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ニワ トリ腫大動脈では細胞間物質 ,特 に礎質 と弾力

線維の活発な産生が行われているので.これ らの細胞

間物質の構造 と発生を研究するためには好適な組織で

ある.近年 .ルテニウムレッド (以下 RRと略 す ).

その他の電子染色によって様々な結合組織の礎質 に含

まれる酸性 ムコ多糖の電子顕微鏡的研究が行われ1)～6)

ニワ トリ腫大動脈 についても K孟d孟rら7)によ って

RR染色所見が報告 されている.しか し.礎質の超微

構造 と化学的成分 との対応はまだ十分 とはいえ な い .

弾力線維の超微構造 についてはニワ トリ旺 大 動脈8)

9),その他の組織川)一日)を用いて多数の研 究 が報告され

ている.現在 ,論争の焦点の一つ は弾 力線 維 周組 の

microfibrilとェラスチンとの関係である.この問題

に対 して議論が紛糾する理由の一つは,通常の電顕模

本では弾力線維は電子密度の甚だ低 い等質性物質 とし

て認め られるため新生初期の微小な弾力線維の同定が

困難であるばかりでなく,エラスターゼの消化効果の

判定 も容易でないことにあると思われる.これまで弾

力線維の染色方法 として燐 タングステン酸や silver

tetra-phenylporphinesulfate15)が用いられ て い る

が.最近 .水平 ら16)によって開発 された タンニン酸固

定法 は操作が簡単で弾力線維が特異的に染色 される点

において,従来の染色法に比べて優 れて い る . そ こ

で,著者はこの方法を用いて弾力線維の構造 と発生過

程 とを再検討 した.

細胞間物質 の研究において重要 な点 は,超微構造 と

その化学的性状 との対応を明 らかにすることで あ る .

この問題の解明のために従来 ,様々な酵素による消化

試験が試みられているが,酵素処理の方法に問題があ

り.その成績 は必ず しも一定 していない.本研究では

酵素処理の条件に吟味を加え.上述の様々な電子染色

によって捉え られた構造物の化学的性状の同定 を試 み

た.
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本論文においては,ニワ トリ陸大動脈を材 料 と し,

まず礎質の RR染色所見 と酸性 ムコ多糖の所 在 との

関係について述べ,次にタンテン酸固定模本の所見 に

基いて,弾力線維の構造 と発生 ,特 に microfibril

とェラスチンとの関係 について報告する.

実験材料と方法

ニワ トリ膝 (筋化 8-21日)の大動脈を2.5%グル

タルアルデヒド (0.1Mcacodylate緩衝液 pH7.4)で

4oC.30分間固定後 , 2%オスミウム酸 (同緩 衝 液

pH7.4)で 4oC.60分間固定を行 った.酸性 ムコ多糖

を検出するために RR染色け)を.また弾力線 維 の観

察のために水平の方法16)によるタンニン酸固定を併用し

た.試料はエタノール系列で脱水 ,エポン812で包埋

し.ガラスナイフを用 いて LKB-Ultrotom で超 薄

切片を作成 し,ウラニル ･鉛の重染色を行 った.

酵素消化試験 : 組織 を厚 さ0.5mm以下に薄 切 し,

2.5%グルタルアルデヒド (0.1Mcacodylate緩衝液 p

H7.4)で 4oC,30分間固定 ,次いで 4oC.12時間 同

緩衝液で充分に洗浄 した後 , 37℃ で 酵素処 理を行

った(表 1).一部の組織 は未固定のまま酵素処理を行

った.酵素処理を した試料 は同緩衝液で洗浄 し,上述

と同 じ方法で RR処理 またはタンニン酸固定 を行 っ

た.コントロー ル と して酵 素 を含 まな い緩 衡 液 で

incubateした試料を用いた.

切片は日立HU-11型 (75Kv),HU-12型 (75Kv),

日本電子JEM-7A型 (80Kv),JEM-100B型 (80Kv)

電子顕微鏡で直接倍率3,000-20,000倍で撮影 した.

成 練

I.ニワ トリ肱大動脈の一般的構造

ニワ トリ腫大動脈の発育 に伴 う一般的な形態学的変

化については従来の報告8)18)19)とはぼ一 致 す るので簡

Electron microscopic studies on the ground substance and elastic fibers ofthe

chick embryo aorta.Hirohisa Kitada,DepartmentofPathology (Ⅰ),(Director:Prof.

K.Kajikawa),SchoolofMedicine,Kanazawa University.
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表 1 酵素消化試験の条件

酵 素 緩 衝 液 (pH) 酵素濃度 作用時間(時

間)Streptomyceshyaluronidase 0.1M Acetatebtdfer 20′∠/ml
3-24(生化学工業)

(pH5.0)ChondroitinaseAC 0.1M Cacodylatebuffer
lil/mi 3-24(生

化学工業) (pH7.5)ChondroitinaseABC 0,1M TriS-HClb
uffer 1〟/ml 3-

24(生化学工業) (pH8.0)Elastase 0.1M TriS
-HClbuffer 1mg/ml 3-

6(Sigma,TypeⅢ) (pH8.0)Trypsin 0.
1M Tris-HClbldfer 1mg/ml 3-24

(Sigma,TypeⅠ) (pH7.8)+4mM CaCl2ChymotⅣp
sin 0.1M Tris-HClbldfer 1mg/ml 未固定(worthigt

onchemicalCo.) (pH7.8) 十4mM CaC12 1-24Cdlagenase 0.1M Tris-HClbuf

fer(pH7.4) 十0.2M NaCl十4mM CaC12 1mg
/ml 未固定(Sigma,TypeⅢ)

(500p) 1-4単な記載に止める.

僻化 8日目 : 大動脈内腔は一層の内皮細胞で被 わ

れ,内膜,中膜 ,外膜は区別されない.内皮細胞の腔

表面は RR陽性物質で被われ.細胞は互いに密 着 して

並び,細胞基底面から原形質の小突起が延長 し.塞底膜は断片

的に存在するにすぎない.原形質にはリポゾームが豊

富で,小胞体や糸粒体が同定 される (写真1).

大動脈壁を構成する細胞は未分化な間糞細胞で,内腔

側ではその配列は不規則であるが.深部に行 くに従っ

て多少とも層状に配列する傾向を示す.これらの細胞

は一般に核小体の明瞭な大型の核を有 し,延長 した原

形質には多数の リボゾームと細管状の粗面小胞体がみ

とめられる.外膜側では細胞は互いに接触 して層状の配列を示 し,原形質

には粗面小胞体の増加とゴルジ装置の発育が目立ち

,処々脂肪滴様の空胞がみとめられる (写真 2).

細胞間は RR陽性の粒子

とフィラメントか ら成 る網状構造で満たされ,処々少数

のコラゲン線維 と弾力線維とが散在 している.筋

化13-15日日 : 大動脈壁の構成細胞 には平滑筋細胞と

線維芽細胞への分化が現われる.平滑筋細胞は互いに接触

し層状の酉己列を示す. このような細胞の層は大動脈壁全体で10層以上に達する.原形質には小胞体が 減少 し

,処々に myo別amentが出現 し.細胞相互の

接着面には接合装置がみられ.細胞表面には基底膜が形成 される.線維芽細胞は層状に並ぶ平滑筋細

胞の間に散在 し,粗面小胞体の拡大や時々ライソゾー

ム様の小体がみられ,基底膜を欠 く (写真 3).

細胞間は礎質の綿状構造で満たされるが,この時期に

は線維成分.特に弾力線維の形成が活発となる.小さ

い弾力線維は平滑筋細胞の表面に多 く,太い弾力線維は細

胞間に散在性に存在する.弾力線維は一般に外膜側から内膜側に向って増

加するが,内皮細胞下では線維の数は少なく,直径 も

小 さい.内弾力板の形成はまだみとめられない.

コラゲン線維は一般に弾力線維に比べて少 な

いが ,外膜側では線維芽細胞が多 く,細胞間には弾力

線維 とともに多数のコラゲン線維が形成される.僻化

21日日 : 大動脈壁に層状に配列する平滑筋細胞は

myomamentの増加と小器官の減少 によ って平

滑筋細胞の特徴が一層明瞭 となる.平滑筋細胞の問に

存在する線維芽細胞は突起を延ばした細長い細胞に変

る.細胞の増殖と共に細胞間は狭 くなり.細胞間には

線維成分の増加 と礎質の減少がみられる.平滑筋細胞

周辺の新生弾力線維は数と大きさを増 し.その間にコ
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に外膜の固有の構造が作 られる (写真 4).

内皮細胞下では細胞の配列は不規則で.細胞表面に

弾力線維の新生が増加するが,内弾力板の形成は不完全

で,内膜と中膜 との境界は不明瞭である.

Ⅱ二礎 質
0

RR染色標本では礎質は直径200-400A (平均300
0 0 o
A)の RR陽性の粒子 と直径50-150A(平均 100A)

のフィラメントから成る網状構造 と してみ とめ られ

る.フィラメントは一般に粒子に比べて RR 染色性

は弱い.しかし,強拡大で観察すると,両者の境界は

必ずしも明瞭でなく,フィラメントが粒子に接する部

分ではフィラメントの幅と RR染色性が増加 し,吹

第に粒子に移行 しているようにみえる (写鼻 5).

コラゲン線維の表面にも粒子およびフィラメントが

付着 し,髄質の網状構造に連続 している.しか し.コ

ラゲン線維が線維束を形成 した場合には,個々の線維

は RR陽性物質で接着するが網状構造の介在 はみ ら

れない.弾力線維の表面は RR弱陽性の架状物質 で

包まれ.処々 RR陽性の粒子が付着 し礎質 の網状構

造に連なっている.弾力線維の内部には RR 陽性物

質は証明されない (写真 6).

グルタルアルデヒドーオスミウム酸垂 固定標本 で

は,礎質は上述の綱状構造を示さず,無定形物質 とフ

ィラメント状物質の不規則な集積 と してみ とめ られ
()

る.また短い梶棒状のフィラメント (直径約150A以

下)も散見される (写真 7).

タンニン酸固定模本では髄質は粗大なフィラメント
○

状物質 (直径約150A以下)がびまん性 に凝集 した像

を呈する.ときどき辺縁が濃染 した不整形の粒子状物
○

質 (直径200-300A)が混在 している (写真 8).

以上のように,礎質は固定剤によって異なった像を

呈するが,RR処理標本では RR･陽性の粒子 とフ ィ

ラメントの網状構造 として比較的一定の像を呈す る.

そこで僻化15-21日目の大動脈にムコ多糖分解酵素お

表 2 礎質の酵素消化試験
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よび トリプシンを作用させ,髄質の RR染色 によ る

形態学的変化を検討 した (表 1).

ス トレプ トミセス ヒアルロニダーゼ 作用後の RR

処理標本では, フィラメントはほとんど完全 に消失

する (写真 9).粒子はなお残存するが,その大 きさ

と数が減少する.弾力線維やコラゲン線維の表面に付

着 している粒子状物質に対 しても同様の結果がえられ

た.しかし弾力線維表面の架状物質および線維束を構

成するコラゲン線維間の RR陽性物質は残存する.

コンドロイチナ-ゼ ACを作用 させた場合 には .

礎質の網状構造はかなり消化される.粒子はほとんど

消失 し,線維問には粗大な凝集物が僅かに散見される

にすぎない.しかし.弾力線維やコラゲン線維の表面

を被覆する RR陽性物質は抵抗を示す (写真10).

コンドロイチナ-ゼ ABC によって 礎質の構成分

はほとんど完全に消化され,粒子 もフィラメントもほ

とんど消失する (写真11).しかし,弾力線維 ,コラゲ

ン線維の表面の RR陽性物質は依然 として抵抗 を示

す.

トリプシンを作用させた場合には.粒子は消失,ま

たはほとんど目立たなくなるが,フィラメントは比較

的保たれている (写真12).線維束をっ くる コラゲ ン

線維は多少とも疎開するが,その表面の陽性物質は完

全に消失 しない.

以上の酵素消化試験の対照 ではいずれも礎質の網状構

造はよく保たれているが,その1例 として写真13にヒ

アルロニダーゼによる酵素消化の対照を示す.

以上の酵素消化試験の成績を総括すると表 2に示す

とおりである.

Ⅲ.弾力線維

1.弾力線維の発育

僻化13日以降.平滑筋細胞の分化が進行すると共に

活発な弾力線維の新生がみとめられる.平滑筋細胞の

裏面には基底膜が形成され,その中に新生初期の弾力

酵 素 粒子状物質 フィラメン ト状 物

質ヒアルロニダーゼ 十

+Iコンドロイチナ-ゼAC

十十 十十コンドロイチナ-ゼABC 十十

廿トリプシン + -≠ :ほとんど消化
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○
線維 と考えられる微小な線維 (直径250-500A)がみ

とめられる.RR染色模本では基底膜は陽性 を示 し,

新生弾力線維は無染色のスポットとしてみとめられる

(写真14).タンニン酸固定模本では新生弾 力線維 は

等質性に濃染 し,ほとんど常に円形または楕円形の断

面を示す (写真15.16).

microdbrilも基底膜の中またはその周辺に出現 す

るが,基底膜内の微小弾力線維は必ず しもその周囲に

microabrilを伴 っていない (写真 15.16). 弾 力

線維は直径が増加するに従 って基底膜を離れ,同時に

その表面に micro氏brilが付着するが.基底膜に面

する側ではしば しば microabrilを欠 くか,または

その数が少ない (写真17.18).

成熟弾力線維の輪郭は不規則な凹凸を示 し,その周

辺には micro丘brilが集在 す る. microfibrilは

弾力線維の表面に平行に走 り,横断面では中空状 にみ

える (写真18).弾 力線維 の陥凹部 の横断面 で は ,

micro負brilが弾力線維内部にみとめられることがあ

る.しかし,弾力線維 と microfibrilは常に明瞭 に

境 され. microfibrilが弾力線維の内部構造 に加 っ

ていることを示唆する所見は全 くみられない.

タンニン酸固定標本では成熟弾力線維は未熟弾力線

維より電子密度が低下するが,･その辺縁はより濃染する

物質でふち取 られる (写真15,18).成熟弾 力線維 の

内部には処々紐状構造が散在性に現われる.この構造

はウラニル ･鉛染色では低電子密度の境界不明瞭な断

片状物質 としてみられるが (写真 6).タンニ ン酸固

定標本では線維の辺縁部 と同 じく濃簸 し,その形態に

おいて弾力線維の深い陥入部 との問に移行があるよう

に見える (写真17,18).

2.酵素消化試験

僻化21日目のニワ トリ腫大動脈にエラスターゼ作用

後 タンキン酸固定を行い,弾力線維の観察を行 った .

基底膜内の微小弾力線維は消化 されて基底膜にスポ

ット状の欠損部を生ずるが.基底膜 は消化 され ない

(写真19).

成熟弾力線維はエラスターゼによって,まず.無構

造部分にひび割れ状の不規則な亀裂が生 じ.次第に頬

粒状に細分する (写真20,21).頬粒の形は不整 で大
○

きさは直径約250-600Aと一定 していない.消化 がす

すむに従 って頼粒は減少 し,遂 に弾力線維 は完全に消

化 され.その周辺の micro負brilだけが残存 す る.

紐状構造物の大部分は消失する (写真22).消化 され

た弾力線維内部には microfibrilはみ とめ られな

い.

キモ トリプシンを作用 させると,弾力線維の形態に

はほとんど変化がみられないが,その周辺の micro一

員brilは完全に消失する (写真23).
コラゲナーゼではコラゲン線維はほとんど消化され

るが.弾力線維と microfibrilは抵抗を示す (写 真

24).

考 嚢

1.礎 質

ニワ トリ膝大動脈の礎質は K畠d畠rら8) の報告 と

同 じく.RR染色陽性を示す粒子 とフィラメントか ら

成 る網状構造 として観察された.このような構造 は .

線維成分の形成がまだ著明でない僻化 8日目ですでに

細胞間を満たしているので.髄質 は線維形成に先立 っ

て未分化な間葉細胞から産生され ることが示唆 され

る.

髄質を構成する酸性 ムコ多糖の大部分は蛋白と結合

し,蛋白-ムコ多糖複合体をっ くり,生体内ではこれら

の巨大分子はゲル状物質 として細胞間にびまん性に分

散 しているものと考えられる.このようなゲル状物質

は固定剤 .その他の標本作成中の操作によって著 しい

変形を蒙 ることは当然であり,本研究においても固定

方法によって礎質の超微形態が異 な ることが示 され

た.RR染色標本における網状構造 も, Smith20) が

指摘するように,礎質に含まれ る酸性ムコ多糖および蛋白

- ムコ多糖複合体の巨大分子が固定によって凝集 した

結果であると考えられる.

同様な粒子 とフィラメントを含む髄質の構造は,軟

骨5)20)～23),角膜21)25),滑液膜26).皮膚27),肪帯28)につ い

て報告 されている.その化学的性状 は RR.その他の

電子染色 .酵素消化 .抽出処理な どによ って検討 さ

れ,この構造は蛋白-ムコ多糖複合体を表わしている

という点では研究者の意見が一致 している. しか し.

粒子 とフィラメントとを構成するムコ多糖の種軌 こつ

いては,成績に多少の差がみられる.多 くの研究では蛋

白-ムコ多糖複合体は主と して粒子に含まれるという成

績がえられているが,渡辺28)はグリコール ･メ タク リ

レー ト包埋模本について酵素処理を行 った結果,問質

にみられる粒子にはヒアルロン酸が含まれ,コラゲン

線維に付着する架状物質にはコンドロイチ ン硫酸A.,

Cが含まれていると述べている.フィラメントに関 し

ても, Myersら24)は滑液膜 コラゲン線維の間に存在

するフィラメントはヒアルロニダーゼによって消化 さ

れるが,線維に付着する短いフィラメントは消化され

ないという.これらの差異は,用いた組織に含まれる

ムコ多糖の差や酵素処理の方法などによるものであろ

う.既述のように,礎質の網状構造は固定剤によって
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ゲル状物質が凝集 した結果と考え られるので,凝集物

の分布が固定条件 によ一って影響 を受 けることは考慮 し

なければならないであろう.

本研究では RR染色標本についての酵素消化試験の成績

は表 2に示すように,礎質の網状構造のうち,フィラ

メントはヒアルロニダーゼに よって, また粒子 はコ

ンドロイチナーゼ ACおよび ABCによって . よ り

強 く消化 されるという結果がえ られた.また, トリプ

シンによって粒子 はかなり消化 されるが,フィラメン

トは抵抗を示 した.これらの成績か ら.RR処理 によ

って礎質の巨大分子 は凝集 して網状構造をとるが.ヒ

アルロン酸は主 としてフィラメント状 に,コンドロイ

チン硫酸AおよびCは粒子状 に凝集するもの と考 え ら

れる.コンドロイチン硫酸Bの所在については本研 究

の成績では明確ではないが.コンドロイチナーゼ AC

で多少 とも抵抗を示す梶棒状 フィラメン トが残存 し,

コンドロイチナ-ゼ ABCによって消化 されることか

らコンドロイチン硫酸Bも少量であるが礎質 に含 まれ

ているものと推定 される.

ヒトおよびウシの大動脈の生化学的分析29)30)に よ る

と,大動脈の礎質 には主 として ヒアルロン酸およびコ

ンドロイチン硫酸A.Cが含まれ,そのほか に コ ン ド

ロイチン硫酸B,へバ ラン硫酸が含まれると云 わ れて

いる.本研究でえ られた上記の髄質の化学的性状 の成

績 は生化学的 データとはぼ一致するとみな してよいと

思 われる.

2.弾力線椎

1)弾力線維の構造

成熟 した弾力線維を電顕的に観察すると中央の無構

造な成分 とその周囲を取 りまく micro丘brilを区 別

することがで′きるが. micro負brillが弾 力線 維 の固

有成分か′否かについては意見が分かれる.弾力線維の

形成過程において,集積 した microfibrilの中に無

構造部分が出現 し,弾力線維の成熟 とともに micro-

abrilが減少するという所見に基いて , microfibril

を弾力線維の前段階的な構造 とみなす人が少 なくない

10)～13).また K孟d孟rら8),varadi31)は microfibril

が弾力線維の無構造部分の内部 にも存在するという所

見か ら. microfibrilを弾力線維の固有 成 分 とみ な

している.さらに河瀬9),伊藤32)はニワ トリ陸 大 動脈

の発育過程および銅欠乏 とその回復過程において,大

動脈のホモジネー トを核分画 (無構造部分)と ミクロ

ゾーム分画 (micro負bril)に分け.それ ぞ れ の ア ミ

ノ酸組成を調べたところ,その変動が一定の相関を示

すことを観察 し. microfibrilはエラスチ ンの前駆
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物質であると結論 している.

一方 ,Rossと Bornstein33) は microfibrilが

エラスターゼや コラゲナーゼに抵抗があり,キモ トリ

プシンで消化 されること,及びmicrofibrilの ア ミノ

酸組成はェラスチンのそれとは異 な って い る ことか

ら, microfibrilはエラスチンや コラゲ ンとは別 の

糖蛋白か ら構成 されるもの と推論 して い る. また ,

Waismanら34)は銅欠乏動物では動脈 エラスチンの架

橋が障害 されるが,分離 された弾力線維の micro負-

brilは正常動物の microfibrilと形態学 的 に も化

学的性状 においても同一であることか ら, micro丘b-

rilはエラスチンと異なった物質 で あ る と考 えて い

る.

最近,Robertら14)ぉよび McCullaghら35) は純

化 した弾力線維か ら分離 した無構造部分 と microfi-

brilについて.生化学的分析および免疫 化学 的反応

を行 った結果 ,無構造部分は弾力線維固有のエラスチ

ンか ら成 り, microfibrilは糖蛋白でエ ラ スチ ンと

は異なった物質であると結論 している.

本研究においては弾力線維の同定のためにタンニン

酸固定法が用いられたが,この方法ではェラスチンが

特異的に濃染するので微小な弾力線維 も容易に同定 さ

れ,またェラスターゼの効果を確実 に判定することが

できる.この方法によって,弾力線維 と microfibril

との関 係 を 検討 した結果 . microfibrilは エ ラス

チンとは異 った物質で弾力線維の固有成分ではないと

いう結論 に達 した.次にその根拠 を述べる,

第 1は,microfibrilと弾力線維 との発生過程にお

ける形態学的相互関係である.新生初期 と思われる微

小な弾力線維 と microfibrilとは平滑筋細胞の基底

膜の中に出現するが.弾力線維の周囲 に は必 ず しも

microabrilが伴われていない.直径 を増加 した弾 力

線維は基底膜を離れ.その表面 にしば しば microfi-

brilが集在するが.基底膜に面する側では micro凸-

brilを欠 く場合がある.これ らの所見か ら,弾 力緑

維が形成 される場合には microabrilの集積の中 に

無構造のエラスチンが出現するのではな く, micro-

fibrilはエラスチンの凝集のあと,またはほとんど同

時にその周囲に集在するものと考え られる.

第 2は.ェラスチンと microfibrilとの染色性 の

差異である.ウラニル ･鉛染色では弾力線維の無構造

部分はほとんど染色 されないが , microfibrilは染

色 され,他方 ,タンニン酸固定模本では microfibril

は 無 構 造 部 分のように濃染 しない. この よ うな染

色性の差異は無構造部分 と microfibrilとの化学 的

組成が異なっていることを示唆 している.
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第 3は,酵素に対する態度の相異である.弾力線維

の無構造部分はエラスターゼによって完全に消化 され

るが, micro凸brilは残存する.この所見 は無構造

部分はエラスチンを含んでい るが , microfibrilは

エラスチンと異なった物質から成 ることを示 して い

る.さらに,消化 された弾力線維の内部に microfi-

brilはみとめられないので, microfibrilが弾 力線

維の内部構造に含まれるという見解8)31)は支持 Lが た

い.

以上のように. microabrilはエラスチ ンと異 な

る物質で弾力線維の固有成分とはみなされないと結論

されるのである.しか し.その正確な化学的組成につ

いては本研究の範囲では明 らかではない.micro.凸b-

rilはキモ トリプシンで消化され,コラゲナー ゼに抵

抗があるのでコラゲンとは別個の蛋白であると考えら

れる. Rossと Bornstein33),McCullagh35)ぉよび

Robertら14)の生化学的データを参照すると,おそ ら

く一種の糖蛋白であろうと推定 される.

microfibrilはエラスチンとは別個の蛋白であると

しても,弾力線維の形成に対 して密接な関係をもっこ

とは事実である.しか し,その役割についてはまだ明

らかではない. Robertら14)は陰性荷電 の糖 蛋 白が

陽性荷電の トロポェラスチンにイオン結合 し. トロポ

ェラスチンの配列や架橋に対 して何 らかの作用をもっ

ものと想像 している.

弾力線維の無構造部分の微細構造については意見が

一致 していない.河瀬9)は過マンガン酸 カリ固定模本
0

において,弾力線維は直径約100Aの念珠状 細線維 の

不規則な三次元的網工から成ることを示唆 して い る.

一方 . Partridge36)は分離 したェラスチンの 生化学
○

的分析 と電顕所見からェラスチンは直径40-50Aの球

状粒子から成 るとし, Gotteら37)はエラスチ ンの中
○

に平行に走 る直径30-40Aの細線維をネガティブ染色

によって観察 している.本研究においては,弾力線維

の subunitに関 しては特別な情報 はえ られ なか っ

た.タンニン酸固定模本では,弾力線維 ははば均一に

無構造物質 として濃染され.その微細構造を識別する

ことはできない.

2)弾力線維の形成 と成熟

K畠d貞rら8)38)はニワ トリ陸お よび病 的材料 につ い

て.動脈のエラスチン前駆物質はまず平滑筋細胞の基
0

底膜の中に直径約70Aの頬粒 (elasticgranule)と

して現われ . micronbrilと共 に線･維状 の凝集物

(elasticaggregate)を形成 し,この凝集物 の相 互融

合によって弾力線維の成熟が進行すると述べて い る.

本研究においては Kadarらのいう "elasticgran-

ule"を同定することはできなかったが. ェラスチ ン

の最初の凝集は未分化な平滑筋細晦の基底膜の中でお

こることが示された.同様な所見は他の研究者3m0)に

よっても指摘されている.しか し,エラスチン前駆物

質 と基底膜構成分との生化学的関係 は明 らかで はな

い.ェラスターゼによって平滑筋細胞基底膜の中にス

ポット状の消化がみられるので,エラスチンは基底膜

の中で限局性に凝集を開始するものと思われる.ェラ

スチンの初期の凝集物はほとんど常に円形または楕円

形の断面を示すので立体的にははば球形を呈 している

ものと推定 される.

このような微小な弾力線維が太い弾力線維へ成熟す

る過程についての詳細はまだ不明であるが,細い弾力

線維の相互融合によって行われることが推定 されてい

る8)ll).本研究においても成熟弾力線維 の輪郭 は不 整

で,しばしば小球状の細線維の融合を推定させる突出

部があり,さらに線維相互の接着や線維内部に融合線

の遺残 と解釈 される紐状構造がみられることを総合す

ると,弾力線維は相互融合によって直径を増加する可

能性が大 きいものと考えられる.成熟弾力線維はタン

ニン酸固定模本において染色性の低下がみられた.同

様な所見は燐 タングステン酸染色模本においても観察

されている8).このような弾力線維の成熟に伴 う染色

性の低下の理由については明 らかではない.

3)弾力線維の形成細胞

大動脈の弾力線維が平滑筋細胞によって産生される

ことは疑いのない事実である78)19).平滑筋細胞 にエ ラ

スチン合成能があることはラジオオー トグラフィ41)ぉ

よび組織培養42)の成績によって支持､される.一方 .線

維芽細胞 もまたェラスチンを合成 しうることが組織培

養によって示されている13).さらに,平滑筋細胞 と線

維芽細胞は形態学的にも機能的にも近縁の細胞である

と考えられ, その中間型の細胞 は t.myofibroblast"

u).または -'intermediatesmooth musclecell"45)

と呼ばれている.

ニワ トリ腫大動脈においては.僻化 8日目では未分

化間葉細胞が優勢であるが.発育の経過 と共に線維芽

細胞 と平滑筋細胞への分化が観察 された.弾力線維 は

平滑筋細胞への分化を示す細胞の周辺 に形成され.辛

滑筋細胞の分化 とともに弾力線維の数が増加する.一

方,線維芽細胞の多い外膜側ではコラゲン線維の形成

が著明である.これ らの所見は.平滑筋細胞は主とし

てエラスチンの産生に.線維芽細胞 はコラゲンの産生

にあずかっていることを示唆 している.
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結 論

ニワトリ膝大動脈の髄質と弾力線維の超微構造 と化

学的性状との関係を解明する目的で電顕的研究を行 っ

た.

ルテニウムレッド染色により礎質はルテニウムレッ

ド陽性の粒子とフィラメントから成る網状構造 として

みとめられる.この構造は礎質に分散する巨大分子が

固定によって凝集 した結果であると解釈され,酵素消

化によって,粒子には主として蛋白-ムコ多糖複合体

が.フィラメントにはヒアルロン酸が含まれることが

示された.

弾力線維周辺の microfibrilは,線維形成過程 の

観察や酵素消化試験の成績からェラスチンとは別個の

蛋白で,弾力線維の固有成分とは見なされないと結論

された.
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写 真 説 明

写真 1.筋化 8日.RR染色 .腔の表面 は RR 陽

性物質で被われ,内皮細胞 (En)の下 に未分化 間葉

細胞 (M)がみられる.細胞間は礎質で満 た され る .

×6,000.

写真 2.筋化 8日中膜 .RR染色 .内膜側 (写真上

部)か ら深部に向って未分化間葉細胞 (M)は層状 に

配列する.細胞間は礎質の網状構造が明 らかで.深部

では線維成分が多い. ×6,000.

写真 3.筋化15日中､膜 . myofilamentを有 す る

平滑筋細胞 (S)と粗面小胞体の発達 した線維芽細胞

(F)がみとめられる.細胞間には礎質 と共に線 維成

分がかなり多 くみとめられる. ×12.500.

写真 4.僻化21日外膜 .線維芽細胞 (F)の間 に コ

ラゲン線維 (Co)の増生が著明.Ef:弾力線維 .S:

平滑筋細胞 . ×10.500.

写真 5.僻化 8日中膜 .RR染色 .RR陽性の礎質

網状構造が豊富で.その中に弾力線維 (Ef) と コラ

ゲン線維 (Co)が散見される.×18,000.RR陽性 粒

子 とフィラメントは不明瞭な境界をもって連なり網状

構造をつ くる (描入図,×45.000).

写真 6.聯化13日中腹 .RR染色 .弾力線維 (Ef)

の表面およびコラゲン線維 (Co)の裏面 は RR 弱陽

性物質で包まれ,礎質の RR陽性の網状構造 に連 っ

田

ている.弾力線維内部に紐状物質 (t)がみ とめ られ

る. ×60,000.

写真 7.僻化11日中膜 .グルタルアルデヒド･オス

ミウム固定 .髄質は無定形物質 とフィラメント状物質

の不規則な集積 としてみとめられる.Ef:弾力線 維

x60,000.

写真 8.僻化21日中膜 .タンニン酸固定 .礎質 は粗

大なフィラメント状物質 としてみとめられる.Co :

コラゲン線維. ×60,000.

写真 9.僻化14日.ヒアルロニダーゼ6時間作用 .

RR染色 .髄質のフィラメントは消失 ,粒子の数 と直

径は減少 .Ef:弾力線維 .Co:コラゲン線維 .

×45.000.

写真10.僻化16日.コンドロイチナーゼ AC 12時

間作用.RR染色 .網状構造は消失 し.粗大凝集物が

散在.弾力線維 (Ef),コラゲン線維 (Co)を包 む R

R陽性物質は消化されない. ×45,000.

写真11.照化16日.コンドロイチナ-ゼ ABC12時

間作用.RR染色.粒子 もフィラメントも消失 .弾力

線維 (Ef).コラゲン線維 (Co)表面の RR 陽性物

質は抵抗を示す. ×45,000.

写真12.僻化14日. トリプシン3時間作用 .RR染

色.フィラメントは比較的保たれるが粒子は目立たな

い.コラゲン線維 (Co)の表面の RR陽性物質 は一

部残存. ×45.000.

写実13.僻化14日.写真 9の対照 .RR染色 .礎質

の綿状構造はよく保たれている.Ef:弾力線維.C():

コラゲン線維. ×45,000.

写真14.筋化12日中腹 .RR 染色 .平滑筋細胞

(S)の基底膜 (B)は RR陽性を示 し,それに接 し

て弾力線維 (Ef)がみとめられる. ×45,000.

写真15.筋化21日中膜 .タンニン酸固定 .平滑筋細

胞 (S)の基底膜 (B)の中に新生弾力線維 (E)がみ

られる.新生弾力線維は成熟弾力線維 (Ef) に比 べ

て濃染.Mf:基底膜周辺の microabril.×36,000.

写真16,筋化21日中膜 .タンニン酸固定 .平滑筋細

胞 (S)の基底膜 (B)に接 して新生弾力線維(Ef)が

みられる.基底膜内に microfibril(Mf)がみ られ

るが.弾力線維の周囲にはみられない. ×48.000.

写真17.筋化21日中膜 .タンニン酸固定 .平滑筋細

脂 (S)の周囲の成熟弾力線維 (Ef).弾 力線維 の表

面に少数の microfibril(Mf)が付着するが,平滑

筋細胞に接する側では microfibrilを欠 く.線維 内

部に紐状構造物 (t)がみられ,線維外縁 の深 い陥 入

と連 っている. ×30.000.

写真18.僻化21日中膜 .タンニン酸固定 .平滑筋細
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胞(S)の成熟弾力線維(Ef).microfibril(Mf)は横断

面で中空状にみえ.弾力線維 と密着せず,線維が基底

膜 (B)に面する側には少ない.線維内部に様々な電

子密度の紐状構造物 (t)がみられる. ×60.000.

写真19-22.僻化21日.ェラスターゼ3時間作用 .

タンニン酸固定.

写真19.平滑筋細胞 (S)の基底膜 (B)の中 に円

形のスポット状の欠損 (矢印)がみられる.

×50,000.

写真20.成熟弾力線維 (Ef)にひび割 れ状 の不規

則な亀裂をみとめる. ×36,000.
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写真21.粒子状に細分 された弾力線維 . ×36,000.
写実22.弾力線維のタンニン酸で濃染する物質 は完

全に消化されるが,周辺の niicroBbril(Mf) は残

存. ×12,000.

写実23.僻化16日.キモ トリプシン24時間作用.タ

ンニン酸固定 .弾力線維 (Ef) は残存 し,周辺 の

microabrilは完全に消失する.コラゲン線維 (Co)

は残存. ×30,000.

写実24.筋化16日.コラゲナーゼ4時間作用 .タン

ニン酸固定 .弾力線維 (Ef)と microfibril(Mf)

はともに消化されない. ×30,000.

Abstract

The chick embryo aorta was studied by electron microscopy,in an attempt

to elucidate the ultrastructure and chemicalnature ofthe ground substance and

elastic fibers.

Theground substancestained with ruthenium red wasfound in theform of

anetwork consisting ofdense granulesand interconnecting filaments.Itwassu-

ggestedthatthemacromoleculesdiffuselydistributedinthegroundsubstance were

precipitated by the fixativeasacondensed network. Enzymatic digestion tests

indicatedthatthe granulesand filamentscontained largely sulfated protein-polysa-

ccharides and hyaluronate,respectively.

Theobservationsofelastogenesisand enzymaticdigestion led usto thecon-

clusion thatthe microabrils associated with elastic fibers consisted ofdifferent

protein (possibly aglycoprotein)from elastin and thuswerenotregarded asthe

integralconstituentsofelastic fibers.
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