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動眼神経核の発育に関する研究(図 6,表 1)

皆良田研介・永浜 正浩・篠原 康之 (佐賀医科大学眼科学教室)

Developrnent of Neurons in the Rat Oculornotor CoII■ plex
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Abstract
Development of neurons in the oculomotor complex was studied in the rat with three methods,

including the retrograde tracing technique using horseradish peroxidase (HRP), Hematoxylin-Eosin
and Thionin stains. HRP was injected into the orbit on the 18th day of gestation, and on the 1st, 10th,

20th and 30th postnatal days. HRP-positive cells were seen in the oculomotor complex on the 18th day

of gestation and cell migrations were nearly completed. The cytoarchitecture of these cells was oval

or round shape, and dendrites of cells retrogradely labelled with HRP exhibited lack of development.

On the 10th postnatal day, the majority of HRP-positive cells closely resembled adult neurons. Cell

migration and connections from the oculomotor complex to orbital tissues were complete at the end

of gestation, but cell growth still continued after birth. (Acta Soc Ophthalmol Jpn 92 : 1009-1015,

1988)
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I緒  言

神経細胞はいくつかの段階を経て成長していく.マ

トリックス細胞から分化した神経芽細胞ははじめ無極

性神経芽細胞であるが,発育とともに将来軸索と樹状
突起とになる原形質突起を有する双極性神経芽細胞に

分化する。さらに成長し,シ ナプスの形成,細胞死を

経て発育していくことが知られている
1)2)。 また,発生

した細胞は個表の細胞が形態変化をしながら,それぞ

れ決められた位置へ移動し, 目的とする標的に軸索が

伸長し,やがて線維結合するものと考えられる.こ の

神経筋結合の発生学上の研究では軸索終末と肋間筋筋
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要  約
ラットを用い動眼神経核の発育を検討 した。対象としたラットの日齢は胎生18日 ,正常分娩 1日 ,10日 ,20

日,30日 目であり,HRP法 とⅡE染色,Thionin染 色による標本を研究手段 とした.そ の結果,胎生18日 眼
寓内注入でも動眼神経核にⅡRP反応陽性細胞を認めた.ま た1こ れらHRP反応陽性細胞は既に所定の位置
に集合 して観察された。他方,個々の神経細胞は胎生18日 目では円形,も しくはだ円形の形態であったが,生

後10日 には樹状突起 も発育し,大 きさもほぼ成熟ラットの構築に近くなった。これらのことより,動眼神経核

を構成する神経細胞群は胎生18日 には発生,移動を終え,未熟ながらも脳幹内の決められた部位に位置づけら

れており,既に軸索を介 して眼宮内組織 と連絡されていることがわかった。さらに神経細胞は出生後も急速な

発育を続け,10日 目までは著明に成長 していくことがわかった。 (日 眼 92:1009-1015,1988)
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芽細胞 との接触がラットで胎生16日 目に確認され3),

脊髄神経の培養実験でも16日 目にそれが確認されてい

る4)。 また,電気生理学的研究においても,Bennettら

がラット横隔膜を材料 とし,胎生16日 日では筋線維の

70%に終板電位がみられたと報告している5)。 これら
のことから神経筋の接触は形態的にも機能的にも,こ

の頃に形成されることが推定される。

外眼筋を支配する外眼筋諸核,すなわち動眼神経核 ,

滑車神経核,外転神経核は神経管閉鎖後に境界溝の腹

側に生じる基板からの体運動性核群に由来することが

知られているが1)6)7), この体運動性核群の中で外眼筋

諸核がどのような発育をするのか,い まだ十分に解明

されていない。そこで今回,我々は実験動物 としてラッ

トを用い,外眼筋請核の中でも動眼神経核を中心にそ
の発育様式を逆行性軸索輸送される Horseradith per‐

oxidase(HRP)を用い検討した。さらに,細胞の形態
変化に関してもThionin染 色法,Hematoxylin‐ Eosin

(HE)染色法を用いて検討した結果,若干の新知見を
得たのでここに報告する.

II 実験材料および方法

実験動物として Wistar系 ラット76匹を用いた。実

験に用いたラットの日齢は腟栓によって受胎を確認し

た在胎 18日 目の胎仔および出生日を第 1日 目と数えた

正常分娩仔で,生後 1日 ,10日 ,20日 ,30日 目である.

起始細胞を知る目的 として逆行性軸索輸送 される

HRP(Toyobo,Grade I‐ C)を用い, また,神経細胞
の形態を調べる目的としては Thionin染色および HE
染色を行なった標本を研究材料とした.

1.HRP法 による方法
妊娠 18日 目の雌ラット (7匹)を ケタラール麻酔下
に開腹し,子宮内にある胎仔を確認した。顕微鏡下に

子宮壁を介して認められる胎仔眼害に30～ 50%HRP
溶液を Hamilton syringeで 5～ 10μ l注 入 した後,雌
ラットの腹部を縫合した。約24時間の生存期間の後,

再びケタラール麻酔下に再開腹し,子宮切開を行ない

胎仔を娩出した.娩出した胎仔をただちに生理食塩水
に入れ,経心的に生理食塩水にて潅流し,そ の後0.lM

リン酸緩衝液で作製 した 1%paraformaldehyde・

1.25%glutaraldehydeの 混合液で潅流固定 し脳を摘

出した.その後,約40分の後固定を行ない30%シ ョ糖

液に浸した。

生後 1日 (10匹 ),10日 (9匹 ),20日 (10匹 )それ
に30日 (8匹)目 の正常分娩仔群はクロロホルム麻酔
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下にて眼寓内に30～ 50%HRP溶 液を10～ 50μ l注入し
た。約24時間の生存期間の後,同様に経心的に生理食

塩 水 にて潅 流 し,1%paraformaldehyde。 1.25%

glutaraldehydeの混合液で潅流固定した後,脳を摘出

し,ただちに30%シ ョ糖液に浸した .
上記の手段で得た脳は 2～ 3日 間のショ糖浸透の

後,厚 さ30～ 40μmの 凍結切片を作製 した。その後
TMB法 8)9)にて反応させた後,ammonium molybdate
に浸し10), 1%neu[al redで 対比染色を行なった。こ

れら標本を明視野および暗視野照明下にて観察した。
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材料を用いた。神経細胞の計測には Nikon COSM´

OZONE lS・ 汎用型二次元半自動画像解析システムを

用い,最小細胞面積,最大細胞面積,平均細胞面積を

求めた .

III 結  果
1.HRP法 による観察
在胎 18日 目の胎仔を含め全ての実験群で動眼神経

核に HRP反応陽性細胞を認めた (図 1)。 図 1は右眼
宮内への HRP注入後に観察された注入側を同側の右
動動眼神経核を示し, ここに示す標本の位置はいずれ

も動眼神経核の中間位から尾側に相当する高さであ

る。これらHRP反応陽性細胞は注入側と同側の動眼
神経核にあっては吻側から尾側にかけて広 く観察さ

図 2 HRPの 取 り込みが認められる生後 1日 目の動
眼神経核を示す。HRP顆粒が細胞内のみでなく細
胞外にも散在しているのが認められる。×100,Bar:

50μ rn

図 3 動眼神経核に認められた生後20日 目の HRP反
応陽性細胞を示す。長い樹状突起にまで HRP顆粒
が取 り込まれているのが認められる.× 100,Bar:

50μm
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図l HRPを眼富内に注入した後,動眼神経核にみ
られた HRP反応陽性細胞を示す。aは胎生18日 ,b
は生後 1日 ,cは生後10日 ,dは生後20日 目の明視視

野照明下での写真である.dに示す矢印はHRP顆
粒を含む軸索である。×50,Bar:100μ  m

2.細胞形態の観察方法

腟栓によって受胎を確認した雌ラット (5匹 )を妊

娠18日 目にケタラール麻酔下にて開腹し,娩出した胎

仔および生後 1日 (8匹 ),10日 (7匹 ),20日 (6匹 )

それに30日 (6匹)目 の正常分娩仔群を材料とした。

これら動物をケタラール麻酔下に経心的に生理食塩水

にて潅流し,0.075M neuLal burered formalinで 潅

流固定した。Thionin染色標本作製にあたっては,30%

ショ糖液に浸した後,厚 さ30～ 40μmの凍結切片を作

製した材料を用いた。HE染色標本作製にあたっては
パラフィン包埋を行ない,厚 さ8μ rの切片を作製した
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れ,対側にあっては尾側にわずかに腹腎内側に観察さ
れた.HRP反応陽性細胞は在胎 18日 目の胎仔でも既
に観察され,生後 1日 目も含め動眼神経核に集合して
いたが(図 la,b),HRP顆粒は動眼神経核の細胞内の
みでなく,細胞外にも散在していた (図 2)。 しかし,
生後10日 目になるとHRP顆粒が細胞外に散在してい
る所見は認められず,取 り込まれた細胞内に全て存在
していた.ま た在胎 18日 目の胎仔においても動眼神経

核全体にわたり,HRP反応陽性細胞が認められ,それ
ぞれの動眼神経核支配領域における取 り込みの差異は

認められなかった。HRP法を用いて,動眼神経核の全
体を観察すると(図 1),生後に急激な速さで核全体の

大きさが増大していくのを認めることが出来た。さら

に,在胎18日 目および生後 1日 目では HRP反応陽性
細胞が互いに密に接 している状態として観察されるが

(図 la,b),生後 10日 目以降では HRP顆粒を含む発達
した樹状突起をもつ神経細胞体となり(図 3),そ の細
胞間隔も広がっている核内構築を呈 していることが認

められた。

2.細胞形態の観察
0.075M neutral burered fOrmahnで固定した材料

による Thionin染色標本を図 4に示す。これでは生後

P-20

図4 ThiOnin染色による動眼神経核内の細胞の形態
変化を示す。aは胎生18日 ,bは生後 1日 ,cは生後
10日 ,dは 生後20日 ,eは 生後30日 目の写真であ
る。×100, Bar:50μ ln

30日 目まで急速に神経細胞が成長していく段階を認め

ることが出来る。この中でも特に生後10日 目までの成

長が著明であった。在胎18日 および生後 1日 ,10日 ,

20日 ,30日 目の神経細胞面積の変遷を表 1お よび図 5

に示す。平均細胞面積は在胎18日 目で83.762± 18.270

μm2でぁった。これが生後10日 目では318.943± 67.812

μm2と なり,面積比で3.8倍,さ らに生後30日 目では
518.977± 67.113μ m2と なり,面積比で6.2倍 と発育し

日眼会誌 92巻  6号
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図 6 HE染 色による胎生18日 目の動眼神経核内に認
められた細胞を示す.aは弱拡大×50,Bar:100μ m,

bは aで囲んだ範囲の拡大である。矢印に 2本の原

形質突起を持つ紡錘形の細胞を示す。×200,Bar:

25μ m

いることを認めている12)。 我々の今回の結果では,胎生

18日 目には HRP反応陽性細胞が中脳の将来動眼神経

核を構成する部位に限局しており,正 しく投視様式が

作られていることが確認された。また, この時期にお

けるHE染色標本をみると,これらは小型で双極の原

形質突起を有するとみられる紡錘形の細胞も存在して

いることが確認される(図 6). しかし,凍結切片を作

製した今回の HRP法標本でそれを見い出すことは出

I

E18 1    10   20   30 days

図 5 Thionin染 色標本を材料に計測した胎生18日

(E・ 18),生後 1日 (1),生後10日 (10),生後20日
(20),生後30日 (30)の細胞面積を示す .

ていることが確認された.図 6には HE染色による在
胎18日 目の動眼神経核内の細胞を示しているが,細胞

体は紡錘形をした形態を認めることが出来た.細胞体
は生後 1日 目まで円形,だ円形もしくは紡錘形として

観察され,10日 日以降では細胞間隔も広 くなり,個 々

の神経細胞も大きくなっている様を観察することが出

来た。

IV 考  按

神経細胞はいくつかの段階を経て発育していくこと

が知られている02).マ トリックス細胞から分化した神

経芽細胞ははじめ無極性神経芽細胞である。 これが成
長とともに将来,軸索となる原形質突起と樹状突起と

なる原形質突起とを有する双極性神経芽細胞へ, さら

に成長 して多極性神経芽細胞となる。 これらの分化を
たどり神経細胞へと発育していく.今回,我々は妊娠
18日 目の雌ラットを開腹し,子宮壁を介して胎仔眼富

に HRPを注入したが,胎生18日 目ではすでに動眼神
経核に HRP反応陽性細胞を観察することが出来た

(図 la)。 また,その時点の動眼神経核となる細胞集団

の細胞面積 (表 1)は 83,762± 18,270μ m2で , これら細

胞は互いに密接する組織像として観察することが出来

る。Lambは カエルを用いた実験で発育中の軸索は通

常では支配しないような筋に達することもあると述べ

ているが, この間違った連絡は細胞死によって修正さ

れると説明しているH).他方,Landmesserの ニフトリ

を用いた実験では運動ニューロンが正しく投射されて
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面積 (μm2) 村台生ヒ18日 生後 l ll 生後10日 生後20月 生後30日

最大面積値

最小面積値

平均面積値

標 準 偏 差

56.188

127.445

83.762

18 270

83.858

172.209

128.265

23.762

211.036

487 97()

318 943

67.812

331.494

587.667

470 138

63.381

390.893

658.675

518.977

67.113

132- (1014)

来なかった.先 きの HRPの 注入実験で HRP反応陽
性細胞の集団が確認されたことは完全に発育した神経

細胞ではなく,紡錘形の形態を呈する未熟な細胞で
あっても,胎生18日 で既に眼寓内と軸索を介して線維
連絡が存在していることが示唆されるところである。

神経管が閉鎖した後,側壁の分化によって境界溝と
呼ばれる縦走溝が作られる。 これより背側に将来感覚
領野に発育する翼板と腹側に運動領野に発育する基板

が生じる。基板には体運動性核群,特殊内臓運動性核
群それに一般内臓運動性核群の 3種の運動核群に分か

れ,その中に体運動性核群の中脳領野に動眼神経核が

発生する06)7).Kellyと Zacksら はラット肋間筋にお

ける神経筋接合部の発生に関する研究で,胎生16日 目
頃に軸索と筋芽細胞の接触を認め3),同 じく白井は胎

生16日 目のラット脊髄片と骨格筋片との組み合わせ培

養実験を行ない,軸索終末が骨格筋に接触しているこ
とを確認している4)。 HRP法を用いた実験の問題点の
一つに,HRPが通過線維に取 り込まれることがある.
しかし,上述のごとくに胎生16日 目で神経筋接触が確
認されており3)4),我 々も今回の実験で胎生 18日 目の中

脳領野に HRP反応陽性細胞を認めたことは, この領
野を起始細胞として外眼筋と既に連絡している可能性

は十分に察せられるところである。また,胎生18日 目
では将来,動眼神経核を構成する細胞群は発生 。移動
を終え未熟ながらも中脳内の決められた部位に位置づ

けられていることが明らかとなった.さ らに, この実
験結果から,発生,移動を終えた細胞には出生前に既
に軸索終末の筋接合が形成されつつあることが推察さ

れた。 しかしながら,神経細胞の発育自体は神経筋接
合の完成をもって完了するものであり,神経筋接合の
形成は最も遅れて完成されることが知 られている1)。

神経筋接合が発達すると神経細胞死が起 こるといわ

れ, この細胞死は脊椎動物の神経系では各々の種の神

経細胞のほとんどにみられ,細胞死は軸索が筋に達す
る時点で起こるといわれている13).さ らに,Sohalはペ

キンアヒルを用いた HRPの 上斜筋への注入実験で産
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表 l ThiOnin染色標本を材料に計測した各時期における最小細胞面積,最大細胞面積,
平均細胞面積を示す.

卵後10日 目に始めて滑車神経核に HRP反応陽性細胞
を認めており14), この時期が最も数多 くの細胞が存在

し,13日 目に細胞死が始まることを報告している16)。

我々は HRPの 眼寓内注入実験で動眼神経核に HRP
反応陽性細胞を認める胎生18日 日では,核内に細胞の

集団が密に存在している状態であり, この時期におい

ては未だ神経筋接合の形成は十分とはいえず1),生後

10日 ,20日 目で細胞間隔の増大,細胞外の HRP顆粒の
消失などの状況からみてラット動眼神経核において

も,出生後の細胞死の過程を経て神経細胞の形態,機
能が完成へと発育していくものと推察される。胎生18

日,生後 1日 目の HRPの 眼富内注入で,細胞内のみに
HRP顆粒が認め られるだけでなく,細胞外にも認め
られた.生後 1日 目と10日 目とでは個々の細胞の成長
は認められるが,細胞死を推定せしめるような顕著な
形態学的変化はみられない。しかし,細胞外にHRP顆
粒が認められたことは一度 HRPを取 り込んだ細胞の
何割かは破綻したと,すなわち細胞死を意味している
とは考えられないだろうか。

今回,我々は胎生 18日 目の胎仔を材料とし研究して

きたが,胎生18日 より以前の日齢仔では注入の困難さ
や,脳摘出後の標本作製過程の困難 さなどの問題が多
く,はたしていつ頃から連絡がみられるかについては

追求出来なかった。 しかし,今回の一連の実験から動
眼神経核の発育は中脳領野において発生,移動を経た

細胞が,出生後急速な細胞体の増大さらに樹状突起の

成長といった一連の過程を経て神経細胞へと完成され

ていくことが確認された。

稿を終えるにたあり,御校閲賜った大野新治教授に深謝
致します。
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