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　　　A。，lec伽micr。、c。pi、，adi。aut・9・aphic　st・dy　w・・d・・ig・・d　t・・1・・ify　th・p・thw・y　f°「

th。　i。。。，p。，ati。…ddi・ch・・g・。f　the　se・・m・1b・mi・i・th・m・・…m・mb・ane　epithelia1．

cel1，．　Tissu，，　t。ke。　aseptically　f・・m　th・py1・・ic　a・t・al皿・・。・a・f・at・t・mach　w・・e　cut　int°

、m、11　piece，　a。d　w。・e　i・・ub・t・d　i・E・gl…MEM・・…i・i・g　1251－alb・mi・（100μCi／m1）・・d　labelled

f。r　v。，yi。g　Peri・d　f・・m　3　mi・utes・p　t・30　mi・・t…After　th・・i・・Y，b4ti…．t｝i・tissues　we「e

且。。d，　d，hyd・at・d，・mb・dd・d　i・Ep・・，　secti・n・d・nd・adi・a・t・蜘h・d　f。・elec七「°n　mic「°sc°py・

Elect，。。　micr。、c。pic　radi・a・t。9・aln・reveal・d　th・1・cali・ati・・。f・ilv・・g・ai…ver　r・・gh　su「”

faced。。d。P1。、mic　reti・u1・m，　G・1gi・pP・・at・・，・ecret・ry　gran・1・・a・d　gl・nd・lar　1・m・n・Results

。f　g，ai。、。。nti・g　were　exp・essed　by　l・b・11i・g　i・d…feach・rg・n・！1・・a・d　g・・i・numbe「pe「

μm・・rper岬・f　gl・nd・1・・1・m・n・・i・tercel1・1ar　space・respectively・

　　　The　results　of　analyses　are　summurized　as　follows，

・）The　1。b，11i・g　i・d…f…gh…faced・・d・P1・・mi・・e・i・u1・m　i・・・…ed・ig・ifi・a・tly　in　the

9，。。p。f　10　mi・・te　c・nti…u・i・・ub・ti・n　b・t　decrea・ed・ig・i且cantly　i・th・g…p°1　20

　　miロute　chasing　after　10　minute　labe11ing．　　　　　　　　　　　　　、　　、

2）Th。1。b。11i・g　i・d・x・f　th・G・lgi・pP・・at・・i…e・・ed・ig・i丘ca・tly　i・th・g・・up°f　3°minpte

　　continuous　incubation　and　tended　to　decrease　in　the　chased　group・

3）1。the　secret・・y　gra・・1es，・・ig・i丘ca・・i…ea・e・f・h・1・b・11i・9・i・d・x　was。b・erved　in　b°th

　　groups　of　30　minute　incubation　and　of　chasi且9・

4）Sig。i且ca・t　i…ea…fth・numb…fg・ai・・per　t・・tn2　in　th・gl・nd・1・r　l・m・・w…bse「ved
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　only　in　the　groups　of　30　minute　incubatioロand　of　chasi19．

5）The　grain　number　perμm　on　intercellular　space　did　not　show　a且y　signi且cant　difference

　among　respective　experimental　groups．

　　From　those　results，　it　can　be　concluded　that　the　albumin　incorporated　from　the　media　into

the　epithelial　cells　is　at丘rst　transferred　into　the　rough　surfaced　eロdoplasmic　reticlum　and　then

synthesized　to　glycoprotein　passing　through　the　Golgi　apparatus．　The　glycoprotein　is　then

transmitted　into　secretory　granules　which　are　discharged　as　mucus　into　the　gastric　lumen。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　for　publication；September　11，1980）

Key　words；電顕ラジオオートグラフィー（electron　microscopic　radioautography）

　　　　　　1251標識ヒトアルブミソ（エ251・－labelled　human　albumin）

　　　　　　ゴルジ装置（Golgi　apParatus）

　　　　　　分泌穎粒（secretory　granules）

　　　　　　標識率（1abelling　index）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　CO2ふ卵器中（窒気95：CO25）で標識した。標識時
　　　　　　　　　1　緒　　　言
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　間は，3分，5分，10分，30分の4群と，10分標識後，

　胃粘膜から分泌される粘液成分は生化学的には，従　1251一アルブミソを含まないEagle　MEM中で洗浄し，

来，91ycoproteinと考えられて来たが，光顕ならび　　同培地中で20分間chaseした合計5群とした。

に電顕組織化学的検索によると胃被蓋上皮細胞は，主　　標識終了後，組織片をHanks液で洗浄した後，

としてlll・牲多糖からなる粘液を大量に分泌し・これが　　pH7，2の0．1Mヵコジル酸緩衝液で調整した2，5％グ

粘膜表面を被覆，保護することが明らかにされた1）2）。　　ルタールァルデヒドで1，5時間前固定して，カコジル

　薯者は第1編3）において胃は血中からアルブミンを　　酸緩衝液で一晩洗浄した後，同様に緩衝した1％四酸

取り込み，アルブミンに近似の物質として胃内へ分泌　　化txミウムで1，5時間後固定して，エタノール系

することを推測した。そこで，著者は，血中から胃壁　　裂で脱水し，エポン包埋した4）。試料はLKB社製
へとりこまれたアルブミソが胃粘液として合成される　　Ultrotome　8，800で厚さ600～SOOAtr■超薄切後，超薄

場として被蓋上皮細胞に着目し，被蓋上皮細胞におけ　　切片に，ラジオオートグラフ用乳剤サクラNR－H2を

るアルブミンの取り込みの可能性ならびに粘液合成の　　dropping法5）で適用し，80日間露出したのち塩化金

過程を追及する目的で本実験を行った。　　　　　　　　増感phe皿idon現像液6）で現像し，クェン酸鉛7）で染

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　色して，電子顕微鏡（日立HU－11A）で観察した。
　　　　　1　研究材料および研究方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　電顕写真は，各実験群について形態計測を行ったが，

　A　研究材料　　　　　　　　　　　　　　　　　　　そのためには，3，000倍ないし5，000倍で撮影したネ

　体重250g前後のWistar系，雄成熟ラットを4匹　　ガフィルムを，キャビネ大に引き伸ばして最終倍率

使用し，市販の固型飼料（オリエンタル社FM型）に　　6，600倍ないし11，000倍として用いた。各群から無作

て1週間飼育した。　　　　　　　　　　　　　　　　　為的に，電顕写真を10枚ずつ抽出し，被蓋上皮細胞の

　B　研究方法　　　　　　　　　　　　　　　　　　各小器官について，Grain　countin98）を行い，各小

　実験開始12時間前から絶食とし，水分のみ摂取させ　　器官の標識率を求めた。腺腔については，点計数面積

た。このラヅトを断頭屠殺し，ただちに胃を無菌的に　　計測法8）を行い，単位面積（μm2）あたりの銀粒子数

取り出し，ハソクス液で洗浄後，幽門腺粘膜から組織　　として表した。細胞間隙はキルビメーターを使用し8），

片を採取し，無菌的に1mm×1mm×1mmの大き　　単位長（μm）あたりの銀粒子数で表現した。また，

さに細切した後，1251標識ヨウ化ヒトtilL’tSアルブミン　　back　groundは，腺腔へ銀粒子が未だ出現していな

（1251一アルブミン）を100μCi／mlの割合で含むEagle　　いと考えられる，標識時間3分の電顕写真の腺腔にお

MEM（10％仔牛血清含有）を2m1入れた直径3cm　　ける単位面積あたりの銀粒子を計数し，各小器官当た

のPetri　dishに組織片を3個ずつ浸漬して，37°Cの　　　りの銀粒子数から，その銀粒子数を差し引いて補正し
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た。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　％
皿　実験成績　　　　　　　　　　　　　50

　微粒子現像をした電顕ラジオオートグラフでは，銀

粒子は直径1，　OOOAの球形の粒子として認められた。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　40
標識時間の違いによる銀粒子の局在性と銀粒子数を比

較すると，　3分標識群では，銀粒子数は一般に少な

く，その局在幽骸質・細胞質ともに認められたカ㍉　勇，。

主として粗面小胞体に認められた（Photo．1）。．5　　　三
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ね分標識群においても同様に，銀粒子は主として粗面小　　　　垂

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　¢胞体に認められたが，銀粒子数はやや増加し，わず　　　　§20

かに銀粒子はゴルジ装置および糸粒体にも出現した

（Photo．2）。10分標識群では，銀粒子は粗面小胞体

のほかに，ゴルジ装置へも多く出現した（Ph。t。・3）。　　1。

30分持続標識群では，銀粒子は小胞体，ゴルジ装置，

糸粒体，分泌穎粒等の各小器官に認められ，また銀粒

子数は多く，とくに分泌願粒や腺腔への出現が目立っ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　5　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　30
た（Photo．4）。10分標識後20分chase群では，銀　　　　　　　　　　｛neubati。n　time　in　minute

粒子数は小麟・ゴルジ鍛・糸粒体で少なく，分泌　。、9．．1T，a。，、、、。。。f　1。b。11i。g、。d，。、。　ce11

騨轍腔噛く出肌たが，3°分持続標灘と比較　　。，9。n，11es　after　1。b，11i。g　with…1一

すれば減少した（Photo．5）。　　　　　　　　　　　　　　　albumin

　以上述べた観察所見を定量的に分析するために，各

小羅官について標識率の経時的変化を検討すると，
F・9．・1のごとく，・ル簾の標繍・，・分18．2　。瓢

％，5分20．8％，10分34．6％，30分55。6％，chase群　　　竃゜’5

28．6％となり，推計学的には30分で有意の上昇（P〈　　　蓉。．4

0．01，N　＝51）を示したが，　chase群の減少は有意で　　　ts

はなかった（P＞0．05，NS）。　　　　　　　　　　　　ee’3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　粗面小胞体では，3分11．3％，5分13．　6％，10分　　　§02

2L　7％，30分29．9％，　chase群15．3％となり，推計学　　　：

的1・は1・分から有意の上昇（P＜・．・1，N・＝…3）を　毒゜’1

示し，chase群で有意の減少（Pく0．05，　N＝　932）を
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3　5　　　10　　　　　　　　　　　　　　　　30
示した。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lnoubation　time　in　minute

　糸粒体の標識率は，3分8．5％，5分8．8％，10分　　　Fig．2Transitioエ1。f　grain　number　in　glan－

10．7％，30分12．　0％，chase群9．　O％で，ほとんど経　　　　　dular　lumens　after　labelling　with　t251一

時的変化を認めず，各群間に有意差は認められなかっ　　　　　albumin

た（P＞O．　05，NS）。

　分泌穎粒では，3分6．1％5分6，6％，10分9．2％，　　識開始10分であった。ゴルジ装置と分泌頼粒は30分で

30分22，7％，chase群14，0％となり，推計学的には，　初めて有意の上昇を示したが，前者はchase群では

30分ではじめて有意の上昇（P＜0．01，N＝1715）を示　　有意の上昇を示さず，後者はchase群でも有意の上

し，さらにchase群でも有意の上昇（P＜0．　Ol，　N・＝　　昇を続けるので，時相はゴルジ装置よりも分泌願粒が

2405）を示した。　　　　　　　　　　　　　　　　遅れているものと考えられる。

　以上の成績を要約すると，各小器官のうち，標識率　　　次に，腺腔における単位面積あたりの銀粒子数は

が最初に有意の上昇を示したのは，粗面小胞体で，標　　Fig．2のごとく，30分持続標識群と，chase群で初
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　　　　　3　5　　　10　　　　　　　　　　　　　　　30
　　　　　　「ncubati°n　time　in　minute　　　　　　　　まれることはWetterfors9）の報告以来注国されて来

　Fig．3Transition　of　grain　number　in　in’・　　　たが，著者は第1編3）において，1血L中アルブミソが胃

　　　tercellUlar　spaces　after　labelling　with　　　壁に取り込まれた後，アルブミン近似の物質として胃

　　　1usl“alb”min　　　　　　内へ分泌さ泌。とを知。た．そ・で・漉細胞・ベ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ルで裏付けるために本研究を行った。本実験では，実

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　験条件を単純化し，経時的変化を定量的に分析するた

　　　　　　　．，：　O　　　齢黛　　　・　　　　　微構造が保たれると判断し得たからである。

　　　　　　　　　籔．。轟醐、　胃櫨上皮細胞の割備の鰍獅，最初・熊

　　　　　読遡螺鐸都透　　濃翻慕警票毒呈灘解裏齢欝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　込まれた標識物質は，粗面小胞体からゴルジ装置，分

　Fig・4Diagram　indicating　the　pathway　of　　　泌穎粒へと受け渡され，最終的に腺腔へ分泌されるこ

　　　誕｛la器ln，1呈謡慧゜sal　ep’the1’a1と・獺・…　te　．胃・・おけ・粘㈱細胞であ・櫨

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　上皮細胞にエZsl一アルブミソが取り込まれ，最終的に，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　分泌穎粒を経て，腺腔内へ分泌されることは，このア

めて銀粒子の出現を認めたが・推計学的には，両群の、　ルブミンが胃粘液の素材として利用されている可能性

間に有意差は認められなかった（P＞0．05，NS）。　　　が考えられ，第1編3）の成績に一致する。

　細胞間隙の単位長あたりの銀粒子数は，Fig・3の　　　第1編において，胃液中に出現する1251結合蛋白は

ごとく，銀粒子の出現数が0・02個／μmないしO・　03個／　　電気泳動上，免疫学的見地ならびに分子量の上から，

μmときわめてわずかで，しかも経時的変化は有意と　　アルブミンに近似な物質であることが明らかにされた

は認められなかった（P＞0．05，NS）。　　　　　　　　ので，隔血L中アルブミンが，そのまま細胞間隙を通過す

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　る可能性も考え，細胞間隙の標識率について検討を行
　　　　　　　　「v老　察　　　　。たが沙なくとも正常，。剛よ，灘物質の細胞

　以上の成績から，1251一アルブミンは培養液中から胃　　間隙通過の可能性を肯定する成績は得られなかった。

　　　　　　　　　　　　　　　被蓋上皮細胞に取り込まれ，まず，3～5分で粗面小

　　　　　　　　　　　　　　　胞体に集積された後，5～10分でゴルジ装置に移動し，

　　　　　　　　　　　　　　　10～30分で分泌穎粒となり、さらに，30分頃から腺腔

　　　　　　　　　　　　　　　へ分泌されるものと考えられる。糸粒体1＃　12Sl一アルブ

　　　　　　　　　　　　　　　ミンの細胞内通過には関与していないと考えられ，ま

　　　　　　　　　　　　　　　た，1251一アルブミンが細胞間隙を通過する可能性は考

　　　　　　　　　　　　　　　え難い。以上の物質の細胞内移動を模式図で示すと
『一一一一一””一一一’”一一一’一’一一一一唖tl @　　Fig．4のように表すことができる。

　　　　　　　　　　　　　　　　血中のアルブミンが消化管とくに胃に大量に取り込
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Explanation　of　Photographs

Photo．1Electron　microscopic（EM）radioautogram　of　a　rat　gastric　mucosal　epithelial

　　　　　cell，　labelled　with　i251－albumin　for　3　minutes．×3，000

Photo．2　EM　radioautogram　of　a　rat　gastric　mucosal　epithelial　cel1，　continuously

　　　　　labelled　for　5　minutes．×5，000

Photo．3EM　radioautogram　of　a　cell，1abelled　continuously　for　10　minutes．×3，000

Photo．4　EM　radioautogram　of　a　cel1，1abe11ed　continuously　for　30　minutes．×3，000

Photo．5　EM　radioautogram　of　a　cell，1abelled　continuously　for　10　minutes　and

　　　　　chased　for　20　minutes．×3，000
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　本実験は，標識アルブミンを用いたラジオオートグ　　実験条件の差に留意しなくてはならない。すなわち，

ラフ的研究であるので，細胞内を通過する標識物質が，　被蓋上皮細胞は，主としてアルブミンを素材として粘

アルブミンそのものであるか否かについては明らかで　　液合成を行うが，わずかながら各．種アミノ酸も取り込

はない。むしろ，外分泌細胞の一般論的立場からいえ　　んで粘液蛋白を合成する可能性が考えられ，またアル

ば，粘液の素材として上皮細胞に取り込まれたアルブ　　ブミンのような蛋白成分を全然含まない環境では，ア

ミンは，小胞体を通過する過程で固有の蛋白に再合成　　　ミノ酸のみを取り込み粘液合成を行う可能性が考えら

され，さらに，ゴルジ装置で糖が附加され，glyco一　　れる。事実，　Kramerらの成績によると，3H－leucin

proteinに合成，分泌されるものと考えられる。蔀実，　濃度が100μCi／mlでは標識物質の細胞内取り込みは

胃被蓋上皮細胞における分泌顕粒の内容が，中性多糖　　おこらず，500μCi／m1という高濃度で初めて取り

からなる，glycoproteinであることは，教室のIida　　込みがおこったと述べている。教室のIidaら17）は

ら11）によって電顕組織化学的に証明されている。　　　　sH－glutamic　acidおよび3H－glycinをそれぞれ

　本研究において問題となるのは，アルブミソのごと　　41・6μCi／ln1の割で含む，　Eagle　MEM（10％仔牛血

く，分子最の大きいものがいかにして細胞内へ取り込　　清を含む）中で標識したが・分泌穎粒における銀粒子

まれるかという疑問である。　　　　　　　　　　　　数の有意の上昇は認められず・アルブミンとアミノ酸

　著者は，標識物質の細胞内取り込みの過程を検索　　が共存する環境では，アミノ酸が・粘液の素材となる

していないが，分子量の大きなアルブミンが細胞膜を　　fi’ffi2性は少ないことを報告している。胃粘膜において

通過して細胞質内を移動することは考え難いので，ア　　蛋白合成全般にわたって考察すると，前述のごとく，

ルブミンのままではなく，数個のpolypeptideに分　　ペプシノーゲソやガストリン等はそれぞれ主細胞・G

断されて取り込まれる可能性を考えなくてはならな　　細胞でアミノ酸を素材として合成されることが，藤田

い。文献的には，HollanderとHorowitz12）はすで　　と片岡15），　Satolo）らによって明らかにされたが，今

に1962年にアルブミンの胃被蓋上皮細胞内への取り込　　回の著者の研究により，胃粘液蛋白の合成に関しては，

みの可能性を示唆しており，福田と前川13）はMene・　　アミノ酸よりもむしろアルブミンが主なる素材となっ

trier氏病の胃粘膜上皮細胞に螢光抗体法によりアル　　ていることが明らかにされた・胃の粘液蛋白は化学的

ブミンを証明している。最近ではWorshawら14）が　　には糖蛋白であり，ペプシノーゲソやガストリンに比

小腸粘膜から，アルブミンが分解されずに吸収される　　較して分子も大きく・化学組成も単一でない18）。また

ことを報告している。高分子物質の細胞膜通過の問題　　分泌面積や分泌量も大きいため，アミノ酸を素材とす

は現代細胞生物学の大ぎな研究課題の1つであり，そ　　るよりも，アルブミンを素材とした方が能率的である

の詳細な機序の解明は今後の研究に待たねばならない　　という生体の合目的性も考慮すべきであろう・

が・巌験の結果からも・その可能｛生はあり得るもの　　　　v結　論
と考えられる。

　胃粘模における分泌機構の究明のための電顕ラジォ　　　ラットの胃幽門腺粘膜から採取した組織片を，100

オートグラフィーを用いた研究は多い。藤田と片岡15）　　μCi／mlの濃度の1251一アルブミンを含むEagle　MEM

はSH＿leucinが主細胞に取り込まれ，ペプシノーゲ　　中で標識し，電顕ラジオオートグラフィーを行い，胃

ンの素材になっていることを証明し，教室のSatolo）　　被蓋上皮細胞の小羅官の標識率を経時的に観察して以

は3H－glycinおよび3H－91utamic　acidがG細胞に　　下の結果を得た。

おいてガストリソの索材になっていることを観察し　　　1　粗面小胞体の標識率は・標識10分から有意の上

た。一方，KramerとGeuze16）はBH－leucinが，　　昇を示し，　chase群で減少を示した。

ラット胃被蓋上皮細胞の分泌願粒へ取り込まれ，胃粘　　　　2　ゴルジ装置の標識率は，30分で有意の上昇を示

液の素材となっていることをin　vitroの標識で観察　　し，　chase群で減少の傾向を示したが有意ではなか

し，著者の実験結果と対立、している。しかし，彼らの　　った。

実験は，蛋白成分をまったく含まない，Krebs　rin・　　　3　分泌穎粒の標識率は，30分で有意の上昇を示し，

ger　solutiouで標識しているのに対し，著者は豊富な　　chase群でも有意の上昇を示した。

アミノ酸および10％の仔牛血清を含むEagle　MEM　　　4　腺腔へは，30分とchase群で初めて銀粒子の

中で標識したので，両者の成績を比較する場合には，　　出現を認めたが，両群閲に有意差はなかった。
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　5　糸粒体および細胞間隙への銀粒子の出現数はご　　　本研究の要旨は，第19回（1977年10月）H本消化器

くわずかで，しかも，経時的変化を認めなかった。　　　病学会秋季大会，第10回（1978年9月）日本臨床電子

　6　以上の成績から，血中のアルブミンは腎被蓋上　　顕微鏡学会総会において発表した。

皮細胞に取り込まれ，小胞体からゴルジ装’置へ送られ，　　稿を終わるにあたり，御指導をいただきました故降

胃粘液蛋白の素材として利用され，分泌穎粒となり，　　旗力男教授，第一解剖学教室永田哲士教授に深甚の謝

粘液成分として胃内へ放出されるものと考えられる。　　意を表します。
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