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原 著

Ethylnitrosourea投与によるラット終脳発生

第 1 期 の 脳 障 害 と そ の 修 復

新潟大学脳研究所実験神経病理学部門 (主任 :生田房弘教授)
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We()bseⅣedthellistol()gicalfeatures()ftherepairpr()〔essinadestm ctivelesi()∩of

theratbrainduringtheproliferationofneuroepithelialcells(NECs). Pregnarltrats()∩

day120fgestationweregivenasingleintravenousinjecti()nof40mg.･:kgethylnitrosourea

(ENU),andthecytotoxiceffectsonthebrainsoftheembryos(E12)andthesubsequent

repairprocesswerestudiedchronologically. Theresultsaresummarizedas∫()ll()ws.

1) TherehoursafterENU administration,Shrunkenanddarkeneddegeneratingcells

appearedintheNEClayer.

2) NECsengulfedanddigestedthesedegeneratingcells.

3) TheseNECsstillappearedtoperform elevatormovementandhadthepotential

toproliferate.

4) ThewidthoftheNEClayerdiminishedafteradministrationofENt L reaclleda

minimumat6h,andrecoveredrapidlybylOh.OnE14,therewasnosignificant

differenceinthewidthtxtweentheENU-treatedratsandtheuntreatedControls.

5) Onpostnatalday21,therewasnosignificantdifferencetxetweentheENUl reated

ratsandthec()ntrolsingr()ssappearanceandbrainweight.Histologically,the
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f()rmershowed∩()distinctchanges,includingrleur(1n1()ss()rgli()sis,C()mpared

withtllelatter.

ⅠIlthisexperiment,asillgleintraヽ7enOuSinjectionofEND causeddegenerationand

death()itheNECs.Onp()stllatalday21,wewereunabletofindanysignificantdi鮎rences

betweenthetreatedratsandthecontrols. Weconsiderthatintheearlystageofbrain

developments,NECsparticipateactivelyintheprocessofbrainlesionrepair;eliminating

thedegenerating NECsandhavingthepotentialt()compensatefortheloss.

Keywords:ⅠミNU ,repairprocess.neuroepithelialCell,developing.rat

ENL†.病巣修復,神経上皮細胞,発達,

は じ め に

発現するi汁3)ことが知られている.他方,投与直後をこ

は細胞毒Lい16)としても作用し.種々の程度t')奇形脳が

形成されると報告されている7)-9)

われわれは,これまで ENU を用い発生第2期の脳9)i｡)

および脊髄11-障害とその修復について観察してきた.

今回は,胎生第12日 (E12)すな1-)ち.neuroepithelial

cell(NEC)のんが増殖,分裂している発生第1期終脳

剤である ENU を授与することにより,NECに障害を与

え,その後に生ずる病巣修復過程,およびその結果として

最終的にどのような髄が形成されるかについて検討した.

材 料 と 方 法

実験動物は生後3--6カ月の Wistar系雌ラ･ソト(体

重 250-300g)を用いた.午後11時から翌朝午前8時

まで堆ラ･ソトと同居させ午前10時に腔スメ了を採取し.

光 顕 下 に精子が確認された日を胎生第 1日 (El)とし

た.

使用直前に生理食塩水に溶解させた ENU10.20,30,

40,60,80,100mg:kg･体重,多くは 40mg:kg･体

重を E12の胎仔をもつ妊娠う､ソトの罷静脈よt)1回授

与した.投与量iこよる病変の程度を投与後4,24時間の

組織標本で検討した後,40mg;kg投与群を.エ-テ′し

吸入昧酔下に開腹により胎仔を1.2,3.4,5,6.

7,8,10,12,24時間後と E14.15で採取した.ま

た仔の生まれた日を生後第 1日 (Pl)とし,Plにて仔

を8匹に問びき,P21での採取を行なった.

この際､発達cT)個体差および ENU に対する反応の

個体差を除外する為,同ヤ経過時間では2匹以上の願ラッ

ラット

トかL､_)それぞれ1匹以上の胎仔を採取した.

対照群としては正常発育中LT)上記各胎生時期と同-一経

過時間の E12,E13,E14,E15の胎仔および P21成

熟う･ソトを用い,形態学的に観察した.それぞれの胎仔

を3%グルタ-ルアルデ虹ド1%パラホルムアルデヒド

0.1M 燐酸緩衝液 (3GIP)(pH7.3)で,24時間浸液

固定,0.1M 燐酸緩衝液で洗浄後､それぞれの組織は

1% Os04で後固定 した.エタノー-,Lで脱水,プロピ

レンに浸液後,エポン812で包埋 した.約 1.OFJm 厚

の大脳冠状断の Toluidin-blue(T-Bl染色漂本を作成.

観察した.また,電顕的検索には,選択 した部位の超薄

切片を作成し.酢酸rウランおよび塩化鉛で二重染色を行

ないt透過型電顕 (日立 H171(札 75KV)で観察した.

また,P21成熟ラットについては,4%パラフォル

ムアJLデヒドで経心的環流固定し,ベラ7(ソに包埋後,

Hematoxylin-Eosin(HE),KltiverBarrera(KB)染

色を施行した.

結 果

1.ENU 投与量の選択
E12に ENU を1回投与することによi)組織学的に

十分な病変を惹起させ,かつ胎生期に胎仔が死亡するこ

となく,生後にまで観察可能な投与量を決定するたれ

60,80.100mg/''kg体重,投与した,

その結果,60,80,100mg_,r'kg体重投与したもので

は.4時間後に変性細胞は出現するものの,24時間後で,

中心管の壁が壊れ NECが中心管内-落ち込むという

強い変化を示し,また,胎仔や妊娠ラ､､′卜の死亡数が増

加し.経時的長期観察には不適当と考えられた.10,20,

30mg･/kg体重授与したものでは,少数の蜜性細胞の出

現は認められるものの.その変化は軽微で,病変を光廊

下iこ解析することは,むしろ困難であった.結局 40mg.'
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kg投与郡が.後述のごとく変性細胞の出現と,その後

の修復煉転を観察するうえで適切と考えrlわた.

2.ENtTによる終脳発生の第1期の細胞障害
F,12では (図 1-A).神経系の細胞発生かL･L)みると,

終脳外套では NECのんが増殖,分裂する第 1期とさ

れている.すなわち.神経管 (neuraltube)が形成さ

れており,終脳は NEC層のんかLT)構成されており,

分裂期にある円形細胞を除き,胞休が中心管側か上-L･,extenlal

limitingmembrane(ELM)側にまで伸び,核の位置

が重層性 にムえる偽重層上皮性配列をとっていた.電顕

では,胞体内には･多数の ritmomeと少数の mit(Thondria

(Mt),filamentが認められた.胞休の突起状の郡には,

核近傍部に比べ.より多くの Mtや filamentが認め

られた.胞体内に濃染した構造物を持っている NECが,

少数認められた.

ENtJ投与1,2時間後では,核分裂像の数の減少を

認める以外,明らかな形態変化は認めL-)わなか-,た.電

顕下には.2時間後で,核が通常の楕FTr]形ではなく,杏

鮭形となっている NECを,少数認めた.

3,4時間後になると (図 IIB),NECの間iこ.T-

B染色で濃染する,柱状や円形の構造物が出現 した.

浪染 した構造物は,いわゆる radialfit光r2卜 の方向に

沿--'た配列を示して,NEC層全層に存在していた.漢

た,NEC層は凹凸となり,波打つような形となってい

た.電顕では (図 2-A),これらの構造物は.変性した
NEC と考えLt･･,わた.つまり,それらの胞休および突起

は萎縮し,電了.密度を増 しており,核は濃縮 して認めi二〕

れた.これらが,健常と思われる NEC問に存在した

が,′レ数ながら健常と思われる NEC胞体内にも認め

られた.

6時間後になると (図 1-{て),こ(,')様な変性細胞は NEC

層の ELM 側に.多数集まって認めLT､れるようになり,

変性 した細胞突起は日立たなくな--1た.

10時間後になると (図 1-D),中心管側に核分裂像を

示す細胞が数多く認めどこ凍 るようにな一,た.電顕では (図

で敬L)囲まれているもの,健常と思われる NEC胞体

内に限界膜で囲まれて周囲に freespaceを残しながら

存在するもの,限界膜を欠き健常上思われる NEC胞

体内をこ存在するもの,などが数多く認められ 健常と思

われる NECが変性 した細胞を取り込んでいると思わ

れた.変性細胞を取E)込んだ,健常と思われる NECに

は,胸体内に多くの ribosomeと少数の Mtが認めLT)

れ 対照と比べて,構造上とくに変化は認めなかった.

12時間後では, さ吊こより多くの変性細胞が,NEC

の胞体内に取り込まれる形で認めLTIItた.こItい')変性

細胞は,もはや内部構造がはっきi)せず,種々の大きさ

を示す電子'#度の高い物質の集族として捉えt､)わた. 同

様の所見は (図 ㌢ぐ)､中心管側にある,l･OundlLmit(rsis

24時間後では,上記電子密度の高い物質の集族を有す

るNECは,｢F,JL､管と ELM 問の NEC層全層にわた-,

て認められた.

48時間後 (El°)では (囲 卜E).NEC層は.幅が

僅かに′1亘亡く,NEC数も少ないように見えたが,対照

(図 1-F)とほと人と等しい幅を示していた.電題下で

は,ごく少数L')NECの胞体内に,電子襟度の高い小
型不矩形の構造物が存在していた.

3.NFt 層の厚さの変化 (図 31

投与3時間後に NEC層は波打-~〕ように【U】凸となり,

その厚さは6時間後iこ最少の値を示した.しかし,10時

間後までiこその厚さは急速に増加 (回復)し,そltt以降

は.緩やかな増加傾向を示した.

4. E12での ENU 投与を受けたラItJ卜の P21

における大脳

ENU を授与したうり卜を P21(図 4-A.B右)で

見る上 人脳外表及び冠状断の肉眼像では,対照 (図 4-

A,B左)LL_の問に差異を指摘することは困難であ一､た.
また,脳愚においても (図51.統計学的iこ有意な差興

は認められなかった.光顕をこよる観繊学的検索のかぎり,

大歯各部位をこおいてその細胞構築をこ異常は認められず,

神経細胞脱落や gliosisを指摘することもできなか-､た.

考 察

ENU を生体に授与 した際 , 細胞毒性IL~6Lを示すの

はS期および G2期における 【)NA の合成を抑制する

こ!-_による9'とされ 生坪的条件下でそC')生物学的活

性の半減期は10分以内13~15､と言われている,したが-,

て,今回のように先生途上にある脳に ENLTを授与し

た場合.その細胞毒性は短時間,S期および G2期に
ある細胞をこ発現されると考えられる.

この様な性質を有する ENL,Tが,胎生第16日日の大

脳発生第2期のラ･ソト胎仔に投与された場合,その終脳

では,投与後に産生された neuroblastのふなilTJず,S
期以降の NECにも変性をひき起こすことが示されて

いる4)9)li)

胎生12円目のラ･ソト.すなわち大脳発生期第1期の胎

仔に ENLT40mg･~kg体重を経胎盤的に授与 した今回
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図 I F.12 で ENL丁を 40mgkg 体重投Ej-1した.i,I,.I/卜終脳外套部Ll)Epon
光顕像 T()lLlidill--tミlue態色 (ト1-うl＼52O

A:Ell'対照.nL,urL1PPithpliilli.(､IlLNEClは.中心背側かi､)external
limitingmenbTane(ELM)をこ蜜で伸び,偽墓層上皮性配列をとっ
ている,中心管側には,分裂期をこある円形細胞が認められる.

B:授与の3時間後.T…Bで濃染する柱状や円形の構造物が初めて認め
られた,NEC層は凹凸となっていた.

C:授与の6時間後.変性細胞は比較的 EML側をこ集まって認められた.
T-Bで濃染する柱状の構造物は目立たなくなった.

D:投賢の10時間後.中心管側には分裂像を示す細胞が数多く認められた,

E:投与の48時間後 (El射,NEC層の幅は僅かをこ少なく,NEC数も少
ないようをこ見えたが,対照と殆ど等しい幅を示していた.

F:F.1･1対照

719
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図 2 E12で ENU を投与した後の経時的電顕像

A:投与の3時間後,T-B染色で濃染する構造物は､蛮性1..た NECの
細胞突起及び蜜性細胞と考えl二)わff_.そIILらJ_)胞体は萎縮し,電子密

B:投与LT)10時間後.変性細胞が健常と思われる NECか[--(.71細胞突起
で取り囲まIt,胞体内に取り込まれ-てし､くように見えた,x370()

C:投与LI)12時間衡 中心管側に存在し,その細胞胞体内iこ変性物を示す
細胞にも分裂像が認められた.x22OO

の実験では,投与･3時間後か(-).NEC層内に核および

胞体の濃縮を示す変性細胞cT)出現が観察された.これ1､'

変性細胞は,NECそのものであi)-ELM および中心

管壁-と伸ばしていた突起を縮めつつ,最終的i二は小型

円形化していくという変性過程が考えLt-,わた.これt､-'変

性 した NECは,3時間後および6時間後では鰹常と

思われる NEC､の問に存在したが,10時間後か吊土.

その多くは健常と思われる NECから伸びる突起によ

り取り閉まれてお･rl一･一部は明l､-)かに NEC胞体内に

phagocytosisされた像として認め上ニーIlた,この鰹常と

思われる NF.Cは,エレベ一一ター運動16､をしつつ.NEC

自身も分裂.増殖する一方で.変性 した NECを胞体

内に取り込ふ,分解Lていく能力をもつ細胞と考えられた.

変性 した NECを NEC 自身が清掃除去するという

現象は.こIlまで止常発育過程において.中心管が形成

されるときの癒合部17､あるいは,retinaの形成部は-な

どの局所で観寒されてきており, 今回の E12対照例に

おいてもごく少数ではあるが観察された.したがって,

NEC.は本来 phagoey･tosisする能力を持ち.病巣修復

に積極的に参加する細胞と考えられた.しかし,Oyanagi

吊IT)第2期での実験10､では,変性細胞の清掃除去には.

NEC層および migratingzoneに浸LLIJ.するmaerophage

がその主たる役割を果たしており,NECが自ら変性細

胞の清掃除去することは大脳発生第 1斯iこおける特徴的
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Control El:三 E13 E14

NEE la )Pe r

width(FLm )
6 7.5± 6.2

(nニntNnberl (nこ2 )

EMU:afteradTninistarion ::hrs 6hrs 7hrs 8hrs IOhrs 12hrs

82.6±1,7 88.5±3.0

(nニ41 (n=･11)

NECla)Per
width('lLml

67.3±5.3 53.4±1.1 61.0±3.3 69.1±2.1 73.9±3.9 71.8二tl.07Li.3エ軋6

(n二2) (nこ21 (n=41 (n=小 (n=Jl (n=31 (n=21

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

E 1 2

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

E 13

変化.ENU 投与されたものは6時間後に厚さが最少となり.その後10時間後まで
にその厚さは急速iこ回復し,それ以降は緩やかな増加傾向を示していた.

な現象と考えられた.このことは,正常発育過程で中枢

神経系に maerophageが初めて出現するのは第2期で

ある191という事実と強く関連していると思われた.つ

まり,大脳発生第 1期の病巣修復の担い手は NlミC 自

身であり第2期のそれは,その時期に出現するrmcrophagc

iこ移行するものと考えられた.同様の結果は,これまで

E13のラり卜に radiation20､,E12のマrラスに FudR21､,

E14

(houI･)

E12のラtJ卜iこ ENU 投与7)で観察されてきている.

さて,この様な障害を受けた大脳発生第1期の脳は,

以後どのようiこ修復され,発育していくかは重要な問題

である.今回,NEC層の厚さを経時的に検索すると,

ENLT投与3時間後よi)その厚さを減少しはじめ,6時

間後でその厚さが最少となったが.その後,10時間緩ま

では急速をこ回復し,それ以後も緩やかながら増加を娩軌
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時点での固定脳外衣および冠状断.肉

眼的に両者に差は認められなかった.

トIt7十0.115

n=1

I..15+..0.06
n=8

恥an±S.い.
ni-tllJn加･r

〔011trot EmI

図 5 対照群と E12で ENL丁を ìOmgLkg体重
授与した群の.P21時点での固定後脳重の
比較.両者の間に,統計学的に有意な差異は

認められなかった.

すでに E14では対照にくらべ有意な差を認めたくなり

ていた.

そして.P21の大脳では.肉眼的iこも対照とcT)問をこ

差を指摘できず.また脳黍においても,統計的に有意な

差を認めなか-)た.第2期で ENL丁を投与した場合に

は.P21で肉眼的にも明l:-'かな miCroeephalyとなる

こ上が知r-凍 ている10､.今回の実験条件下では,第 1

朋U)NEC障害は,その後 NEC自身の分裂増穂iこよ-.1

て急激にそL7)減少が捕,われ P21の時点では､対照脳

との問に統計的な有意差が認められないまでをこ修復され

得ることが示された.NECがどcT)よ･')在韓序でこの様

な修復能力を示し得る〔･･')か.現在不明であるが.今後 NEC

の cellcl,cle(71解析を含め･検討してめく必要があると

思われた.

結 語

胎生期の脳の病巣修復には,成熟脳とは異なった修復

過程があることは,以前より報告7)9)-1り20)2且)がある.

大脳発生第2期.つまりneuroblastを塵生し.glioblast

産生出自巾')時期,の ENLJ障害では,nlie1-oeeph三llyが

帰結されるものの,その細胞構築にはほとんど異常な宅,

gli(一Sisも認抑-_凍 ていない.今回の第11乱 -)まりN~l二c

c')んが分裂増殖する時期,LT)IミNU障害では, 尉照と

比べ,明らかた変化を指摘することはできないまでに強

い修復能力を示していた.こL')ことは､第1期には NllIC

自身が関与する橡めて特教的な病巣惨擾機序および強い

回復能が存在することを示すもJ)と考え.1:)わた.
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