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二重標識法による外転神経核構成細胞の検討 (図 4)

皆 良 田 研 介 (佐賀医科大学眼科学講座)

要  約
外転神経核には motor neurOnと internuclear neurOnと の少なくとも2種の神経細胞が存在することが

知られている。これらは単一支配と思われるが,外直筋 と対側動眼神経核との両者を支配する二重支配の神経
細胞の存在 も否定されない。本研究ではネコを対象 とし,右外直筋に Fluoro‐ Gold,左内直筋にWGA―HRP
を注入する二重標識法を行ないこの点について検討 を加えた。その結果,右外転神経核に蛍光照明下にて
Fho■ o‐ Goldを取 り込む神経細胞を認め,暗視野照明下ではⅡRP反応陽性細胞を認めた。しかし,外転神経
核の吻側から尾側に至るまでの間には FluoroⅢ Goldと HRP顆粒の両者を取 り込んだ神経細胞は認められな
かったことより,外転神経核の神経細胞には二重支配はなく,そ れぞれは外直筋と対側動眼神経核と連絡する

単一支配神経細胞であることが確認された。 (日 眼会誌 93:769-774,1989)
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Neuroanatomical Distribution of Motor and Internuclear
Neurons within the Cat Abducens Nucleus

Demonstrated by a Double Labeling Study

Kensuke Kairada
Department of Obhthalmolog Saga Medical School

Abstract
The abducens nucleus contains two types of neurons which are motor and internuclear neurons.

The neuroanatomical control system and the distributions of these two neurons were studied by
simultaneous retrograde labeling with two difrerent tracer substances in the cat. The tracers were
Fluoro-Gold (FG) and wheat germ agglutinin conjugated with horseradish peroxidase (WGA-HRP).
The types of cells were clearly identifled by separate injections of FG or WGA-HRP into the right
lateral rectus muscle and the left medial rectus muscle. The motor neurons labeled with FG were
intermingled among the neurons which were labeled with WGA-HRP. No double-labeled neuron was
detected within the abducens nucleus. These results indicate that motor and internuclear neurons in
the abducens nucleus have their own projections and no neuron has dual projections. (Acta Soc
Ophthalmol Jpn 93: 769-774, 1989)
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I緒  言

外転神経核には同側外直筋を直接支配するmotor

neuronと 対側内側縦束を上行し,動眼神経核内直筋支

配域に連絡する internuclear neuronの 少なくとも 2

種の神経細胞の存在が神経解剖学的研究
1)~10)や電気

生理学的研究
11)～ 13)で明らかにされている。著者も逆行

性軸索輸送されるhorseradish peroxidase(以 下 HRP
と略す)の外直筋への注入実験で同側外転神経核 に

HRP反応陽性細胞を,す なわち motor neuronの 存在
を,ま た,動眼神経核への注入実験で対側外転神経核
に HRP反応陽性細胞,すなわち internuclear neuron
の存在を追試確認している

14)15)。 さらに,順行性軸索輸

送される wheat germ agglutinin(以下 WGAと 略す )
―HRPの外転神経核への注入実験から対側の動眼神
経核および内側縦東に外転神経核 intemuclear neur‐

onの神経終末を確認した16)。 これらのことから外転神

経核には motor neuronと internuClear neurOnの 2

種の神経細胞が存在し, これらが眼球の共同性水平向

き運動に関与 していることが察せられる。しかし, こ

れら2種の神経細胞がはたして単一支配であって,多

重支配はないのかなどについては研究の余地が残され

ている。両者を区別する方法として神経解剖学的見地

から|ま motor neuron`D方 が internuclear neuronよ

りも大きい神経細胞であるとか
2),motor neuronは

acetylcholinesteraseを 有している
17)な どの知見があ

る.一方,Steigerら は逆行性軸索輸送物質としては必

ずしも安定してはいない蛍光色素剤の Evans blueと

HRPの 二重標識実験を応用して多重支配がないこと

をネコを対象とし報告している
18)。 近年,逆行性軸索輸

送物質で樹状突起にまで良く取 り込まれ,退蛍光が少

ない新しい蛍光色素剤として Fluoro‐ Goldが 紹介 さ

れている1".Po■ erら はWGA‐ HRPが逆行性シナプ
ス起え標識能を有することを報告し

20),次 いで岡村 ら

は内直筋への WGA・HRPの 注入実験で対側外転神経

核に HRP反応陽性細胞を確認している2つ。そこで今
回,蛍光色素剤である Fluoro―Goldを右外直筋に注入

し,シ ナプス起 え逆行性軸索輸送能をもつ WGA
一HRPを左内直筋に注入する二重標識法を用い,外
転神経核を構成するmotor neuronと internuclear

neuronについて検討したので報告する。

II 実験材料および方法

日眼会誌 93巻  7号

蛍光色素剤 Fluoro‐ Gold(Fluorochrome lnc.)お よび

WGA― HRP(Toyobo,salt free)の 単独注入実験を

対象実験 とした。次いで,Fluoro‐ Goldと WGA‐HRP
の二重標識を目的とした注入実験を行なった.

1.Fluoro‐ Gold注入実験

Fluoro‐ Gold注入実験に成猫 2匹を用い,ケ タラー

ル麻酔下に結膜切開後,右外直筋を露出した。生理食

塩水に溶解 した 4%Fluoro‐ Goldを 10～ 20μ l注入 し

た。5～ 7日 間の生存期間の後,経心的に2000mlの 生

理食塩水にて灌流し,その後0.lMリ ン酸緩衝液で作

製した1.0% paraformaldehyde l.25%glutaralde‐

hydeの混合液2000mlで灌流固定し,脳を摘出した。た

だちに30%シ ョ糖液に 2～ 3日 間浸した。その後,橋
脳幹を厚さ50μ mの水平凍結切片を作製し,ゼ ラチン

貼布スライ ドガラスに貼布し, カナダバルサムを用い

カバーグラスで封入した。顕微鏡検索には日本光学製

落射蛍光装置を用い,蛍光励起には柴外線励起法,励

起フィルター330～ 380nmを使用した。

2.WGA一HRP注入実験
WGA―HRP注入実験に成猫 2匹を用い,ケ タラー
ル麻酔下に結膜切開,眼球虚脱後左内直筋を露出し,

5%WGA一 HRPを 10～ 20μ l注入した。約48時間の
生存期間の後,経心的に2000mlの 生理食塩水にて灌流

した後,1.0%parafOrmaldehyde。 1.25%glutaralde‐

hydeの混合液2000mlにて灌流固定し脳を摘出した。

ただちに30%シ ョ糖液に 2～ 3日 間浸し,動眼神経核

および外転神経核を含む中脳橋脳幹部の厚さ50μ mの

水平,凍結切片を作製した。切片を TMB法 22)23)に て反
応させた後, 5%ammonium molybdateに浸し24),

1%neutral redで 対比染色を行なった。これら標本

を明視野および暗視野照明下に観察した。

3.二重標識実験

本実験には成猫 5匹を用いた。まずはじめにケタ

ラール麻酔下に 4%Fluoro‐ Goldを右外直筋に注入

した。次に,その約 3～ 5日 後に再びケタラール麻酔

下に左内直筋に 5%WGA一 HRPを注入した。WGA
―HRP注入から約48時間後に,経心的に2000mlの生

理食塩水にて灌流 し,次 いで1.0% paraformalde‐

hyde。 1.25%glutaraldehydeの 混合液2000mlに て灌

流固定し,脳を摘出した。ただちに,30%シ ヨ糖液に

2～ 3日 間浸し,中脳橋脳幹部の厚さ50μmの水平凍

結切片を作製 した.切片を TMB法 にて反応させた
後, 5%ammonium molybdateに 浸した.標本作製

にあたっては対比染色標本と無染色標本の 2種を作製対象実験および本実験とに成猫 9匹を用いた.ま ず ,
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図 1 右外直筋への Fluoro‐ Gold注入で,同側外転神経核に観察された Fluoro― Goldを取り込む神経細胞を
示す。(蛍光照明下,a:× 25,bi× 50)

図 2 左内直筋へのWGA―HRP注入で,対側外転神経核に観察された HRP反応陽性細胞を示す.(暗視野
照明下,aは無染色標本,bは撮影後対比染色を行なった標本であり,共に同一部位標本である。×25)

図3 右外直筋に RuorO‐Gold,左内直筋にWGA‐HRPを注入後の右外転神経核を示す。aは無染色標本で,

蛍光照明下に FluOrO_Goldを取り込む神経細胞を認める.bは aと同一部位の対比染色標本で,暗視野照
明下に HRP反応陽性細胞を認める。HRP反応を呈さない神経細胞群 (矢印)は蛍光照明下に認める
FluorO‐ Goldを取 り込む神経細胞に一致する (× 25).
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した。 これら標本を明視野および暗視野照明下に観察
し, また蛍光照明下にても同時に観察した。

III 結  果

1.Fluoro‐ Gold注入実験

右外直筋への 4%nuoro‐Goldの注入実験で,同側

外転神経核に蛍光照明下にて Fluoro―Goldを取 り込

む神経細胞が観察された。 これら神経細胞は外転神経

核の吻側から尾側に至るまで観察され(図 1),外転神

経 mOtor neuronと みなされた.図 1にみられるよう

に Fluoro‐ Goldを取 り込む神経細胞は明瞭なる蛍光

像を呈 し,標識細胞外への Fluoro‐Goldの 拡散はみら

れなかった。さらに樹状突起にまで良く取 り込まれ,

細部にわたり観察されるなど,神経細胞の形態を把握

することが出来た。

2.WGA― ⅡRP注入実験
左内直筋への5%WGA一 HRPの 注入実験で,対側
すなわち右外転神経核に HRP反応陽性細胞が観察さ

れ (図 2), これらは外転神経 internuclear neurOnと

みなされた。右外転神経核に観察された HRP反応陽

性細胞は motor neuronと 同じく,外転神経核の吻側

から尾側に至るまで観察され,やや尾側に多くみられ

る傾向にあった。

3.二重標識実験

右外直筋への 4%Fluoro‐ Goldお よび左内直筋ヘ

の 5%WGA― HRPの注入実験で,右外転神経核に先
きに行なった対象実験と同一結果を認めることが出来

た。すなわち,蛍光照明下での観察では右外転神経核

に Fluoro‐ Goldを取 り込む神経細胞を認め(図 3a),暗

視野照明下にて観察するとHRP反応陽性細胞を認め

た(図 3b).こ れら2種の神経細胞群は外転神経核の吻

側より尾側に両者分布してぃた.し かし,Fluoro‐ Gold

を取 り込む神経細胞,すなわち,motor neurOnと みな

される神経細胞の方が核内に広 く分布し,HRP反 応

陽性細胞,すなわち,internuClear neurOnと みなされ

る神経細胞も核内に分布はしていたが,顔面神経膝に

近い背側に多く分布する傾向がみられた(図 4)。 なお,

図 3bで HRP反応を呈さない神経細胞 (矢印)は図 3

aで示す蛍光照明下に認める Fluoro‐Goldを取 り込む

神経細胞に一致し,外転神経核内の神経細胞には

Fluoro‐ G01dと HRP顆粒の両者を取 り込む神経細胞
は今回の研究からは認めることは出来なかった。

′―

%o°・ .

図 4 Fluoro‐G01dと WGA・ HRPの 同時注入例で,
外転神経核尾側から200,1000お よび1600μmの高さ
での局在を示す。●印が Fluoro‐Goldを取り込む神

経細胞であり,○印が HRP反応陽性細胞を示す。
GFi顔面神経膝 .

IV考  按

本研究で用いた Fluoro‐G01dは 1986年 Schmuedら

により紹介された蛍光色素剤で
19),330～ 400nmの波

長の紫外線により蛍光を発する物質である。本実験に

先だって行なった対象実験で Fluoro‐ Goldは 逆行性

軸索輸送され,軸索,神経細胞体に取 り込まれ,蛍光

照明下に黄白色の輝きとして認められた(図 1)。 とく

に神経細胞体では樹状突起にまでそれを確認すること

が出来,形態を知る上においては有用な実験手段であ

ることが確認された。一方,WGA― HRPは 1985年 Por‐

terら によリシナプスを起え,軸索輸送されることが

証明されている
20)。 本邦においても岡村・尾崎らが外眼

筋への WGA‐ HRPの注入実験でこの事実を確認して

日眼会誌、 93巻  7号
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以上述べてきたごとく神経解剖学的知見では外転神

経核を構成する motor neuronと internuclear neur‐

onに は二重支配細胞はないが,今回の二重標識法に
よっても,そ れらの 2種の神経細胞は独立の単一支配

神経細胞であると結論するのが妥当と考えられた。

稿を終えるにあたり,御校閲いただきました大野新治教

授に深謝いたします。
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