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緒 言

ヒ ト,マ ウス,ラ ッ トの脳の光顕や電顕切片

を観察すると,細 胞質基質が明る く脹 よか な明

調神経細胞 と細胞質基質が暗 く収縮 した暗調神

経細胞とが区別できる1-4).これ らの細胞のうち,

暗調細胞は固定などの試料作製不良による人工

産物5-8)あ るいは病的な細胞9-13)とされてきた.

一 方
,暗 調細胞は生理的な一つの表現形態 と

する見解があ り, Ramon y Cajal (1909)は 明

調細胞を活動(active)細 胞 とし,暗 調細胞 を休

息(resting)細 胞 と見做 した14).こ れ より早 く,

 Hodge (1892)は カエルの脊髄神経節 を電気刺

激す ると同神経節の神経細胞が暗調化すること

を発見 し,暗 調細胞は疲れた(fatigued)細 胞 で

あるとした14).この電気刺激による神経細胞の暗

調化は,最 近Islam et al. (1994)に よ って ラッ

トの大脳皮質で再現され,電 気刺激を止め ると

明調細胞に復することも確認 された15).

Tewari and Bourne (1963)は 酵素活性など

の検討から,暗 調細胞は分泌期にある細胞 と考

えた16).さ らに,私 達はマウスやラッ トの脳で,

暗調細胞の数が動物の覚醒活動時に増加 し安静

睡眠時に減少するこ とに気付 き2),その出現は日

内(概 日)リ ズムに依 ることを示 した4).私 達 は

マウスの脳 で,暗 調細胞は離乳期か ら現われは

じめ2)細胞のアポ トーシス(自 爆死,細 胞自滅,

枯死,自 然死)に 先立つ核染色体 の断片化 を検

定す るnick end labeling法 に陰性反応 を示す

こと4)も明 らかに した.

本研究では,マ ウスの脳の暗調神経細胞 と明

調神経細胞 とくにゴルジ装置に注目して光顕 と

電顕的に再調査 し,両 神経細胞の機能的側面 を

探 る.

材 料 と 方 法

午前9時,雄 性成獣ICRマ ウス数匹をエーテ

ル麻酔下に,上 行大動脈 よりリンゲル氏液(5

cc)続 いてグルタールアルデ ヒ ドを2.5%,パ ラ

ホルムアルデ ヒドを4.0%,タ ンニン酸を0.5%

の割合 に含む0.1Mカ コジル酸緩衝液(pH 7.2)17)

 (5cc)を 注入 して潅流固定 した.こ の動物群

か ら大脳皮質帯状 回,小 脳 皮質,海 馬か ら大

(2.0×2.0×1.5mm)と 小(1.0×1.0×1.0mm)

の ブ ロックを切 り出し,上 記のカコジル酸緩衝

アルデ ヒ ド・タンニ ン混液中で約6時 間再 固定

した.

大 きいブ ロックはパラフィン包埋切片 とし,

脱パ ラフィン後陽性荷電鉄 コロイ ド(pH 1.5)

とケルネヒ ト赤(nuclear fast red)で 染色 し,

光学顕微鏡で観察 した18).小さいブロックはエポ

ン包埋超薄切片 とし,鉛 とウランで電子染色 し

て透過電子顕微鏡で観察 した.

結 果

午前9時 の睡眠時間帯に屠殺 したマウスの全

303



304　 村上 宅郎,大塚 愛二,山 名 征三

例において,そ の大脳皮質,小 脳皮質,海 馬に

多 くの暗調神経細胞が認め られた(Figs. 1-3).

これ らの暗調神経細胞は明調神経細胞 と混在 し

ていたが(Figs. 1-3),出 現頻度については検

討 しなか った.神 経膠細胞群の暗調化 は全 く認

め られなかった.

大 脳皮質,小 脳皮質,海 馬を通 して,暗 調神

経細胞 と明調神経細胞の染色性お よび形態に,

それぞれ共通する特徴があった.こ れ らの所見

について,以 下 に述べ る.

Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1•@ Transmission light micrograph of a section from the mouse hippocampal subiculum, stained with

 cationic iron colloid and nuclear fast red. Many neurons are coated with perineuronal sulfated 

proteoglycans reactive to cationic iron colloid. Some neurons are darkened, and intensely stained 

with nuclear fast red (large arrowheads). The light neurons with the surface coat are indicated by 

small arrowheads. The slightly darkened or intermediate neurons are indicated by double large 

arrows. Inset shows a closer view of the lower two dark neurons in the main figure. In the dark 

neurons, the nuclear fast red stains the nucleus (N) and cytoplasm (C) as well as the nucleolus 

(small arrows). Large arrows indicate the perinuclear zone, which is occupied by the Golgi's 

complexes. X 500, Inset: X 1,000.

Fig. 2•@ Mouse cerebellar cortex, stained with cationic iron colloid and nuclear fast red. Many granular 

cells are darkened, and stained with nuclear fast red (large arrowheads). The Purkinje cells (P) 

are also darkened (large arrow). The extracellular matrix in the cerebellar glomeruli is faintly 

reactive to cationic iron colloid (small arrows). Inset shows a light neuron in the hippocampal 

subiculum, stained with cationic iron colloid and nuclear fast red. This light neuron possesses a 

well developed surface coat (small arrowheads). In the light neurons, the nuclear fast red 

preferentially stains the nucleolus (large arrow). X 800, Inset: X 1,300.

光 顕 所 見

ケルネ ヒ ト赤 は,明 調細胞では,核 小体 を特

異的に染め,核 と細胞質に対す る染色性 は低か

った(Fig. 2 Inset).暗 調細胞では,核 小体 は
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もちろんのこ と核 と細胞質がケルネヒ ト赤によ

く染まった(Fig. 1 Inset).こ の染色性の違 い

によって,暗 調細胞 と明調細胞 とは明瞭 に区別

できな.中 間型の神経細胞 も出現 し(Fig. 1),

これ らは暗調細胞 として観察 した.

暗調細胞の核 の周囲(perinuclear zone)は,

ゴルジ装置の発達のために,ケ ルネ ヒト赤に対

す る染色性が低 かった(Fig. 1 Inset).明 調細

胞 で は, perinuclear zoneは 明 瞭 で なか った(Fig.

 2 Inset).

Fig. 3•@ Transmission electron micrograph of a 

ultrathin section from the mouse 

hippocampal Cl area. Some neurons are 

darkened (D). L light neurons. X 2,300.

Fig. 4•@ A (resting) light neuron (L) in the cin

gulate cortex. Inset shows a closer view 

of a part of the main Figure. The 

ribosomes are scarsely distributed 

(small arrowheads). Endoplasmic 

reticulum (E) and Golgi's complexes (G) 

show no marked development. X 2,400, 

Inset: X 12,200.

Fig. 5•@ A (active) dark neuron (D) in the cin

gulate cortex. The Golgi's complexes

 (G) are distributed in the perinuclear 

zone (see Fig. 1 Inset ), and markedly 

dilated. The nucleus (N) is also dar

kened. The nucleolus (n) and nucleolus 

associated chromatin (a) are clearly

 visible. Upper inset shows a closer view 

of a part of the main Figure. The cister-

nae of endoplasmic reticulum (E) con

tain a lot of amorphous substances. The 

cytoplasmic matrix is so dehydrated, 

that the ribosomes are densely distribut

ed (small arrowheads). Lower inset 

shows a closer view of other area of the 

main Figure. The Golgi's complexes (G), 

including the transporting vesicles (large 

arrowheads), are well developed. M 

mitochondria. X 3,000, Upper inset: X 

17,600, Lower inset: X 9,800.

明調,暗 調 を問わず神経細胞は陽性荷電鉄 コ

ロイ ド(pH 1.5)に 染 まらなかった.神 経膠細

胞群 も同鉄 コロイ ドに反応 しなかった.し か し,

大 脳皮質 と海馬には,鉄 コロイ ドに染めだされ

る著明な硫酸化プ ロテオグ リカン被膜 を細胞外

基質 としてもつ神経細胞が多数認められた(Figs.

 1, 1 Inset, 2 Inset).そ して,小 脳皮質果粒細

胞間(小 脳系球)の プロテオグ リカンが弱 く鉄

コロイ ドに反応 した(Fig. 2).

明 調細胞の被膜は網 目状の構造 として観察 さ



306　 村 上 宅郎,大塚 愛二,山 名 征三

れ た(Fig. 2 Inset).暗 調細胞の被膜は,細 胞

の収縮のために,毛 羽立 ち 「いが ぐり」状 を呈

した(Fig. 1 Inset).

電 顕 所 見

電顕で も,暗 調神経細胞が明調神経細胞 と混

在 して出現することが確認できた(Fig. 3).

明調 細胞の細胞質基質 と核基質は共に電子密

度が低 く,全 体 として脹 よか で明るい細胞とし

て観察 された(Figs. 4, 4 Inset).一 方,暗 調細

胞の細胞質基質 と核基質は共に濃縮 して電子密

度が高 く,全 体 として収縮 した暗い細胞 として

認め られた(Figs. 5, 5 Inset, 6, 6 Inset).多 く

の暗調細胞では,そ の収縮のために,細 胞膜が

波 うち,核 膜 も波 うっていた(Fig. 6).電 顕 で

も,中 間型の神経細胞が認め られた.こ の中間

型の細胞は,光 顕 と同 じく,暗 調細胞 として観

察 した.

Fig. 6•@ Another example of dark neuron (D) in 

the cingulate cortex (most active form 

of dark neuron). The endoplasmic 

reticulum (E) and Golgi's complxes (G) 

are fully developed. The nucleus (N) is 

markedly condensed and shrunken by 

dehydration. Upper inset shows a closer 

view of a part of the main Figure, 

demonstrating the fully developed Golgi'

s saccules (G) and vesicles (large arrow

heads). Lower inset shows a closer view 

of other area of the main Figure. The 

cytoplasmic matrix (C) is condensed by

 dehydration. X 3,600, Upper inset: X 

11,700, Lower inset: X 25,800.

明調 と暗調の両細胞にお いて,糸 粒体 などの

細胞内小器官には特に異常 ない し相違は認めら

れなかった.両 細胞で,核 小体付属染色質 も明

瞭に観察で きた(Figs. 4, 5, 7).し か し,暗 調

と明調 の両細胞間に,粗 面小胞体 とゴルジ装置

とくに後者の形状 において,以 下のような注 目

すべ き所見が認められた.

す なわち,暗 調細胞はそのゴルジ装置の著明

な発達 によって特徴づ けられた(Figs. 5, 6).

軽 度 に暗調化 した細胞では粗面小 胞体は 目立 た

なかったが(Figs. 5, 5 Lower Inset),典 型的

な暗調細胞 では核の変形 と共 にゴルジ装置 と粗

面小胞体の拡大発達が認め られた(Figs. 6, 6

 Upper Inset).こ の ような 「活動 あるいは分泌

型の暗調細胞」のほかに 「休(安)息 ない し回

復型の暗調細胞」が認め られ,こ の種 の暗調細

胞では核はかな り脹 よかでゴルジ装置の著明な

拡大はなかった(Figs. 7, 7 Inset).

明調 細胞でも,輸 送小胞を含めて ゴルジ装置

がかな り発達 した 「活動型の明調細 胞」 とゴル

ジ装置が 目立たない 「休 息型の明調細胞」(Fig. 

4)と が 区別できた.し か し,暗 調細胞ほ ど明瞭

ではなか った.

Fig. 7•@ A dark neuron (D) with markedly 

shrunken cell body (resting dark neuron 

or dark neuron in recovery to light neur

on). The nucleus (N) shows no marked 

shrinkage. The nucleolus (n) and nu

cleolus associated chromatin (a) are 

noted as normal forms. Inset shows a 

closer view of a part of the main Figure. 

The cisternae of the endoplasmic 

reticulum (E) are irregularly arranged. 

The Golgi's complexes (G) shows 

marked shrinkages. Mmitochondria. X 

2,900, Inset: X 11,900.
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考 察

本研究は暗調神経細胞は潅流固定によっても

脳の随所で,そ の存在(出 現)を 明調細胞間に

確認できる通常の細胞であ ることを光顕な らび

に電顕的に示 した.中 間型細胞の出現は暗調細

胞と明調細胞は一連の細胞であることを意味す

る.私 達の先のマウスの大脳皮質の調査では,

暗調細胞は午前3時 と午後7時 に最 も多 く出現

し(60%弱)午 前11時 と午後11時 に最 も少な く

出現 した(15-20%)4).

この暗調神経細胞については人工産物,病 的

な細胞等の多くの異なった見解が主 として光顕

的に述べ られてきた5-13).し か し,私 達はマウス

の大脳皮質 を調査 して,暗 調細胞は動物の覚醒

活動時に多 く出現 し睡眠によってその出現率が

下 る(概 日リズムに従 う)こ と3,4)や生 後離乳期

から現われはじめ ること1)を知 り,暗調細胞は活

発な生産活動(神 経伝達物質生合成酵素の産生)

期 にある細胞 とした3,19).

本研究は細胞の生産活動の主現場であるゴル

ジ装置と粗面小胞体の発達の程度から, A)休

息型明調細胞, B)活 動 型明調細胞, C)活 動

型暗調細胞, D)回 復型暗調細胞が存在す るこ

とを示 した.私 達 はこの四型を「働 き,休 む(回

復)」とい う細胞の生活環 を表現 している と理解

し, Fig. 8に 模式的に示 した.上 述 したRamon

 y CajalやHodgeの 暗調細胞14)は私達の活動型

暗調細胞を含まず, Tewari and Bourneの 暗

調細胞16)は私 達の休息型の暗調細胞を含まない.

Fig. 8•@ Schematic diagram showing the light

 and dark cycle of neuron. A resting

 (light) stage with poorly developed

 Golgi's complexes, B active (light) stage 

with well Developed Golgi's complexes,

 C active (dark) stage with fully devel

oped Golgi's complexes, D resting (dark)

 stage with poorly developed Golgi's

 complexes. Sleep or relaxation may

 restore the B, C and D stages to A stage

 (thin and thick arrows).

明調細胞で核小体 を特異的に染め るケルネヒ

ト赤が暗調細胞では核小体 のほかに核 と細胞質

を染め ることは面白い.こ のことは暗調細胞の

核では盛んにRNAが 産生 され核小体のRNA

と共 に細胞質に動員 されていることを示 してい

ると思われる3,19).活動 型の暗調細胞では細胞質

基質か ら粗面小胞体,ゴ ルジ装 置への素材(酵

素合成のための)供 給の流れがあ り,ま た合成

された酵素が神経末端に向か う流れがあ るはず

である.こ のような細胞内の物質の動員や移動

には多量の水が必要である20).しか し,ブ ドウ糖

を主エネルギー源 とする神経細胞では水の自家

代謝 による生産供給量は少ない.外 来の水 を貯

える神経細胞間隙も狭 い.す なわち,中 枢神経

系は,細 胞の内外 で,水 事情の悪い組織 という

ことがで き,暗 調細胞の本 態は核質 と細胞質基

質の脱水 であると思われ る.

私 達は,上 述のように,睡 眠ない し安静 によ

って暗調細胞の数が著明に減少す ることをマウ

スや ラッ トの脳でみている3,4,19).睡眠直後から前

半に成長 ホルモンの分泌が高まる21,22).私達 はこ

の蛋白同化ホルモンが暗調細胞の明調細胞への

恢復に深 く関っていると考 えている3,19).睡眠後

半の高い副 腎皮質刺激ホルモンの分泌23)は中枢神

経系よりむ しろ下位器官の覚醒に対するもの と

思われ る19).さ らに,私 達は暗調細胞の出現(一

定数以上)が 内因性催 眠物質(た とえばプロス

タグランデ インD224))分 泌 の引 き金にな りうる

と考 えている.

細 胞死 について,最 近アポ トーシス(い わゆ

る計画的細胞死 も含む)と ネクロー シス(壊 死)

とが区別 されるようになった.本 稿で論 じた細

胞の生理的活動サイクルで,休(安)息 が無 く

激 しい分泌活動が続けば,細 胞は死に至 る(未

発表).私 達 はこの死を「過労死」とよんでいる.
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結 論

マウスの大脳皮質,小 脳皮質 と海馬を光顕 と

電顕的に調べ た.暗 調神経細胞はケルネ ヒト赤

に好染 し,明 調神経細胞か ら明瞭に区別で きた.

暗調細胞に活動型 と回復型が認め られた.活 動

型の暗調細胞はよく発達 したゴルジ装置 をもち,

回復型の暗調細胞の ゴルジ装置はむしろ退行傾

向を示 した.活 動型の暗調細胞 は,こ の回復型

の暗調細胞を経て,明 調細胞に復す ると考 えら

れた.
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The cerebral cortex, cerebellar cortex and hippocampus of adult mice were studied by light 

and electron microscopy of tissue sections. Dark neurons were well stained with nuclear fast 

red, and clearly distinguishable from light neurons. The dark neurons were classified into 

active and resting types. Active types were characterized by their well developed Golgi's 

complexes. Resting types contained poorly developed Golgi's complexes. These findings indi

cate that active dark neurons are converted into the light neurons via resting dark neurons.


