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1.　はじめに

病理学とは「疾病の本態とその原因を究明する科学」であ

り，大きく人体病理学と実験病理学に分けられている．ヒト

あるいは動物における疾病の大半は器質的疾患であり，何ら

かの形態的変化を伴っている．従って，病院における診断業

務を中心とする人体病理学は元より，モデル動物を用いた実

験的研究においても，病理学的研究のスタートは疾患におけ

る形態異常の把握であり，治療方法の開発等の研究のゴール

もまた形態学上の確認である．分子生物学的技法が高度に発

展した今日においても，病理学的研究は「形態に始まり形態

に終わる」と言っても過言ではない．従って「顕微鏡」は病

理学における必須のツールであり，顕微鏡なくして病理学は

成立しない．

2.　組織学的検索方法の進歩

病理組織学的検索はフォルマリン固定標本を薄切し，ヘマ

トキシリン・エオジン（HE）染色をした後，通常の光学顕

微鏡で観察することが，現在でも基本である．病理組織診断

における診断基準や分類はもっぱら HE 染色に基づいて決め

られている．しかし，近年の免疫学の飛躍的な発展により形

態学においても免疫組織化学的手法が導入され，病理組織診

断の精度は著しく向上した．現在では免疫染色は病理診断に

不可欠の手法となっている．しかし，光学顕微鏡による観察

では分解能に限界があり，細胞や組織の微細構造の変化を捉

えることは不可能である．従来より，電子顕微鏡による観察

が併用されており，ある種の疾患では電子顕微鏡による所見

が診断の決め手になり，保険適用が認められている．しかし，

電子顕微鏡による観察は，古くから「イカとスルメ」にたと

えられるように生きている状態とは著しくかけ離れているこ

とや，また「針の穴から天井を見る」と言われるように観察

範囲が限られていることを常に認識することが肝要である．

近年，生きた細胞・組織を観察したいという強い願望・要求

が強まり，共焦点顕微鏡を始めとする様々なツールが開発さ

れてきた．すなわち「生きた細胞を経時的に観察する」こと，

すなわち時間の要素を加えることにより，新しい病理形態学

の展開が始まっている（詳しくは「病理と臨床」Vol. 25, No. 6，

2007 特集：形態学の進歩「時空間病理」を参照されたし）．

一方，電子顕微鏡の分野においても様々な改良・開発が進

められており，近年本特集に取り上げられた「超高圧電子顕

微鏡」が開発された．本装置は 2–3 MV の加速電圧を得るこ

とができるため，従来の透過型電顕のように超薄切片を作成

する必要がなく，理論的には 5 μm の切片を観察することも

可能とされている．すなわち，広い範囲で且つ奥行きのある

観察が出来るばかりでなく，電子線トモグラフィーを作成す

ることにより従来の顕微鏡では困難であった病理形態学にお
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ける 3 次元解析が可能となり，格段に多くの情報を得ること

ができるようになった（電子線トモグラフィーに関しては「顕

微鏡」Vol. 39, No. 1, 2004 特集：「電子線トモグラフィー」を

参照されたし）．

本稿では，超高圧電顕を用いた病理形態学的検索の例とし

て，ラットにおける高血圧性脳病変の検索結果を紹介する．

3.　超高圧電顕による脳微小血管障害の検索

脳微小血管障害による脳浮腫の発生は脳出血や脳軟化症な

どの脳血管障害のみならず，脳腫瘍，脳外傷などにおいても

必発する病変であり，その程度が患者の予後に大きく影響す

ることが知られている．従って，微小血管障害とそれによる

神経細胞障害の病態を解明することは，これらの疾患におけ

る症状の改善や治療にとって不可欠の課題であるが，このよ

うな病態の発生機序に関する研究を人体を用いて遂行するこ

とには多くの制約があり，代わって様々なモデル動物が用い

られてきた．それらの中で岡本ら 1）により分離生成された

脳卒中易発症性高血圧自然発症ラット（SHRSP）は，全例

が重症の高血圧を発症し，その結果そのほとんどが脳血管障

害を発症して死亡するもので，人の本態性高血圧および高血

圧性脳血管障害の唯一の自然発症モデルとして，世界各国で

賞用されている．SHRSP では全身の諸臓器に典型的な高血

圧性血管病変が見られるが，中でも脳血管障害（脳出血，脳

軟化）はこのモデル動物のみに見られる特徴的な病変であり，

岡本および共同研究者により，このラットの分離生成過程当

初より多くの形態学的検索が行われてきた 2）．その結果，

SHRSP の大脳皮質では微小血管障害による透過性の亢進が

見られることが明らかにされ，脳浮腫が神経細胞の変性壊死

に重要な役割を果たしていることが示されている 3 ～ 5）．しか

し，これらの検索はいずれも二次元における解析であり，病

変の本態・あるいは成立過程の詳細は不明のまま残されてい

る．そこで，超高圧電顕を用いて厚い切片の観察を行うこと

により，3 次元での解析を試みた．

3.1　試料の作成と超高圧電顕による観察方法

生後 20 週齢の雄性 SHRSP をネンブタール麻酔下で灌流

し，大脳を分離した．定法に従ってグルタールアルデヒド・

オスミウム固定を行ってエポンに包埋し，電顕用試料を作成

した．病変部における神経線維の分布を検索するためには

フォルマリン固定標本を用いて Bodian 染色を行った後，再

固定を行って電顕用試料を作成した．光顕用に 1 μm の切片

を作成し，トルイジンブルー染色を施行し病変を観察した後，

通常の透過電顕用の超薄切片，および超高圧電顕用の 2 μm

の厚さの切片を REICHERT NISSEI ULTRACUT S を用いて

作成した．超薄切片はウラン・鉛染色後，透過型電子顕微鏡

（日立 H7100）を用いて，また超高圧電顕用切片は鉛染色後

金粒子を添加し，超高圧透過型電子顕微鏡（日立 H-3000，

大阪大学超高圧電子顕微鏡センター）を用いて加速電圧

2000 kV で観察した．さらに超高圧電顕内で試料を傾斜し，

−70 度から +70 度まで観察角度を 2 度ずつ変えて 70 枚の写

真を CCD カメラにより撮影した．これらの透過電顕像をコ

ンピュータ内に取り込み，位置補正を加えた上で連続像とし

て観察するとともに，コロラド大学Boulder Laboratoryによっ

て開発された解析ソフト IMOD package6）を用いて 3 次元再

構築画像を作成した．

3.2　結果

図 1aは大脳皮質の Bodian 染色光顕像で，浮腫性病変であ

る．神経線維が黒色に染められているが，その分布は極めて

疎となっており，且つ配列・走行共に著しく乱れている．こ

のような部位を超高圧電顕により観察すると，図 1bに見ら

れるように，神経細胞の形態は比較的よく保たれているもの

の，細胞内外の神経線維は極めて乏しく，且つ不連続で細片

状を呈しており，神経のネットワークは明らかに破綻してい

る．また，図 1cは微小血管の超高圧電顕像を示しているが，

厚さ 2 μm の切片であるにもかかわらず周囲には組織成分が

見られず，血管透過性が著しく亢進していることを示してい

る．この様な血管では神経の分布が極めて乏しいのが特徴で

ある．

図 2は図 1bに相当する浮腫性病変部における神経細胞の

解析結果を示している．図 2aは超高圧電顕による透過電顕

像である．大きな核と豊かな胞体を有する神経細胞で，

dendrite の先端は free であり，シナプスの断裂が生じている．

また dendrite には枝別れが見られ，1 本の主軸から細い突起

が出ており，この細い突起には多数の球状の構造物が認めら

れた．この構造の詳細を明らかにするために角度を変えて

70 枚の写真を撮影した．図 3bはその一部を示している．

dendrite に見られる微小突起は先端近くに多く，これらの球

状の構造物は明らかに dendrite と連続していることが確認さ

れた．図 3cは 3 次元立体像の断層像で，250 枚中の 4 枚を

示している．これらの解析から，球状の異常構造の本態は

dendrite spine の水腫変性によるものであることが確認され

た．このような dendrite spine の部位では隣接する神経線維

との間にシナプス構造は認められなかった．

図 3は図 1cに相当する微小血管の病態を示している．図

3aは大脳皮質微小血管の透過電顕像である．血管腔には内

皮細胞に接して好中球が認められる．しかし，この所見では

単なる接触かあるいは active な接着であるかは不明である．

図 3bは超高圧電顕内で傾斜をかけて撮影された透過電顕像

である．角度を変えて観察すると，好中球表面には多数の突

起が認められる．図 3cは再構築された立体像の断層像（140

枚）の一部を示している．連続写真あるいは動画を作成する

ことにより，好中球は細胞表面の微小突起（偽足）により内

皮細胞に蜜に接着していることが観察された．

3.3　考察

今回の検索で明らかにされた神経細胞における最も特徴的

な所見は dendrite spine の腫大・崩壊であった．神経細胞に

おける浮腫性の変化はすでに多くの研究者によって報告され

ているが 7,8），SHRSP の dendrite spine の変化に関しては，

全く報告されていない．よく知られているように，dendrite
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spine は興奮性ニューロンのシナプスを形成しており，神経

の機能に極めて重要な役割を果たしており 9），加齢やある種

の病的状態において数や密度あるいは大きさが変化すること

が報告されている 10 ～ 12）．Martone ら 13）は超高圧電顕を用い

た 3 次元トモグラフィーにより，ラット虚血再灌流モデルを

用いて海馬の神経細胞の検索を行い，postsynaptic dendrite

がより不整になり，配列も粗になっていることを明らかにし

ている．今回の 3D トモグラフィーにより，従来の検索では

不明であったいわゆる“かくされた”dendrite spine の存在

が明らかとなり，dendrite の全周にわたって存在する spine

は一様に数が減少し，且つ残存するものには水腫状腫大が認

められた．また本来存在するはずのシナプスも全く認められ

ず，神経細胞は間質液中に浮遊した状態で認められた．しか

し，核や細胞質の構造は比較的良く保たれており，少なくと

SHRSP における大脳皮質の組織所見

a　 SHRSP の浮腫性病変（Bodian 染色）　

N：神経細胞　MV：微小血管　arrows：神経線維

b　 SHRSP の神経細胞（Bodian 染色後　超高圧電顕像，× 3,000）
N：神経細胞　arrows：神経線維

c　 SHRSP の微小血管（Bodian 染色後　超高圧電顕像，× 3,000）
MV：微小血管　arrows：nerve fiber

図 2　SHRSP における神経細胞の検索

　a　超高圧電顕透過像　矢印：嚢胞状構造（× 5,000）
　b　樹状突起の傾斜像（数字は傾斜角度）

　c　樹状突起の 3 次元断層像（数字は 250 枚中の番号）
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も細胞死を示す所見は認められなかった．すなわち，これら

の所見は，脳浮腫病巣では神経細胞の変性壊死に先行して

dendrite spine の腫大・崩壊が生じ，シナプスが破壊される

ことを示しており，病変発生の比較的早期に機能障害が生じ

ていることを示している．

4.　おわりに

超高圧電子顕微鏡の開発により，従来全く不可能であった

厚い切片の観察が可能となり，生物試料を立体的に観察する

ことができるようになった．さらに試料を傾斜させることに

より，微細構造を異なった角度から観察することも可能に

なった．このようにして得られた 2 次元画像を逆投影するこ

とにより 3 次元像を再構築し，この断層像を作成することが

出来る．このようにして得られた電子線トモグラフィーは従

来の光学顕微鏡と電子顕微鏡の間の image gap を埋めるもの

であり，形態学的観察に多くの新しい知見をもたらす画期的

な方法であることが証明されている 14,15）．今後，医学・生物

学分野への幅広い応用により，より詳細な知見が得られるも

のと期待される．
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図 3 微小血管における好中球の接着

　　 a　 透過電顕像（Bar 1 μm） 
LC：好中球　EN：内皮細胞　arrows：接着部位

　　 b　超高圧電顕傾斜像（数字は傾斜角度，× 6,000）
　　 c　3 次元断層像（数字は 140 枚中の番号）
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