ［パラフィン姐

j｝こ注射 ｜ 一一隆乞色星1
l前頭部関頭p硬膜を開きスプラクター5000単125分後メチレン青静脈内点滴注入開｜ツェロ干手y-:-

R.82合 ｜位を溶解した 1.0ccの生理的食塩水に漫潰し｜始 iパラフィン包担
1.9Zkg lたガーゼの小片を脳表面におき10分間に 5回l ｜染色度2

） ｜変更p皮膚金一 ｜ ｜ 
R.83合 同ロ清新高滴注入後脳易1出＇ 4片』こ｜色素固定を通常方法で行う ケコワン・
2.0kg省 ｜薄切スプラクター5000単位を溶解した ZOccI iハノノ 1／包埋

｜の生理的食塩水に氷室中で30分間浸潰 ｜ ｜染色度3
一一 一一~7再；；背静脈丙馬両主入後脳刻出，薄切後 10%フオル長官下生理的食J1.\1.k~画ツェロ Jヂy-:-
.84♀ tスプラクター5000単位を溶解した 60cc の6［定（生理的食J盆水で洗蔽後j ［パラフィン包埋
1.94kg 1%モリブデン酸アンモン生理的食塩水に浸漬｜ ［染色度3
- :o～2。Cで保持 I I 
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線維は槌色し始める傾向がありp 太い神経線維と細い

神経線維とが染色される時期が異る事も一因と考えら

れる．事実本法を用いた時太い神経線維の方が染色が

容易であると思われる．

最近 Weddellet al.粉 JOJFallie et al.めは予め組

織中にヒアルロニダーゼを注射して置くと，メチレン

青の生体染色でも鍍銀法でも，神経要素は微細な点ま

で生理的な状態で認められ人工産物も少いと述べてい

る．著者は種々の方法でヒアルロニダーゼを用いて実

験を行った（第10表）． その結果p メチレン青静脈内

注入法によってもp 対照として試みた鍍銀染色によっ

ても染色性が向上したと恩われる所見は認め得なかっ

た．

正常神経要素の染色に部位による難易が認められる

のは，中枢神経系の構造が部位によって異り，組織標

本作製上の操作の影響が部位によって異る事も一因で

あろうが，本法が血管系から色素を導入する方法であ

る以上P 血管の分布状態の差異による影響も無視出来

ないと恩われる．

尚犬及びマウスが家兎よりも染色性が劣る事実は色

素注入量の差，血管分布の差以外に，家兎の脳重の体

重に対する割合が犬及びマウスの夫れと比して著しく

小さい事も何等かの関係があるのではなかろうか（第

1 1表）．

第11表脳重と体重との関係

体 重 l脳 重

家潮崎君、】 173～194 1 
(100) (0.51～0.58) 

石黒門〉 100 0.35～0.42 
兎 安藤 100 0必前後脅

犬｜安藤 100 1.1前後持

;?j安藤 100 1.5前後発

発著者少数例測定による

第3節本法の利点及び欠点

本法の利点としては正常神経要素を或程度まで染色

し得て，中枢神経系の逮続切片を作製するには，切片

作製後染色する必要がなく他の如何なる方法よりも簡

単である事が考えられる．

之に対して欠点が透かに多いと思われる．染色され

る正常神経要素の数が少し且つ不確実であり p 従来

多くの研究者がメチレン背による神経の染色で認めて

いるように，本法による中侭神高『＝不の染色も成績が不

定であると云う印象を拭い得ない．メ全身の各組織に

よって神経の染色条件が異払一度に全身組織の神経

要素を染色オる事も不可能である．脳組織を染色し得

るメチレンl'f注入操作で，末梢神経や肝p 腎，牌，皐

丸等の内部神経を染色し得なかったことから，著者は

脳組織がこれらの臓器内神経よりも染色客易である，

少くとも染色困難ではないという印象をうけた．

更に変性神経線維の染色も確実性に乏しし変性神

経線維に対するマルキ一法及び鍍銀法妓ぴに変性神経

細胞に対するニツスル染色等と比較しで決して優秀な

方法とは思われない．従って中枢神経系の実験的研究

における本法の将来性は Feindelet al.めの示唆に

反して，染色条件を更によく吟味せねば全く期待し得

ないのではないかと思われる．

Feindel et al.町も迷在性の変性神経線維の存在以

外に具体的な事実を挙げていないがp 染色成績は尚不

満足であるとしており，原法の発表以後中枢神経系の

実験的研究に静脈内点滴注入法を用いた業績が他に見

当らないのも此の間の事情を物語るものであろう．

第5章結 論

1) 1948年 Feindelet al.7J8Jはメチレン青静脈内

点滴注入法によって中枢神経系の染色を行いp その肉

眼的並びに組織学的所見からp 改良を加える事によっ

て此の方法が有力な中枢神経系の実験的研究方法とな

り得るであろうと示唆した．

2) 著者は Feindelet al.めの示した原法の追試

及び批判を試みた．

3) その結果，正常神経要素については略々 Fein-

del et al.•Jの所見と一致したが，変性神経線維に関し

ては肉眼的にも組織学的にも Feindelet al.勺の所見

と比較して透かに不満足な結果を得たのみであった．

4) 従って中枢神経系の実験的研究における本法の

将来性は全く期待し得ない．

5) 実験方法について検討を加え，比較的一定した

染色成績を収める標準的な実験方法を示した．

6) 中枢神経系に種々の方法でにアルロニダーゼを

用いたが，メチレン青の静脈内点j尚注入法及び鍍銀法

で染色性の向上は認められなかった．

7) メチレン背の静脈内点滴注入法においてF !11物

の体重従って年令と染色度とは無関係と考えられた

が，色素の注入当：と注入l時間が地大する程染色度は向

上する傾向が認められた．

8J 犬及びマウスは！京兎と比絞して，中枢神経系の

染色性は明かに不良であった．
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附図説明

Fig. 14：崎牛神経背側核中の神経細胞（x400). Fig. 28：前頭部大脳皮質下の迷在性の変性神経線維

Fig. 15：橋核中の神経細胞．細胞原形質及び突起中 (x400). 

に小額粒が撒布されている（x900). Fig.29：小脳内変性神経線維．軸索の遊離球の状態

Fig・. 16：前脊髄小脳路中の神経線維（×400). が認められる（x400).

Fig. 17：前頭部大脳皮質．樹状突起が著明に染色さ Fig. 30：ダイテルス核中の神経線維．斜めに走る線

れている（xlOO). 維は殆んど形態的変化を示さぬがp メタクロマジー

Fig・. 18：動眼神経核附近（x 100). を呈している（×100).

Fig・. 19：中脳神経線維束（xlOO). Fig.31：腰髄内の単一変性神経線維．メタクロマジ－

Fig・. 20：プルキンエ細胞（×400). を示さず（x 400). 

Fig. 21：脊儲前住細胞（×100). Fig. 32：視床内変性神経線維．分岐部に結節形成あ

Fig.盟：橋の正常神経線維（xlOO). り（x 400). 

Fig. 23：橋の正常神経線維．小頼粒が撤布されてい Fig・. 33：側脳室壁の脳室上衣細胞．単極性の突起が

る.Ranvierの絞輪（↑）が右方に認められる（× 脳実質中にのぴて分枝している（×400).

400), Fig・. 34 ：第4脳室脈絡叢（×200).

Fig. 24：橋内の波状の外観を呈する神経線維 （× Fig・. 35：モリブデン酸アンモンの組織プロック内漆

400). 透不良例．橋の中心部は著色していない．凍結切片

Fig. 25：卵円形膨隆のある神経線維（橋）．中央に線維 30μ. 

の分岐が認められ，分岐部に結節形成がある（x 400) Fig・. 36：色素固定液瀦流実験を行った家兎の硬膜仲

Fig. 26：眼球別出後48日目の反対側外側膝状休中の 展標本．所々にmt管破綻像を認める（×100).

変性神経線維（×900). Fig. 37: Science所載の Feindelet al.の論文中

Fig. 27：眼球別出後14日目の反対側外側膝状休中の の附図を転載したもので，視索中の変性神経線維を

変性神経繊維（x400). 示す．
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Fig. 6.灰白質（；；：L'J質よりプこかi二投く著色する．両日1il視察は蒼白色に止っている．
Fig. 7：左限易U出後19日目．左（U1；視京に没染し粉々太い．両側ともメタクロマジーを呈している．

Fig. 8：眼球刻出後21日目の易USGlL：：.三中の変性祈l花線維，空胞化及びメタクロマジーを認める（x 400) 

Fig. 9：眼球別出後48日目の反対側土三近傍V)変性liJ!抗議維．遊離球の状態になってもメタクロマジーを認める
( x 400). 

Fig. 10：中脳正常神経線維束（x 400). 
Fig. 11：橋の神経細胞．即、%質汚；こ青い小頼粒が撒布されている（x 400〕．

Fig. 12 硬膜の単一有髄裕信ぷ：j',ift.髄鞘は淡染し Ranvierの絞輪は浪染す（x』00I. 
Fig. 13：脳実質内血管．網吠建造を形5えする線維を認める（x 900). 
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