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I　 緒 言

Gomori(1948年)1)が イ ヌの刺 激 伝 導 系 を用 いて,

コ リンエ ス テ ラー ゼ(以 下ChEと す る)の 組 織 化 学

的 検 出 法 を確 立 して以 来,多 くの 研 究 者 に よ り,多

くの 動 物 の 種 々 の 臓器 に お け るChEの 分 布 が研 究

され て きた三陶 海 馬 領域 で は,生 体 内で も,最 も多 く

の アセ チ ル コ リンエ ス テ ラー ゼ(以 下AchEと す る)

が存 在 して い るこ と が, Mathisen. J. S.4), Blacks

tad. T. W. 5）Jensen. F. A. G.6),ら に よ り認 め られ て

い る.ま た この領 域 に は,多 くの亜 鉛 が存 在 して い

る こ と もMask7)ら に よ り報 告 され て い る.さ らに,

大 塚6同0)や 岡野11)は,動 物 に ジチ ゾ ン,ア ロ キサ ン,

オキ シ ンを投 与 す る と,一 定 時 間 の 間,海 馬 領 域 か

ら亜鉛 が減 少 す る こ と を報 告 して い る.そ こで,ジ

チ ゾ ン,ア ロキ サ ン,オ キ シ ンな どの薬 物 投 与 時 の

亜 鉛減 少 時 期 に お け る海馬 領 域 のAchEと カ テ コー

ル ァ ミン(以 下CAと す る)の 変 動 を観 察 したの で報

告 す る.

II　 材 料 お よ び方 法

体 重200～300gのRat 22匹 を次 の 様 に群 別 した.

① 無 処置 の対 照 例(4匹)

② 200mg/kgの ジ チ ゾ ン を腹 腔 内投 与,1時 間

後 の 例(6匹)

③ 200mg/kgの ア ・ キサ ン を腹 腔 内 投 与,1時

間 後 の例(6匹)

④ 200mg/kgの オキ シ ン を腹腔 内投 与,10分 間

後 の例(6匹)

実験 は,低 温 下(0～4℃)で 断頭 して,た だ ち に

海 馬 領 域 を 摘 出 した もの を, AchE染 色 法, CA検

出 の た め の蛍 光 法 を行 った.

1) AchE染 色 法

Karnovskey法 を参 考 に して, AchE染 色 を行 っ

た,

a) 組 織 片 を0.44M蔗 糖 水 溶 液 で,洗滌 して血

液 を除 去 し, 2～4℃ の4%緩 衝 ホ ル マ リン(0.075

Mリ ン酸 緩 衝 液 と0.44M蕪 糖 を含 む)に て, 2～3

時 間 固 定,

b) 組 織 片 を2～4℃ の0.44M蕪 糖 液 で, 16時

間 浸 漬.

c) 組 織 片 を20μ の 凍 結 切 片 と し,後 述 の2～4

℃ に した 反 応 液 に15～40分 間 浸漬.

d) 氷 冷0.44Mの蔗 糖 液 で4回,ほ ぼ10分 間 水

洗 後,切 片 をス ライ ドグ ラ スに乗 せ,グ リセ リンで

封 入 して 検 鏡 す る.

反 応 液 の作 り方

A液; 0.1Mマ レ イン酸 塩 緩 衝 液(pH 6.0)

B液; クエ ン酸 ナ トリウ ム水 溶 液

C液; 0.03Mの 硫 酸 銅 水 溶 液

D液; 5mMフ ェ リシ ア ン化 カ リウ ム水 溶 液

上 記 の 溶 液 を作 製 し, A液6.5ccに 沃 化 アセチル

チ オ コ リン5mgを 溶 した後, B液0.5cc, C液1

cc,蒸 留 水1 cc, D液1cc,蔗 糖1.5gを 順 に混

合 して,浸 漬 液 を作 る.

2) CA検 出 の た め の蛍 光 法

摘 出 した 組織 片 を,－80℃ の イ ソペ ン タ ン ー ドラ

イ ァ ィス で 瞬 間 凍結 し, Falck-Hillarp法 に よ って

処 理 し,蛍 光顕 微 鏡 で, CA蛍 光 を観 察 す る.

Ⅲ　 成 績

(1) 対 照Ratの 海 馬 領 域 におけ るAchE反 応 と, CA

蛍 光 線 維 の 分布 状 態.

大 塚 らのRatの 海 馬 領 域 の 模 式 図 を参 照 して写 真

401



402　 芳原達也 ・大塚長康 ・岡野晴光

1の ご と く海馬 領 域 を海 馬 と歯 状 回 に区 分 し,さ ら

に海 馬 は,こ れ を構 成 す る錐 体 細 胞 の形,大 き さ,

その 配 列状 態 な どか ら, h1～h5の 分 野 に 分 けて,各

分 野 で は,第1層(Alveus),第2層(Stratum mu1

fiforme),第3層(Stratum pyramidale),第4層

(Stratum radiatum),第5層(Stratum lacunos

um),第6層(Stratum moleculare)の6層 に 分 け,

また歯 状 回 は 第7層(Stratum mo1eculare),第8

層(Stratum granulosum)と 第9層(Stratum mul

fiform)の3層 に分 けた.

海馬 で のAchEの 分 布 は.海 馬 の 全 野 で は,第2

層 と第3層 の 境 界 領 域 か ら第3層 に か け て, AchE

反 応 が最 も強 く,次 い で,第3層 と第4層 の 境 界 領

域 か ら第4層 に か け て と第2層 が 強 く,第6層 は,

中 等度 のAchE反 応 が 認 め られ,第1層,第4層 の

第5層 寄 りの層 と第5層 で は, AchE反 応 は陰 性 で

あ った.ま た歯 状 回 で は,第7層 と第8層 が強 く,

第7層 と第8層 の境 界 領 域 と第9層 で は,陰 性 で あ

った.

海馬 のCA蛍 光 線 維 の 分 布 状態 をみ る と,海 馬 の

h1野 か らh4野 まで に お い て は,第5層 と第6層 に最

も多 く認 め られ,第4層 と第2層 で は少 な く,第1

層 と第3層 で は,ほ とん ど観 察 され な か っ た.h5野

では,そ の 全 野 に 多 くのCA蛍 光 線 維 が認 め られ た.

歯 状 回 で は,第9層 に最 も多 く,第7層 で は,中 等

度 にCA蛍 光 線 維 が 認 め られ た が,第8層 には,ほ

とん ど認 め られ な か った.

(2〕薬 物 投 与 時 にお け るAchE反 応 とCA蛍 光 線 維

の分 布 状 態.

① ジチ ゾ ン200mg/kg投 与1時 間 後 に お け る所 見

AchE反 応 は, h1野 か らh4野 で は,第2層 お よ び

第6層 に お いて,増 強 され て い る こ とが認 め られ た

が,第1層,第3層,第4層,第5層 で は,そ れ ほ

どの増 加 は認 め られ な か った. h5野 で は,全 層 の 反

応 が,や や 増 強 した.歯 状 回 で は,第7層 と第9層

に おい て,増 強 が認 め られ た が,第8層 に お い て は,

反 応 の 減 少 が 認 め られ た.

CA蛍 光 線 維 は,海 馬 で は, h1野 か らh4野 まで は,

第5層 お よび第6層 で や や増 強 し, h5野 で は,全 層

で 増強 し,歯 状 回 で は,第9層 と第7層 に お い て 増

強 して い た.

② ア ・キ サ ン200mg/kg投 与1時 間 後 にお け る所

見.

AchE反 応 は,海 馬 領 域 の す べ て に お い て,対 照

Ratと 比 較 して,変 化 は,ほ とん ど認 め られ な か っ

た.ま たCA蛍 光線維 も,変 化 は,ほ とん ど認め ら

れなか った,

③ オキシン200mg/kg投 与10分 間後における所 見.

 海馬のh1野 か らh4野 で は,第2層 と第6層 にお

いて,AchE反 応が強 く認め られ,第1層,第3層,

第4層 と第5層 において は,ほ とんどAchE反 応 の

増強が認 め られなか った. h5野 では,全 層 において,

やや増強 されていた.一 方,歯 状回では,第7層 と

第9層 において,増 強 され,第8層 では反対 に減弱

していた.

CA蛍 光 線維 は,歯 状回 においては,第9層 と第

7層 で,増 強 が認 め られ た.ま た海馬 においては,

 h1野 か らh4野 までは,第5層 お よび第6層 でやや増

強 していた し,h5野 では,全 般にやや増強 していた

IV　考 察

正常Ratの 海馬領域におけるAchE反 応 は, Mat

hison. J. S4)の 報 告 とおおよそ同一の結 果を得た.

 CA蛍 光線維 の分布 は, Blackstad12)の 報告 とも,大

体一致 していた.

ジチゾン,ア ロキサン,オ キ シン投与時 における,

 AchE反 応 を比 較 検討 する と,ジ チ ゾンおよ びオキ

シン投与 時 には,海 馬のh1野 か らh4野 までは,第

2層 と第6層 において,中 等度の増強が認め られ,

 h5野 では,全 層でやや増強 が認 め られた.ま た歯状

回で は,第7層 と第9層 で増強 が認 め られたが,第

8層 では減少が認め られ た.し か し,ア ロキサ ン投

与時 には,対 照 との差 は,ほ とん ど認 め られ なか っ

た.ま た, CA蛍 光 線維 は,ジ チゾン,オ キシン投

与 時 には,海 馬のh1野 か らh4野 で 第5層 と第6層

でやや増強 し, h5野 では全層 で,歯 状 回で は,第7

層 と第9層 で増強 していた.ア ロキサン投与時 には,

 CA蛍 光 線 維 は,対 照 と比較 して,ほ とん ど変化 が

なか った.

一方
,大 塚 らは,ジ チ ゾンや オキ シン投与 後,一

定時間内 に海馬領域の苔状線維終末 内の亜 鉛が減少

す ることを認 めた.さ らに,そ の時間内にお いて,

その神経線維終末 を観察す ると,そ の中に含 まれて

い るシナ ップス小胞が減少 してい ることが明 らか に

されて いる,ま た,本 研究 に使用 した,ジ チゾン投

与 後1時 間 目,あ るいは,オ キシン投与後10分 間 目

のAchE反 応 を行 った切片では,苔 状線維終末部 に

おいて,強 い反応 を呈 したが,対 照Ratと 比較す る

と,第9層 が増強 した程度で,そ の他 の領域 では,

ほ とん ど変化が なか った.そ こで,苔 状線維終末 に
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おけるシナ ップス小胞 と亜鉛 とAchEと の関係 を考

察 してみ ると次の様 なことが考 え られ る.

亜鉛 を含 んでいる苔状線維終末が存在す る部位 で

ある海馬のh3野 か らh5野 にかけての第4層 の第3

層寄 りの領域 と,歯 状回の第9層 では,正 常例で も,

 AchE反 応は陽性 を呈す る.し か し,ジ チゾンや オ

キシンを投与す ると,歯 状回の第9層 のみ増強 し,

他の苔状線維終末で は,正 常例 と大差 なか った.一

方,こ の終末 の正常例の微細構造 で,こ の終末部内

にはシナ ップス小胞が密集 し,ジ チゾンや オキシン

投与 によ り,亜 鉛が この終末部 か ら減少す ると,シ

ナ ップス小胞の数 も減少 していることが認 められて

いる.

これ らの結果か ら,苔 状線維終末 内の亜鉛は,そ

こに存在す るシナ ップス小胞 の放出 を抑制す る作用

を もってい る もの と思 われる.そ して,ジ チ ゾン,

オキシンを投与 す ると,終 末 内の亜鉛が減少 し,そ

のた め,シ ナ ップス小胞が放出 され る もの と考 えら

れ る.一 方,本 研究 で,ジ チゾン,オ キ シン投与 時

に, AchE反 応 が,苔 状 線維終末分布領域 において,

ある部位 では増強 し,あ る部位で は,正 常 とほ とん

ど変 らなかった.こ のことは,苔 状 線維終 末内の シ

ナップス小胞 の中に,ア セチル コ リンをあま り含 ん

でいないか,ま た は,苔 状線維終末の分布領域で も,

その部位 によ り,シ ナップス小胞 の中に,ア セチル

コリンを多 く含んだ部位 と,そ うでない部位 がある

ことを示 して いる.

これ につ いては,今 後,さ らに詳 しい組織化学 的,

生化学的研究が必要 であ る,

また, CA神 経 線維 の海馬領域 における分布 に関

しては,組 織 化学 的な研究 と同時 に,電 子顕微鏡 に

よる含粒小胞 との関係 を明 らか に しな くて はな らな

い.

V　 結 論

ジチ ゾン,ア ロキサン,オ キ シン投与時 のRatの

海馬領域 におけるAchE反 応 とCA神 経線維 の分布

状態 を観察 し,次 の様 な結論 を得 た.

① 正常例

AchE反 応 は,海 馬のh1一h4野 では,第2層,第

3層 と第4層 が陽性 で,第6層 は,軽 度の陽性で,

他の層は陰性 であった.ま たh5野 では全層 が陽性で

あ り,歯 状 回では,第7層 と第8層 に於 て陽性 で,

第9層 には,軽 度の 陽性 で あった.一 方,CA蛍 光

線維 は,海 馬のh1～h4野 では,第5層 と第6層 で強

く認 め られ, h5野 では全層的 に強 く,歯 状回で は,

第9層 と第7層 に強 く認 め られ た.

② ジチゾン投与 時

AchE反 応 は,海 馬のh1～h4野 では,第2層 と第

6層 で増強 され, h5野 では,全 層 でやや増加 し,歯

状 回では,第7層 と第9層 で増加 したが,第8層 で

は減弱 した. CA蛍 光線 維 は,海 馬で,第5層 と第

6層 でやや増強 し,歯 状回では,第7層 と第9層 で

増強 した.

③ アロキサ ン投与時

AchE反 応 も, CA蛍 光 線維 も,対 照 とほ とん ど

差 はなか った.

④ オキ シン投与時

AchE反 応 は,海 馬のh1～h4野 では第2層 と第6

層で増加 し, h5野 では,全 層でやや増加 し,歯 状 回

で は,第9層 と第7層 で増加 し,第8層 ではや や減

弱 していた. CA蛍 光線維 は,海 馬 のh1～h4野 で,

第5層 と第6層 で, h5野 で は,全 層 で,歯 状回では,

第9層 と第7層 で増強 して いた.

上記の所 見よ り海馬領域 にお ける亜鉛 とAchEや

CAと の関係 が討論 された.

稿を終 えるにあたり,本 研究について有益な御助言を

下さいました東 邦大学 医学部森忠繁教授ならびに,岡

山大学第一生理学教室村上哲英助教授に謝意を表 します.
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写 真 説 明

写 真1 Ratの 海 馬領 域 の模 式 図

海 馬　 第1層 Alveus

第2層 Stratum multiforme

第3層 Stratum pyramidale

第4層 Stratum radiatum

第5層 Stratum lacun。sum

第6層 Stratum moleculare

歯 状 回 第7層 Stratum moleculare

第8層 Stratum granulosum

第9層 Stratum multiform

写 真2 正 常(AchE反 応)海 馬 領 域 ×100

写 真3 ジチ ゾ ン投与 時(AchE反 応)歯 状 回 ×200

写 真4 ア ロキ サ ン投 与 時(AchE反 応)海 馬 領 域 ×100

写 真5 オキ シ ン投与 時(AchE反 応)海 馬 領 域 ×200

写 真6 正 常(CA蛍 光 線維)歯 状 回 ×70

写 真7 ジチ ゾ ン投与 時(CA蛍 光 線維)歯 状 回 ×70

写 真8 ア ロキ サ ン投 与 時(CA蛍 光 線維)歯 状 回 ×70

写 真9 オ キ シ ン投与 時(CA蛍 光 線維)歯 状 回 ×70

写 真10 ジチ ゾ ン投与 時(AchE反 応)歯 状 回 ×400



406　 芳原達也 ・大塚長康･岡 野晴光
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The experimental and histochemical study in the rat

 hippocampal formation.

by

Tatsuya HOBARA, Nagayasu OTSUKA and Harumitsu OKANO.

Department of Anatomy Okayama University Medical School.

The hippocampal formation of the rat brain was studied by the Falck-Hillarp method and 

Karnovsky method after administration of dithizone, alloxan, and oxine.

The purpose of this experiment was to clear the relation between cholinergic, adrenergic 

terminals and zinc in the mossy fiber synaps.

The acetylcholinesterase and catecholamine reaction increased in oxine and dithizone admin

istration.

On the other hand, when dithizone and oxine were administrated, zinc decreased in the 

mossy fiber synaps.

From this result, the relation between zinc in mossy fiber synaps and acetylcholinesterase, 

catecholamine in the hippocampus were discussed.


