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要

胎生裂の正常閉鎖過程におけるグリコサミノグリカン

分子種の動態を組織化学的に観察した。また,実験奇形

学的に成立した胎生裂閉鎖不全についても組織化学的に

観察し,グリコサミノグリカン分子種の変化を比較検討

した。実験動物は Jcl:ICRマ ウスを用い,胎生裂閉鎖不

全は妊娠母獣に ochratoxin Aを投与して成立させた。

得られた正常胎生裂閉鎖および閉鎖不全を有する発達期

マウスの胎生裂に対して垂直断面で連続切片を作製 し,

ヘマトキシリン・エオジン染色および増感高鉄ジアミン

染色を行った。組織に局在するグリコサミノグリカン分
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約

子種を同定するために,亜硝酸処理法またはコンドロイ
チナーゼ ABC消化法を増感高鉄ジアミン染色に先立っ
て併用した。その結果,胎生裂の正常閉鎖過程および閉
鎖不全成立過程で,胎生裂縁基底膜中のヘパラン硫酸と

コンドロイチン硫酸異性体の量的変化が組織病理学的に

重要な役割を果たしていることが実証された。(日眼会誌

99:427-434, 1995)

キーワード:胎生裂閉鎖,胎生裂閉鎖不全,組織化学,
グリコサミノグリカン,ICRマウス

Histological and Histochemical Studies on the Normal and Faulty
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Abstract

Histological and histochemical studies were made ment) or an enzyme digestion procedure (chon-

on the changes in microscopic structures and droitinase ABC digestion procedure) was employed
glycosaminoglycan molecular species in tissues un- in combination with the sensitized high iron
dergoing normal and faulty closure of the embryo- diamine method to identify glycosaminoglycan

nic fissure from eyes of prenatal mice of Jcl : ICR molecular species in the tissues. The results obtained
strain. The purpose of this study was to elucidate the in the present study substantiated the histopatho-
mechanism underlying the faulty closure of the logical importance of heparan sulfate and isomeric
embryonic fissure and to find the key substances chondroitin sulfate in the basement membrane of
involved in normal and faulty closure. To obtain the embryonic fissure during the course of his-
mice with an appropriate faulty closure of the togenesis in normal and faulty closure of the embry-
embryonic fissure, ochratoxin A was employed as a onic fissure of developing murine eyes. (J Jpn
teratogenic agent. Serial sections from tissues un- Ophthalmol Soc 99 :421-434, 1995)

dergoing normal and faulty closure of embryonic
fissure were cut at right angle to the fissure. As the Key words : Closure of the embryonic fissure,

staining procedures, a hematoxylin-eosin procedure Faulty closure of the embryonic fissure,

and a sensitized high iron diamine method were Histochemistry, Glycosaminoglycan,
used. A chemical modification (nitrous acid treat- ICR mouse
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I緒  言

眼球は,発生過程で陥入・癒合・分離が連続的に起こ

ることにより形成され,発生学上非常に興味深い器官で

ある。胎生裂の閉鎖は組織の癒合により生じ,そ の機序

に関する古典的概念が Barberl),Mann2)お よび Duke―

Elderら 3)に より示されて久しい。彼らは眼杯内板と外板

の発育速度に差があり,内板の発育の方が速いため,胎
生裂縁では内板は軽度外反しており,そのままの状態で

閉鎖が進行すると考えた。近年,鈴木ら4)5)ゃ Her。 6)は そ

の古典的概念を再検討し,胎生裂縁で外板が内反した状

態で閉鎖が進行するという新しい概念を提唱している。

しかし,胎生裂縁で眼杯内板と外板の基底膜が消失し,

それぞれ相互に癒合する機序は不明であり,胎生裂閉鎖

不全の成立機序も十分解明されていない。

グリコサミノグリカン (glycosaminoglycan, GAG)

は,胎生期の間葉細胞間に広く存在する分子種で,細胞
や組織の分化・増殖・移動に重要な役割を果たしてい
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る7)8)。 現在まで,実験動物を用いた胎生裂閉鎖過程およ

び胎生裂閉鎖不全の成立機序に関する研究
2)～ 6)9)10)は 行

われているが,組織化学的に検索した報告はない。

今回我々は,正常胎生裂閉鎖および閉鎖不全の成立機
序を解明し,そ の鍵となる物質を検索する目的で,胎生

期の Jcl:ICRマ ウスを用い,正常胎生裂の閉鎖過程と実

験奇形学的に成立させた胎生裂閉鎖不全の組織構造およ

びGAG分子種の変化を組織学的および組織化学的に比
較検討した。その結果,ヒ トにおける胎生裂閉鎖不全の

成立機序を解明するために有用な結果を得たので報告す

る。

II実 験 方 法

1.実 験 動 物

Jcl:ICRマ ウスを用い,発情期の健康な雄と未経産で

発情期の雌各 1匹を一晩同一飼育箱に入れ,翌朝腟栓を

認めたものを妊娠 0日 とした。正常な胎生裂閉鎖過程を

観察するために,母獣 10匹を妊娠 12日 に屠殺 。開腹し

図 1～ 4は胎生 12日の Jcl:ICRマ ウス胎芽の正常胎生裂閉鎖過程 .
ヘマ トキシリン・エオジン (HE)染色,バーは 30 μm
図 1 矢印 :内反した外板,矢 じり :扁平化した間葉細胞
図 2 矢印 :顕著に内反した外板 .
図 3 矢じり :核の変性像。
図 4 矢印 :裳を作成した内板,矢 じり :notchを 示す外板 .
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て胎芽を取 り出 し,直 ちに Bouin液 に浸漬 して室温

(18～ 20° C)で 1週間固定した。 また,胎生裂閉鎖不全を
観察するた め に,催奇形物質 で ある ochratoxin A

(lⅦlakor Chelnicals Ltd, Israel)を propylene glycolと

蒸留水の等量混合液で溶解して用いたH)。 妊娠 7日 の母

獣 10匹 に ochratoxin Aを 2 mg/kg腹腔内に投与し,

正常では胎生裂閉鎖の完了している妊娠 14日 4)に母獣

を屠殺・開腹して胎仔を取り出した。直ちに実体顕微鏡

下で観察し,その中で外脳症を有し他に重度の形成異常
を合併しない胎仔を正常胎芽と同様の手法で固定した。

固定した眼部組織塊は,アルコール系列で脱水後キシン

ンで透徹して,パラフィンに包埋した。胎生裂に対して
垂直断で厚さ 2.Oμ mの連続切片を作製し,ゼラチン処
理したスライドガラスに貼付した。切片を脱パラフィン

および水和後,以下の染色を施 した。正常胎生裂閉鎖 20

胎芽と胎生裂閉鎖不全 20胎仔を組織学的に観察した。

2.染 色 法

1)ヘマ トキシリン・エオジン (HE)染色 :水和切片
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をヘマ トキシリン液に室温で 5～10分浸漬して染色し,

30分水洗後,0.5%エ オジン水溶液に室温で 5～10分浸
漬して染色した。アルコール系列で脱水し,キシレンで

透徹後,HSR液 (国際試薬,神戸)を用いて封入した.
2)増感高鉄ジアミン (sensitized high iron diamine,
S―HID)法 12)13):水 和切片を高鉄ジアミン液で 60～ 120
分染色した後,0.5mMト リクロロ(エチレン)白金酸カ
リウム溶液に60分浸漬し,0.1～ 0.5%水素化ホウ素ナ
トリウム溶液で 10～30秒還元した後,物理現像を20℃
で 5～ 10分施した。染色後水洗して,アルコール系列で

脱水し,キ シレンで透徹して,HSR液で封入した。
3.選 択 的方法
1)化学修飾法 :亜硝酸 (HN02)処理法14):s_HID法

に先立って HN02処理法を併用した。水和切片を 0.24
M亜硝酸ナトリウム・1.8M酢酸溶液に室温で 80～ 120
分浸漬した。また,対照として隣接する切片を1.8M酢

酸溶液に同温度,同時間浸漬した。
2)酵素消化法 :コ ンドロイチナーゼ (Chase)ABC消

. ..     .1lt::: .

図 5～ 8は ochratoxin Aを 投与した胎生 14日 の Jd:ICRマ ウス胎仔の胎生裂閉鎖不全成立過程 .
HE染色,バーは 30 μm
図 5 矢印 :内反しない外板 .
図 6 矢印 :軽度外反 した外板,矢 じり :扁平化した間葉細胞 .
図 7 矢印 :軽度外反 した外板.
図 8 矢印 :過増殖 した内板 .
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化法15):s_HID法に先立って Chase ABC消化法を行っ

た。連続する 2枚の切片を準備し,1枚の切片は 1.OU/
mlの Chase ABC(Proteus vulgaris)(生 化学工業,東

京)を含む 0.lMト リス塩酸緩衝液 (pH 8.0)に 37° Cで

18～20時間浸漬し,他の 1枚には酵素を含まない緩衝液

に酵素消化群と同温度 。同時間浸漬した。

III 結  果

1.ヘマ トキシリン・エオジン染色結果

1)正常胎生裂閉鎖像 (胎生 12日 )

近接した両側の胎生裂縁の間に,少数の扁平化した間

葉細胞が介在した。この時期には,両側の胎生裂縁は軽
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度に内反していた (図 1)。 連続切片上,眼杯外板の胎生

裂への陥入は顕著 となり,両側の胎生裂縁は接着した (図

2)。 さらに,閉鎖開始部の外板細胞の識別は不明瞭とな

り,少数の核の変性像が観察された (図 3).閉鎖の進行

した部では,内板の細胞同士が癒合して嚢を形成し,外
板の細胞同士は癒合してnotchを 形成した(図 4)。 その

後,notchと 嚢は消失して平坦化し,胎生裂は閉鎖してい

た。

2)胎生裂閉鎖不全像 (胎生 14日 )

胎生裂縁は相対 し全く内反しておらず,胎生裂縁の間

に少数の間葉細胞が介在していた (図 5).連続切片上,

両側の胎生裂縁が接近した部位では,その間には少数の
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図 9～ 11は正常胎生裂閉鎖過程.
a:sensitized high irOn diamine(S‐ HID)染色,b:亜硝酸 (HN02)処理/S‐HID染色,バーは 30 μm
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扁平化した問葉細胞が介在し,胎生裂縁は内反せず軽度

外反していた (図 6)。 さらに別の部位では,外板は胎生

裂に全く陥入せず (図 7),内板の細胞は過増殖して嚢を

形成し,胎生裂閉鎖不全を示した (図 8)。 以上の経過中,

胎生裂縁の細胞に核の変性像は認められなかった。

2.増感高鉄ジアミン染色結果

1)正常胎生裂閉鎖像 (胎生 12日 )

接着する直前の胎生裂縁の眼杯基底膜 は顕著な S―

HID陽性反応を呈し,眼杯の細胞間に中等度の S―HID

陽性顆粒が分布した(図 9a).HN02処理を施すと,胎生

裂縁の基底膜の同染色性は著しく減弱し,眼杯細胞間の
S‐HID陽性顆粒の染色性も明らかに減弱した (図 9b).

胎生裂の閉鎖開始とともに,S―HID反応強陽性を示す胎

生裂縁の眼杯基底膜は薄層化し(図 10a),HN02処理を

施すと同基底膜の S― HID染色性は顕著に減弱するか陰

性化した (図 10b)。 胎生裂閉鎖後は,胎生裂の癒合部に

S‐ HID反応陽性の基底膜は認められなかったが,中等度

の S― HID陽性顆粒が分布した (図 1l a)。 HN02処理によ

り,こ れらの S―HID陽性顆粒は顕著に減弱した (図 11

b)。

接着する直前の胎生裂縁の眼杯基底膜 は顕著な S―
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HID反応陽性を呈し,眼杯の細胞間に中等度の S―HID

陽性顆粒が認められた (図 12a)。 Chase ABC消化法に

より,同基底膜の S‐ HID染色性は変化しなかったが,
S‐HID陽性顆粒の染色性は減弱傾向を示した (図 12b)。

閉鎖が進行すると,S‐HID反応陽性を呈する両側の胎生

裂縁の基底膜は,互いに癒合しはじめた(図 13a)。 Chase

ABC消化法では同基底膜の染色性は変化しなかった (図
13b).

2)胎生裂閉鎖不全像 (胎生 14日 )

接着する直前の胎生裂縁の眼杯基底膜は,S‐HID染色

で顕著に染色され,内板の細胞間には中等度の S―HID陽

性顆粒を認めた (図 14a)。 HN02処理により胎生裂縁の

眼杯基底膜の S―HID染色性は明らかな減弱を示さな

かったが,S‐HID陽性顆粒の染色性は減弱した (図 14

b).胎生裂縁が接着した部でも,基底膜は顕著な S―HID

陽性反応を示し,内板の細胞間に中等度の S‐HID陽性顆

粒を認めた (図 15a,16a)。 HN02処理で同基底膜の染

色性は明らかな変化を示さなかったが,陽性顆粒の染色

性は減弱した (図 15b, 16b)。

両側の胎生裂縁が接着する直前は,同部の基底膜は

S‐HID反応強陽性を示し,眼杯細胞間に中等度の陽性顆

.｀′|
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b
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図 12,13は正常胎生裂閉鎖過程 .
a:S― HID染色,b:Chase ABC消 化/S― HID染色,バーは 30 μm
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図 14～ 16は胎生裂閉鎖不全成立過程.
a:S‐ HID染色,b:HN02処理/S‐ HID染色,バーは 30 μm

粒を認めた (図 17a)。 Chase ABC消 化法により,開存
する胎生裂縁の眼杯基底膜の染色性は著しく減少するか

消失した。細胞間の陽性顆粒の染色性も明らかに減弱し

た (図 17b)。 両側の胎生裂縁が接しても,同部の基底膜

は強陽性反応を示し (図 18a),Chase ABC消化法で同

染色性は顕著に減弱した (図 18b)。

IV考  按

本研究では,胎生裂閉鎖不全マウスを得るために,現
在まで当教室で行われてきた実験奇形学的研究H)の結果

に基づき,催奇形物質であるochratoxin Aの 投与日お

よび投与量を決定した。また,本研究に用いた Jcl:ICR
マウスは,胎生 11日 から胎生裂閉鎖が開始し,胎生 13日

には終了することが知 られている
4)た め,正常胎生裂の

閉鎖過程は胎生 12日 に,ochratoxin Aで 成立した胎生

裂閉鎖不全は胎生 14日 に観察した。

本研究では,正常胎生裂閉鎖が進行する部位に核の変

性像が観察された。鈴木ら
4)5)は ,こ の核の変性像が胎生

裂縁での基底膜の消失と密接に関与していると考えた。

また,Ber面eldら 16)は ,マ ウス顎下腺上皮の組織発生で,

器官の形態形成期に間葉細胞がある種の基底膜分解酵素

を産生し,基底膜を改造することが上皮組織の分化に必
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図 17,18は胎生裂閉鎖不全成立過程 .
a:S‐ HID染色法,bi Chase ABC消化/S―HID染色,バーは 30 μm

須であることを明らかにし,こ の基底膜の消失が上皮細

胞の形態変化を刺激すると述べている。このことは,上
皮の発生分化に基底膜が重要な役割を果たしていること

を示している。

正常胎生裂閉鎖では,胎生裂縁への外板の陥入,同部
での基底膜の消失ならびに内反した外板細胞の核の変性

などの過程が重要な役割を果たしていると考えられる。

Ochratoxin Aで神経堤由来の間葉細胞に障害を与える

ことにより生じる胎生裂閉鎖不全マウスでは,上述した

組織変化の過程は観察されない。すなわち,胎生裂閉鎖
不全の成立は胎生裂縁に介在する異常な間葉細胞が胎生

裂縁の基底膜に何らかの変化を生じさせたことに起因す

ると推定できる。眼原基の形成にあずかる間葉組織は神

経堤細胞由来であること
17)～ 19)ゃ ,本研究で用いた催奇形

物質の ochratoxin Aは 神経上皮細胞と神経堤細胞を障

害して外脳症マウスを生じさせること
20)は よく知られて

いる。また,ochratoxin Aで 成立したマウスの眼形成異

常の組織学的研究11)で も,神経堤細胞の異常が多彩な眼

形成異常の成立に関与していることが示されている。こ

のことから,ochratoxin Aに より成立した外脳症マウス

では,胎生裂縁に介在する間葉細胞が障害されることに

より胎生裂閉鎖不全が成立すると考えられる。

本研究で用いた組織化学的方法およびその結果を表 1

に示す。S― HID法 は,酸性複合糖質検出法であるジアミ

ン法に物理現像法を導入することにより検出感度を鋭敏

にした方法である12)13)。 s_HID染色法を用いることによ

り,従来の手法では検出不可能であった組織中に含まれ

る少量の酸性複合糖質の検出を効率よく,かつ容易に行
うことができる。HN02処理法は,ヘパラン硫酸のような
N‐硫酸基含有 GAGを特異的に分解する化学修飾法であ
ることが知られている14)。 さらに,Chase ABC消 化法は

組織からコンドロイチン硫酸異性体 (A,B,C,D and/
or E)の ような酵素基質を糖質組織化学的に除去する酵

素消化法である15)。 以上から,HN02処理/S― HID法およ

びChase ABC消化/S‐HID法は,組織中に含まれるヘパ

ラン硫酸およびコンドロイチン硫酸異性体の局在を各々

表 1 胎生裂縁基底膜の組織化学的検索結果

S‐HID    HN02/S‐ HID ChaseABC/
S‐ HID

反応特異性 議鼈
複合糖質 1ま

念ビ
ラン硫酸を

最菫
ドロイチン

異性体を除去

正常閉鎖   強陽性 減弱 変化 (一 )

閉鎖不全   強陽性 変化 (― ) 減弱

S‐ HID:sensitized high iron diamine,HN02:亜 硝酸
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特異的に検出する。

GAG分子種は細胞間マトリックスに広く存在する酸
性複合糖質で,他の組織構成分子と結合して細胞間およ
び組織間を充填し,物理的に組織構造の維持を担う他 ,
細胞や組織の分化・増殖・移動などにも重要な役割を果

たしている7)8).GAG分子種の中でヘパラン硫酸は,細胞

が隣接する細胞や細胞間マトリックスと接着する際に接

着部に動員され,その糖鎖部分により他の多くの接着分

子と強く結合し,細胞接着に促進的に作用していること
が知られている9)10)21)。 _方,コ ンドロイチン硫酸異性体
は,細胞や組織の接着反応に阻害的に作用する特異な生

物活性を賦与された物質と考えられている
22)。

ヘパラン硫酸の生理学的機能および基底膜においてそ

れが主要な構成要素であることから考えて, この研究で

得られた正常胎生裂閉鎖と閉鎖不全の胎生裂縁基底膜に

おけるヘパラン硫酸の量的差は,胎生裂が閉鎖するか否
かと密接に関与している可能性が示唆された。また,コ
ンドロイチン硫酸異性体の生理学的作用と今回観察され

た正常胎生裂閉鎖および閉鎖不全の胎生裂縁基底膜にお

けるコンドロイチン硫酸異性体の量的差を考慮すると,

同分子種が胎生裂閉鎖不全の成立に際して胎生裂縁で接

着阻害の役割を果たしている可能性がある。

以上から,ochratoxin Aに より成立した胎生裂閉鎖不

全は,胎生裂縁基底膜の何らかの変化が一因を成し,胎
生裂が閉鎖するか否かには基底膜に含まれているHS
とCHS異性体が主要物質として深 く関与しているもの
と考えられる。また,上述した胎生裂閉鎖不全の胎生裂

縁基底膜に存在するGAG分子種の量的および質的変化
は,眼原基を形成する間葉細胞と眼杯の神経上皮細胞間
の異常な上皮一間葉相互作用の結果と考えられる。

本研究は,平成6年度文部省科学研究費奨励研究A-06771525の

援助を受けたことを付記し,感謝の意を表します.ま た,本研究の

英語論文はJpn J Ophthalmol,39:20-29,1995に 掲載されてい

る。
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