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最終講義

形から細胞の機能を考える

村　田　長　芳

鹿児島大学大学院医歯学総合研究科運動機能修復学講座

細胞生物構造学研究分野

(原稿受付　平成17年8月4日)

1.はじめに

鹿児島大学大学院医歯学総合研究科関係の皆さん,鹿

児島大学の他学部の皆さん,名誉教授の皆さん,医学部,

歯学部の学生の皆さん,職員の皆さん,同窓会,同門会

の皆さん等をお迎えして最終講義が出来ます事を大変嬉

しく存じますし,またこのような最終講義の機会をお作

り頂いた関係者の皆さんにお礼申し上げます｡

2.講義の構成

今日の最終講義の構成を①光学顕微鏡から電子顕微鏡

まで, ②複合糖質組織化学との出会い, ③形としてのゴ

ルジ装置とゴルジ装置の機能, ④凍結標本を中心に壁細

胞の形と機能を考える, ⑤最終講義の締めくくりに別け

てお話ししたいと思います｡

3.光学顕微鏡から電子顕微鏡まで

今日は学部の学生さんもこの最終講義を聞きにたくさ

ん来てくれています｡私自身これまで光学顕微鏡と電子

顕微鏡を使って研究をして来ました｡特に電子顕微鏡に

関しては医学部共同利用研の形態部門の室長を任せら

れ,小生のみならず,教室の共同研究者が皆電子顕微鏡

を用いて研究して参りました｡

まず,最初に光学顕微鏡,電子顕微鏡が形態学の研究

機器として出現せねばならなかった必然性からお話した

いと思います｡この講義の導入のスライドには当時の医

学部の予算と鶴陵会のご援助も得て購入し,現在も共同
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利用研で稼動中の日立の電子顕微鏡をお示ししていま

す｡この後医学部概算要求でもう一台の電子顕微鏡を購

入出来,電子顕微鏡研究の新人とベテランが同じ電子顕

微鏡を使うという事を避ける事が出来るようになりまし

た｡嘗て,鶴陵会報で電子顕微鏡購入での鶴陵会からの

支援には謝辞を申し上げましたが,改めてこの場でこの

事をご紹介し謝意を表したいと思います｡

ところで,近代解剖学は1543年にA. VesaliusがFabrica

を出版した時に始まると云ってよいと思います｡この年

に地動説を唱えたNicolaus Copernicusは死亡しましたが,

彼の『天体の回転について』がこの年に出版されていま

す｡日本では種子島に鉄砲が伝来した年に当たります｡

九州大学医学部にはかって医史学について大変詳しい先

生がたくさんおられました｡それで九州大学の図書館に

は初版本ではありませんがFabricaの二版か三版のものが

あります｡ VesaliusのFabricaは中世の解剖学を全否定し

たものではなく,中世の解剖学をもとに　Vesalius自身

が解剖して見つけ出した新しい所見を200以上加えたも

ので,画家の助けを借り16世紀の本ではありますがたい

へん素晴らしい本です｡私も拝見しその素晴らしさに驚

嘆しました｡皆さんにも是非一度ご覧になって頂きたい

と思います｡

近代解剖学は, 16世紀に肉眼解剖学で始まったわけで

すが,肉眼で見えるものには当然限界があります｡肉眼

では解像出来る限界はほぼ80/∠mです｡これより小さな

ものは見えません｡

Fabnca (1543) &
A.Vesalius (ほ14-1564)
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肉眼 で見 える限界

日動物細胞は直径 10-20//m .つまり■､肉眼で

見ることのできる最小の粒子の約5分の)で

ある (C el】=第4童)
■2}肉眼で解像できる限界は0.1m m = 100^ m

よりやや狭い80 u m である0
3)もつと小さな構造を見ることへの欲求､器械

の開発→光学顕撒鏡の闘■発○

平成17年11月

VesaliusのFabrica出版から約一世紀を経て,解剖学は

顕微解剖学(組織学)へと発展します｡ここに二人の人

物,オランダのA.vanLeeuwenhoekとイギリスのR.

Hookeが登場して来ます｡前者は研究者ではなくオラン

ダの織物業者でしたが,単式顕微鏡を用いて色々なもの

を観察し,その結果をイギリス王立協会に送っていま

す｡こんな簡単な顕微鏡で原生動物,細菌,赤血球を観

察し,骨格筋の横紋まで観察しているのにはびっくりさ

せられます｡もうひとり,イギリスのR.Hookeは複式顕

微鏡でものを観察しています｡ Hookeは｢ニュートンに

消された男｣として有名ですが,組織学の分野ではコル

クの断面に蜂巣状の構造を観察してそれに｢cell｣という

名前を付けました｡ Hookeが呼んだ｢cell｣と現在の細胞

とは同じものではありませんが,言葉自身は今も生き残

り,将来ともこの言葉は身体の基本構成単位を表す言葉

として受け継がれて行くでしょう｡
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A.van Leeuwenhoek (1 632-1723)

R.Hooke (16】5-1703)

ところで,顕微鏡の改良はその後も鏡体,レンズ,集

光装置等を中心に進み, 19世紀末から20世紀初頭にはほ

ぼ完成の域に達します｡ここで光学顕微鏡の解像力を考

えてみたいと思います｡光学顕微鏡の解像力はスライド

のようなE. Abbeの式で与えられます｡簡単には光学顕微

鏡の解像力を規定するのは可視光の波長によると云って

よいわけです｡そして光学顕微鏡の場合その性能のいか

んにかかわらず,可視光を用いる限り200nm (0.2/∠m)

以下の距離の識別は不可能であると云う事になります｡

光顕での是小二点間の
識別足巨雛の一例
波長: 546nm

N.A:最大は1.4
d-546/2 x !.4-200nm

可視光を用いる限y 200nm
仙2u rn)以TFの距離の識別は顕微
鏡の性能にかかわらず..不可能で
am
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この限界を解決すべく新しい試みが始まりました｡そ

れは可視光に比してより短い波長の光源を用いる事でし

た｡二つの候補,紫外線とⅩ線がまず試みられました｡

前者は紫外線顕微鏡になりますが,レンズ材質に石英を

用いるなどの工夫はしても期待したほどの解像力の向上

に繋がりませんでした｡波長も可視光に近く,理論的に

もそう高い解像力が期待できない事は自明の理でした｡

一方, Ⅹ線の方はエネルギーが高いため焦点合わせが難

しく,磁石で曲げる事が出来ないなどの理由でそれ以上

の進展はありませんでした｡

第三の候補として,電子線(陰極線)が登場して来ま

した｡この線は電荷を帯びているために,磁場,静電界

で焦点合わせが出来る利点を有していました｡しかし,

透過力が極めて弱い事,真空中でないと直進出来ないな

どの欠点を持っています｡

短い波長の光源
トTSJ問
Ko母1stゥ努力で分解音別oonmまで

は達した･-使用法が面倒
2l X線-エネルギ-が高いため.焦

点合わせが難しく､磁石で曲げるこ
とができない

.vfls-f韓(陀挿軒-*荷を帯び

ているため.磁場.静電界によLJ焦
点合わせが出来る

ここで理論的に電子顕微鏡では光学顕微鏡に比してど

のくらい優れた解像力が得られるかを波長の比較で見て

みます｡電子線の波長は一般にIOOKvくらいまでの加速

電圧ではスライドの如くDeBroglieの式で求められます｡

可視光のひとつを546nmとし,加速電圧を50Kv, lOOKv

の電子線と比較して見ます｡ 50Kvの加速電圧ではその

波長は0.0054nm, 100 Kvではその波長は0.0038nmとな

ります｡理論的には加速電圧50Kvでは光顕の101,100倍,

lOOKvでは144,000倍の優れた解像力が得られる事になり

ます｡しかし,実際には硬い鋼材に非常に細い真っ直ぐ

な孔を開けなければならない等の機械的制約のため,莱

際の得られる電子顕微鏡の分解能は光学顕微鏡に比して

約2,000倍というところです｡しかし電子顕微鏡は光学顕

微鏡では解像できない細胞膜などをちゃんと見る事が出

来ますし,光顕の時代にその存在の知られていたミトコ

ンドリア,ゴルジ装置,中心小体などにより詳細な形態

的情報を提供するようになりました｡刷子縁,ライソゾー

ム,小さな内分泌細胞の畢粒等もちゃんと見えるように

なりました｡

この項の最後のスライドにE. Luska教授の写真を入れ

ました｡ Luska教授は世界で最初に電子顕微鏡をつくっ

たグループの一人で,電子顕微鏡の開発は1930年初期に

始まりました｡日本で学術振興会に電子顕微鏡小委員会

=11

が作られたのは1939年の事です｡この年ドイツの

Siemens社はもう電子顕微鏡の市販を開始していました｡

日本に限らず,医学･生物学者の多くは電子線による高

温で試料の破壊をおそれ,電子顕微鏡の利用には消極的

でした｡日本の電子顕微鏡小委員会にも医学･生物学の

研究者の参加は最初ありませんでした｡ 『電子顕微鏡,

あれはスルメを見て烏賊を想像せよと云うようなもの

だ』という風な例えが云われ,私も病理学の講義で教授

からまったく同じ話を聞かされました｡従って,院生に

なった当初は,電子顕微鏡の研究はやるまいと思ってい

ました｡しかし,技術は進み,上述の問題は解決の方向

にあり,電子顕微鏡の研究には優れた長所が多々ある事

が電子顕微鏡を使った研究を開始して間もなくわかりま

した｡食わず嫌いは学問の分野でもいけないと思います｡

t干Sfl詫舟i加Bnigiit rT)式

可視光:546nm　　　豊丘【V=触RZ,

電子線
加速電圧50kv　　: 0.0054nm
加速電圧I OOkv ∩.003呂nm
546nm/0.003畠nm- 143,6呂4

実際:光顔の2000倍の解像力
*l　　　　　　　: 200nm
電醜　　　　　　:oJnm

ルスカ教授:1986年
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｢　『■■ヽ
[_■

由トイ11.マンタユ･71ランク

即I究輔劫棺

1906年¥2H,西rイ■ソq)ハイ

テIt,ぺJl.クL:生まrL竜　三ユ′

J～ン工相大草串手札1933年

L=ぺJU'JンエH兼等て叩士局を

取悶1936年.13-Jンユ†土に

入札1939年り･ら同書lは1岩手EFi

相i14を売Tl出しT二1955年T I

クス.丁う'一蝣--}研究繭の7')蝣;

�"y�"it-パーtFF死所L=あも市子

島民和地施主蔓長E:艶i"｣L. 1959

年から【171クス･丁うL/ク研

究所轄Ⅰ宜と+.■与



〔42〕 鹿児島大学医学雑誌　第57巻　第3号

4.複合糖質組織化学との出会い

大学院では塩基好性白血球の電顕的,酵素組織化学的

を行いこれで学位を頂きました｡研究を行っているうち

に,この細胞が肥満細胞同様ヒスタミンとヘパリンを畢

粒に含有し臨床的にも大事な細胞である事がわかりまし

た｡しかし,当時の技術ではヒスタミンは低分子で形態

的にこれを捕捉する事は出来ませんでした｡一方ヘパリ

ンの方は高分子でこれが畢粒の異染性にも関係し,ポリ

アニオンゆえにカチオンの塩基性色素で染める一般的染

色法は多数存在していま　した｡35Sを用いれば

radioautographyでその存在を確かめ得るところまで来ま

した｡ここで院を終了し,アメリカに留学する機会を得

ました｡最初のボスは心筋梗塞でお亡くなりになり,吹

にご指導頂いたのがS. S. Spicer教授でした｡

日本の院生時代にもSpicer教授のグループの論文はい

くつか読んでいましたが　Spicer教授が複合糖質組織学

の権威者であるとは知りませんでした｡タイトルのバッ

クはSpicer教授の書かれた複合糖質の総説の本を使って

います｡次のスライドはSpicer教授の書かれた複合糖質

証明法の総説から最初の部分の引用です｡詳しく見ると

これらの証明法の殆どが一般的証明法である事が解りま

す｡わずかに,最後の部分に複合糖質に対する抗体を用

いる特異性の高い蛍光抗体法の事が書かれているに過ぎ

ません｡そんな研究レベルにがっかりしていたかと云う

と,一般的証明法のすべてを私は熟知していたわけでは

なく,一般的証明法を用いての研究は楽しく,得るとこ

ろも多く,この一般的証明法を用いての研究に熱中して

新しい所見が出る事に喜んでおりました｡

Histochemical methods for

muco sub stances
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1971年の10月頃と思いますが　Spicer教授の部屋で

Spicer教授と講師のB. J. Martinが一枚の電顕写真を前に

盛んに議論しているところに出くわしました｡その時,

平成17年11月

初めてレクチンのConcanavalinAという言葉を耳にし,早

速B.J.Martinの部屋へ行き,論文を教えてもらいまし

た｡それは,その前年二人のフランス人研究者W.

BernhardとS. AvameasによってExp. Cell Res.に発表され

た論文でした｡ ConcanavalinAという言葉もレクチンと

いう言葉もその時私は始めて耳にしました｡この方法の

証明原理は大変スマートで,二つの結合部位を持つ

Concanavalin Aが一方で細胞膜の糖鎖に結合し,もう一方

で西洋ワサビベルオキシダーゼの中にある糖鎖に結合す

る,その後ベルオキシダーゼをdiaminobenzidine反応で具

現化する事でした｡この方法は光顕,電顕両レベルで用

いうる方法ですが論文には光顕写真はなく,電顕写真だ

けが掲載されていました｡この論文はレクチンを用い

た,特異的複合糖質証明法のはしりであり,この時点で

ConcanavalinAを知り,レクチンを知りこの様な自分が研

究している状況を航空便で日本に知らせましたが,日本

の所属教室からの反応は鈍かったです｡当時,日本では

複合糖質の組織化学的研究をしている研究者は少なく,

レベルも高くありませんでした｡

糖質の特異的組織化学の研究を開始してJ. B. Sumner

教授を知り,野口英世博士にレクチン研究のある事を知

り,レクチンなる言葉も知りました｡それまではレクチ

ンとは云わず, phytohemagglutinin　植物血球凝集素)と

呼んでいました｡二人の頑張り屋の研究者,その人とな

りのスライドを供覧します｡また自分たちが染めた

Concanavalin A染色の電顕写真を示します｡この写真は高

温多湿の鹿児島でカども生えず保存されていたもので

す｡ところで,抗原と抗体,糖鎖とレクチンの関係はそ

の特異的結合の点ではまったく同じですが,抗体とレク

チンには本質的に異なる部分がいくつかあります｡スラ

イドにはその相違を略記してあります｡この複合糖質の

発展として鹿児島で開催された複合糖質の国際シンポに

来られたSpicer教授夫妻,これも腎臓の複合糖質の研究

ではよい仕事をしており,シンポジウムには母国フィン

ランドからではなく　Spicer教授の研究室から参加され

たH. Holthoefer博士夫妻の写真をスライドで示します｡

糖鎖の電顕的証明法

Bernhard W. & Avrameas S.

Ultrastructural visualization of

cellular carbohydrate components

by means of Concanavalm A.

Exp.Cell Res. 64 : 232-236 (1970)
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Con A-HRP.DAB-OsO,

Prof.J.B.Sumner

Cornell大学敏捷
1916年ノーJ{)叫ヒ学賞空耳
1919年
タチナタrlメ(Gが蝣nvjt/tt e/isiformf&から蛋

白賃を単離.結晶化に成功
Con印Tl且vaJin Aと名付ける

1926年
豆科地軸l姐兼のurease-を初めて結晶
唱HUfH苗Ei

1 936年
レクチンの糖に対する特異的反応の発見､

Con Aによる赤血碇凝集作用が荒特により
阻害される耳から赤血球凝躯反応は糊
棄ED蛋白賃と赤血球細胞晩表面上qj惜

官の反応で起こる

F軸LLユ[amuh且Sumncr{柑R7-IS5軌

アメリカのてんぽう
James Batscheller Sumner

(1887年-1955年)

コtネル大学故撞. 1946年ノ-ベル化学賞受賞
1 7才■の時.友達の隈射した尊丸が左腕に命中.サム
ナ-は左利きであった.
五体溝足の人間にひけ喜とらない寺.それがサムナ-め
し男1蓋謂rflgg弛D^^HS

野口英世との比較
負けず嫌い
2f3敵い
凡帳面で正義感が襲い

蔽KMar-i.j fc.ttia問msa田示威iEE

ConA- HRP- DAB- OsO4staining

The term " Lectin "

Phytohemagglutinin
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抗原と抗体

糖鎖とレクチン
i.両者は特異的持合を乗たす点でよそ似ている｡

2.抗体は高等動物において､抗原刺激の結果作

られるものであるが､ L/クチンは植物､動物､
細菌などに生来内在している｡

3.抗体の分子構造には一定の類似性があるが､
LJウテン分子は分子量一つをとってもきわめて
まちまちである｡
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5.形としてのゴルジ装置とゴルジ装置の機能

一枚GSAIIで染色したラットの小腸の写真を示しま

す｡このレクチンによって杯細胞が染まり,円柱上皮･

杯細胞の糖衣が染まっているのが解ります｡同時にもう

-箇所,円柱上皮も杯細胞もその核上部が染まっている

のが解ります｡これこそはこのレクチンによるゴルジ装

置の染色であります｡しかし,光顕の解像力ではゴルジ

装置の構成成分のどこが染色されているかは解りませ

ん｡

組織学,細胞生物学の研究に携わる者にとって,ゴル

ジ装置は大変魅力的な小器官です｡この細胞小器官は

1898年にイタリアのC.Golgiによりフクロウの小脳のプ

ルキンエ細胞に於いて初めて兄い出されました｡その

級,この細胞小器官の存在に関して,これが真に存在す

る細胞小器官か,人工産物かについて延々議論が続きま

した｡ひとつに光顕の解像力が,もう一つは不安定な染

色法である鍍銀法がこの解決を長引かせたと云えます｡

この間題は1954年A. J.Dalton&M. D.Felixによって,オ

スミウム鍍銀法を用いた研究で,この細胞小器官は細胞

に恒常的に存在する細胞小器官であり,決して人工産物

ではないとの結論に達しました｡ 1998年はこの細胞小器

官発見100年に当たり,シンポジウムや出版が相次ぎま

した｡

ゴルジ装置の発見

1約8年.伊､ Camillo Golgi (1843-1926)
1 906年Nobel prize laureate

フタロウの小脳のプルキン工細胞体に硝酸銀
によって黒染する網状構造を発見､これにゴ

JL,ジ装置(Apparato reticolare血emo)の名を

冠す｡その後.この構造が真に存在する構造
か､人工産物かをめぐって延々議論が続いた｡

光晃の解像力がこの結論を長引かせた｡

平成17年11月

ゴルジ装置の機能をまとめて見るとスライドの如くな

ります｡この中の②, ③を中心に話をさらに進めます｡

次のスライドはゴルジ装置の極性を示したものです｡ゴ

ルジの構成要素をcis, medial, transに別けてその各々の

部分を見てみると　cISからtransmostに向かってOs04,

NADPase, TPPase, ACPaseにより染まる事が解っていま

す｡これら四つの染色はゴルジ装置に極性がある事を示

しています｡

ゴルジ装置の主な機能

①腺細胞における分泌物の形成

②糖結合部位としてのゴルジ装置

③糖衣形成への関与

④水解小棒の形成

5;細胞内71ローtZ'.ソシンケの犠所

(6-その他､指AJJの吸収

加｡--n-

o~o

r^
ACPase

dF

..室室萎

ゴルジ装置
の極性

(polarity)

竃表裏撃■■

私達はこのようなゴルジ装置の極性をいくつかのレク

チン染色との関係で見てみました｡スライドでまずカタ

ツムリレクチン(HPA)の染色を示します,このレクチ

ンはゴルジ装置のcisとtrans両領域を染めますが　medial

は染めない事が解ります｡次のスライドはレクチン研究

初期の私達の傑作写真ですが,ピーナッツレクチン

(PNA)による染色です｡左はコロイド金とレクチンを
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直接コンジュゲートしたものによる染色,右側はPNAレ

クチンに対する抗体を用いた染色ですが,最近私達は後

者の方法を用いています｡それは前者よりレクチンの標

識密度が高いからですが,このピーナッツレクチンでは

ゴルジ装置のmedialの部分が染色されている事が解りま

す｡次のスライドは立体阻害の結果PNAレクチン染色が

どう変化するかを見たものです｡左側の写真は前のもの

と同じですが,右側の写真は鹸化-酵素処理-PNA染色

をしたものです｡鹸化後,シアリダーゼによりシァル酸

が切断され,ガラクト-ス残基が暴露され,ゴルジ装置

のmedialのみならずゴルジ装置の広い領域,さらに無処

理では染まらなかった畢粒が染まっているのが観察され

ます｡組織化学にあまりお詳しくない方に両者の染色性

の違いをスキーマで示したのが次のスライドです｡

藍PA-CG慧
近位結脹1* *.*^一

亡isttransゥ｣ %.."V･  ･`

標識　　te*　j

･
｣
∴
･
･

一

　

■
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次のスライドはコウラナメクジレクチン(LFA)で染

色されたゴルジ装置の写真です｡このレクチンはシァル

酸残基を認識しますが,ゴルジ装置のtrans, transmost領

域並びに畢粒が染色されています｡以上,いくつかのレ

クチン染色の実例をお示ししましたが,我々が行ったた

くさんのレクチンによるのゴルジ装置におけるレクチン

の結合部位を示したのが次のスライドです｡

Prox.colon

LFA-CG

コウラナメウジ

LJウチン

NANA結合レクチン

批耽smost Golgiの

標識

さ*¥¥
.ニ:-1寸､〆
ma』慮■馳

?/千三.ワニTt-■    ■ ■

胃sfififlB意華jT吾
､●･ '■事.

L+   ≡.i

出汁:＼ふ蝣* **"
^-サ*　　IT"* '

レクチン結合部位

ゴルジ装置に関して,その染色に関して,追加事項を

申し述べます｡次のスライドはレクチン染色ではありま

せんで　PA-TCH-SP染色です｡この染色原理は光顕の

pAS染色と同じで糖の中の近接グリコール基を証明する

糖の一般的染色法ですが,この写真では十数層に及ぶゴ
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ルジ装置の層板が染まっていて,その染色はcisからtrans

に向かって強くなっている事が解ります｡こんなに層板

の多いゴルジ装置は滅多に見られない事です｡また,今

までコロイド金で標識したたくさんの写真をお見せして

来ましたが,次のスライドは薩摩切子の写真です｡この

薩摩切子のうち赤薩摩の作り方は二つあります｡その一

つがコロイド金を用いる方法です｡私は国内外のシンポ

ジウム,ワークショップでは研究スライドの中に一枚こ

の赤薩摩のスライドを加え赤薩摩がコロイド金利用の別

の例である事,この赤薩摩が明治維新期に鹿児島で作ら

れていた事をいつも話しています｡

次のスライドでは,複合糖質の研究の難しさをお示し

したいと思います｡ペプチドの場合,三つの異なるアミ

ノ酸から出来るペプチドは6種類,四つの異なるアミノ

酸から出来るペプチドは24種となります｡一方三つの異

なる単糖から出来る糖質は1,056種類,四つの異なる単糖

から出来る糖質はなんと3,500種にも及びます｡この事は

複合糖質研究の難しさの一端を示す証左になると思いま

す｡これだけの複雑さがあると得られた結果の解釈がた

いへん難しくなります｡

ところで,これまではレクチンを用いたゴルジ装置に

おける糖鎖の局在について話して参りましたが,ゴルジ

装置に糖鎖が存在するなら,ゴルジ装置へドナーから糖

平成17年11月

鎖を移す役割を演じるものがなければなりません｡これ

が糖転移酵素です｡私たちは旧生化学第二講座の村松喬

教授,小揮政之助教授の御指導協力を得て,この仕事に

挑戦しました｡

N -A cetylg lu cosam in ide

β1-4 galaCto sy ltran sferase

の局在

J.B ioch em . 102 :6 65 (19 87)

J.H isto ch em .C yto Ch em .3 9 :

29 9(199 1)

G a l a c t o s y l t r a n s f e r a s e fr o m F 9 c e l l
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)一 肌 S<pHida 氾■l 】.02 1.00 x 1? 1サ■7 札DW

t. D E A E卿 idu *i.ロ 】.44 IM x irf U .J 也Olサ

5■ RCAlB耶 SM 0.獅 ｣ 4]* ID> I I.】 1 01加

(蝣 GfcN As▲SeP血【憎 :,I m o 0 .的】> S.IS x IP T■27 m ZZ?
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So tu rose.

我々が選んだのはN-Acetylglucosaminde β 1-4 galactosy-

ltransferaseで,この仕事は菅沼龍夫助教授が熱心にやっ

てくれました｡現在と違って当時は目的とする酵素のあ

る特定の部分のポリペプチドを抗原にして,これに対す

る抗体を作る方法はまだ一般には行われておりませんで

した｡ F9cellからこの酵素を抽出精製して,これに対す

る抗体を作成する方法を用いましたが次のスライドは

我々の生成結果です｡これで染色したラット胃底腺と精

巣上体の免疫染色の結果を示します｡胃底腺では副細胞

のゴルジ装置が染色されている事が解ります｡精巣上体

の細胞は最も大きなゴルジ装置を持つ細胞として有名で

すが,この写真で核上部,ゴルジ装置相当域がたいへん

強く均質に染まっているのが解ります｡

次のスライドは肝臓におけるこの酵素の局在を示しま

す｡当初,私達はこの酵素の局在を超薄切片染色法(也

埋後染色法)で染めれば結果は一ケ月くらいで出るであ

ろうと考え,この方法を試みたのですが,期待した結果

はなかなか得られませんでした｡国内外の報告を見ても

包埋後染色法で成功しているものはない,包埋前染色法

でやらねぼ駄目であろうとの結論に達するのに一年以上

も掛かりました｡スライドは包埋前染色法でマーカーと

して西洋ワサビベルオキシダーゼを用いて染めた結果で

すが,ゴルジ装置のmedialの領域が染まっている事が解

り,ここにこの転移酵素が存在する事が解ります｡これ
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はガラクト-ス結合レクチンを用いて染めた,ゴルジ装

置に於けるガラクト-ス残基の存在場所との関係で矛盾

なく理解出来る結果であると思います｡

?<r-サ0-　電!Ll
; I

<!　!r.'

糖転移酵素
β1-4

galactosyl

transferase

E脚dyrni占:

私たちは信州大学臨床検査医学講座勝山努教授,病理

学講座中山淳教授との共同研究で最近糖転移酵素のうち

α 1,4-N-Acetyl glucosaminyl transferaseの局在に付きその

局在を今度はこの酵素のペプチド部分を抗原にする新し

い方法で抗体を作り染色しました｡この酵素が働いた結

果出来る糖鎖を認識する抗体も既に作られております｡

この方法でもこの糖転移酵素がゴルジ装置に存在する事

がはっきり示されました｡

仕1 ,4-N-Acetylglucosaminyl-

transferase (α1 -4GnT) forms

GlcNAcα1 -4Ga岬-R structure

Paradoxical Con A与taining, type 111

HIK 1083 antibody
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6.凍結標本を中心に壁細胞の形と機能を考える

細胞,組織の構成細胞を形態的に観察する時,私達は

普通には化学固定を用いるのは普通です｡固定の仕方に

はもう一つ凍結固定と云う方法があります｡

理想的固定とはどんなものか,化学固定が極端に行わ

れた時にその形態はどう変化するかを次の二つのスライ

ドに示しました｡

IdealFixation

Preserv e the naturalstate by
instantaneously capturing and
fixing in plaCe every atorn and
m olecule in a sam ple,

nchEmiCal fization

lIlimersion fixation

Perfusion fixation

2)Freezing fixation

Rapid fixation

H暗h Pressure Freezir唱

, /∴　　　, /-㌔

智慧旋渡せ
IitU.tT�"aJ■叫pv-帥柵d巾
Lrb rtm^. uh l･- te-d u! |UriォAl c frl Eb- H血　　　　d
血td -jfettlH efcHHl *>M詛♂▼■ A. r叫=-hコ　　　　　　　L,】 -

山TkK山dLuL
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私は院生の時,可溶性物質の組織化学的研究の目的で

凍結乾燥の形態標本作成に参加したことがあり,それ以

来凍結固定には常に興味を持って来ました｡私が参加し

た電顕レベルでの凍結乾燥標本作成は形態観察の究極の

方法ですが,細胞には水が多量に含まれ水晶を形成し,

細胞に大きな穴を開け形態を壊しこの克服は大変難しい

方法です｡しかし,凍結固定には化学固定の及ばない優

れた面がある事を次のスライドで示します｡これはラッ
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トの近位結腸を左は化学固定,右は凍結固定L PAS染

色したものです｡明らかに,凍結固定に基づく標本の方

が優れた標本になっている事が解ります｡

鹿児島大学医学部に着任してしばらく経った1980年

代,電子顕微鏡の研究では急速凍結技法が導入され,こ

れで観察された素晴らしい電顕像が学会で発表され,請

文にもなりました｡我々もこの急速凍結の技法に挑戦し

ました｡スライドは教室にある,二つの急速凍結装置を

示します｡左は冷却に液体窒素を用いる装置,右は液体

プロパンを用いる装置です｡私達は左の装置は主に電顕

標本作成に,右の装置は光顕標本作成に使って来ました｡

電子顕微鏡レベルでも,凍結固定が明らかに優れている

事はPAS反応の電顕レベルでの染色PA-TCH-SP染色でも

解ります｡左は化学固定,右は凍結固定を行ったラット

結腸杯細胞の写真です｡

平成17年11月

急速凍結の方法は今でも使われておりますが,常圧で

行われてよい方法ですが,この方法の欠点は理想的な凍

結状態(それを硝子様凍結と呼んでいます)の得られる

範囲が極めて狭い事です｡冷却に液体窒素を用いようが,

液体ヘリウムを用いようが硝子様凍結が得られるのは僅

か10から15ミクロンに過ぎない事です｡細胞にはその直

径が15ミクロンを超える細胞はたくさんあるわけで,そ

の極端な例は卵細胞や神経細胞ですが,これらの細胞で

は細胞のごく一部しか理想的状態では固定されない事に

なります｡胃底腺や結腸のように全長数百ミクロンもあ

る組織では,とてもその構成細胞のすべてを硝子様凍結

の状態で観察する事は出来ません｡常圧の凍結では凍結

に非常に早い冷却速度が要求され,これを満たす事は出

来ずこれが急速固定の理論的･物理的制約となります｡

この間題を解決する目的で高圧凍結が登場して参りま

した｡この技法は約40年の歴史を持っていますが,現在

二種類の高圧凍結装置が市販され段々一般的になって来

ました｡世界には現在約80台ほどの高圧凍結装置が稼動

していますが,その8割強ほどは日米の研究機関にあ

り,その比率はほぼ一対一です｡

The limit ofrapid丘･eeZlng

(急速凍緒の限界)

Attempts to仕eeze wet objects for

electron microscopy revealed that at

normal atmosphenc pressure and the

favorable condition only an

approximately 10-15 micron meter

border zone can be perfectly frozen.

Sitte H etal.1粥7

Rapid freezing (急速凍結)
vs.High pressure freezing

(高圧凍結)
Rf H,PF

Freezing speed 1 0,000℃/　　　　200℃/sec

Optimal

vitnficatjon血pth 】0-J5#m L50-600FLm

Cooling material　1iquid nrtrogen liquid n宅tTO酢n

liquid helium

『血e I ～叩00,0亡氾yen　　25,000,000 yen

この装置ではスライドの如く,急速凍結に比し,約十

倍の硝子様凍結の探さないし幅,厚さが得られます｡こ
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れは,前述の胃底腺,結腸を丸ごと硝子様凍結に出来る

事になります｡ただ,この装置の唯一の欠点は,値段が

非常に高価な事です｡

この間題はこの装置の有用性が認識され,もっとたく

さんの研究者がこの装置を使用する事で価格対使用効果

の問題も解決されると思います｡私達は鹿児島大学医学

部の御理解の下,日本で最初にこの装置を購入する事が

出来ました｡スライドにはその実物の写真と急速凍結,

高圧凍結の比較を示しています｡次のスライド二枚は高

圧凍結に於ける水の動態と装置の概略を示しています｡

2,100気圧の高圧凍結状態では水の氷点が下がり,水の粘

度も上昇し,急速凍結で要求されるような非常に早い凍

結速度を要求されません｡この事が厚い硝子様凍結標本

の作製を可能にします｡装置は油圧装置を使って最初300

Pressure/temperature phase diagram

for water
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気圧位に圧を上げ,この後はさらに7倍程圧を上げるの

には一次加圧の管と二次加圧の管の直径を80mmと

28mmすればよいわけです｡

この高圧凍結装置で行った壁細胞研究結果についてお

話します｡次のスライドは高圧凍結しオスミウムで凍結

置換を行った壁細胞の電顕写真です｡たいへん優れた微

細構造を持つ壁細胞が示されています｡次のスライドは

高圧凍結を行い,ディープエッチングを行った壁細胞の

電顕写真です｡既述の如く,優れた像が得られ,急速凍

結凍結に比し大きなディープエッチング標本が得られる

利点があります｡

Parietal cells

HPF/FS

(高圧凍結･
凍結置換)

Parietal cell, HPF一

高圧凍結･ディープエッチング

ところで,壁細胞は食事との関係でその形態を大きく

変える事が知られています｡その様子をスライドで示し

ます｡給食,絶食でこんなに著明な形態的な変化をする

細胞は他にはちょっと見当たりません｡それはスライド

に示された如く,給食時にはこの細胞は盛んに塩酸を分

泌する関係から大きな細胞内分泌細管を持ち,その分泌

細管内は微繊毛で充たされる事になります｡一方,絶食

時には細胞内分泌細管は極めて小さく,その中の微繊毛

の発達も極めて悪く,その代わりに細胞質には小管小胞

が極めて発達して見られるという特徴があります｡この

小管小胞構造は細胞内分泌細管中の微繊毛が細胞質の中

に取り込まれた構造と考えられます｡次のスライドは高

圧凍結･凍結置換で観察した壁細胞の小管小胞構造で

す｡この構造が極めてよく発達している事,それがこの
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技法で構造的にきちんと保存されている事が解ります｡

Parietal cell C壁細胞)

Parietal cell : ITPF- FS

(高圧凍結.凍結置換)

この小管小胞の個体発生を電顕レベルで調べて見ます

と,この構造は胎仔には見られず,生後約2週間目から

出現してくる事が解ります｡生後2週間ではラットはま

だ母乳を飲んでいます｡大体生後3週で離乳の時期を迎

えますが,その少し前からこの構造が出現する事は壁細

胞の塩酸分泌の機能と併せて考えると矛盾しない結果と

云えます｡この小管小胞について,オーストラリアの研

究者の提案しているスキーマを次のスライドでお示しし

ます｡これらのスキーマは螺旋構造を示す小管小胞が非

常によく発達し,それは細胞内分泌細管に連絡している

事が示されています｡基本的にこの小管小胞と細胞内分

泌細管との連絡は塩酸の分泌を考える時矛盾のない考え

方ではないかと思います｡

T ubulovesicleの個 体発生

1.T ubulov esicleは胎仔 ､新 生児に

は見られ ないO

2■この 時期 ､ 壁細 胞細胞質 にはライ

ソゾ】ム■､ グリコ■■ゲンが多い0

ヨ■生後 10-12日になって

tub ulovesicleは出現 して来る■凸

4■壁 細胞の機能 的成熟には生後4

週を要するO

TV川､管小
胞構造)の

neW

昌chema

平成17年11月

Jourha of

Ce‖ Science

VOLUME; 1細　MFIT ft
MAHCH 19申5

この小管小胞は極めて細い構造ですが,共同研究者の

津山新一郎助教授が高圧凍結･オスミウム凍結置換した

壁細胞の連続切片を作ってくれました｡光顕の連続切片

を作る事も大変ですが,電顕の連続切片を作る事は極め

て難しい事で,このような技術を持っている人は日本広

Lと云えども多くはありません｡上段は3枚,上段から

下段に掛けて7枚の電顕連続切片を切られています｡ /ト

管小胞は二枚の超薄切片にも出て来ないほどの細い管で

すが,連続切片をパソコンに取り込んで三次元構築をし

たものが次のスライドです｡前にお示ししたオーストラ

リアの研究者達のスキーマを支持する像が得られたと

思っています｡

Tubulovesicles連続切片

L

ー

ー

1

L

n

"

_

臣

L

TubulovesicleS

小菅小胞構造
3D

ところで,壁細胞は塩酸と内因子を作っていますが,
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今回は塩酸分泌に絞って話を進めたいと思います｡次の

スライドは壁細胞のレセプターとプロトンポンプを示し

ていますが,この中で塩酸産生に関わっている酵素は二

つあります｡一つは炭酸脱水酵素であり,もう一つは

H+K+-ATPaseです｡前者により壁細胞内で炭酸からH+イ

オンが作られます｡後者により細胞内のK+イオンはH+イ

オンに膜表面で置き換わります｡塩素イオンは壁細胞の

基底膜側から入って,そのまま腔側へ抜けて来ます｡次

のスライドは給食時,絶食時の胃底腺のクロライドチャ

ンネルを抗体を用いて染めた結果を示しています｡塩酸

に関しては,小管小胞の膜面及び細胞内分泌細管の微繊

毛表面で塩酸が作られる事になります｡次のスライドは

光顕の急速凍結･凍結置換したラット胃底腺を

H+K+ATPaseのαサブユニットで染めたものです｡既述し

た如く,凍結で優れた標本が出来,ラット胃底腺の非常

に広い範囲に本抗体で染まる壁細胞が存在している事が

解ります｡

Chlonde channel

Starved

LJセプターとプロトンポンプ

H+-K+-ATPase : RF-FS

(急速凍結･凍結置換〕
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次の写真は電顕レベルで本酵素の局在を見たもので

す｡我々の研究では,この抗体で染まる酵素は給食時に

は細胞内分泌細管の微繊毛の膜に,そして絶食時には小

管小胞構造に主に存在する事が解りました｡しかし,袷

食時に小管小胞に,絶食時に微繊毛に本酵素が全く存在

しないわけではないとの観察結果を得ております｡局在

を示すスキーマを一枚加えてお示しします｡

H+一正十一

ATPa呂e

こんなに胃底腺の中の広い範囲に存在する壁細胞,そ

の壁細胞の全てが活発な塩酸分泌をしているわけではあ

りません｡胃底腺の頚部付近の壁細胞が一番活発に塩酸

分泌を行っていると思われます｡ならば,何故こんなに

広い範囲に壁細胞が存在するかが問題になります｡この

間題に関して,壁細胞研究の権威,カルフォルニア大学

バークレー枚のForte教授は特に主細胞域の壁細胞に関

して,この域の壁細胞は塩酸分泌に関与するというより

ち,主細胞の分化に関係する機能を果たしていると考え

ています｡その物質の解明が急がれるところです｡もう

ひとつ,系統発生的に考えれば,もともと壁細胞と主細

胞は一つの細胞でoxynticopeptic cellと呼ばれていまし

た｡一つの細胞で塩酸も蛋白分解酵素を出す細胞であっ

たわけです｡それが,二つの細胞に分かれたわけですか

ら,この深い胃底腺底部,そこは主細胞域ですが,ここ

に壁細胞が存在する事も説明が付くと思います｡
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ところでこのスライドはレクチン研究を始めて二･三

年日頃撮った写真です｡ガラクト-ス結合レクチンであ

るRCA-1レクチンで胃底腺を染めてみました｡驚く事に

壁細胞が大変強く染まって来ました｡スライド下部にあ

る小型の陽性細胞も壁細胞です｡我々は粘液を産生する

細胞である表層粘液細胞や副細胞に焦点を合わせて研究

を行っており,壁細胞には当初あまり興味はありません

でした｡ pAS染色やその電顕レベルでの染色であるPA-

TCH-SP染色をはじめ,たくさんのレクチン染色もこれら

の粘液細胞に焦点を合わせて観察しておりました｡従っ

て壁細胞がこのガラクト-ス結合レクチンであるRCA-1

はじめいくつかのレクチンで染まった時にはその染色が

偽の陽性染色でない事は確認しつつも,その染色意義を

説明出来ませんでした｡

RCA- 1

ヒマ種子
レクチン

ガラウトース結合
レクチン
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研究を続けていくうちの,既述のH+K+ATPaseのβサブ

ユニットがこの酵素のモジュレーターであり,糖蛋白質

であり,更にその糖鎖にはガラクト-スとマンノースが

多い事が解りました｡早速マンノース結合レクチンであ

るConcanavalinAで染色して見たところ,このレクチンで

も壁細胞細胞が染まりました｡壁細胞のもう一つの産生

物質である内因子も糖蛋白質です｡従って,レクチンに

よる染色はこれら両物質の糖鎖を染めていると考えれば

説明が付くと思います｡

次のスライドにあらためてPAS染色の電顕レベルでの

染色であるPA-TCH-SP染色を行った壁細胞が示してあ

平成17年11月
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ります｡壁細胞の細胞内分泌細管の細胞膜がこの染色で

陽性に染まっているのが解ります｡そこで,あらためて

高圧凍結･凍結置換を行った壁細胞に際してGSA 1-B4の

抗体を用いる方法で染色をして見みました｡これは給食

時の壁細胞ですが,非常によく発達した細胞内分泌細管

の微繊毛表面が特異的に標識され,それに加え小管小胞

の内腔が染色されている事が解ります｡これは我々が誇

る電顕写真です｡

PA-TCH-SP, Feeding

GSAIB4 : Feeding rat : HPF-FS

lF-　～r.す
高圧凍結 凍結置換)
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最後に給食時,絶食時に壁細胞が著明に形を変える事

について始めたばかりの細胞骨格の仕事を紹介します｡

スライドはH+K+ATPaseとCD44, ezrin,アクチンの関係

を示すスライドです｡ CD44とアクチンを結ぶ中間にあ

るezrinの機能がこの際注目されます｡次のスライドは燐

酸化したezrinと燐酸化しないezrinの抗体を用いて染色し

た壁細胞の染色です｡両者の間に明らかな差が見られま

す｡この事は細胞の機能に伴う形の変化を説明するのに

極めて大切な所見である事が胃底腺に於ける殆どのアク

チンが壁細胞にある事を相侯って鍵を握っていると考え

られます｡

phosphorytated eznn

7.最終講義の締めくくり

持ち時間は残り少ないと思います｡講義の締めくくり

をしたいと思います｡ 1978年10月に鹿児島大学医学部第

二解剖学教室を主宰するようになって,来月の2005年3

月まで26年5ケ月を鹿児島大学にお世話になる事になり

ます｡この間,学部教育,大学院の教育に関わって参り

ました｡学部教育では当初組織学,発生学を担当してお

りましたが,途中から肉眼解剖学実習の半分をも分担す

る事になりました｡学務係を煩わせてお調べ頂いた1982

年からの現在までの学生動向です｡ 1982年からの卒業生

〔53〕

は2256名(うち女子420名),在学生は574名(うち女子

195名)で,このいずれの皆さんとも一緒に勉強した事

になります｡ただ, 1982年の卒業生の何人かは一緒に勉

強した事のない学生さんが含まれていますが,最終的に

は2800名を越える皆さんと一緒に勉強したことになりま

す｡これ以前,教官として信州大学で約500名の学生の

皆さんと勉強する機会がありましたので,総計3300名を

越す学生の皆さんと一緒に勉強する機会を持てた事はた

いへん幸せでした｡院生,研究生は当教室のそれに加え

国内外のたくさん講座,研究機関の方と共同研究が出来

ました｡また共同研究を通じ,研究費のご配慮を頂いた

ケースもたいへん多く,改めてお礼申したいと思いま

す｡

研究姿勢のひとつとして,イギリスの詩人J.Keatsが

云った『Beautyistruth, truthbeauty』を掲げて参りまし

た｡ Keatsは詩人で,医学で名を成そうという気持ちはな

かったようですが, 16才から5年間ほど医学と薬学の修

業をしました｡スライドはJ.Keatsが最晩年に医学と薬学

の修練を受けたロンドンのGuy Hospitalを示しています｡

Beauty is truth,

Truth beauty.

美は真なり
真は美なり

JモKeats (1795-柑211

｢ギリシャの音垂に
寄する講｣

サイエンスとしての医学に劣ることなく,アートとし

ての医学も重要であり,そこにも科学の真実があると常

に考えています｡また, 『備えある心にのみ,チャンス

は微笑む』という事も教室員に常に云って参りました｡

私の生まれた1939年は9月にドイツがポーランドに侵

攻して第二次世界大戦が始まりました｡実はこの年,私

の専門とする組織化学では大変有名な二つの論文が発表

されました｡ひとつはシカゴ大学内科のG.Gomoriによ

る酸性フオスフアア-ゼの証明法の発表であり,もうひ

とつは当時の満州医大病理学教室の高松英雄先生による

アルカリフオスフアア-ゼの証明法の発表であります｡

これらの証明法は電子顕微鏡時代になってもライソゾー

ムのマーカーとして生き残り,またその証明法の原理は

その他の証明法の元になって生き続けて来ました｡1939

年はまた,ドイツのSiemens社が初めて電子顕微鏡を市

販した年でもあります｡
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G.Gomod

(Dept.Med, Univ.Chicago)

Microchemical demonstration of

phospbatase in tissue sectio岨

Proc.Soc.Exp.Biol.Med.

42 :23-26 (1939)

高松英雄

フオスプアターゼの組織学的並びに生化学的

研究(第-戟)二つオスプ7ターゼの租轍化学

的研究方法並びに議帝素の請臓器r=放ける
分布

Hi且lologische und biochemische Studicn

Uebcr die Pbosphatase. ( l.Mitteilun軌
H istochemische Unteisuchungsm巳血】dik der

Phosphatase und Gewebcn.

Hideo Ta去amat紬

Trans Soc.PathoLJapan 29 : 492-49畠( 1939)

1939年

独逸､ジ■メンス社

電子顕微鏡の市販を開始

日本の研究に目を向けてみますと｡ 1939年5月6日,

日本学術振興会に第37小委員会(電顕小委員会)が東大

工学部の瀬藤象二教授を中心に作られました｡日本電子

顕微鏡学会(硯日本顕微鏡学会)はその最高賞を瀬藤賞

と名付け毎年優れた研究を表彰していますが, 2002年に

村田は計らずもこの賞を受賞する光栄に浴しました｡

最後にMacArthur元帥の書いた回顧録のスライドを示

します｡私が小学校5年生の1950年6月,朝鮮戦争が始

まりました｡ MacArthur元帥は当時連合軍の最高司令官

でした｡後で元帥がwes申ointの陸軍士官学校を開聞以

瀬藤象二先生
1939年5月6日
日本学術振興
会第37小委員
会( '.m=l最良小委

員会)設立
瀬藤賞
2002^
村田受賞

平成17年11月

､′　､.･.

a 4- i　文化軸_Fiを-2KIた当l晴山湖岸軌二

采の成績で卒業した事,第二次世界大戦の初期,日本軍

が優勢でオーストラリアへの撤退を余儀なくされた時に

元帥が云った有名な言葉『I shallreturn』などの名句も知

りましたが,元帥は朝鮮戦争の豚着状態を打開するため

には原爆の使用をも辞せずとして時のトルーマン大統領

と対立し,連合軍総司令官の職を解任され1956年春に離

日しました｡同年秋,トルーマン大統領の計らいで与え

られた両院議員総会,そこで行った演説での有名な言

莱, 『老兵は死なず,ただ消え去るのみ』それを私も修

飾して使わせて頂き最終講義を終わらせて頂きます｡

Genera]

Douglas

MacArthur

(1880-1964)

Reminiscences

回想録
1951年9月

両院総会での演説


