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マボヤ脳神経節の走査電子顕微鏡観察のための化学消化の試み

梶原昌五＊

（1993年6月30日受理）

1序論

ホヤ類の神経系は，中枢神経系としての脳神経節と末梢神経系としての体壁および内臓に分

布する神経からなる。これらに関する組織学的研究は，カタユウレイボヤC料祝日前払止血のおに

おいて，いくらかなされているが，脳神経節の細胞構成においても，まだ共通の認識が得られ

るまでにはいたっていない（Millar，1953；Goodbody，1974）。

神経系に関する組織学的研究は，一般に，組織を薄切して連続切片を作製し，その光学顕微

鏡や電子顕微鏡による観察像から立体構成を構築することによって行われる。本研究で対象と

したマポヤの属するホヤ類では，脳神経節を構成する細胞が比較的小さい（Millar，1953）こ

と，さらに，脳神経節が円柱状なので，個別の神経節細胞の位置を特定するためのマーカーと

なる形態的な特徴が把捜しにくいことが従来の方法による研究の進展を妨げてきたと考えられ

ている（小山，1991）。

一方，組織の表面構造を観察する手段として，走査電子顕微鏡が用いられる。しかしながら，

体内の多くの組織の場合は，基底膜や膠原繊維などの結合組織に包まれているために，組織を

剖出しただけでは，対象となる細胞が観察されないことが多い。そのような組織の細胞を観察

するために，結合組織の間質成分のみを除去する方法が有効となる。そのための化学消化の試

みが1960年代後半から行われ始め，1976年，Evanらによって塩酸－コラゲナーゼ法が開発さ

れてから，この分野の研究は一段と進み，さまざまな変法が開発された（宮澤と安達，1992）。

本研究は，切片像からの立体像の構築ではなく，組織の化学消化法と走査電子顕微鏡法を用

いることにより，マボヤの脳神経節の断面の立体構造を観察することが可能かどうかを調査す

る目的で行われた。

2材料と方法

1材料

本研究では，生後3－4年のマボヤ挽物面短矧咄姥使用した。陸奥湾内で水産物として

養殖されているマボヤを港で購入し，青森市浅虫の東北大学理学部附属臨海実験所内の水槽に

一時保管した後，岩手大学に陸送し，研究室内に設置された海水循環式水槽中で，実験に使用

するまで飼育した。
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2 方法   

脳神経節の位置を確認するために，まず，マボヤを温海水（40℃）中で，水管を縮めなくな  

るまで麻酔し，その後10％海水ホルマリン溶液で固定し，後日，ホルマリン固定されたマポヤ  

を水洗してホルマリンを除去した後，解剖した。   

走査電子顕微鏡観察のために，組織の化学消化法として，Ueharaら（1980，1981）の変法（比oh  

and Tominaga，1991）を，マボヤ脳神経節一神経腺複合体に適用した。   

まず，生きているマボヤから，結合組織鞘に包まれた脳神経節一神経腺複合体をハサミで摘  

出し，シャーレ中の海水に浸した。次に，同複合体を包んでいる結合組織鞘を，ピンセットを  

用いてできるだけ取り除いた。その後，残存している結合組織を化学的に消化するため，37℃，  

0．25％海水トリプシン（Merck社）溶液に40分間浸した。処理終了後，トリプシンを除去する  

ため，濾過海水で3回（37℃・室温・室温，各10分間）洗浄し，2．5％海水グルタールアルデ  

ヒド溶液（4℃）で脳神経節を2時間固定した。固定処理中，脳神経節内部の観察を容易にす  

るために，脳神経節をカミソリで切断した。固定終了後，固定液を除去するため海水（室温）  

で脳神経節を洗浄（3回，各10分間）した後，8Nの塩酸（60℃）に25分間浸し，その後塩酸  

を除去するため，蒸留水で3回（60℃・室温・室温，各5分間）洗浄した。   

試料の乾燥処理は，まず，上記蒸留水洗浄後の脳神経節を，70，80，90，95，99％（99％の  

み3回）のエチルアルコール上昇系列により脱水（各15～30分間）し，最後にアルコールを酢  

酸イソアミルに置換して，日立HCP－1型臨界点乾燥装置により行った。   

乾燥した試料を，走査電子顕微鏡専用の試料台の上に導電テープで保持し，エイコーIB－  

3塑イオンコ一夕ーで金イオンを蒸着した。観察には，日立S－450型走査電子顕微鏡を使用  

した。  

3 結 果  

1脳神経節の存在部位と外部形態   

マボヤの上面には入水管と出水管が突出している。両水管の基部に挟まれた部位は，周囲に  

比べて，被嚢の色が大変薄い（囲1－A）。この部分の被嚢と，被嚢直下の表皮，薄い筋肉組  

織を取り去ると，黄色の脳神経節が観察できた（図1－B）。さらに，脳神経節に沿って走行  

する山吹色の神経腺も観察できた。これらの器官は，脳神経節一神経腺複合体と呼ばれ，非細  

胞性の結合組織常に包まれている。  

図1マポヤの入水管と出水管基部周辺を背側から撮影した写真。入水管と出水管の基部を結ぶ線上の被嚢   

を除去する前（A）と後（B）。Bでは，Aの被嚢の色が薄い部分の下に脳神経節一神経腺複合体が存在   

することに注目。i：入水管，0：出水管，gC：脳神経節一神経腺複合体。スケールは2cm。   
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図2は図1－Bの拡大写真である。脳神経節はその両端で分岐している。入水管側（前端）  

では2本に，出水管側（後端）では2本に分れた直後に左の神経からさらに1本が分岐する（図  

2，矢印）。それぞれの神経は各水管の基部でさらに分岐するが，本研究では，それ以上の観  

察は行っていない。  

図2 図1－Bの拡大写真。i：入水管，0：出水管，g：脳神経節，  

ng：神経腺。矢印は，脳神経節後部左側の神経から分岐する神経。  

スケールは1cm。   

2 脳神経節一神経腺複合体の走査電子顕微鏡観察   

摘出した脳神経節一神経腺複合体は，厚い結合組織鞘に包まれている。この状態にすぐに化  

学消化法を適用しても，脳神経節細胞体を観察することは，結合組織鞘が厚いため不可能と考  

えられたので，まずピンセットを用いて，機械的に結合組織鞘を取り除いた。その後，前章に  

記載した方法で化学消化した。さらに本研究では脳神経節内部の細胞を観察することが主題で  

あるので，グルタールアルデヒド固定中に，脳神経節を切断した。   

図3に，化学消化された脳神経節一神経腺複合体の走査電子顕微鏡写真を示す。この写真か  

ら，ピンセットだけでは，結合組織鞘が完全に除去されていないこと，さらに，今回の消化法  

では，結合組織鞘が完全に消化されていないことが分かる。しかし，脳神経節の切断面に露出  

した細胞の観察は可能であった。   

脳神経節を包む結合組織鞘の表面には，神経腺（図3，ng）と，背索（同，ds）が観察でき  

た。また，これらの組織は，脳神経節に対して，斜めに走行していた。一方，脳神経節の断端  

（同，矢印）では，結合組織鞘がめくれており，脳神経節細胞が露出していた。この部分をさ  

らに高倍率で観察したのが図4である。   

細胞体は球形または楕円球を呈し，直径は7〃mから10〝mであった。また，直径約1〃mの，  

軸索と考えられる突起が観察できた（図4，央印）。これまでわ観察では，他の種類の突起が  

細胞体から伸びている像は観察されなかった。細胞体は脳神経節を包む結合組織鞘の直下に存  

在して，層を形成していた。しかしながら，今回の実験では，脳神経節の髄質部に存在するこ  

とが切片像の観察から明らかになっている細胞の線維は観察できなかった。   
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図3 化学消化された脳神経節一神経腺複合体の走査電子顕   

微鏡写真。g：脳神経節，ng：神経腺，ds：背索。スケー  

ルは5伽∠m。  

図4 脳神経節断端の高倍率走査電子顕微鏡写真。C：脳神   

経節細胞。矢印は軸索と考えられる突起。スケールは5   

．′‘l11、、   

今回得られた走査電子顕微鏡写真を注意深く観察すると，表面に小孔が観察できる細胞がい  

くつか見られた。また，チャージアップしている像も見られた。これらは，試料作製方法に問  

題があった事を示している。  

4 考 察  

本研究は，マボヤ脳神経節の存在部位と外部形態を示すこと，さらに，脳神経節およびその  

細胞の表面構造を，イヒ学消化法を適用して走査電子顕微鏡で観察することが可能かどうかを調  

査する目的で行われた。   

ホヤ類では，脳神経節は入水管と出水管の基部を結ぶ線上の被嚢直下の体壁中に，結合組織  

常に包まれて存在する（Goodbody，1974）。図1では，マボヤでも同じ部位に脳神経節が存在  

することを示したが，マボヤにおいて特に顕著であるのは，脳神経節一神経腺複合体の上部に  

ある被嚢の色が周囲の色に比べて非常に薄いことである。Kajiwaraら（1990）は，マボヤの脳   
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神経節から視物質発色団を検出し，また，摘出した脳神経節に2種の単色光を照射することに  

より発色団の光異性化が可逆的に起こることから，脳神経節に光受容機能があることを示唆し  

た。このことから，脳神経節の上部の被嚢の色が周囲に比べて薄いことは，光の透過率を上げ，  

脳神経節に光情報を効率的に伝達するための，生物の環境適応の結果ではか－かと考えられる。   

本研究では，厚い結合組織鞘に包まれた脳神経節の細胞を，結合組織鞘を機械的，化学的に  

除去することによって，走査電子顕微鏡でも観察できるようになることが示された。特に，グ  

ルタールアルデヒド固定中に脳神経節を切断することにより，脳神経節内の細胞の存在部位お  

よび配列を，従来の，切片像からの構築に依らず直接観察することが可能になったことは，今  

後の研究の方向性を決定するうえで，重要な意味を持つ。さらに，この方法の確立によって，  

脳神経節から派出する，これまでに発見されていない神経束が見いだされる可能性がある。   

今回得られた化学消化による走査電子顕微鏡観察での知見は，これまでに光学顕微鏡・透過  

型電子顕微鏡観察から明らかになっている，脳神経節の細胞体が脳神経節の皮質部分を形成し  

ている事実を裏付ける結果であるが，従来の方法では確認できなかった細胞から伸びる軸索と  

思われる像が得られたことは，今後，脳神経節の細胞の機能を研究するうえで，貴重な成果で  

ある。また，今回は得られなかったが，脳神経節髄質部に存在する神経線維の観察は，以下に  

述べる改良点と共に，今後の課題として追究すべき問題である。   

また，得られた走査電子顕微鏡写真を注意深く観察した結果，消化酵素処理の不適を示すと  

考えられる結合組織鞠の未消化部分の存在，塩酸処理時間が長すぎたために生じたと思われる  

細胞表面の損傷，固定方法に問題点を残すと考えられる像のチャージアップ等，改良を要する  

点が見いだされた。今後は，この点を中心に，生体にできるだけ近い像が得られるよう方法の  

改善を進めて行きたい。  
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