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原著

神経・筋接合部の三重染色法とそのヒト内喉頭筋の観察への応用

田 村公一

徳島大学医学部耳鼻咽喉科学教室（主任：小池靖夫教授）

（平成10 年12 月14 日受付）

神経・筋接合部において 運動終板をインドキシール

酢酸法により淡青色・神経軸索を鍍銀染色により黒色－

E 型筋線維を免疫染色により濃褐色に分染し，これらを

同時に観察できる三重染色法を考案した。これを筋萎縮

性側索硬化症（ALS ）を含む剖検，放射線既治療例を

含む手術で得られた内喉頭筋の接合部の観察に応用した。

大部分の接合部は 1個の終板内で神経軸索が複数に分

岐していた。複数個の接合部を有する筋線維も観察され

た。 E型筋線維では I型より終板が大型で軸索の分岐

も多かった。各内喉頭筋の間で 機能的相違を表す接合

部形態の違いは認めなかった。放射線治療群では，照射

の影響による有意な接合部形態の変化は認めなかった。

ALS 群では，軸索の分岐・複合型の接合部が増し，骨

格筋同様に神経軸索の発芽が生じている結果と考えられ

た。この染色法は 従来同時にできなかった観察を可能

とし，有用であり，他の筋への応用も可能と考えられる。

内喉頭筋は，声門の開閉運動の中心的役割を担ってい

る。呼吸時には，声門の聞大が起こる。膜下時には，食

塊の気道への進入防止のため，主として外喉頭筋の働き

による喉頭の挙上に合わせて声門の閉鎖が起こる。喉頭

の原始機能は，このような括約作用であり，下気道の保

護を行ってきた。ヒトが言語獲得へと進化するに伴い，

喉頭機能は括約機能から発声機能へと重点が移ってきた。

ヒトを特徴づける発声機能においては，声門の閉鎖は呼

気流の音声への変換を容易にしている。声門開大筋とし

ての後輪状披裂筋（後筋） 声門閉鎖筋としての輪状甲

状筋（前筋）・甲状披裂筋（内筋）・外側輪状披裂筋（側

筋）・披裂間筋（横筋）の聞には 機能分化が認められ

ており，筋電図を中心とした検討がなされてきた 1-5 ）。

生理機能における各内喉頭筋の機能分化を検討すべく形

態学的にも研究がなされてきた。

これまでに著者が行った研究では 各内喉頭筋の収縮

特性の違いが構成筋線維組成の相違に関係しているもの

であること 6），また各内喉頭筋が特徴的な神経・筋接合

部分布様式を有していること 7）を明らかにしてきた。神

経・筋接合部の形態に関しては光顕あるいは電顕により

これまでにも観察がなされてきたが 同一筋線維におい

て筋線維の型および神経・筋接合部の形態を同時に観察

することは，ほとんど行われていなかった。

本研究では，筋線維型・運動終板・神経軸索を同一材

料において同時に観察する方法を考案し，これをヒト内

喉頭筋の神経・筋接合部の観察に応用し，筋線維型・内

喉頭筋の種類・疾患による神経・筋接合部形態の違いに

つき検討を加えた。これまで系統的に行われていなかっ

た分野での知見が得られたのでここに報告する。

材料および方法

1. 症例および群

材料は， 13 例の剖検体より得られた喉頭，および20 例

の喉頭あるいは下咽頭腫蕩患者より得られた喉頭より採

取された内喉頭筋165 個である。いずれの症例も男性患

者である。剖検例は，剖検時に承諾を得られたものであ

り，喉頭病変ならびに神経筋疾患を有せず気管切開の既

往がない10 例（49 ～77 歳平均64.5 歳）と筋萎縮性側索

硬化症（以下， ALS ）の 3 例（59 ～73 歳，平均66.3 歳）

である。 ALS では 診断から剖検が行われるまでの期

間は 2 ～ 4 年であった。手術例は，喉頭腫蕩あるいは下

咽頭腫蕩のため一次治療として喉頭全摘術を行った10 例

(48 ～ 70 歳，平均61.1 歳）である。放射線治療例（以下，

放治例）は，放射線照射後に喉頭全摘術を行った10 例

(45 ～79 歳，平均66.2 歳）である。放射線照射量は40 ～

72Gy で，照射終了から手術までの期間は l ～ 24 ヵ月で

あった。観察結果の検討にあたっては，剖検例10 例を剖

検群， ALSlO 例を ALS 群，手術例10 例を手術群，放治
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切片では，接合部の形態保持には有利であったが，抗体

の筋線維への浸透性が損なわれるものがみられた。切片

は，筋収縮防止のため 3 % disodium EDT A 溶液を塗布

したスライドに貼付し9），室温で乾燥させた後，染色に

移った。
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4. 染色法

神経・筋接合部の染色には，運動終板の acetylcholine

esterase (AChE ）に対してはインドキシール酢酸法，

神経軸索に対しては鍍銀染色を行う Pestronk 法10 ）を用

いた。さらに，筋線維の型分類を行うため， E 型筋線維

の fast myosin に対する抗体（MY-32, SIGMA 製） 11 ）を

用いた免疫組織化学染色（ABC 法） 12 ）行った。抗体の希

釈倍率は400 倍， ABC 法の染色キットには， Vectastain

ABC キット⑧（フナコシ）を使用し， DAB 発色を行っ

た。実際の染色では，先ず AChE に対して酵素組織化

学染色を行い，次いで筋線維に対して免疫組織化学染色

を行い，最後に神経軸索に対して組織化学染色を行う順

序で行った。通常行われる三重染色の順序13 ）とは異なる

が，これ以外の順序では三重染色で良好な染色結果は得

られなかった。

例10 例を放射線治療群（以下，放治群）と群分けした。

これは，疾患による内喉頭筋および神経・筋接合部への

影響を考えるにあたって，剖検群は疾患の影響のないも

の， ALS 群は神経障害のあるもの放治群は放射線性

障害のあるもの，そして手術群は放射線性障害を検討す

る上で喉頭癌や下咽頭癌の特異性を除外するための対照

となるものと考えてのことである。症例の内訳を表 1 に

示す。
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5. 形態観察および統計解析

顕微鏡下 ooo 倍）の視野での格子点法により認めら

れた神経・筋接合部のうち 全体像が観察できるものを

選び，筋線維型別に100 個ずつを観察対象とした。顕微

鏡下（400 倍）に，神経軸索の分岐点数を数え，画像計

測システム（NIKON 社製）にて運動終板の長径を計測

2. 内喉頭筋試料

摘出された喉頭より 内筋と側筋とはひとまとめにし

て，前筋・後筋・横筋はそれぞれ別々にして取り外した。

手術により得られた喉頭からは 術前に反回神経麻療が

なく，肉眼的に腫蕩浸潤のない筋肉を選んだ。採取後各

内喉頭筋は，無固定のまま OCT コンパウンド（三共一

マイルス社製）に包埋，冷却したイソペンタンにて凍結8)

し，－80 ℃で切片作製まで保存した。以上の操作は，喉

頭採取後 5時間以内に終了するようにした。

3. 組織切片の作製

凍結保存材料より，クリオスタットにて厚さ20μm の

縦断切片を作製した。切片厚については，内喉頭筋の筋

線維径6）から，神経・筋接合部の形態が保持されるとと

もに，筋線維の myosin に対する抗体の組織切片への浸

透性が損なわれないものとなるように調整した。 20μm

より薄い切片では，抗体の筋線維への浸透性は優れるが，

接合部形態の保持される割合が低くなり，また筋線維が

途中で切れてしまうことが多くなった。 20μm より厚い
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三重染色法と神経 ・筋接合部の形態

図 l 神経 ・筋接合部形態と計測
(Pestronk 法による，bar scale 50 μm ) 
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図2 三重染色による神経 ・筋接合部

褐色に濃染する E型筋線維と淡染する I型筋線維， 青く染まる運
動終板，黒色の神経線維が認められる。

した （図 1）。 また 神経 ・筋接合部の形態を軸索の分

岐様式と運動終板の個数との関係により分類した。以上

の観察を， 4 群33 症例の内喉頭筋， 165 個について行っ

た。剖検群においては，同一筋線維上での複数個の接合

部の存在を検索した。

結果の解析は， I型と E 型筋線維の比較には W ilc ox on

符号付順位和検定を， 5種類の内喉頭筋の種類別の比較

には K ru skal-W alli s検定を，剖検群 ・A LS 群 ・手術群 ・

放治群の 4 群の比較には重複測定一分散分析法をそれぞ

れ主として危険率 5 % で用いた。

結果
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表 2 運動終板径の計測結果

苛

前筋 内筋 側筋 後筋 横筋

筋線維型 II I II I II II II 

剖検例 1 25.8 :38 .5 24 . 7:37 .4 28 .8 :39 .4 27 . 7:36 . 9 23 . 7:35 .6 
2 27 .3 :33 . 7 29 .2 :32 .9 26 .5:34 .5 27.8 :31.3 28 .8 :32 .2 
3 20 .8 :35 .6 22 .4 :36 .2 29 .3 :33 .9 24 . 7:34 . 7 27 .1 :37 .1 
4 24. 2 :36 . 2 25.8 :34 .8 24 .2 :36 .5 28 .2:32 .8 23 .0 :33 .0 
5 23.4 :34 .3 23.3 :33 .5 20.5'.31.4 25.9 :35 .3 26 .1 :36 .1 
6 21. 2 :32 .1 26. 2 :31. 9 22 .3 :30.5 24 .3 :33 .3 30 .8 :30.4 
7 27 .2 :37 . 7 30.3 :36.6 25.8 :35. 7 26. 7 :33 .4 24.9 :34.8 
8 22 . 7 :34 .8 27.3 :34 .2 23 .9:33.5 25 .1:34 . 7 26 .5:36.1 
9 26 .1 :36 . 2 25.4 :35 .1 26.8 :36.2 24.3 :35 .3 25. 7:33.3 
10 23 . T33 .4 24 . T33 . 9 25 .9:34 .1 26 .9 :32 .4 27 .6 :32 .4 

平均 24.2 :35.3 25.9 :34 . 7 25 .4 ・： 34.6 26 .2 :34 .0 26.4 :34.1 
士標準誤差 0. 73 :0.63 0. 78 :0.54 0.87 10.81 0.47 :0.52 0. 74 :0.68 

A LS 1 28 .8 :38 . 7 26.3 :36 .3 29 .2 :37.8 25 .8 :35 .2 24.4 :38.2 
2 21. 0 :32 . 0 23 .3 :33 .2 25 .0 :31. 5 22 .3 :30 .3 26 .2 :32.4 
3 22 . 6 :31. 9 28 .4 :33 .8 28 .4 :32 .6 23 .2 :33 .4 20 .8 :36.5 

平均 24 .1 :34 . 2 26 .0 :34 .4 27.5'.34. 0 23 .8 :33 .0 23.8 :35. 7 
士標準誤差 2.38 :2.25 1. 48 :0.95 1. 28 : 1. 94 1. 05 : 1. 43 1. 59 : 1. 72 

手術例 1 20 .3 ・： 35.2 23 .1:33 .9 29 .5:36 .5 28 .2 :37 .8 24 .9:34 .9 
2 30 .3;37.3 27.4 :34. 7 22.4 :32 .8 25 .6 :33 .5 26 .5;36.5 
3 28 .0 ・： 36.4 28.2 :35.2 23 . 7:33. 7 21. 3 :31. 5 29.3 :33.1 
4 24 .1;33 .8 25 .3 :35 .6 25 .3 ;34 .9 27 .3 :34 .2 24 .i:35.2 
5 23 . 7:32 .9 24 .0 :33 .2 23 .8 ;31. 9 24 .6 :30 .6 23 . 7 :33 .5 
6 24 .8 :35 .6 26 .3 :34 . 7 27 .4 :36 .2 25 .9 :35 .4 27 .3 :36 .6 
7 26 .9 :37 .2 29.4 :35 .9 25 .9:36 .2 26. 7:34 .9 26. 7 :35 .3 
8 28 .1 :32 . 9 24 .9 :33 . 7 22 .6 :34 .8 23 .0 :35 .0 25.4 :34 . 7 
9 29 .3 :38 . 7 28 .4 :37 .5 27 .8 :38 .4 27 .6 :38 .6 27.L37 . 9 
10 25. 1 :35 . 2 22 . 7:31. 8 24 .1:35 . 9 23 .9 :32 .8 22 . 7: 31. 8 

平均 26. 1:35 .5 26 .0 :34.6 25 .3 :35 . 1 25.4 :34.4 25.8 :35.0 
士標準誤差 0.96 :0.61 0. 74 :0.50 0. 75 :0.61 0. 70 ：・ 0.80 0.63 :0.57 

放治例 1 26.3 :33.8 28 .8 :36.2 27 .2:37 .2 24 .8 ;34 .5 26 .4 :38 . 7 
2 30.2 :39 .2 27 .2 :38.3 20 .3 :34 .4 23 . 7:37.3 28 .2 :36 .3 
3 24.5: 34 . 6 21. 8 :32. 5 24 .4 :30 .3 20.5:33 . 2 24 .0 :32 .0 
4 22.2 :30 .8 24 .3 :34.3 22 .2 :32 .2 22. 2 :31. 1 23 . T35 . 6 
5 25 .8 ;34 .6 25.5;35 . 3 23.5'.33 . 5 22 .8 :34.0 25 .6 :35 . 7 
6 29.5 ;37 .2 31.1 :38. 1 27 .3 ;36 .6 27.4 :35 .5 29 .3 ;37 .0 
7 21.8 :32 .9 23 .0 :33 .4 24 .5:31.4 26 .9:37.8 27 .6 :34 .6 
8 30.6 :39 .4 27 .2 :37.2 26 .6:36 .9 27. 5 ;38. 2 24 .4 :33 .8 
9 29.3 :36 .5 28 . 1:36. 7 27 .3 :35 .8 28.3 :34.9 25 .6 :36 .1 
10 24 . 7:33 . 8 22 . 7:34 . 9 23 .3 :36 . 7 25.1 :37.1 27 .4 ;35 .2 

平均 26.5 :35 .3 26 .0・：35. 7 24 . 7 :34 .5 24.9 :35 .4 26 .2 :35 .5 
土標準誤差 1. 03 : 0. 87 0.95 :0.62 0. 76 :0.80 0.82 :0. 72 0.60 :0.57 

m μ 各100 個の計測結果の平均値
各群における平均値と標準誤差

1. 神経 ・筋接合部の観察結果

I型筋線維においては A ChE の存在部位は淡青色に

染まり神経線維は終板内における分岐状態が観察され，

筋線維自体の発色は認められなかった。E 型筋線維では，

筋線維の発色がこれに加わって認められた。M Y -32 に

よる免疫組織化学染色では 本来の D A B による発色で

褐色を呈する反応陽性部が次の段階で、行った鍍銀染色の

影響で，黒褐色の発色として認められた。しかしこの発
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図3 運動終板径の分布（手術例 8 の前筋） 表3 神経軸索の分岐点数
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色は，神経軸索および運動終板の観察を妨げるものとは

ならなかった。図2 に，全体像を示す。

2. 運動終板の長径

筋線維型別の運動終板径の計測結果を表 2 に示す。手

術例 8 の前筋における運動終板径の分布を図 3 に示す。

他の症例においても，同様の終板径の分布が認められた。

全165 筋の計測結果で I型筋線維の運動終板径の平均

は， 25 .6μm （士0.19 ；標準誤差，以下同様）' II 型筋線

維では，34 .8μm ( ±0. 17 ）と E 型筋線維の運動終板径

が大きかった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較すると，

同順位補正 H 値は I型1. 58, II 型2.04, X 2 ( 4 , 0. 95 ）二

9.49 で，内喉頭筋の種類によって運動終板の大きさに有

意差は認められなかった。剖検群 ・A LS 群 ・手術群 ・

放治群の比較では， F 値は I型0. 69, II 型1. 41, F 

(0. 95) =2 . 45 で， 4 群の聞においても有意差は認められ

なかった。

3 . 神経軸索の分岐点数

筋線維型別の神経軸索の分岐点数の算定結果を表3 に

示す。手術例 8 の前筋における神経軸索の分岐点数の分

布を図 4 に示す。他の症例においても，同様の軸索分岐

点数の分布が認められた。全165 筋の算定結果で E 型筋

前筋 内筋

筋線維型 I II I II 

剖検例 1 3.08:3.64 3.33 :3.59 
2 2.98 :3.28 3.28 :3.77 
3 3.1 2:3.33 2.88 :3.22 
4 2.68 :3.08 3.08 :3.80 
5 2.58 :3.84 2.94 :3.44 
6 2.84 :3.78 3.42 :3.88 
7 2. 77 :3.56 3.10 :3.38 
8 2.39 :3.97 2 .64 :3.11 
9 2.43 :3.12 2.39 :4.06 
10 2.29:3.68 2.8T3.45 

平均 2. 72:3 .53 2.99 :3.57 
±標準誤差 0.09 :0.1 0 0.10 :0.10 

ALS 1 3.82 :4.23 3.38 :4. 17 
2 3.46 :3.82 3. 82 :4. 03 
3 3.20 :3.96 3.08 :4.22 

平均 3.49 :4.00 3.43 :4.1 4 
士標準誤差 0.18 :0.12 0. 2LO. 06 

手術例 1 2.88 :3.50 3.12:3 .48 
2 3.04 :3.88 3.02 :3.92 
3 2. 78 :3.48 2.88 :3. 78 
4 2. 9L3 . 66 2. 9T3.82 
5 2. 47:3 . 29 2.41 :3.39 
6 2.85:3 . 73 2. 73 :3_49 
7 2. 73 :3.56 2.84 :3.68 
8 2.86 :3.61 2.63 :3.57 
9 2.47 :3.95 2.59 :3.87 
10 2.44 :3.21 2.37 :3.44 

平均 2. 74 :3.59 2. 76 :3.64 
士標準誤差 0.06 :0.07 0.08 :0.06 

放治例 1 3.21 :3. 78 3.44 :3.66 
2 2.88:3 .34 3.32 :3.92 
3 2.98:3 .52 3.12 :3.22 
4 3. 02 :3, 22 2. 80:3 . 58 
53.19:4 .02 2.99 :3.87 
6 2.08 :2.98 2.32 :3.01 
7 2.21:3.54 2.43:3 .64 
8 2.68 :3.21 2. 72 :3.36 
9 2.24 :3.08 2.31 :3.27 
10 2.38 :2. 78 2.46 :3.17 

平均 2.69 :3.35 2. 79 :3.47 
土標準誤差 0.14 :0.1 2 0.13 :0.10 

各100 個の算定結果の平均値
各群における平均値と標準誤差

側筋 後筋 横筋

I II II II 

2.92 :3.85 2.48 :3.92 2. 74 :3.69 
3.04 :4.00 2.86 :4.20 3.12 :3.80 
3.24 :3.62 2.60 :3.60 2.42 :3.22 
2.58 :3. 70 2.92 :3.8 2 2.63 :3.73 
2.88 :3.38 2_55 :3_ 70 2.83 :3.56 
3.10 :3. 40 2. 78:4. 08 2.53 :3.44 
3.00 ：・3.90 2.82 :3.12 2.63 :3.27 
2.66 :3.49 2.68 :3.92 2.88 :3.90 
2.91:3 .84 2.53 :3.48 3.04:3.87 
2. 4T3. 77 3.02 :3.29 2.64 :3.66 

2.88 :3. 70 2. 74 :3. 71 2. 75 :3.61 
0.08 :0.07 0.06 :0.11 0. 70 :0.08 

3.1 3 :4_ 12 3.24 :4 .21 3.18 :3.94 
2. 88:4. 22 3.28 :3.82 2.98 :4.42 
3.55 :4.10 3.02 :4 .60 3.44 :4.00 

3.12 :4.1 5 3.18 :4.21 3.20 :4.12 
0.20 :0.04 0.08 :0.23 0. 13 :0.15 

2.88 :4.20 2.24 :3.87 3.00 :3.83 
2.44 :3.32 3. 12 :3.78 2.20 :3. 72 
2. 78 :3.64 2.88 :3.32 2.43 :3.22 
2.88 :3.49 2.96 :3. 72 2.8T3.68 
2.51:3 .55 2. 37:3 . 41 2.73 :3.42 
2.69 :3.86 2.85:3 .67 2.66 :3. 79 
3.03 :3.96 2. 74 :3. 71 2.91 :3.94 
2.27:3.49 2.47 :3.38 2.75 :3.51 
2.67 :3. 79 2.55 :3.69 2.44 :3.57 
2.18 :3.37 2.29 :3.42 2.29 :3.33 

2.63 :3.67 2.65 :3.60 2.63 :3.60 
0.09 :0.09 o. rn:o. 06 0.09 :0.07 

2.89 :3.93 3.04 :3.89 2.88 :3.84 
2.92 :4.12 3.11 :4. 02 2.53:3 .92 
3.12 :3.86 2.45 :3.66 2.77;4.03 
2.42 :3.68 2. 74 :3,52 3.13 :3.57 
2.82 :3. 79 2.83 :3. 79 2.99 :3.82 
2.44 :3.17 2.51 :3.37 2. 61:3 . 25 
2. 31 :3 . 61 2.27 :3.49 2.4n.53 
2.57 :3.42 2. 41 :3. 38 2.83 :3 .49 
2.40 :3. 17 2.29 :3.24 2.19 :3.28 
2.33 :3.11 2.1 8:3.08 2. 2T3 . 20 

2.62 :3.59 2.58 :3 .54 2.67 :3.59 
0. 09 0.11 0.10 :0.09 0.10 :0. 09 

線維の神経軸索分岐点数の平均は3. 63 （土0.027 ), I型 差を認め， A LS 群において分岐点数が多かった。

筋線維では2. 77 ( ±0. 025 ）と E 型筋線維の方が神経軸

索の分岐が多かった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較す 4 . 接合部の存在様式

ると，同順位補正 H 値は I型5. 27, II 型3.93, X 2 運動終板の個数と神経軸索の分岐状態とから，観察さ

( 4 , 0. 95) = 9. 49 で，内喉頭筋の種類によって軸索の れた神経 ・筋接合部の形態を以下の 6 型に分類した （図

分岐点数に有意差は認められなかった。同様に剖検群 ・ 5）。 A 型： l個の終板に 1本の神経終末が存在するが，

ALS 群・手術群・放治群の比較では F 値は I型7.34 軸索が分岐していないものO B 型 ：l個の終板に入った

E 型7.17, F (0. 95) =2 . 93 で， 4 群の聞において有意 軸索が 2 本に分かれたもの O C 型 ：l個の終板で 3 本以
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複合型接合部の頻度
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神経・筋接合部の存在様式図5

複数の分岐点をも っ神経軸索が l個の運動終板と接合部を形成す

るC 型のものが最も多い。

t・;9 :ilolt}6l!I ；ぷム｜；ゐ：t}6J;}9 :;・863
平均
±標準誤差

して，その出現頻度を表 4 に示す。全165 筋の観察結果

で， I型筋線維での複合型接合部の出現頻度は8.17 (± 

0. 26), II 型筋線維では8. 13 ( ±0. 23 ）で，出現頻度に

有意差を認めなかった。筋線維型別に各内喉頭筋を比較

すると，同順位補正 H 値は I型9. 26, II 型1. 79, X 2 

(4, 0.95) =9.49 で，内喉頭筋の種類によって軸索の

分岐点数に有意差は認められなかった。筋線維型を考慮

（% ） 
各100 個における出現頻度

各群における平均値と標準誤差

上に軸索が分岐したもの O D 型：大きさに差がある複数

個の運動終板により接合部が形成されたもの O E 型：同

等大の複数個の運動終板により接合部が形成されたものO

F 型：接合部から離れたところで分岐した神経軸索が複

数個の運動終板に入り これらが 1個の接合部を形成し

たものO 剖検群10 例， 10,000 個の接合部での出現頻度は，

A 型5. 7%, B 型17.1%, C 型69.6%, D 型3.6% , E 型

2.8%, F 型1.2% であり， l個の終板内で神経軸索が複

数に分岐したものが最も多かった。

5. 複合型接合部

複数個の運動終板により l個の神経 ・筋接合部が形成

されたもの（先の存在様式 D-F 型）を複合型接合部と
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図 6 隣接する接合部

同一筋線維上の隣接する接合部 （Pestronk 法）
左 ：剖検例 1 の後筋， 50μm
中：剖検例 3 の内筋， lOOμm
右：剖検例 7 の後筋， 300μm の接合部問距離
bar scale lOOμm 

せずに各内喉頭筋を比較すると，同順位補正 H 値は

12. 82, X 2 ( 4, 0. 95 ) =9 . 49, X 2 ( 4, 0. 99 ) = 13. 28 

で，危険率 5% で有意差あり， 1% で有意差なしであっ

た。剖検群・ ALS 群・手術群・放治群の比較では， F

値は I 型16. 55, II 型20 .02, F (0. 95) = 2. 93 で， 4 群

の聞に有意差を認めた。筋線維型を考慮しない場合も，

F 値37. 66, F (0. 95 ) =2 . 75 で， 4 群の聞に有意差が

認められ， ALS 群で複合型接合部の出現頻度が高くなっ

ていた。

6. 複数個の接合部

剖検例 lの後筋，剖検例 3 の内筋，剖f食例 7 の後筋で

観察された， l本の筋線維上に複数個の接合部が存在す

る様子を図 6 に示す。このような筋線維は，剖検群10

例， 10,000 個の接合部の観察で， 95 本に認められた。運

動終板は認められるが軸索の不明瞭なものは除外した。

隣接する接合部聞の距離は， 50 μm 未満のものが47

本， 50 ～lOO μm のものが23 本， 100 ～150 μm のものが12

本， 150 ～ 200μm のものが 7本， 200 ～ 300μm のものが

5本， 400 ～500μm のものが 1本であった。今回の検討

では， 500 μm 以上の距離については完全な形での検索

が行えなかった。

考察

神経・筋接合部の形態については，鍍金法，メチレン

ブルーによる生体染色法による観察に始まり，電子顕微

鏡による観察14, 15) コリンエステラーゼ（ChE ）の組織

田 村 公 一

化学的染色法の導入16, 17 ）を経て，アセチルコリンレセプ

ター （AChR ）の免疫染色法や α－bungarotoxin 等の神

経毒による標識法18），凍結割断レプリカ法などによ って，

シナプス機構が分子レベルに至るまで解明されてきてい

る19）。

内喉頭筋においてもこれらの方法を用いて接合部形態

の観察が行われてきた20, 21）が，接合部の存在している筋

線維の型についてはこれまであまり考慮されていなかっ

た。Ogata ら22 ）は，ラ ット月力関筋で、succinic dehydrogenase 

(SDH ）とChE の二重染色を行い，筋線維分類を行う

と同時に運動終板を同定した後，塩酸加水分解法で結合

組織を取り除き，走査型電子顕微鏡で筋線維の型別の運

動終板の三次元構造を明らかにしている。SDH 染色に

より W F ( II A 型筋線維に相当）, RF (I 型筋線維）お

よび IM ( II B 型筋線維）に分類し， WF の運動終板は

大型で複雑な構造を， RF は小型で簡単な構造を，そし

て IM は両者の中間の大きさと構造をとることを明らか

にしている。河村は23 ）イヌ後筋で酵素組織化学による筋

線維型分類と走査型電顕による神経下装置の分類を別々

に行い，両者の筋線維径分布の相似から筋線維型と神経

下装置型との対応を類推している。 I型筋線維に対応す

るA 型 （溝状シナプス溝に， pit 状シナプスひだの散在

するもの）' II A 型筋線維に対応する B 型 （溝状シナプ

ス溝に， slit 状シナプスひだ密度の高いもの）そして E C 

型筋線維に対応する C 型（くぼみ状のシナプス溝が細

長く配列する）である。布村ら24 ）は，ヒト横筋につき，

Pestronk 法に加え抗 SOL (guinea-pig soleus muscle ) 

抗体を用いた免疫染色を行い，抗 SOL 抗体陽性筋線維

では陰性線維に比べ神経軸索分岐点数は少なく終板は小

径であると述べている。この抗 SOL 抗体は slow twitch 

fiber に対するものであり，ヒト内喉頭筋で slow twitch 

fiber は I型筋線維に相当する。

本研究で明らかにされた I型筋線維の神経・筋接合部

がH 型のものに比べ小型で神経軸索の分岐点数が少ない

ことは，これまでの研究結果と相違ないものである。接

合部の微細構造の観察には電顕が有用であるが，今回の

ように染色法を工夫することにより，光顕であっても限

度はあるが細かな構造まで観察することは可能である。

また，光顕には電顕に比べ観察対象を多くとることが容

易である利点もある。

Pestronk 法は，単独で神経・筋接合部形態を明瞭に

示すことができるが，この方法に他の染色法を併用する

ことにより， choline acetyltranferase 25l , AChR 26l，そ
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の他接合部における構造物27 ）を同時に観察することが可

能であり，応用面を含め非常に優れた方法である。本研

究では，筋線維に対する免疫組織化学染色を併用した。

今回用いた MY-32 はH 型筋線維（fast muscle fiber ）に

対する抗体であるが H 型筋線維の亜型分類はできな

い11 ）。 しかし，ヒト内喉頭筋の E 型筋線維の亜型分類は

骨格筋ほど明瞭でない6）ことも併せ，筋線維を I型. II 

型と大別し検討するのには，この抗体による分別で支障

ないと考え，この抗体による反応結果を基に筋線維型分

類を行った。内喉頭筋と 1つのグループにまとめられて

はいるが， 5種類の筋肉の聞には構成筋線維組成の違い

がある。各内喉頭筋の形態学的特徴を検討していくため

には，筋線維型のことを考慮しておく必要がある。

今回の検討では，神経・筋接合部形態の点からは，内

喉頭筋の種類による機能分化を説明することはできな

かった。このことは 末梢効果器である内喉頭筋におい

て基本単位となる筋線維や接合部自体には，筋種に応じ

た特異性が発現されなくとも 上位中枢による調整機構

が機能していればよいためであると考えられる。そして

要求される機能に応じる形で 構成筋線維組成の違い6)

や接合部の分布様式の違い7）が生じてきたのだと解釈さ

れる。

筋線維の運動神経支配様式に関する研究は，運動終板

に対する ChE 染色神経線維に対する鍍銀染色により

行われてきた。喉頭筋においては 複数個の接合部の存

在は確認できないとの報告21 お ，29 ）もあるが，ヒト内喉頭

筋の筋線維において複数個の運動終板を認めた報告とし

て， Rossi ら3ol, Bendiksen ら3n, Freije ら32 ）そして Koike

ら33）がある。Rossi ら30 ）は ChE 染色をヒト内喉頭筋に行

い，内筋の70 ～80% ，前筋と側筋の50% ，後筋の 5% の

筋線維に複数個の運動終板が認められると報告している。

その運動終板間の距離は， 50 ～400μm 程度である。

Bendiksen ら31 ）はヒト内筋に ChE 染色と actomyosin

ATPase 染色とを行い， I型筋線維の67%, II 型筋線維

の28% が複数個の運動終板を有し 運動終板間の平均距

離も l,OOOμm を越えていることを報告している。Freije

ら32 ）がヒト側筋で運動終板の分布を調べた研究にも 50

μm の距離のある隣接した運動終板が認められる。

甲藤ら 34 ）はヒト後筋の神経終末の銀染色により複数の

神経線維から支配をうける筋線維や 1本の神経線維が2

個の終末を形成するものを観察し 多重神経支配を受け

るとしている。しかし 支配神経は神経終末付近でしか

観察されておらず，より中枢側において異なる神経線維
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であることは示されていない。

これらの研究は，運動終板あるいは神経終末のどちら

か一方から検討したものであった。これに対し，著者は

運動終板だけでなくこれを支配する神経も同時に示して，

同一筋線維上に複数個の接合部が存在することを示し

た7）。本研究でも，これとは異なる方法を用いたが，同

じ観察結果を得た。ただし，筋線維を長く追跡すること

ができなかったこともあり 複数個の接合部が認められ

たのは 1% にすぎなかった。同様に 接合部間の距離も

500μm までしか観察できず，大部分のものがlOOμm 以

下と近接したものであった。

成熟動物で神経移植を行い二重神経支配を試みると接

合部聞の距離が l凹以上あると二重神経支配が成立す

る35 ）。このことがそのまま生体にも適応できるとすれば，

Bendiksen ら31）の結果は 喉頭において二重神経支配の

存在する可能性があることを示している。しかし正常筋

には多重神経支配を阻止する性質があり，除神経により

移植神経による再支配が可能となるが，筋活動が維持さ

れていた場合にはこの再支配は阻止される 36,37 ）。多重神

経支配を考えるに当たっては，運動終板からの研究では

対象となるべき神経線維の観察を欠き，神経線維からの

研究では実際に運動終板を支配しているのかどうか不明

であり，共に不十分である。また両者を示した著者の研

究でも，複数個の接合部での神経線維が接合部から離れ

たより中枢側で，異なる神経線維であることを示すこと

はできていない。したがって 内喉頭筋の筋線維には複

数個の接合部を有する筋線維が存在することは確かでは

あるが，筋線維が多重神経支配を受けると結論づけるこ

とはできない。

Gambino ら38 ）は，生後 4 日から95 歳のヒト後筋17 個

について， Pestronk 法を用い，神経・筋接合部の加齢

による変化を運動終板径と軸索点数とから検討している。

その結果では，生後11 ヵ月までのグループは， 20 歳以上

のグループに比べ接合部における終板径が小さく分岐

点数も少ないが， 20 歳～57 歳のグループと64 歳～95 歳の

グループとでは，終板径にも分岐点数にも差がないとし

ている。そして，この原因としてこの違いが後筋の反復

収縮に関係したものだろうと述べている。この報告の中

高齢者群に，本研究の対象例は含まれ，同様に年齢によ

る接合部形態は認めなかった。加齢による接合部の形態

変化として，運動終板径や神経軸索の分岐様式の変化が

あげられているが，同時に，接合部は生涯を通して更新・

再構成・修復が行われていることも述べられている 39 -41) 。
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図5 のように接合部がいくつかの存在様式を示していた

のは，絶えず更新・再構成・修復が行われていることを

捉えたものと思われる。接合部の加齢による変化は，検

討された動物や筋肉の種類によりその結果が異なってい

るが，対象となった筋肉の機能的状態にも影響されてい

るのであろう。

放射線治療を受けていない手術群および剖検群と放治

群との間で，接合部形態に有意な変化は認められなかっ

た。 Pamphlett ら42 ）は，放射線照射の神経軸索の発芽（以

下， sprouting ）への影響をマウスにおいて調べている。

その結果では，神経軸索の成長は放射線照射に対し抵抗

性を持ち，局所要因に支配されている，と述べている。

布村ら43 ）は，放射線治療を受けた喉頭癌患者の前筋の病

理組織学的検討を行っている。その中で，放射線照射は

毛細血管壁の肥厚や毛細血管数の減少を引き起こし，こ

れに由来する二次性循環障害のため筋病変が生じている

とし，同時に神経内膜の浮腫を観察している。本研究で

放射線によって接合部形態の有意な変化を認めなかった

ことは，循環障害に対する抵抗性が筋線維と神経終末と

で異なるため，あるいは病変を捉える観察レベルの問題

の両方の可能性がある。

ALS 群では，終板径には有意差は認められなかった

が，神経軸索の分岐点数は増加し，複合型接合部の頻度

が高くなっていた。 Bjornskov ら44 ）の ChE 染色による

検討では， ALS 症例の運動終板は正常例のものと比べ，

大きさに違いは認めないが，分節状のものが増えている

と述べている。分節状運動終板が今回の複合型に相当す

る。接合部における神経軸索数に関しては，増加すると

の報告45 ）と増加を示すことはできていない報告46 ）があり

一定していない。接合部における栄養調整機構が充分機

能していれば，残存する神経軸索の sprouting により終

末での神経支配比は増加し 半数をこえる運動神経が失

われても，残存する神経軸索の sprouting により，その

機能を代償することができるとも言われている 47) 0 

Sprouting は， terminal sprouting, ultra terminal 

sprouting あるいは collateral sprouting として生じてく

る。報告結果が異なるのは，疾患の病期や検査に選ばれ

た接合部によって軸索分岐点数に違いがみられているた

めと考えられる。

内喉頭筋は，存在部位の特殊性も関係し，研究対象と

なることも少なく，四肢骨格筋に比べ形態学的に明らか

にされていることは多くない。今回の検討では，剖検群

と手術群との聞に神経・筋接合部形態において有意な相

田村公一

違を認めなかった。この結果を直ちに結び付けることは

できないが，今後内喉頭筋の形態学的特徴を明らかにし

ていく上で，手術材料を利用し研究を進め，その結果を

疾患による影響のないものと解釈して適応していくこと

も可能であると考えられる。

本論文の要旨は，第42 回日本気管食道科学会総会・学

術講演会（平成 2 年10 月12 ・13 日，鹿児島），第 2 回・

第3 回・第 4 回日本喉頭科学会総会・学術講演会（平成

2 年 3 月23 ・24 日，東京，平成 3 年 3 月22 ・23 日，仙台，

平成 4 年 3 月13 ・14 日，名古屋），第93 回日本耳鼻咽喉

科学会総会・学術講演会（平成 4 年 5 月15 ～17 日，名古

屋）において発表した。
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A new combined triple staining method for neuromusculer junctions and its application 
to intrinsic laryngeal muscles in man 

Koichi Tamura 
Department of Oto-Rhino-Laryngology, The University ofTokushima School of Medicine, Tokushima 
(Director: Prof Yasuo Koike) 

SUMMARY 

A new combined stain for the simultaneous demonstration of motor nerve terminals. 
cholinesterase and fast myosin at neuromuscular junction (NMJ) s was devised. This 
method employed dye-staining for cholinesterase, silver-gold impregnation for nerve termi-
nals, and immunostaining used anti-skeletel fast myosin antibody for type 2 muscle fiber. 
The type 2 muscle fiber stained dark brown with a diaminobenzidine-H202 substrate, and 
the cholinesterase-containing motor endplate stained indigo blue, against which the nerve 
terminals, from coarse axons to fine terminal branches, stained black and standed out deary. 

One hundred and sixty-five intrinsic laryngeal muscles were obtained from 13 autopsy 
specimens (including 3 patients with amyotrophic lateral sclerosis (ALS)) and 20 surgical 
spesimens (half of these were irradiated previously). Using this triple stain. morphological 
changes of NMJs were studied on each muscle fiber type in human intrinsic laryngeal 
muscles. 

In human intrinsic laryngeal muscles, most of NMJs consisted of one motor endplate and 
more than one terminal axons. Some muscle fibers possessed more than one NMJ. but this 
didn't relate to multiple innervation of laryngeal muscles immediately. The NMJ of type 2 

muscle fiber had greater motor endplate and much terminal branches than type 1 muscle 
fiber. Among specialized intrinsic laryngeal muscles, motor endplate length and terminal 
branching points did not differ. Neuromuscular junction morphology could not account of 
functional differentiation in intrinsic laryngeal muscles. No significant differences were 
found between irradiated and nonirradiated groups. This suggested that NMJs were re-
sistant to irradiation. Terminal branching points and segmented motor endplates in-
creased significantly in the ALS specimens, whereas mortor endplate length did not differ. 
This indicated that nerve sprouting occured in intrinsic laryngeal muscles. 

Key words: triple staining, human intrinsic laryngeal muscle, neuromuscular junction, 
Pestronk's method, anti-skeletal fast myosin antibody 


