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テ奉でシソ,神経上皮細胞,終脳外賓,ラジアル7ァイバ-予ラット

は じ め に

テネイシソは,組織発生過程および細胞の臆歯化ある

いは組織修復時において,多くの場合一過性に発現する

細胞外基質糖蛋白でありl),細胞の接着,移動,増殖あ

るいは血球凝集などさまざまな機能活性を有すると考え

られてきた即｡神経組織を開いた主に 主mvitTO翻研究

では,テネイシソは,ニュ-｡ソとダT)アの接着3)4㌧

及こ津碓E.堤細胞-て")＼脳粕粒細胞ハ移動日;こ重要左分 J'･

と考えられてきた,

発生期神経組織における免疫組織化学や imsitu

hybrid豆zaもiomの研究ではラ全 中 枢 神 経 系の細胞外基質

に広範にテネイシソの発現を認めたとの 報 告 7)B}がある8

惚方,特定の纏脇あるいは構造物については,神経堤細

胞移動路5)や脊索7)について,また中枢神経系をこおい

てぼ小髄のバ…ダマンダリア3),外畢粒細胞6)や小脳の

ラジアルダリアの窯起9)や平行線維103について,更に

大脳の体性感覚野バレル構造11)にその発現を認めたと

の報告がある.

しかし これまで,終躯外憂の組織発生過程における

テネイシソ発現の経略的変化を詳細に観察 した報告はみ

られない,

胎生期の終脳外套ではきこごL-ロンやグリアの母細胞

である meuyoepithelia且C淵 が増殖 し,その neuroe画一

thelialcellから産生された神経芽細胞はラジアルファ

イバ-との接着を保ちつつ移勤 し,整然とした大脳皮質

構造を形成することが知られてきた蓋臥,ただ,ラジ7

ルファijミ-については,neul-槻pithe最Icell自身の

突起であるという考え13)ど,meurc)e画抽elialceH と

は別の特殊な分化を示 した細胞 (ラジアルダリア)釣寛

恕から構成されている14トを6)という二つの考えがありヤ

なお不明確な漁が極めて多い,奉研究は,終脳における

ラ ジ アルファイバ-の成り立ちきラジアルファイバ-ど

神 経 芽 細 胞の慮生,移動との関適性などを知る目的かど),

発 生 期 ラ ッ ト終脳外嚢におけるテネイシソの発現を経略

約 に 免 疫 組 織化学的に検索した,

材 料 と 方 法

牛後3-5-･T).F巨)＼＼'iヽtこlr釆-i｣､L休車L':r)(ト 二i川1

拷)を履いた.午後漫0時かぎj翌朝午前6時藷で雌雄ラッ

トをつかいにし,その後ただちに腰スメアを採取 し,蒐

轟下に精子を認めた日を胎生第1日(E日 とした,盟

生日を生後第1日押目 とした,

妊娠12-22日のラ､ソトをエー=-テル麻酔し,毎日午前漫0

時に胎仔を取 り出した,P卜P21ラットも同様にエ-テー

ル麻酔 した.4%パラフ舟ルムアルデヒド,0.1M 燐

酸緩衝液,pH7.4で E121E14の胎児は浸潤固定し予

E且5-E22の胎仔及び PLP21の新生仔は経心的に液流

固定 した*終脳外套の冠状断 れ3m 序のパラフでソ包

埋切片を作艶 hematoxyhnandeosiE3または Kluver-

Barrera染色を施し光顧約に観察した.

テネイシソの免疫経.織化学染色には上記パラフィン切

片を用いた.脱パラ71ン後,0.3% H202-メタノ…ル

及び正常 horse血清で各々1時間室温で処置した後,

更にテネイシソの組蔚性を統括化させるため,0纏 fjePSin

in0.01NHClヨ7)で1日寺間室温で前処置した,抗fibroty

l心卜(守 仁 二/†11日LlSt､tlMtl(TK:loHこ11抗体 ･王与iohit.1:1(lll

と VectastaimABC マウス ⅠgG キットくVeetor,USA)
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Fig.1 Tenascinimmunoreactivityintherostralportionoftherat
neuraltubeonday120fgestation(E12).Finegranular
labellingispresentwithinthecytoplasm ofneuroepithelial
cells,beingaccentuatedintheirexternalsegments.
Accumulationoflat妃ilingalsoevidentinthecytoplasm of
mitoticneuroepithelialcells(arrow)liningthelumenofthe
centralcanal.Scalebar-6FLm,

を用い,avidin-biotin-peTOXidasecomplex(ABC)法18)

にて免疫染色 した,一次反応は4℃,overnight,二

次および三次反応は室温,30分とした.Peroxidase反

応は,0.02%3,3㌧diaminobnzidine-tetrahydrochll

oride(DAB)および 0.005%H202 を含む 0.05M
Tris-HClbuffer,pH7.4にて10分間行なった.

陰性対照には,一次抗体を除くか,一次抗体の代わり

に正常マウス血清を乗せた切片を用いた.

結 果

E12(Fi藍･.1)では,終脳原基である吻側部の神経管

は既に形成され,偽重層の単層円柱上皮 (neuroepithelial

cell)からなっていた.テネイシソの免疫反応をみると,

長い円柱状の neuroepithelialceliの細胞質内と思わ

れる部をこ既に長軸方向に並ぶ微細棄粒状の陽性物質が認

められた.この時期では神経管の外周側で陽性の染色性

がより強いが,中心管周囲の分裂中の neuTOepithelial

cellの胞体内にも陽性物質が明らかに認められた.

E13では,neuroepithelium は高さを増 し,neuro-

epithelialce11の胞体内の微細額粒状の陽性物質は neur ()-

epまthelium の中心管側でも明瞭に認められた.

E14(Fig.2)では,終脳外套は厚さを増 し,neuro-

913

epithel呈um の外側に primordialplexiform layerが

形成された.この時期から,全ての neuroepithelialcell

の胸体突起全体に認められるに至った免疫反応陽性物質

は,更にその数と濃度を増 した.それ らは,neuro-

epithelium の全層を貫 く垂直な線状の構造を示 し,更

にその線状の陽性物質は primordialplexiform layer

中にも伸びているため.終脳外套金屑にわたる垂直な fitだr

として認められた.

E15では,netlrOepithelium の厚さがより増 したが,

その陽性物質の存在は基本的に E14と同様であった.

E16(Fig.3)では,neuroepithelium と primordial

plexiform layerの間に subventricular-intermediatezone

が形成されてきた.netjrOepitheiium 内では,垂直な fitx!r

として認められた強い免疫反応陽性物質がより明瞭に認

められた.特をこneuroepithelium の脳室周辺では,こ

の陽性 fiberはより太 く数も多 くみられ,垂直に伸び

る束状の陽性物質が脳室壁に連続 しているのが認められ

た.

また,neuroepithelium から放射状に伸び外境界膜

に達する線状の構造物,いわゆるラジアルファイバ-も

明らかに陽性であった.しかしながら今回,E12以降,

neuroepithelium 内に認められてきた垂直な fitx!r状



914 新潟医学会雑誌 第 107尊 前10号 平成5年10月

rlg 2 TenasclnlmmunOreaC=VllyLnthedors0-
meAl.liparto†thecorona=ysectlonedlelen一

ccphuLICI)iJLlluLnOnEILIne.neuTOeP1-

thcllurn,Pl,PrLrl10rdlalpkXlrOnllla〉･er
Llne‡lrlabeHlngLSPresentradlalLythrough

Lhencuroeplthellum andprlmordlal

pILtX汀orm layer.)C.throughoutthe
cntlrCWLdLhOrtheLelencephallCPa11t一Jm
Scalebar-10lJm

FLg.3 TenaSClnlmrnUnOreaCtlVIL),Inthedorsq
nYdlalI)a爪ohhecort)nallysetllUrd tclcz1-

ccphallCPillllum OnEL6sv･L2,Subven-
1rlCUlar-1nTemledlateZones_1nlenSeand

llneartatXⅢnglSeヽ･tdenLEntheeylop-
tasmofneuroepELhelEalcellswhlChrun

l光rTXndicuhrl･lnbundlcsandlerminatc

alongtheventrlCuLarsurface(V) lrn-
munoreactlVltylSalsopre監ntWlThlnthe
radlalfitx!rs(arTOWheads)whlcheI.Lend
lnthesub＼･entT･1(_ulalilndlnLCrmedlalLC

zozICS,打IdLt･aChcsthecxlernaHlmlllng

mcTnbranc LatxtIl】nglSalsopresentln
amltOllCCell(arrow)一ocatedcloserto

theexterT)81bet-derohheneuroepILhe-
llum.andavesselWこLll(largearrow)

inlhclはurOePltheliuJnlSalsoposm ･ヽe

Scalebar-48J▲m

東

軍

一

.q

g

Z
;

･
T
･
.
T
･
I:
'1
1
1.
L二



柿田 :発生期ラット終脳外套の NeuroepithelialCellにおける 糖蛋白
テネイシソの発現

∫こ1J

CP

lJl

∵

Fig.4 Tenascinimmunoreactivityinthedorso一
mediaipar･tofthecoronallysectionedtelen-
cephalicpallium onElろ.SP,subplate;
CP,corticalplate;I,layerlofneo-
cortex.Labellingislimitedtothecell

processesintheneuroepithelium and
subventricularzone.Thevesselwallin

thesubarachnoidspaceisstillpositive.

Scalebar-47pm.
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の陽性物質が,このラジアルファイバ-に明らかに連続

している像を確認することはできなかった.

subventricular-intermediatezone中に,おそらく

移動 しつつある,neuroblastの胞体内にも,テネイシ

ソの明らかな陽性の染色性が認められた.

E17では,neuroepithelium は最も厚くなり,他方,

移動 した neuroblastによって corticalplateが形成

されつつあり,subventricularzoneと intemediatezone

が明瞭に区別されるに至った.テネイシソに対する陽性

物質は,基本的に E16と同様の像を示していたが,坐

体に染色性はやや減弱する傾向を示 した.

E18(Fig.4)では,neuroepithelium は厚さを減

じ始め,一方 subventricularzone,intermediatezone

及び corticalplateの各層は著 しく厚さを増 した.チ

ネイシソに対する反応性は著しく減弱し,neuroepithelium

と subventricularzoneの細胞胞体にごくわずかに華

粒状の染色性が認められるだけであった.

E22以降,終脳外套にはテネイシソ陽性の染色性は

全く認められなかった.

なお,終脳外套におけるテネイシソの免疫組織化学で

は,E12から E17までのいずれの時期においても,ne-

uroepithelium に存在する全ての細胞の胞体に染色性

が認められた.

考 察

本研究で,テネイシソはラットE12からおよそ E17

までの終脳外套の neuroepithelialcellの胞体にも経

時的な消長を示しつつ発現していることが明らかとなっ

た.一方,E16及び E17の終脳では neuroepithelium

から放射状に伸び外境界膜に達する線状の陽性像が認め

られたが (Fi欝.3),この陽性構造物は,神経芽細胞が

移動する際ガイドワイヤ-的な役割をすると考えられて

いる,いわゆるラジアルファイバ- 13)~16)に一致 して

いると考えられた.ラジアルファイバ-については,

neuroepithelialcell自身の突起の束であるという考え13)

と,neuroepithelialceliとは別の特殊な分化を示 した

細胞 (ラジアルグリア)の突起から構成されているとい

う考え14)-16)の二つの説がある.ところで,本研究で

のテネイシソによる免疫顧_織化学でみる限り,このラジ

アルファイバーが neuroepithelialcell自身の突起の

束13)か,それともラジアルグリアの突起14)~16)なのか,

残念ながら neuroepithelium 内の垂直な fiber状の陽

性物質とラジアルファイバーとの連続性を直接は確認で

きなかった.しかし,E12から E17までのいずれの時
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期においても,neuroepithclium を構成 している全て

の細胞の胞体には皆同様にテネイシソの染色性が認めら

れ,neuroepithelialcell以外の細胞と考えられる細胞

は認められなかった.

ところで,テネイシソは,主に invitroの研究から,

さまざまな細胞の接着や移動に関与する分子と考えられ

ている2).小脳原基では,外覇粒細胞6)及びバ-グマソ

グリア3),更にプルキソエ細胞が移動する時期のラジア

ルファイバ ー 9)にテネイシソの発現が認められること

から,神経芽細胞の移動やそれをガイ ドすると考えられ

る構造物との接着にテネイシソが密接に関与 しているも

のと指摘されてきた.

E16及び E17は.神経芽細胞が移動 し,neuroepith-

elium 層の外側に corticalplateを形成 しつつある時

期 (Fig.3)であり,確かをここの時期の染色性だげか

らは,小脳原基と同様,終脳の神経芽細胞の移動やラジ

アルファイバ-との接着をこもテネイシソが関与 している

可能性を伺わせる. しかし,終脳では E18以降,即ち

ラジアルファイバーが末だ存続 し,神経芽細胞はラジア

ルファイバ-との産着を保ちつつ,まだ盛んに移動 して

いるはずの時期16)にもかかわらず,テネイシソの発現

は急速に減弱 した (FigA).即ち,ラジアルファイバ-

におけるテネイシソの発現は,大脳と小脳では異なる様

式で規定されている可能性もあるが,少なくとも終脳外

套においては,神経芽細胞の移動やラジアルファイバ-

との接着にはテネイシソの関与は否定的と考えられた.

発生期のラット終躯では,神経芽細胞は E13から E21

までの neuroepithelium 層で産生され,一方 グリア細

胞は主にその後の胎生後期に始まることが知られている12).

本研究で,テネイシソが終脳外套の neuroepitheまialcell

に強 く発現 していること, しかも E17までにほぼ限ら

れて発現 していることが示された.[3H]-th耶llidineを

用いた研究から,終脳における神経芽細胞の産生は,E14

から E17までの期間が最も盛んであることが知 られて

おり12),テネイシソの発現時期はこの時期とよく合 う

ように思われた.こうした特定の時期にテネイシソの発

現がほぼ限 られていることは,神経芽細胞産生過程

(neurogenesis)にテネイシソが何 らかの磯能的関わり

を有する分子である可能性を示唆していると考えられた.

-方,invitroの研究でもテネイシソが上皮性細胞の

増殖に関与する19)との報告があり,本研究の結果に見

合うものと考えられた.

発生初期をこぼ,neuroepithelium 層は偽重層円柱上

皮からなり,この細胞の核は,cellcycleに併せて胞体

内を上下に移動する運動,即ちエレベーター運動をする

ことが知 られている20)21).[3H]-thymidineを用いた

細胞動感の研究から,終脳外套では,neuroepithelialce王1

の核は E17までは互いに同調 してエレベ-タ-運動を

行ないつつ盛んに分裂 し,neuroepithelialcell自身の

増殖及び神経芽細胞の産生を行なっているが,E18以

降はエレベ-タ-運動の同調性が失われ 次第に増殖能

も減退することが知 られている12).テネイシソの発現

は, エレペ-タ-運動が同調 して行なわれている E17

までの neuroepithelial cellにほぼ限られて認められ

た.これらの事案は,テネイシソの顔能を将来さらに特

定 してゆ く上で重要な知見となるものと考えたい.

稿を終えるにあたり,終始変わらぬ温かい御指導

を戴きました恩師 生田房弘教授に深 く感謝致 しま

す.また,山田光則,林廉太郎,小柳清光,高橋

均の各党生には適切な御助言を戴きました.さらに,

市川富夫,江川亜公,小林一雄,村山佳代子,大田

裕子,貝沼素子の諸兄姉には多 くの技術的援助を受

けました.有難 うございました.

参 考 文 献

1)Erickson.H.P.andburdon.M.A.:Tenascin:

anextracellularmatrixproteinprominentin

speeializedembryonictissuesandtum ors,Annu.

Rev.CellBio1.,5:71-92,1989.

21Erickson.H.P.andLightner.V.A.: Hexilbt･こII

chionprotein(tenascin,cytotactin,brachionec-

tin)inconnectivetissues,embryonicbrain,and

tunors,In:Miller,K.氏.(ed.)AdvancesinCell

Biology,Vo†.2,London∫.A.1..p55-90,1988.

3~1Grumet.lI..Hoffman.S..Crossin.K.L.and

Edelman,堤.双.: Cytotactin,anextracellular

matrixproteirlOfneuralandnon-neuTaltissues

thatmediatesglia-neuroninteractiorl,Proc.Natl.

Acad.S°i.U.S.A.,82:8075-8079,1985.

4)Kruse.J‥ Keilhauer,G..Faissner.A..Timpl.

R.andSchaehner,臥 : TheJlglycoprotein-a

novelnervoussystem celladhesionmoleculeof

theL2/HNK-1family,Nature,316:146-148,

1985.

5)Mackie,E.I.,TⅦcker,R.P.,tlalfter,W‥

Chiquet-Ehrismann.R.andEpperlein,H.H.:

Thedistributionoftenascincoincideswith



柿田 :発生期ニト=J卜終脳外套の NeL1rOePithelialCellにおける 糖蛋白
テネイシソの発現

pathways()fneuralcrestcellmigration.rkvelop-

merlt.102:237-250,1988.

61Chuong.C.lM..Crossin,冗.I..andEdelman.

(l'.M.: Sequentialexpt･essi()nanddiffercntiこll

functionofmultipleadhesionmoleculesduring

thefomationofeeretxPHarcorticallayers,J.Cell

Bi(.)1.,loヰ:331-342,1987.

7)Cn博in,K.L..Hoffman,S.,Grumet,M..Thiery

J.-P.andEdelman,G.lW.: Site-restricted

expressionofcytotaetinduringdevelopnlentOf

thechickenembryo.I.CellBio1.,102:1917-

1930,1986.

釦 Prieto,A.L.,Jones.F.S‥Cunningham.B.A.,

Crt雌in.K.L.andEdelman,G.M.:1.(_x:とllization

duringde＼rel｡pnlentOfalter.nativelysplicedfolmS

ofcytotactinmRNA byinsituhl.･bridization,J.

C(コllBi｡1‥ 111:685-698,1990.

91Yua組,S‥Kawamura,K‥Ono.汰..Yamakuni,

T.andTakallaShi.Y.: I_)e＼･clopmentand

migrationofPurkill束cellsinthemouseceretXellar

pri111｡rdium,Anat.Embr),ol‥ 184:195-212.

1991.

101払rkh.S.,Ihrt虻h.U..mrries,U.,Faiぶner,

A..Welter.A.,Ekblom.P.andSchachner.M.:

Expr･essionoftenascininthedevelopingandadu一t

cerebellarcortex,J.Neurosci..12:736-749.

1992.

ll)SteirLdler.I).A.,Cooper,N.G.F.,Fai+tsner.A.

andSchaehner..W.: BoundaI･iesdefinedby

adhesionmoleculesduringdeヽ,elopmentofthe

ceIでbralCortex:theJl:1tenascinglyCOPrOteinin

themousesomatosensorycortiealbこlrrelfield,

Ⅰ二ねヽ･.Biol‥ 131:243-260.1989.

12)Bayer.S.A.andAltman.J.: NeocoL･tical

development,Ral,enPress,NewYork,1991

13)藤田哲也.服部隆則,北村忠久:SEM によるニュー

ロン発生の研究,細胞,7:19-29.1975.

917

lLl)Rakic,P.: ModeofCellmigrationtothe

superficiallayeT･SOffetalmonke),neocortex,J.

Comp.Neuro1..145:61-84,1972.

151('TadisSeuX.J.-F.,Kadhim.H.J..l･andenBosch

deAguilar,P..Cavine瀬,V.S.andLhTrard.P.:

Neuronmigrationwithintheradialglialfiber

system ofthedevelopingmurineCerebrum:とim

electronmicroscopicautoradiographicanalysis,

rkv.BraiIIRes.,52:39--56,1990.

161Mi錨On.J.-P.,Edwards.M.A..Yamamoto,M.

and(bvine蕗.V.S.,Jr.: Identificationoft･a(1iヱIl

glialcellswithinthedevelopingmurinecentr.;ll

nervoussystem:studiesbaseduponanew

immunohistochemicalnlarker.Ⅰ二わヽ･.BrainRes‥

44:95-108.1988.

171Mauro,A..Bertolotto,A..Germano.I..

Giam)ne,G..Giordana,M.T.,Migheli.A.and

Sehiffer,D.: Collagenaseintheimmunohist｡-

ehemiealdemonstl･ationoflaminin.fibronectin

andfactorVIII:RAEinnerヽ･oustissueafter

fixation,rlislochemistry,80:157-163,1984,

18)H.su,S.-M‥ Raine.L.andFanger,H.: Use

ofavidin-biotin-peroxidasecomplex(ABC)in

immunoperoxidasetechniques:aComparison

betweenABCandunlllbeledantibodyげAPl

procedur･es.∫.Histochenl.Cytochem.,29:

577-580.1981.

19)('hiquet-Ehri5mann.R..Maekie.E.J.,Pearson.

C.A.andSakakura,T.:T(1IlaSCin:anextraeell

lularmatrixproteinin＼TOlヽ･edilltissueinteractions

duringfetaldevelopmentaTld()ncogenesis,Cell.

47:131-139.1986.

20)Sauer.F.C.: Mitosisintheneur･altube.J.

Comp.NeLlrO1.,62:377-405,1935.

21)Fujita.S.: Kineticsofcellular･pt･otifcration.

Exp.CellRes..28:52-60.1962.

(平成5年 7月14Fl受付)


