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緒 言

外因性の酵素であ る西洋 ワサ ビのペル オキ シ

ダーゼ(horseradish peroxidase, HRP)が 軸

索末端か らエ ン ドサ イ トー シスに よって取 り込

まれ,軸 索内 を逆行性に さかのぼ って起始ニュ

ー ロンの細胞体に進み
,こ の細胞体に集積す る

とい う性格 を利用 して,ニ ュー ロン間の線維連

絡を証明する方法がKristenssonとOlsson(1971)2)

やLa Vail(1972)10)に よ り開発 された。 また,

この方法 では神経終末部のみな らず,軸 索の損

傷部か らもHRPは ニ ュー ロン内に入 り,そ の

起始細胞体 に集 まる.従 って,こ の方法は中枢

並びに末梢神経系におけ る神経線維連絡 を検索

す る方法 として,こ れ まで用い られて きたNauta

法 よ りも優れ ているため この方法 を用いた研究

成果が今 日まで多数報告が なされて きた.

一 方
,こ のHRP法 に 関す る基礎 的研 究は少

な く, KristenssonとOlsson(19735), 19746)),

 19757), 19768)), La VailとLa Vail(197411))

やMizukawaら(1978)12),石 村(198313))ら の報

告があるにす ぎない.そ こで本研 究では,ラ ッ

トの坐骨神経 を用 いて,そ の起始細 胞である脊

髄前角細胞や脊髄神経節細胞にみ られるHRP

の 反 応状態 などを観察 した結果 を報告す る.

材 料 と 方 法

実験動物 としては ウィスター系 ラッ ト(300～

350g)を 用 いた.ま ず, HRP(Sigma VI)粉 末

を生 食水で30%～50%の 濃 度にな る様 に溶解 し

た液 を作 る.一 方,ラ ットの坐骨神経 を梨状筋

の下縁の ところで露 出 し,上 記のHRP溶 液 を

注射器に入れ,注 射針 で,坐 骨神経 を2～3mm

巾に わた って何 回 も突 いた り,抜 いた りして神

経に損傷 を与えなが らHRP溶 液 を5μl注 入 し

た.ま た,あ るものは注 入前に注入部 の上部 あ

るいは下部で神経 を結紮 した.こ の様 に して,

 HRPを 注 入 したラ ットを注 入後, 1, 2, 3,

 5, 7, 10, 12, 20, 24時 間, 2, 3, 4, 5,

 7, 10日, 2, 3, 4, 5,週 間 目に動物 をネ

ンブ タール注射 液にて麻酔後大動 脈 より,ま ず

Hanks氏 液200mlに て灌 流 し,全 血 を流出させ

たの ち続いて0.1Mリ ン酸 緩衝液(pH 7.2～7.4)

で作 成 した1%パ ラホルムアルデ ヒ ドと1.25%

グル タールアルデ ヒ トの混合液150mlを 流量12

～13ml/minの 速 度 で灌流 固定 を行 った .そ の

後,坐 骨神経 とその起始部 である脊髄 を一体 と

して取 り出 した.そ してこれ を坐骨神 経 と脊髄

に分け0.1Mリ ン酸緩衝液で作 った30%シ ョ糖溶

液(pH 7.5)中 に 入れ,低 温(4～6℃)で 保

存 した.次 いで厚 さ50～60μ の 凍結切 片 を作 つ

た.更 に切 片 を無 シ ョ糖の緩衝液で良 く洗った

後, 0.05M tris Hcl緩 衝 液(pH 7.6)100mlに

3.3´-diaminobenzidine-tetrahydrochlorideを50

mg溶 解 した液中に室温で30分 入れる.次 いで同

液中に30%過 酸 化水素水30μlを 滴加 し,更 に30

分 間 入れて置 く.そ の後,蒸 溜水で切 片をよ く

洗い,ゼ ラチ ンアルコー ル中にてスライ ドグラ
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スには りつけ乾燥後クロロホルムで脱脂し封入

した.

所 見

1.坐 骨神経

梨状筋下縁部で坐骨神経を2cmほ ど露出し,

その中央部にHRPを 注射針で神経をつつきな

がら注入 した.注 入後1時 間目の坐骨神経では,

注入部が褐色を呈するのみであった. 3～6時

間後になると,注 入部は1時 間目よりはやや強

く 褐色になるが,そ の部位はあまり拡大せず1
～1 .5cm位 脊髄寄 りに拡大 しているくらいであ

った.こ のやや褐色調の強い部位以外のところ

は薄い褐色を呈するに過ぎなかった.た だ上記

のいずれの場合 も,坐 骨神経を取 り巻 く神経上

膜(epineurium)と 一部の神経間膜(perineu

rium)は 濃褐色に反応 していた.し かし,神 経

線維の一本ずつが反応を呈 しているかどうかは

光学顕微鏡的には判定できなかった.ま た, HRP

注入部位より末梢側は全体 として淡褐色を呈し

ていた.こ の様な状態は,わ れわれが実験を行

なったHRP投 与後24時 間以内ではほとんど変

らなかった.更 に,こ の様な状態はHRP注 入

後10日 目頃まで認め られた.し かし, HRP注 入

後2週 間目以後ではHRP注 入部がやや他の部

位 と比較 して褐色調が強い程度で,そ の他の部

位では神経上膜が褐色を呈 していたが,神 経周

膜や神経線維は反応がほとんど認められなかっ

た.ま た,注 入部よりは末梢側も反応を観察で

きなかった.

また, HRP注 入部より1～2cm脊 髄寄 りの

坐骨神経の全体を結紮 した後, HRPを 注入する

と注入後3時 間目で結紮部の末梢側端が褐色 と

なり6時 間でHRP注 入部から末梢側端にかけ

てやや強い褐色を呈した.更 に, 24時 間目には

上記の部位が濃褐色とな り,神 経上膜,神 経周

膜,神 経線維 も濃褐色を呈していた.こ の様な

状態はHRP注 入後4日 目頃まで見られた.こ

の濃褐色部を強拡大で見るとかなり強い褐色を

呈する神経線維が認めわれた. HRP注 入後5

日目になると神経上膜を除いた他のものはその

褐色度はやや低下するが,強 拡大で観察すると

神経線維の走行はかなり良く見ることができた.

注入後6日 目以 後は しだいに注入部 よ り褐色 を

呈す る部位 が少な くな り, 3週 間 後には全 く褐

色部位 を観察 できな くなった.一 方,結 紮の中

枢側端 は結紮 を行 ないHPRを 注 入 して以後3

週 間までの間,全 く褐色 を呈 しなかった.

II.脊 髄 前角細胞

坐骨神経 に運動性ニ ュー ロンを送 る脊髄前角

細 胞は大型の神経細胞 であ り,腰 髄前角部 に存

在 していた.

そ こで,わ れわれは上記 した様 な坐骨神経の

損傷部 よ りニ ュー ロン内に取 り込 まれ た, HRP

が 前 角細胞体 までに何時間であ るいは何 日で到

着す るか を検索 した.そ のため,ど の動物 も損

傷部か ら坐骨神 経が脊髄 に入 るまでの距離 を7

～8cmと な る様 に坐骨神 経損傷部位 を決め た
.

この様 な条件下でHRPを 注 入後1, 3, 5,

 7, 10, 12, 20, 24時 間, 2, 3, 4, 5, 7,

 10日, 2, 3, 4, 5週 目のものについてHRP

法 を行 なった.そ の結果, HRP注 入 後20時 間

目までは前角細胞は反応 を呈 しなかった. HRP

注 入後25時 間 目の もの も20時 間 目の もの とほぼ

同様の状態であった. 30時 間 目頃では,前 角細

胞の細胞質は まだ極め て薄 いが褐色の 反応 をし

て いる細胞が数個見当たる程度 であった.し か

し,注 入後30～40時 間 目にかけては前角細胞のほ

とん どすべ ての細胞体が淡褐色 を呈 していた.

次 いで2日 目になる と前角細胞の大部分の もの

が,や や 強い褐色 を呈 していた.注 入後3日 目

に なるとすべ ての前角細胞の細胞質が 濃褐色,

ま たは褐色に反応 していた.注 入後5日 目, 7

日目 さらに10日 目にかけ てすべ ての前角細胞の

細胞質が強陽性 を呈 して いた. HRP注 入 後2

週 間 目にな ると10日 目の もの と比較 して前角細

胞の細胞質はやや反応が弱 くなってきた.そ う

して3週 間以後, 4週 間, 5週 間 目に なると前

角細胞の細 胞質 はすべ て反応がなくな り, HRP

法 で な陽性細胞 を見 出す こ とが できな くな った.

上 記の実験 は左右両側 の坐骨神経に同時に損

傷 を与えた後,観 察 した もの である.そ こでわ

れわれは,一 側 の坐骨神経 を結紮 し,そ の後,

両側 の坐骨神経 にHRPを 注 入 した.そ の結果,

結 紮 をしてない側の坐骨神経や前角細胞は上記

の様な褐色 を呈 していたが,結 紮側 では結紮後,
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3, 8, 10日 目の いず れの動物 において も,前

角細 胞には全 く反応が 認め られなか った.

一 方
,脊 髄神経節 においては, HRP注 入 後

20時 間 目頃か ら神経節細 胞の細 胞質が淡褐 色を

呈 して きた.更 に, 24時 間 目の ものでは神 経節

細胞の細 胞質 はやや 強い褐 色に反応 して きた.

その後,注 入後2週 間 目にな ると神 経節細胞の

細胞質は淡褐 色 とな り, 3週 間 目には神 経節細

胞の細胞質はHRP法 で は全 く反応 しなくなった.

考 察

軸索流 とは神経細胞の軸索の中 をあ る物質が

流れに よって輸送 されて い く現象 をい う.細 胞

体 内で生合成 された物質が,軸 索内 を神経終末

の方へ流れてい く現象が種々の物質について観

察 され たが,一 方,神 経終末か ら細胞体 の方へ

逆に物質が流れ る現象 を逆行性軸索流 とい う.

この軸索流の生理学的意義は まだ明 らかにさ

れていないが, 1).神 経 細胞におけ る代謝活動

が,細 胞体か ら軸索末端 までの長 い距離の間で

連続的に維持 され るように働 いて いる. 2).神

経 化学伝達物質の生合成や代謝酵素の神経細胞

体 より軸索末端への輸送 に働 くなどの活動があ

ると考え られて いる.し か し,逆 行性軸索流の

働 きにつ いては まだ不明 な点が 多い1,9).

一 方
, Kristenssonら(19712～4))やLa Vail

ら(197210))ら はHRPを 神 経終末部に注入する

と, HRPは 逆 行性 軸索流に よってその終末部

の起始細胞体 に運ばれて,そ の線維連絡 を明 ら

かにす るこ とが できる とい う,い わゆ るHRP

法 を報告 した.そ れ以後,こ れ まで線維連絡の

研究に好んで使 われ ていたNauta法 に 変 って

使用 され, HRPに よ る研 究 は 多数あ る.し か

し,こ のHRPに 関 す る基礎的研究はあ ま り行

なわれていない(Kristenssonら19735), 19746),

 19757), 19768), La Vailら197411), Mizukawa

12)ら1978)
.

われ われは本研究 では坐骨神経 をHRP法 で

観察 した.そ の結果,坐 骨神経におけ るHRP

の 注 入部 においてHRP法 でやや強い褐色 を呈

す るほかは淡褐色 であった.こ の所見は, Kris

tenssonら(19768))の 観 察 結果 とほぼ同 じであ

った.従 ってHRP注 入部か ら坐骨神経が脊髄

に入るまでの間のHRPの 経過 を光顕 ではおえ

なか つた.

一 方
,坐 骨神経 を結紮 したのちHRPを 注 入

した ところ,注 入部 より脊髄 に近 い方 で結紮す

る と,そ の結紮部の末梢端 がHRPに よ る褐色

が強 くな り,注 入後24時 間 で最高 となった.し

か し,そ の 中枢側端 は まった く褐色 を呈 しなか

った.こ の ことは坐骨神経 を結紮す るとHRP

が結 紮部の末梢端 までは上行性に運ばれ るが,

そ れよ り上部へは結紮 のためHRPが 運 ばれな

くな り末梢端で留 まるため にお こる所見であ る

と思 われ た.更 に,坐 骨神経の一側のみ を結紮

し,他 側の坐骨神 経は何 も処置 を行なわず両側

の坐骨神経にHRPを 注 入す る と,正 常例 では

HRP注 入後一定の時間 を経過す ると前角細 胞

まで運ばれたHRPの ため前角細胞は褐 色 を呈

したが,投 与後3, 8, 10日 目のいずれの動物

にお いて もまった く反応が認め られなかった.

この こ とはHRPは 神 経線維内 では逆行性軸 索

流によ り運ばれているこ とを示唆 してい るもの

と思 われた.

こ れまで坐骨神 経 を用 いてHRP法 で研 究 し

た報告はかな りあ るが, (Kristenssonら2～4)

1971, Mizukawaら197812))そ の ほ とん どの も

のは,坐 骨神経 とこれに属す る脊髄神経節につ

いて観察 した ものが 多い.そ うして脊髄の前角

細胞 につ いて観察 した ものはほ とん どない.そ

こで,わ れ われは坐骨神経 に注 入 したHRPが

前角細胞 に達す るまでの時間を調べ た.そ の結

果,前 角細胞が褐色 を呈 して くるの はHRP注

入後24時 間 目頃か らで, 30時 間 目になって褐色

に反応 した.ま た所見の ところで述べ たよ うに

どの動物 も坐骨神経の注入部か ら坐骨神経が脊

髄に入るまでの距離 を7～8cmに なるよう坐骨

神経 の注 入部位 を決めてい るので,坐 骨神経の

逆行性軸索流の輸送速度がわかった.

す なわち, HRP注 入 部 よ り脊髄 の前角細胞

までの距離を8cmと す る と,坐 骨神経 の注 入部

か ら前角細胞が,褐 色 を呈す るまでの時間 を30

時 間 とす る と, 2.6mm/h, (62.4mm/day)と

な る.こ れが,わ れわれの研究の結果 わか った

ラ ッ トの坐骨神経 におけ るHRPの 逆 行性軸索

流の輸送速度である.又, Mizukawaら(197812))
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はラ ッ トの坐 骨神 経の逆行性軸 索流の輸送速 度

は0.2～0.5cm/hと しているが,こ の速 度はわ

れわれの観察 した もの とほ とん ど同 じであった.

つ いで,前 角細胞がHRP法 で 陽性 反応にな

るまでのHRP注 入 後の時間は24時 間 目では ま

だ反応が弱 く, 30時 間 目で初めて,褐 色の陽性

反応 を呈 した.そ の後,注 入後7～10日 目 まで

その強 い反応が認め られた.

一 方
,脊 髄 神経 節 を構 成す る神 経節 細 胞は

HRP注 入 後20時 間 目で弱陽性反応がお こ り,

 24時 間 目のラ ッ トでは陽性 反応 を呈 していた.

こ の様 に脊髄前角細 胞 と脊髄神経節細胞 との

HRP法 に よる陽性 反 応 を呈す るまでの時間の

違 いは, HRP注 入 部か ら前角細胞 と神経節細

胞 までの距離の差 に よるのか,あ るいは,そ れ

ぞれの神 経細 胞のHRPに 対 す る反応態度の違

いに よるのか,そ れ とも,も っと違 った条件に

よるのかは明 らかでない.

また,こ の研究ではHRPが 軸 索 末端か ら取

り込 まれたの ではな く,坐 骨神 経の途 中で神経

線維に損傷 を与 えたもの を観察 したので,軸 索

末端 か らHRPを 取 り込んだ もの とは少 し異 た

って くる.ま た黒川9)が 報告 している様 に,神

経成長 因子(NGF),破 傷 風毒素や単純ヘ ルペ ス

ウイルスなどもこの逆行性 軸索流に より運ばれ

て行 くと考 えられ ている.こ の様に逆行性軸索

流につ いては まだ 多 くの問題があ り,よ り多 く

の観察が必要 である と思われ る.し たが って今

後は光学顕微鏡のみ ならず電子顕微鏡 による逆

行 性軸索 流の検索が行 なわれ ることが望 ましい

と思われる.

結 語

ラットの坐骨神経を用いてHRP法 の基礎的

研究 を行って次のごとき結果 を得た.

脊髄までの長さが7～8cmに なる様な坐骨神

経の部位を注射針でつつきなが らHRPを 注入

した.こ の注入部は注入後3時 間か ら48時間で

褐色の強陽性反応を呈 した.ま た注入部 より脊

髄よりで坐骨神経を結紮するとHRP注 入後24

時間目にはその末梢端が強陽性反応を呈 した.

一方結紮部の中枢端はいずれの時間において も

反応は陰性であった.

また,坐 骨神経の一側のみを結紮 し, HRP

を注入すると結紮側の前角細胞には陽性反応が

認められなかった.こ のことはHRPが 神経線

維内では逆行性軸索流により輸送されているこ

とを示唆するものである.

坐骨神経にHRPを 注入後脊髄前角細胞に強

陽性反応が認められたのは注入後30時 間目から

2週 間目までであった.し たがって,坐 骨神経

におけるHRP注 入部から脊髄前角細胞までの

距離と前角細胞が強陽性反応を呈 してくるまで

の時間とからラットの坐骨神経のHRPの 逆行

性軸 索流の輸送速 度を計 算すると2.6mm/h

 (62.4mm/day)と なった.一 方, HRP法 で脊

髄神経節細胞に強陽性反応がみられるのはHRP

注入後24時 間目であって,前 角細胞より神経節

細胞の方がHRPの 輸送速度が早かった.
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写 真 説 明

写真1.前 より見たラットの坐骨神経 とその腰椎起始部の解剖像.

腰椎より出た腰仙骨神経幹 とそれに続 く坐骨神経が観察 される.0.7倍

写真2.後 よ り見たラットの脊髄 と坐骨神経起始部の解剖像.

脊髄中央部のふ くらみは腰膨大部. 1.1倍

写真3.ラ ッ トの坐骨神経, HRP法.

HRP注 入後4時 間,注 入部位(矢 印)下 方と,そ れより上方部に神経線維が強陽性に反応 している.

 6.5倍

写真4.同 上.

HRP注 入後6時 間,陽 性部位は上方に向って広がっている.(矢 印は注入部位)4倍

写真5.同 上.

HRP注 入後30時 間,注 入部位(矢 印)と その上方部(左)の 拡大像. 110倍

写真6.同 上.

HRP注 入後2日,注 入部位(矢 印)を 除きその上方部は弱陽性反応を呈している. 5倍

写真7.ラ ッ トの脊髄横断像(腰 膨大部)HRP法

坐 骨神経にHRP注 入後24時 間,脊 髄前角細胞には陽性反応は認め られない. 30倍

写真8.同 上.

同 じラットの右側の坐骨神経にHRP注 入後24時 間 では前角細胞反応は陰性であった.左 側の坐骨神

経にHRP注 入後30時 間 では前角細胞の反応は陽性であった. 40倍
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写真9.同 上.

HRP注 入後2日 .

30時 間のものよ り陽性反応の前角細胞の増加 と淡褐色化が進む. 55倍

写 真10.同 上.

写真9の 拡大像,強 陽性反応を呈す る前角細胞がみられる.濃 染された細胞質が観察できる. 200倍

写 真11.同 上.

注 入後4日.

灌流 しなかった標本で 血管が網状に走るのが観察される. 35倍

写真12.同 上.

注 入後7日.

両側の前角細胞が黒褐色に強陽性反応を呈する. 35倍

写真13.同 上.

右側の坐骨神経を注入部 より上部で結紮したのち左,右 側か ら同時に注入後8日 目.

結紮側は反応が陰性. 40倍

写真14.同 上.

注 入後10日. 40倍

写真15.同 上.

注 入後12日,注 入後10日 目のものより反応がやや弱くなる.灌 流しなかった標本で血管が網状に観察

される. 50倍

写真16.同 上.

注 入後14日.

この頃から前角細胞の反応は極度に弱 くなる. 60倍

写真17.同 上.

注 入後18日.

すべての前角細胞で反応が陰性 となった. 30倍

写真18.ラ ッ ト脊髄神経節

HRP法

坐骨神経にHRP注 入後24時 間,神 経細胞は弱陽性に反応した. 200倍

写真19.同 上.

HRP法.

注入後30時 間.

神 経細胞は24時 間 のものより強陽性反応を呈す る細胞が増加 した. 200倍

写 真20.同 上.

注入後2日.80倍

写真21.同 上.

HRP法.

注 入後5日.

強 陽性反応を呈す る神経細胞が増加 した. 80倍

写真22.同 上.

HRP法.注 入後8日.

黒褐色に強陽性に反応を呈する神経細胞が多くみ られる. 80倍
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奥 野 計 典 論 文 附 図

写 真1 写 真2

写 真3 写 真4

写 真5 写 真6



1084 奥 野 計 典

奥 野 計 典 論 文 附 図
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Basic study of the horseradish peroxidase method

I. Light microscopic study

Kazunori OKUNO

Department of Anatomy, Okayama University Medical School

(Director: Prof. N. Otsuka)

A basic study of the horseradish peroxidase (HRP) method was done using the sciatic 
nerves of rats. The nerve was crushed with a needle and HRP was injected around the 
nerve at the site 7-8cm from the spinal cord. The nerve at the injection site showed an 
intense positive reaction to HRP 3 to 48 hours after the injection. When the nerve was 
ligated between the spinal cord and the injection site, HRP accumulated at the distal 

part of the lesion after 24 hours, and was not detected at the proxismal part of the 
lesion. When unilateral sciatic nerve was ligated and HRP injected bilateral nerves, 
motor neurons of the ligated side only did not show positive reaction to HRP. These 
results showed that HRP was transported by retrograde axonal flow in the nerve. Motor 
neurons of the cord began to show intense positive reaction 30 hours to 14 days after the 
injection of HRP around the nerve. The rate of retrograde axonal flow in the nerve was 
calculated to be 2.6mm/hr (62.4mm/day). Neurons in the spinal ganglia were stained

 intensely 24 hours after the injection of HRP, which suggests more rapid axonal flow 
in sensory neurons that in motor neurons.


