
－ 89 －

生物試料分析　Vol. 44, No 3(2021)

中枢神経細胞質内の鍍銀陽性小体(核小体様封入体)の検索に 
対するグルタールアルデヒド含有固定液の必要性
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Summary　When paraffin sections of mouse brains fixed with an electron microscope fixative 

were stained by the modified Holmes method, silver-positive bodies were clearly stained in the 

nerve cytoplasm. The silver-positive bodies were identical to the nucleolus-like inclusion bodies 

observed by electron microscopy in the mouse and rat hypothalamic nerve cytoplasm. This study 

demonstrated that in order to observe the silver-positive bodies present in the neural cytoplasm of 

the central nervous system, a glutaraldehyde-containing fixative is required instead of a formalin-

only fixative. Among the mixed fixatives, the mixed fixative of 2.5% glutaraldehyde and 5% 

formalin yielded the best results. However, for electron microscopic observation, we recommend a 

mixed fixative in which 5 % formalin is replaced with 2.5 % paraformaldehyde. In the future, it 

will be possible to search for silver-positive bodies in the central nervous system of laboratory 

animals and for silver-positive substances in the central nervous system in human brain tissues. In 

the hospital pathology laboratory, we hope that this information will aid in the search and diagnosis 

of silver-positive substances and neurodegenerative diseases. 
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Ⅰ．緒言

　1982年に電子顕微鏡試料用に固定されたマウ
ス青斑核領域のパラフィン切片に対して
Ho1mes鍍銀染色法（原法）1）で染色したところ、
神経細胞質内に明瞭に観察される鍍銀陽性小
体2-3）に気付き、この鍍銀陽性小体が、1960年
代よりラット4-7）・マウス8-9）の視床下部をはじ
めとする神経細胞質内に電顕観察された核小体
様封入体と同一物である事を証明した2）。その
後Holmes原法を改良したHolmes変法10）を発表
し、この変法により、マウス中枢神経系で鍍銀
陽性小体の観察される部位を検索し脳地図を作
成している11）。
　しかし、核小体様封入体（鍍銀陽性小体）が
正常神経細胞質内に存在することの機能的意義
は解明されていない。その一つの理由として、
核小体様封入体は一般的に使用されているホル
マリン固定パラフィン切片の鍍銀染色では光学
顕微鏡観察が出来なかった事による。
　本研究の目的は、光学顕微鏡レベルで鍍銀陽
性小体（核小体様封入体）を観察するためにグ
ルタールアルデヒド含有固定が必須であるか否
かを実証する事である。

Ⅱ．材料と方法

　研究には正常ddY雄マウス（中部科学資材）
の21匹（5週齢；体重約25 g）を使用し、すべ
てのマウスはペントバルビタール深麻酔下に
て、左心室より先ず0.9% NaClリン酸緩衝液を
30 ml 流し、次いで 各種の固定液で灌流してい
る。固定液の違いにより、研究例1（n=5 ）は
10%ホルマリン灌流固定後、同液に1日固定し
たもの（Fig. 1a）。研究例2（n= 5）は10%ホル
マリン灌流固定後、2.5%グルタールアルデヒ
ドと5%ホルマリン混合液（最終濃度）で1日固
定したもの、研究例3（n=11）は、ホルマリン
濃度は5％で、グルタールアルデヒドのみ最終
濃度を0.1%、0.5%、1.0%、2.5%（Fig. 1b）と
変更した混合固定液でそれぞれ灌流固定後、同
液に1日固定したもの。その後、すべての脳を

定法に従いパラフィン包埋し、青斑核領域の5

μm連続切片を作製し、下記に示すHo1mes変
法10-11）を施した。このHo1mes変法は、2日間の
行程で行うHo1mes原法を約3時間に短縮した方
法である。

Ho1mes変法

鍍銀液
1） 1.24%ホウ酸溶液 （H3B03） 55.0 ㎖
2） 1.90%ホウ砂溶液 （Na2B407･10H20） 45.0 ㎖
3） 蒸留水 394.0 ㎖
4） 1%硝酸銀溶液 （AgN03） 1.0 ㎖
5） 10% ピリジン溶液 5.0 ㎖

還元液
1） ハイドロキノン （C6Hg（OH）2） 1 g

2） 亜硫酸ナトリウム （Na2S03）  10 g

3） 蒸留水 100 ㎖

染色方法
1） 脱パラフィン、蒸留水で洗浄
2） 10%硝酸銀溶液 50℃  20分間
3） 蒸留水で3回洗浄
4） 鍍銀液 50℃  30分間（切片が肌色に変化）
5） 還元液 50℃   2分間（切片が黄色に変化）
6） 蒸留水で3回洗浄
7） 0.2%塩化金酸溶液
 5分間（切片が灰白色に変化）
8） 蒸留水で3回洗浄
9） 2%シュウ酸溶液
 5分間（切片が赤紫色に変化）
10） 蒸留水で洗浄
11） 5%チオ硫酸ナトリウム溶液
 5分間 （以降、金属籠等使用可）
12） 水洗
13） 脱水･封入

　なお、この研究は藤田医科大学動物実験委員
会からの承認（承認番号：AP16030）を得た研
究である。

Key words:   Glutaraldehyde-containing fixative, Silver-positive bodies, Nucleolus-like inclusion 
bodies, Modified Ho1mes method
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Ⅲ．結果

　研究例1の場合、10%ホルマリン固定液で固
定された脳は肉眼的に白色で、柔らかであった
（Fig. 1a）。ホルマリン固定のパラフィン切片を
Holmes変法で染色すると、Holmes原法同様に
神経突起は明瞭に染色されたが、脳組織間の保
持が弱いため神経細胞の萎縮したものが多かっ
た。また細胞質内の粗面小胞体（ER）が濃く
染色され封入体の存在は確認されなかった
（Fig. 2）。
　研究例2の10%ホルマリン灌流固定後、2.5%

グルタールアルデヒドと5%ホルマリンの混合
固定液で1日固定した標本では鍍銀陽性小体の
存在が確認できた。この事は最初に10%ホルマ
リンで固定された脳組織でも、その後にグルタ
ールアルデヒド含有固定液で再固定すれば、鍍
銀陽性小体（矢印）の検索が可能である事が確
認された。その他の染色性は原法と同様に、核
小体（Nu）と神経線維（Nf）および三叉神経
中脳路核の神経細胞質内神経原線維（Fi）が強
陽性に染色され、細胞核（N）と細胞質の辺縁
部（粗面小胞体; ER）は中等度に染色された（Fig. 

3）。
　研究例3では、グルタールアルデヒドの含有
量を多くするに従ってアメ色が増加し、脳の硬
さが増した（Fig. 1b）。それぞれの固定液で固

定されたパラフィン切片の青斑核領域を
Ho1mes変法で染色し観察すると、0.1%と0.5%

グルタールアルデヒド含有固定の場合神経細胞
の萎縮はあったが、研究例2と同様に鍍銀陽性
小体の存在が確認された（Fig. 4）。1.0%、2.5%

とグルタールアルデヒドの含量が多くなると共
に脳組織は硬く固定され、神経細胞の萎縮が少
なくなり、細胞質の染色性も減少し核小体様封
入体がより鮮明に鍍銀陽性小体（矢印）として
観察された（Fig. 5）。

Ⅳ．考察

　本研究により、パラフィン切片での鍍銀陽性
小体である核小体様封入体の染色にはグルター
ル含有固定が必須である事が証明され、最適な
固定液は2.5%グルタールアルデヒドと5%ホル
マリンの混合液であった。またその固定試料は

Fig. 1 a: Mouse brain fixed with 10% formalin fixative. 

The entire brain is white and soft.

 b: Mouse brain fixed with a mixed fixative （final 

concentration） of 2.5% glutaraldehyde and 5% 

formalin. The entire brain is candy-colored and 

hardened by glutaraldehyde.

Fig. 2 Paraffin sections of the brain fixed with 10% 

formalin fixative. Specimen of the locus coeruleus 

in the brain stained by the modified Holmes 

method. Nerve cells are atrophied （ 扌 ） and the 

rough endoplasmic reticulum （ER） in the 

cytoplasm is deeply stained. N: nucleus, Nu: 

nucleolus
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電顕用試料としても活用できる。但し、筆者の
これまでの研究から電顕での観察を目的とする
場合は5%ホルマリンを2%パラホルムアルデヒ
ドに変更した混合液にする事を推奨する。また
グルタールアルデヒド低濃度（0.1%）の混合
固定液でも鍍銀陽性小体が確認された事は、今
後鍍銀陽性物質の研究のために免疫染色の併用
も可能となるかも知れない。
　実験動物の中枢神経で鍍銀陽性小体（核小体
様封入体）の詳細な検索・研究において、本法
は簡便で有用な方法の一つであると思われる。
従来、核小体様封入体の研究が電顕試料の超薄
切片を電顕観察する事により報告4-9）されたが、
封入体の数量・量的変化を検索した報告は無い。
今回のグルタールアルデヒド含有固定によるパ
ラフィン切片で核小体様封入体が光顕観察でき

れば、その存在・数量・量的変化は容易に検索
される11-12）。本法使用によるマウスの研究にお
いて、鍍銀陽性小体が視床下部を初め自律神経
系・モノアミン系・扁縁系に多く存在している
事、マウスを脱水・絶食、レセルピン投与等の
実験で鍍銀陽性小体が小さくなり数が減少す
る、そしてその後マウスを回復させると正常時
の大きさと数量にもどる事などが分かっている
が、その機能的意義については未だ不明である。
今後、正常・病的状態の各種実験動物において
鍍銀陽性小体（核小体様封入体）の存在有無を
本法で確認し、生理学的実験・新規手法を取り
入れ、鍍銀陽性小体の機能的意義、臨床的意義
を解明したいと考えている。
　また病理検査室では一般的にホルマリン固定
が主流であるため、本来染色される鍍銀陽性物

Fig. 3 Brain fixed with a mixed fixative of 2.5% 

glutaraldehyde and 5% formalin after 10% formalin 

fixation. A specimen of the locus coeruleus in the 

brain stained by the modified Holmes method. 

Nerve cells are atrophied （扌）, but silver-positive 

bodies （arrow） are darkly stained. ER: rough 

endoplasmic reticulum, Fi: neurofibrils, N: nucleus, 

Nf: nerve fibers, Nu: nucleolus, 

Fig. 4  Brain fixed with a mixed fixative of 0.1% 

glutaraldehyde and 5% formalin. A specimen of the 

locus coeruleus in the brain stained by the modified 

Holmes method. Nerve cells are atrophied （扌）, 

but silver-positive bodies （arrow） are darkly 

stained. N: nucleus, Nu: nucleolus
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質の存在を見逃していた可能性が考えられる。
よって本法を活用し、試料の一部をグルタール
アルデヒド含有固定液で固定しHo1mes変法を
施せば、これまで観察されていなかった鍍銀陽
性物質が観察されるかも知れない。更に神経原
線維変化など神経変性疾患13）の病理学的診断の
一助になる事を期待している。
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Fig. 5 Specimens of paraffin sections （5μm） fixed with 

a mixed fixative of 2.5% glutaraldehyde and 5% 

formalin stained by the modified Holmes method. 

The brain tissue is firm and there is no nerve cell 

atrophy. Silver-positive bodies （arrow） are clearly 

stained. N: nucleus, Nu: nucleolus


