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　　　　　　　　　　　　　　　（Director：Pアo！．　Tetsudi　NACATA）、

　　　In　order　to　demons毛rate　the　localization　of　nucleic　acid　synthesis　i且the　retinas　of　chick　em・

b，y。，，　th，　i。，。，p。・ati・n・・f　b・th・H－thYmidi・e　a・d・H－u・idi・・i・t・the　reti・・1・n1・g・n・f　incubat”

，d、hi，k　emb。y。s　f，。m　d。y　l　t。　d・yウwere・t・di・d　by皿ea…flight　micr・sc。pi・・adi°aut°9「a璽

phy，

　　　The　matrix　cells　which　had　incorporated咀・thymidine　and　synthesized　DNA　were　frequently

f。。。d　i。　th。　b，ai。　vesi、1es。f　d。y　1・mb・y・・and　th・・pti・vesi・1…fd・y　2・mb・y…Th・1・b・1・d

ce11、　apPea．ed　m・・t　freq…tly　i・the　p。・t・・i。r　regi。・・f。pti・v・・i・1…fd・y　2・mb・y・s（Figs・2脚4），

whi1。　th。y　d。、，eased．　m・・t　i・th・p。・teri・r　regi・n・・f　th・． 堰Ener　1・mi…f・ptic　cup・・f　day　3

。mb，y。、．　Th。エ。b，1，d　cell・with・H－thymidi・・i・th・i・・er　1・mi・a・f　d・y　3　t・7・mb・y・s　apPea・ed

m。st　f，eq。，。tly　i。　th・　・nteri・r　regi…m・ng　th・3regi・n・a・is　sh。w・i・Fig・1・皿・re　in　the

。。ter　p。rti。n、　f・・m　d・y　3　t。4，　m・・e　i・th・i・n・・p。・ti。…nd・y　7（Fig・・8－9）・・rresp・・di”g　t°

the　difFerentiation　of　gaロglion　cells　aロd　photoreceptor　cells（Figs．5－7）．　　　．

　　　Th。　i。、。，p。rati。。・f・H…idi・・d・m…t・ati・g　RNA・y・thesi・w・・f・u・d　in・11　the　cells°f

the　reti。a，（Fig，，10－15）。　Th・g・ai・…nts　reveal・d　th・t　th・y　dec・eased　g・ad・・11y　f・・m　day　l　t°

7，皿・re　g・・i・・were。b・erv・d　i・・he　an・eri・r　regi。・th・・i・th6…teri°「・and塑゜「e　in　thr．且u’

、1，u，　th。。　i。　th。，yt。pl。、m・nd　nu・1・。1・・wh・n・x・mi・・d　i・the　sam・・t・g・（F・9・16）・S伽伽

Med．ノ「．，82：281－240，ヱ984
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication　January　12，1984）

K，y　w。rCls，chi・k・mb・y・，　reti・・，　light・mi・…c・pi・・adi・a・t・9・aphy・DNA・y・th・・i・・RNA

synthesis

　　ニワ1・リ胚，網膜，光顕ラジオオートグラフィrDNA合成，　RNA合成

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　増殖と分化に関係する核酸合成についての研究は少な

　　　　　　　　　　　　　　　　1　緒雷　　　　　　　　　　　く，DNA合成に関する文献6）－10）がわずかに見出さ

　　ニワト．リ胚網膜の発生に関する形態学的研究は多数　　れるが，RNA合成に関する報告はまったくない。著

発表されているが，すべて発生の中間期から後期（ふ．　者はニワトリ胚網膜の発生初期において，DNAおよ

卵4日～10日）に限られている1）－5）。特に網膜細胞の　　びRNA合成を行う網膜細胞の局在性を明らかにする
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ため，aH－thymidineおよび3H・uridineを取り込　　で1時間前固定，さらに同緩衝1％四酸化オスミウム

ませ，光顕ラジオオートグラフィーの研究を行ったの　　で1特間後固定を行った。試料はethanolで脱水し，

で，報告する．　　　　　　　　　一部はP・・aplast　｝こ一部は尊uv・ak　812に包理した・

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一般形態観察用にはparaplast切片をミクロトーム
　　　　　　　1欄および方法　　　　（ヤマト）で4－8鱒を・糊し，脱パラ，H映色を施

　松本市内の養鶏場から購入した白色レグホソ　　し，Luveak切片は超ミクロトーム（Porter・Blum

（Gallus　domesticus）の受精卵をふ卵器（38．5°C水　　MT2B）で1μmに薄切してtoluidine　blue染色した。

蒸気飽和）でふ卵し，ふ卵開始後1日　（24時間），2　　光顕ラジオオートグラフィー用にはparaplast切片

日（36，48時間），3，4，7日の胚それぞれ30個ずっ　　は脱パラ後・Luveak切片はそのまま，スライドグラ

180個を材料とした。各時期はそれぞ2t　Hamburger一　　ス上でさくらNR－M2乳剤（小西六写真，東京）によ

Hamiltonl1）の6－8，9－12，14－20，23－24，30－32期に　　　りdip法12）を行い，8週間暗箱で露出，　S　DX・1現像

相当する。実体顕微鏡下で胚を無菌的に卵穀から取り　　液で現像・定着して，HEまたはtoluidine　blue染

出し，Hanks液に入れて，眼胞または眼柾を切り出　　色した。

して細切した後，BH・thymidine（specific　activity　　　ラジオオートグラムの観察は，眼胞または眼樫を

5．OCi／mM）またはaH・uridine（specific　activity　　Fig．1のように前部，赤道部，後部の3部に分け，さ

30Ci／mM，　Amersham，　England）を10％子牛血清　　らに各部の眼胞と限柾内層（網膜神経部）を内層と外

含有Eagle　MEM（ニッスイ）に20μCi／m1の濃度に　　層に分けて，それぞれの部分における網膜細胞の標識

溶解した液に入れ，炭酸ガス細胞培養器（テーハー）を　　率，銀粒子数を計測した。

用い，37・5°C・5％CO・，破1°°％）で短1胴吻伽　　　　　皿結果
の培養を行い，1，2，4時間後に各群5個ずつ固定

した。固定は0．IM燐酸緩衝2，5％　glutaraldehyde　Ue　　（1）sH・thymidineラジオオートグラフィー

x

EGTODERM

LENS　VESICLE
剛一一 ZPTIO　STALK

Fig，1　Schema　of　regions　and　portions　of　the　chick　embryo　retina　from

　which　the　distributiQn　and　labeled　cells　is　observed　and　calculated．
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　3Hl・thymidineによるラジオオー1・グラムを観察す　　の銀粒子・数を計数した結果をFig．9に示す。

ると，ふ卵24時間，36時間の胚は脳胞が形成され多数　　　これらの結果から，銀粒子数は2日で最大で以後減

の標識細胞が認められるが眼胞はまだ認められず，ふ　　少し，各部位の標識率は2日では限胞後部外層に多く

卵2日（48時間）の胚で眼胞が形成され，標識細胞は　　（47％），3目から4日にかけて眼柾前部で多くなり

核に銀粒子が出現し，前部（Fi9．2），赤道部（Fi9．　　（33～43％），7日では各部の外層で減少（10～20％）

3），後部（Fig．4）のすべての部位で認められた。標　　　して内層に増加する（19～25％）ことが明らかにされ

識1時間の標本を比較すると銀粒子は各部位で内層に　　た。

少なく外層で多く特に後部外層に多かった（Fig．4）　　（2）3H－uridineラジオォートグラフィー

が，標識2時間と4時間の標本では各部位ともに銀粒　　　SH－uridineラジオオートグラムはすべての脳胞，

子が増加し，内層から外層に拡がるのが認められた。　　眼胞，眼樫の細胞に取り込みを示した。ふ卵2日の胚

3口で眼胚が形成され，眼権内層と外層に分かれ標識　　では眼胞の前部で多い取り込みが認められた。3日の

細胞は各部分で観察されたが眼樫内層（網膜神経部）　　眼掻では外板網膜色素上皮）に多数の銀粒子が認めら

では銀粒子はその外層に多く内層に少なく最内層には　　れ（Figs．10－12），内層（網膜神経部）では前部（Fig．

標識されない神経芽細胞が認められた。部位別には前　　　10）に多く観察された。4日の眼極では網膜色素上皮

部で多く，後部で少なく認められた。4日になると，　　の標識は減少し，綱膜神経層の前部の銀粒子が赤道部

標識細胞は網膜神経部の前部と赤道部で増加したが，　　と後部より多く認められた（Figs・13－15）。7日の眼

後部では外層から減少し，内層で増加した。限権外層　　極では，外層の銀粒子は減少したが内層では各部位の

の標識はわずかであった。7日の眼権は網膜神経部が　　銀粒子数がさらに増加し，部位別では同じく前部に多

厚くなりその最外層に視細胞が最内層に神経細胞が認　　かったが，細胞内では核の銀粒子の増加が著明であっ

められるが標識されず，標識細胞は前部，赤道部で多　　た。

く，後部で少なく，またその内層と外層で減少し，中　　　各部位の銀粒子数の増加を定量的に解析するため，

間層で多く認められた（Figs．5－7）。眼極外層の網膜　　各時期の各部位の各個体の標識細胞10個ずつ，1群go

色素上皮では銀粒子はまったく認められなかった。　　　個を任意に選び細胞質，核染色質，核小体上の銀粒子

　標識細胞数は同一時期の同一部位では，標識時間を　　数を計数した結果をFig．16に示す。この結果2日か

延長すると内層から外層にかけて増加したが，各時期　　ら7日にかけて各部位で銀粒子数は増加し，同一時期

において標識1時間の標本について，各群から3個体　　には前部に最も多く，細胞内では核質に最も多いこと

を任意に選び，その各部位から細胞を100個ずつ観察　　が示された。この増加は要因分析の結果有意であった

し，標識細胞の数をi数えて標識率を計測した。各時期　　　（Pく0．01）。

の各雛における騰率の平均働Fig・8啄す・　　　　　N考察
　また同じ各時期における標識1時間の標本について，

各3個体の各部位の細胞10個ずつ各群合計90個の核の　　　以上の実験成績からニワFリ胚においてふ卵1日で

中央の断面を示す標識細胞を任意に選び，細胞当たり　　脳胞が形成され，2日（48時間）胚で眼胞が認められ，

　　Figs。2－4　Light　microscopic　radioautograms　of　the　optic　vesicles　of　day　2　chick　em－

　　　　　　bryos　after　l　hr　incubation　in　vitro　with　aH・thymidine．　Note　that　the　labeled

　　　　　　cens　are　localized　in　the　outer　portions　of　the　optic　vesicle　layers　and　they

　　　　　　were　most　intensely　labeled　ill　the　posterior　region．2．　Anterior　regiol1．3．

　　　　　　Equatorial　region．4，　Posterior　region．　Abbreviations：EC，　ectoderm。　OV，

　　　　　　optic　vesicle．　×　360．

　　Figs．5－7　Light　microscopic　radioautograms　of　day　7　chick　embryo　retinas　after　l　hr

　　　　　　incubation　in　vitro　with　3H－thymidine．　Note　that　the　matrix　cells　in　the　lmler

　　　　　　portions　are　labeled，　while　the　differentiati且g　ganglion　cells　and　photoreceptor

　　　　　　cells　are　not　labeled．5．　Anterior　region．6。　Equatorial　region．7．　Posterior　re－

　　　　　　gion．　Abbreviations：DG，　differentiating　ganglion　cells．　DP，　differentiating

　　　　　　photoreceptor　ce11s，　ILM，　inner　limiting　membrane．　MC，　matrix　cells．　OLM，

　　　　　　outer　limiting　lnembrane．×390．
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ニワトリ胚網膜の核酸合成に関するラジオオートグラフ（1）
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Fig．8Ahistogram　of　labeling　indices　of　respective　regions　by　sH－thymidine

　　　radioautography　at　2，3，4，　and　7　day　of　development　of　chick　embryo

　　　retinas．　Abbreviations：ANT，　anterior　region．　EQ，　equatorial　region．　POS，
　　　　　　　　サ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ロ

　　　poster工or　reglon．

60

50

　　　40

z
⊃
o
o

z
R　　30

e
国
凹
く
匡
国　　20
＞
く

10

0

DAY　　2　　　　　　　　　DAY　　3 DAY　4 　　　　　　DAY　7

mコ　AN丁ERIOR　REG．　　．彪】EQUATORIAL　REG，

?@POSTERIOR　REG，

ANT．　EQ．　POS，　　ANT．　EQ．　POS．　　ANT，　EQ．　POS，　　ANT，　EQ．　POS．

　　　　　　　REGIONS　OF　THE　EYE　IN　DEVELQPMENTAL　STAGES

Fig．9Ahistogram　of　average　grain　courlts　per　cell　in　respective　regions　by

　　　3H・thy皿idine　radioautography　during　2，3，4，　and　7　day　of．　development

　　　of　chick　embryo　retinas．　Abbreviations：ANT，　anterior　region．　EQ，　equa・

　　　torial　region．　POS，　posterior　region．
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ニワトリ胚網膜の核酸合成に関するラジオオートグラフ（1）
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　　　　　・・g温欝翻，撚慧e．鑑器諜「脳謙s濃Vl隷ll
　　　　　　　retinas　labeled　with　sH・uridine　for　l　hr　at　2，3，4，　and　7　day　of　deve1－

　　　　　　　。pm，nt．　Abbrevi・ti。n・・A，・・teri・r　regi・n・E・・q・・t・・i・l　regi°n・P・

　　　　　　　posterior　reglon・

，晦でEN6カ・形成されるカ1，　・H・・hymidin・の励　もので肱い・本研購果の中で餅ある所見は，網

込みにより示さ批DN蛤成の部位としてell，　IL・膜略部位嬢ける騰率と雛子数の変動である・・

胚では脳胞の細胞が購され・日胚の眼胞で融撒すf・bswa胞あるい1よ關の徽羅髄前部，赤道

糊層で襯率と雛子数力・鵬となり，以後・日か部，後部の・紛・，さら…各紛を内層と蠣に分

ら眼胚・・形成されると標識率と雛伽・減少して・けて観察すると，・日では雛微力轍で
P．ag．一．li，！1．L率

日までDNA餓の低下を示す・と醐らかとな。た。轍綱層に馳高く，3日以後は銀粒子数が減少す

。れらの鰍細胞はF。jit、13・カ・母基細胞（m・・rix　るととも畷音［Sの鰍率が減少し，前部が駄となる

ce11）と名づけたネ　・鶴細胞の母細胞と翫られる。　カ・洛雛では外層納層より高い・ところが4日に

。。トリ囎と關の形成時期につ・・てe」・，形態学的　なると騰率の順位ea・3　Hと変わらないが揃部の外

骸の結果敵献上必ずしも一致してv・ないが荊経層納層より減少し，・日ではすべての雛で内層が

芽細胞がふ卵3日の胚から認めら泌とする文献7）14）外層より高・・eCSC率を乱た・この蘇からmamaの母

15）と，それより遅く，4，5H，！する文献・）・）・）1・）16）基細胞が最初1蝦胞形成期に後部で前部より盛んtlこ　D

とがある。本研究結果では早期（3日）Vこ神経芽細胞　　NA合成を行って分裂増殖し，また同一部位では外部

が出現したが，この時期についてはニワトリ胚の種類，　が内部より増殖盛んであることを示し，この時期は眼

ふ卵温度，湿度等の要因の影響と考えられ，本質的な　　胞形成の時期であって，外層の銀粒子で標識された細

　　Fig，．・・－12　Ligh・micr。sc・pi・・adi。・u・・9・am・・f　d・y　3・hi・k　gmb・y・「elinas　afte「1

　　　　　hr　i皿cubation　in　vitro　with　3H・uridine．　All　the　cells　m　the　optic　cups　are

　　　　　l・b・1・d．Th・pi・m・…pi・h・1i・m　ce11・are　m・・e　i号t…ely　l・b・lell　than．the

　　　　　retinal　cells．10，　Anterior　region．11．　EquatQrial　reglon．12．　Posterエor　reglon．

　　　　　Abbreviations：ILM，　inner　limiting皿embrane．　OLM，　outer　Iimiting　mem－

　　　　　brane．　PE，．pigment　epithelium．　RT，　retina（nervous　layer）．×375，

　　Fig，．13－15　Light　mi・…c・pic　radi・aut・9・am・・f　d・y　4・hi・k　emb・y。　reti…after　l

　　　　　hr　illcubation　in　vitro　with　3H－uridine．13．　Anterior　region．14．　Equatorla1

　　　　　　謡織，9躍器、諮V蹴1記繍識膿e縢言1ξ
　　　　　　layer）．　×　425．
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　胞はFujita13）の母基細胞に相当し，エレベーター運　　出されるが20）－26），　ラジオオートグラフィーによる形

　動を行って内層に移動し，有糸分裂を行っていると考　　態学的研究は少なく27）28）網膜に関しては記載がない。

　えられ，Fujita13）の神経管の所見に一致するもので　　RNA合成の量を銀粒子数により，細胞質，核質，核

　ある。3日胚では眼胚が形成されるので，2日胚の眼　　小体と区分して計測した結果，標識1時間後の各部位

　胞後部は，3日以降は眼樫外層（網膜色素上皮）に相　　において核質が最大で，細胞質または核小体で少ない

当し，2日胚の眼胞前部が3日以陶關内層（襟　・とが，繰燗しては鯛初めて翻された。糠
神経部）に脳する・したが・て2日胚の眼胞におい　糸朧を3H…idi・・で短時間鰍してラジオォーi．

ては，繊螺上皮の原基醐胤，眼胞後部外層の　グ…遭行うと，・・～・・分で雛子瞭鰭と核

縣齢よび鮒子数の増加とな・瑚れると翻さ小体畷れ，核RNA飴成され，その＿部力・腱R

れる・3日以降の聞外層では4日でDNA餓を中　NAとして細vaeStle現れ，リボゾームに連結して蛋白

止し，色素上皮の分裂は停止することを示し，長谷　　合成に関与することが知られているが29），今回の結果

部1°）の所見に畷する・3日以陶眼es内層では前部　は綴神繍胞の分イヒに伴。て，細胞小糖囑齢

が後都より購輔く，DNA合成蜘月包の増殖が盛　成が盛んとなる・とを示す・ものである。

んとなることを示し，網膜の後部が最初に増殖して分

化が終了し，次いで赤道部から前部にかけて遅れて増　　　　　　　　　　　　V　結　語

魁分化灘行すると1綻される・・日胚では贈率　柳1，・，・，・，7日の・。トリ胚繊の原基

鰍少し，視細胞（外穎粒層）と神経鮪層にはほと　を，・H・・hymidi・・および・H．u，idi。，、。より灘

んど贈はなく内糊層にわずかな轍カミ論られた・し，纐ラジ材一・グ・・、一桁。襯察し酷

したが・て4Nから7日までのpen　vl視糸m胞と棚繍　果，次の・と醐らカ、にさ継。

胞が賊し，7日の胚では内騨層々よ就分化貌了　・・H・・hymidin・轍り込みDNA餓を行う題

しないでDNA餓を行U・：双脚胞，オ・鞠胞，神細胞は，・日胚の脳胞から・晦の眼脚。多翻めら

経隣が遅れて完成すると翫られる・　　　れ，そ・後部畷も多く，・日で眼髄形成すると眼

　UH’thymidineによるラジオオートグラフィーの　　樫内層後部で最も少なくなる。

文献によると，マウス17），ラット18）の網膜において　　　2　aH－thymidine標識細胞は3日から7日までの

も発生にしたがって標識率が低下することが報告され　　眼権内層において，前部で多く後部で少なく，3日か

ている。ニワトリ胚については4日から7日あるいは　　ら4日まではその内層で少なく外層で多く，7日で内

3日から10日の胚網膜の後部についての報告6）一一10）が　　層で多くなり，視神経細胞，視細胞，双極細胞等の細

あるのみで，3日以前の眼胞形成期，あるいは3日以　　胞分化に一致した局在性の変化を示す。

陶綴前部，赤道部，後部燗する詳糸田な騰率お　3・H－u・idi・・の恥込みによ。て示されるRNA

よび難子数の解析はなく・4回初めて明らカ・にな・　餓は，すべての細胞で諭られるが，雛子数は7

たものである・　　　　　　　日まで漸肌洞一購・購部で多く後部で少ない。
　一方BH・uridineによるラジオオートグラフィー　　4　3H－uridineの取り込みを示す銀粒子数を標識1

の結果から，脳胞（1日），眼胞（2日），眼樫（3日　　時間で計数すると，核質で最大で，細胞質と核小体で

以降）のすべての時期の細胞に銀粒子が観察され，眼　　は少ない。

胞および眼樫形成後は，前部で銀粒子多く，後部で少　　　5　以上の結果から，ニワトリ胚網膜の発生初期に，

ないこと，また発生の時期に応じて各部位で7日まで　　網膜の各部位において細胞が増殖し分化するのに伴

漸増することが明らかにされた。この結果は網膜細胞　　い，核酸合成のパターンが変化することが明らかにさ

の分化に応じてRNA合成が盛んとなることを示して　　れた。

いるが，ニワトリ胚については現在までに文献はなく，

相初め燗らかと加た・繊細胞のラジ・－t一ト　本稿を終わるにあたり，本研究の御鱒とmasの御

グラフィーによるRNA合成についてはラットに関す　　校閲を頂いた恩師永田哲士教授に感謝いたします。ま

る蝋19）が励，部位による齢言己載しているが瀞　醸験について御協力頂いた信州蝉医学部第、鱗U

細は棚である・動物胚の3H－・・idi・・馳込みに　轍室の関儲雛嘲意巌します．繍本研究は

より，RNA合成を生化学的に観察した報告は多数見　　著者が文部省国費外国人留学生として昭和55年4月よ
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ニワトリ胚網膜の核酸合成に関するラジオオートグラフ（1）

り59年3月まで信州大学大学院医学研究科に在学した　　本解剖学会総会（昭和58年4月4～6日，大阪）にお

期間に行われたものである。本論文の要旨ほ第88回日　　いて発表された。
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