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毛顎動物ヤムシ神経系観察のための鍍銀染色法

安田映津子･後藤太一郎

AsilverimpregnationmethodfbrstainingthechaetognathnervOuSSyStem

EtsukoYASUDA
andTaichiroGoTO

要 旨

毛顎動物であるヤムシの全神経を仝載標本で観察するための､鍍銀染色法について検討し

た｡鍍銀染色法の一つであるBodian染色法をもとに､固定液､前処理､鍍銀液を変えた｡

その結果､BodianNo.2固定液､Triton処理､プロテイン銀(Roques社)により､極めて良

好に多くの神経繊維が染色された｡中枢神経系では､脳神経節内の神経繊維､腹神経節と脳

神経節を繋ぐ主縦連合神経､そして腹神経節のニューロパイル内を縦走する繊維束と一部の

細胞体が染色された｡末梢神経系では､腹神経節から派生する放射神経や尾部神経､および

これらから分岐する繊維が染色された｡この仝載標本を包埋して作成した10/∠m切片でも､

神経繊維を詳細に観察することができた｡この鍍銀染色法は､ヤムシ神経系における神経構

築を調べるうえで有用であるといえる｡

ABSTRACTS

Silver staining methods forthe chaetognath nervous system were devised forimpregnating

block preparations.Based on the Bodianmethod,fiⅩatives,preliminary treatment,and silver

impregnatorsweredetermined.AprocedureuslngBodianNo.2fixative,treatmentOfTriton,

andsilverprotein(Roques)yieldedconsistentandreliableresults.Notonlythecentralnervous

SyStem butalso the peripheralnerves were stained strongly and丘nearborizations of the

peripheralnerveswereclearlyobserved.10iLmSeCtionsoftheblock-impregnatedpreparations

revealedthe positions and pathways of somefibers andfibertracts.The present method of

blockimpregnationisusefulforunderstandingthearchitectureofthenervOuSSySteminchaetog-

naths.

は じ め に

毛顎動物であるヤムシは系統的には後口動物に

属しているが､その神経系のプランは前口動物の

ものに類似している｡つまり､頭部背面に脳神

経節､胴部腹面に腹神経節があり､これらは縦連
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合神経で繋がれている｡このような特徴は古くか

ら報告されている(Hertwig､1880;Grassi､1883;

Bur丘eld､1927;John､1933)｡しかし､前口動物

の神経系と異なり､ヤムシでは中枢神経系を含む

ほとんどの神経が上皮性であるという興味深い特

徴をもつ｡このような神経系は他の三胚葉性の

動物にはみられず､動物系続の立場からも注目さ

れる｡

比較的最近のヤムシ神経系の形態的研究は

BoneandPulsford(1984)によって行われ､鍍銀

染色法により腹神経節を中心とした神経構築が示
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された｡さらに免疫組織化学法により､特定の神

経の走行をはじめ､末梢神経や中枢神経の一部の

走行が明らかにされた(Boneetal､1987;Goto

andYoshida､1987;Gotoetal､1992)｡このよう

に､ヤムシの神経系について解明されつつある中

で､ヤムシ神経系全体を新たに見直す必要が生じ

てきた｡また､このユニークな神経系の形成過程

を調べるうえでも､全神経について明らかにする

必要がある｡

この目的のために有効な染色法として､Bone

andPulsford(1984)が用いた鍍銀染色法があげら

れる｡鍍銀染色法は神経繊維を染色する手段とし

て､古くから用いられている｡しかし､画一的な

染色法はなく､実験動物や染色目標とする神経に

より適した染色条件を見つける必要がある(佐野､

1965)｡そこで､これまでに私たちの研究室で

扱っているカエディソヤムシの神経系を染色する

ための鍍銀染色法について検討した｡Boneand

Pulsford(1984)はWinkelmanand Schmit(1957)

の方法を用いたが､染色に関する詳細な記載がさ

れていない｡本研究では､この方法をはじめ､鍍

銀法の1つであるBodian染色を試みた｡その結

果､固定液､前処理､鍍銀液を変えることで､極

めて良好に多くの神経繊維を染色することのでき

る条件を見い出したので報告する｡

材料 と 方法

実験動物としては､底生性のカエディソヤムシ

(Pα和坤αdg肋卯わよ)の成体を用いた｡本種は､熊

本県天草郡の九州大学臨海実験所付近の岩礁海岸

低潮亜帯で採集され､私たちの研究室で累代飼育

されている｡

標本の作成には､まずカエディソヤムシを解

剖せずにそのまま固定した｡固定液としては､

Bouin液､BodianNo.2液(80%エタノール90ml､

ホルマリン5ml､氷酢酸5ml)および合成による

agedalcholic Bouin液(ホルマ1)ン15ml､エタ

ノール35ml､氷酢酸3.5ml､エチルアセテート

25ml､ピクリン酸0.46g､蒸留水100ml)を用い

た｡固定は室温で一晩行った｡洗浄後(蒸留水で

3回)､前処理として0.1%Tritonを含むリン酸

権衡液(PBS)に一晩置き､10%ホルマリン中で

10分間処理を行なった｡その後､鍍銀液に浸した｡

鍍銀液は､20%硝酸銀(和光)および3%プロテ

イン銀(Merck､Sigma､Polysciense､Roquesの4

杜)を用いた｡プロテイン銀には､5ml当たり

0.1gの銅を加えた｡鍍銀は350Cで6日間行

なった｡鍍銀後､1%亜硫酸ナトリウムと0.2%

ヒドロキノン含む水溶液中に20分間置いて現像を

行なった｡さらに0.2%塩化金水溶液中に4～5

時間置いて金に置換したあとで､5%チオ硫酸ナ

トリウム中で10分間定着した｡試料を各試薬に移

す前に蒸留水で3回洗浄した｡

仝載標本の作成には､染色後のヤムシをPBS

中で解剖した｡この場合､上皮組織である泡状組

織を全て除去し､背面中央から体を縦に切開し､

腹神経節を中心に末梢神経が観察できるようにし

た｡これをエタノールシリーズで脱水し､キシレ

ンを経てからスライドグラスに載せてエンテラン

ニューで封入し観察した｡

また､切片標本作成には､鍍銀染色したヤムシ

全体を脱水後､Teclmovit8100(Kultzer)に包捜

した｡滑走式ミクロトームを用いて厚さ10～15

〃mの切片を作成し､スライドグラスに載せてか

ら､エンテランニューで封入して観察した｡

結果 と 考察

ヤムシの鍍銀染色についてはBone andPuls-

brd(1984)が勤勉5βわ5αを用いて行なってい

る｡彼らはWinkelmanandSchmit(1957)の方法

に従い､全載標本で良好な染色結果を得ている｡

この方法では､固定にBou血液､鍍銀液に20%

硝酸銀を使用する｡本研究でもカエディソヤムシ

にこの方法を適用した｡鍍銀時間を6日間にする

ことで､腹神経節内の繊維や感覚神経を仝載標本

で観察することができた｡神経以外の組織はあま

り染色されず､神経繊維の走行を観察することも

可能であった｡しかし､これを切片にしたところ､

染色が比較的弱いためか､神経繊維を認めること

は困難であった｡

次に､この方法にほぼ従い､使用する銀の種類

を3%プロテイン銀(Merck)に変えてみたとこ

ろ､硝酸銀の場合より多くの神経繊維が染色され

た標本が得られた｡しかし､染色結果は試料に

より極端な差がみられ､ほとんど染色されない場

合も多かった｡一般にプロテイン銀を鍍銀液と

する染色法をBodian法という｡これはプロテイ

ン銀の質により染色結果が左右される｡そこで､

Merck以外にSigma､Polysciense､Roquesの各社

のプロテイン銀を使用した｡Sigma以外の製品で

はいずれも良好な結果を示す標本が得られたが､

Roquesのプロテイン銀が最も濃く繊維を染色し
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表1鍍銀液および固定液の遠いによる鐘銀染色性

鍍 銀 液 Bouin液 agedalchohcBouin液 BodianNo.2液

硝 酸 銀 +

プロテイン銀(Merck) ++

(Sigma)

(Polyscience) ++

(Roques) ++

*

+

*

+

+

*

+++

*

+++

++十十

ー､染色されない;+､比較的太い繊維が染色される;++､染色されるが末梢の細

い繊維は染色されない;+++､中枢および末梢の繊維が染色される;++++､中

枢および末梢の繊維が極めて明瞭に染色される｡

*未試験｡

(表1)､染色性も比較的安定であった｡

また､鍍銀染色の結果は固定液によっても大き

く異なることが知られている｡そこで､Bouin液

以外にagedalcholicBouin液およびBodianNo.2

液について検討した｡agedalcholicBouin液は

Gregory(1980)が昆虫の神経の鍍銀染色で良好

な結果を得ている固走法として知られている｡

BodianNo.2はBodianによってプロテイン銀を

用いた染色のために開発されたもので､この固定

法により様々な種類の動物の神経で良好な鍍銀染

色の結果が得られると言われている(佐野､

1965)｡ヤムシの場合でもagedalcholicBouin液

で固定した試料は神経繊維が濃く染色されたが､

同時に背景となる筋肉や上皮組織も濃く染色され

たために神経の観察が困難であった｡BodianNo.

2液による固定では神経繊維は濃染されたが筋肉

や上皮組織など神経以外の組織はほとんど染色さ

れなかったため､多くの繊維を細部まで見ること

ができた(表1)｡

腹神経節を中心とした染色結果の一例が図1A

である｡腹神経節から派生する繊維は多く､頭部

へ延びる主縦連合神経の他に､後方から出て尾部

後端まで達する尾部神経､側方から出て筋肉や感

覚器に延びる放射神経が明瞭に観察された｡腹神

経節中央にあるニューロパイル内を走行する繊維

も多く染色され､これらの繊維路のうち､縦走す

るものは比較的太く､主縦連合神経や尾部神経へ

延びるものが多かった｡横走する繊維は神経節の

細胞体部分から延びており､放射神経として胴部

に向かうものがみられた｡放射神経の一部は機械

受容器である触毛斑からの感覚神経の束であった

(図1B)｡また､脳神経節ではこの中を走行する

繊維路がみられた｡

さらに､このような仝載標本を包埋して切片に

した場合では､厚さ約10/∠mの切片で､腹神経

節内の繊維の位置および感覚神経や運動神経の走

行を観察することができた(図1C)｡腹神経節

のニューロパイルを縦走する主な繊維路は､正中

線に近い部分では背面､中間､腹面にそれぞれ各

一対､側方部にも同様に背面､中間､腹面に各一
対存在した｡また､ニューロパイルの最も側方部

背面にある繊維路は太く､触毛斑の感覚繊維と連

絡していた｡このように､ヤムシ神経系における

繊維走行を観察するために十分な標本が得られた｡

組織片を対象とした鍍銀法の代表的なものに

は､鍍銀液に硝酸銀を使用するCajalの方法と､

アンモニア性銀液を使用するBielschowskyの方

法が知られている｡後者は凍結切片の染色にも

適用できるが､切片の鍍銀法の主なものとしては

Bodianの方法とHolmesの方法がある(佐野､

1965)｡Bodianの方法はプロテイン銀を用いるが､

これは有機化合物であるため染色性が不安定であ

る｡Holmesの方法では全て無機化合物を使用し､

硝酸銀･棚酸一棚砂緩衝液を鍍銀液としている｡

Holmesの方法により､昆虫では良好な結果が得

られているが(BlestandDavie､1980)､ヤムシで

はまだ試みていない｡今後､この方法についても

ヤムシに適用してみる必要がある｡

Bodian法により仝載標本で良好な染色結果が

得られた理由として､鍍銀の前処理としてTriton

処理を施したことが重要であると考えられる｡

Bodianの方法は繊維中の微小管をはじめとする

細胞骨格系のタンパクを染色すると言われており､

細胞内に鍍銀液が浸透するにはTdton等による

処理は不可欠と思われる｡Triton処理をしない場

合は､染色性は著しく低下した｡鍍銀染色以外に､

多くの神経繊維を染色する方法としてアセチル化

αチューブリンの抗体を用いた方法が知られてお
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園l.ヤムシの銭銀染色標本｡固定周はBo山anNo.2液､鏡銀液はRoq11eS社のプロテイン銀

を用いている｡

A:胴部腹面の全戦標本｡写真の上がヤムシの前方となる｡Cn､尾部神経;mc､主縦連合神経;m､
放射神経;vg､腹神経節｡B:上皮組織の山部の全我標本｡触毛斑(cf)からの感覚神経(矢印)が

明瞭に染色されている｡C:腹神経節(vg)の切片像｡腹神経節の中央部はニューロパイル(np)ゥ

矢印は縦走する繊維路のいくつかを示す｡スケールはA､Cで50/りn､Bで30抑mを示す｡

り しChltnlS and
Kuwada､1990;Wjlson､et al_､

1990.)､これをヤムシに適用Lた結果は､鍍銀染

色の場合と類似していた(後藤と安臥 未発表)｡

鍍銀染色とこのような細胞骨格系タンパクの抗体

を用いた染色により､ヤムシ神経系の全貌を明ら

かにすることができるであろう.｡
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