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ふ卵５日目から20日目のニワトリ胚動脈の中膜平滑筋における収縮性線維束の分布と細胞外のフィブロ

ネクチン分布様式との関係を，電子顕微鏡と蛍光染色法によって調べた．5日目から17日目胚の平滑筋では，

アクチン線維を含む線維束が細胞長軸に沿って伸びるとともに，内皮側に偏って位置していた．平滑筋の

線維束が細胞膜に付着する場所の外側には細胞外の微細線維も付着していたが，この微細線維は中膜全体

ではほぼ均一に分布した．細胞外の線維構造に含まれるフィブロネクチン分布を蛍光抗体法で調べると，

ふ卵20日目までの発育過程全期間を通じてフィブロネクチン束は中膜内で立体的な網目状をなし，平滑筋

はこの網の中にあった．以上の結果から，平滑筋内における線維束の一時的な偏在は，細胞外のフィブロ

ネクチン束の分布様式とは関連が低いものと考えられた．細胞外の線維構造が少ない若い胚の中膜平滑筋

でも，収縮性線維束が内皮側すなはち細胞内の管腔側で形成され始めることから，この線維束の細胞内分

布は血流によって影響されることが示唆された．
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緒 言

ニワトリ胚動脈壁の発達過程を調べると，内皮

細胞，平滑筋，細胞外の線維構造それぞれに形態

学的な変化に特徴がみられる．我々はニワトリ胚

動脈を使って細胞外の微細構造の主要成分である

フィブロネクチンの分布と内皮の形態との関係を

電子顕微鏡および蛍光染色によって調べた（Jin-

guji et al. ）が，その過程で，中膜の未熟な平滑

筋ではアクチン線維を含む収縮性線維束が内皮側

に偏って分布することを観察した．平滑筋内の線

維束の偏在は，すでに Hiruma et al. が電子顕

微鏡観察によって記載している．アクチン線維を

含む線維束は筋細胞の機能を担う主要構造である

ため，その分布に変化があるとすると細胞外部か

らの影響も考慮する必要がある．ただ，ふ卵３日

目で観察されるほど線維束の偏在は早く（Hir-

uma et al. ），まだ実験による研究はない．血管

壁の発達はその主な構成細胞である内皮細胞と平

滑筋細胞の増加や発達だけでなく，これらの細胞

を支持する細胞外の様々な微細構造の発達も重要

な要素である．細胞外の線維構造の分布様式が，

内皮直下や中膜といった血管壁の場所によって異

なることは知られており（Jinguji  et  al. ,

Rhodin ,Murphy et al. ,Buck ），細胞の伸長

方向が明らかな平滑筋周辺での細胞外の線維構造

の分布様式にも注目される．今回は蛍光抗体法も

使って，細胞の付着や運動と関係が深く，器官形

成の初期に多く出現すると考えられているフィブ

ロネクチン（Clark et  al. , Hynes et  al. ,
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Risau ）の分布様式を調べ，この分布と平滑筋内

部の線維束分布の偏りがどのように関わるのかを

検討した．

研究対象

材料

ふ卵５日目から20日目のニワトリ胚の大動脈と

腸間膜動脈を使った．受精卵は37℃でふ卵した．

ローダミン―ファロイジンはSigma Cheminal
 

Co.（St.Louis,MO,USA）から，ウサギ抗フィブ

ロネクチン IgGはAdvance（Tokyo）から，ロー

ダミン標識―抗ウサギ IgGは Cappel Labora-

tories（Malvern,PA,USA）からそれぞれ購入し

た．

方 法

蛍光顕微鏡法：胚の動脈は，心臓から２％パラホ

ルムアルデヒド―リン酸緩衝生理学的食塩水

（PBS）で10分間還流固定したのち切り出した．

ローダミン―ファロイジン染色では組織片を

PBSで100倍希釈した染色液で20分間，室温で処

理した後，PBSで洗い観察した．蛍光抗体法によ

る染色は，固定された試料をPBSで洗い，Triton
 

X-100の0.1％PBS溶液で５分間処理した後さら

に１時間PBSで洗った．PBSで100倍希釈した抗

フィブロネクチン IgGで冷所で一晩標識した後，

組織片を１時間PBSで洗い，更にPBSで200倍

希釈したローダミン標識―抗ウサギ IgGで４時

間処理した．蛍光標識した試料片はZeiss Axio-

phot（Carl Zeiss,Germany）を使い，40倍（Plan-

NEOFLUAR, N.A. 0.75）と63倍（Plan-APO-

CHROMATIC,N.A.1.4）の対物レンズによって

観察した．また，Zeiss Axiophotに装着したBio
 

Rad MRC600型レーザー走査型共焦点蛍光顕微

鏡も使用した．

電子顕微鏡法：心臓から10分間の還流固定を行っ

た．固定液は２％パラホルムアルデヒド，2.5％グ

ルタールアルデヒド，0.1％タンニン酸を含む

Na-カコジル酸緩衝液，pH7.4である．緩衝液で

洗った後，0.5％ OsO 水溶液で氷冷下１時間後

固定した．水洗後エタノール系列で脱水し，エポ

キシ樹脂に包埋した．超薄切片は日立Ｈ800型電

子顕微鏡で観察した．

結 果

動脈中膜の未熟な平滑筋内では線維束が細胞質

の管腔側すなはち内皮側に偏って分布していた．

今回調べた最も若いふ卵５日目の胚で観察され，9

日胚で線維束の偏在は明瞭であった．９日胚では

中膜平滑筋は内皮細胞の長軸とは直交する方向す

なはち血管壁を輪走するように伸長した（図１）．

ローダミン―ファロイジンによるアクチン線維染

色では，紡錘形の細胞の長軸と平行な線維束が形

成されていた（図３）．電子顕微鏡によってこれら

の細胞は発達した粗面小胞体やゴルジ体を含む

が，線維束は少なく，平滑筋細胞としては発達途

中であることがわかった．線維束の一部は細胞膜

図１ ９日胚大動脈の縦断面．平滑筋細胞（ｓ）は

発達した粗面小胞体やゴルジ体を含むが，内

皮（ｅ）側に偏在する筋原線維束はまだ少な

い．細胞間の線維構造（矢印）は内皮直下に

おいても少ない．血管長軸は図の左右方向に

ある．矢尻は横断された平滑筋の線維束．横

線は0.5㎛．
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直下の暗斑部に付着し，この部分の細胞外側には

微細な線維が付着していた．細胞内の線維束は，

核に近い部分のみでなく，周辺に伸びた細胞質に

おいてもほとんどが内皮側にみられた（図１）．

９日胚の腸間膜動脈から分岐直後の細い動脈枝

で形態を調べたところ，中膜平滑筋は数層が主幹

と枝双方の共通した壁をなしていた．この平滑筋

層では，線維束の内皮側への偏在は，主幹に近い部

分では数層の平滑筋で，支流側では内皮直下の平

滑筋細胞のみでそれぞれみられ（図２），線維束の

偏在する細胞が太い血管側で多いことが示された．

17日胚では平滑筋細胞の数と長さが増し，細長

い平滑筋が互いに接するように密に分布するよう

になった．細胞内の線維束の分布は、細胞のほぼ

全体にみられる場合もあるが，まだ内皮側に多い

傾向にあった．20日胚では細胞内での線維束分布

の偏りはみられなかった．なお，外膜側で血管を

縦走する平滑筋の分布は，ふ化前の19日胚では明

らかとなった．

血管内皮直下および中膜平滑筋を囲む微細構造

は，発育の早い時期には細い線維の集合であり，

発育が進むとともに厚く，連続的な線維の束と

なった．10日胚では内皮直下の基底膜も連続的に

みられるようになった．平滑筋内で細胞膜に線維

束が付着した暗斑部の細胞外側からは細胞外の細

い線維束が細胞内の線維束の延長方向に伸びてい

たが，これら細胞外の線維も中膜内の𨻶間で様々

な方向に向かう線維と絡み合っていた．17日胚以

降には内皮直下と中膜平滑筋層に内弾性板が形成

された．

細胞外の線維構造に含まれるフィブロネクチン

図２ ９日胚腸間膜動脈（ａのＡ）とそれから分か

れた直後の細い動脈（ｂのＢ）の血管壁．細

い血管（Ｂ）では線維束（矢尻）が内皮側（ｅ）

にある平滑筋細胞（ｓ）は１層だけである．

矢印は血流の方向．（＊）はａとｂにおいて同

一の細胞を示す．横線は１㎛．

図３ ９日胚の大動脈におけるアクチン線維束の分

布．ローダミン－ファロイジン染色による共

焦点蛍光顕微鏡像．内皮細胞内で細胞長軸と

平行に伸びるストレスファイバー（矢尻）と，

これに直交する平滑筋細胞（ｓ）内の多数の

線維束がみえる．矢印は血流の方向．横線は

10㎛．
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束の分布を抗フィブロネクチン IgGを使った蛍

光像で調べると，６日胚から20日胚までの中膜平

滑筋層の𨻶間では全体として粗い網目状をなし，

細胞間𨻶で束状にみられることもあった（図４ｂ，

５ｂ）．血管壁の横断面についての蛍光染色像でも

同様に粗い網目状の分布様式であった．一方，同

じ試料内でも，内皮と平滑筋との間では９日胚ま

では中膜平滑筋層内と同様にフィブロネクチン束

は網目状に分布したが（図４ａ），10日胚以降は内

皮細胞の長軸すなはち血流に平行な束が大部分を

占めるようになった（図５ａ）．

考 察

成熟した平滑筋細胞では，通常，細胞内に発達

した収縮性線維束が均一に広がる．しかし，ニワ

トリ胚の動脈中膜では一時的に線維束が平滑筋内

の内皮側に偏って分布する．平滑筋のアクチンを

含む線維束は収縮機能を担っており，その形成過

程や細胞内分布には細胞の生理学的環境が反映さ

れることも考えられる．ただ，血管以外の器官の

平滑筋についてその線維束の分布に特徴があると

いう報告は少ない．

ニワトリ胚の動脈でみられた線維束の偏在は，

未熟な平滑筋内に早い時期から内皮側―外膜側と

いった機能的な方向性が存在することを示唆す

る．血管壁の場合，生理学的な環境として血流に

よる機械的刺激が存在しうるであろうし，これへ

図４ ８日胚大動脈壁のフィブロネクチン束の分

布．抗フィブロネクチン IgGによる共焦点蛍

光顕微鏡像．内皮直下（ａ）と中膜平滑筋層

内（ｂ）のフィブロネクチン束は全体として

網目をなしている．矢印は血管および内皮細

胞の長軸方向．（ｂ）は（ａ）の約1.4㎛外膜

側の画像．（＊）は（ａ）（ｂ）で対応する場

所．横線は10㎛．

図５ 15日胚大動脈壁のフィブロネクチン束の分

布．抗フィブロネクチン IgGによる共焦点蛍

光顕微鏡像．内皮直下（ａ）と中膜平滑筋層

内（ｂ）．内皮直下のフィブロネクチン束は大

部分が内皮細胞および血管長軸と平行に配列

しているが，平滑筋層内では線維束が全体と

して網目をなしている．矢印は血管長軸の方

向．（ｂ）は（ａ）の約1.5㎛外膜側の画像．

（＊）は（ａ）（ｂ）で対応する場所．横線は

10㎛．
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の反応が線維束の内皮側への偏在として観察され

た可能性がある．分岐直後の細い動脈の平滑筋で

も線維束は内皮側へ分布し，主幹と枝それぞれの

血流に大小はあろうが，内皮側への偏りは共通し

ていた．静脈の中膜平滑筋においても動脈の場合

よりも胚の発育時期で遅れるが，線維束の一時的

な内皮側への偏在はみられた．同様の所見はウサ

ギの静脈壁についての研究によっても示されてい

る（Rhodin ）．

液体が流れるという特殊な環境に対する細胞の

動態が実験によって調べられているのは，血管の

内皮細胞であり，血流による機械的刺激に応じて

細胞の伸長の方向を変化させたり，アクチン線維

束（ストレスファイバー）が血流に沿って形成さ

れることが知られている（Franke et al. ,Leves-

que et al. ,Kim et al. ,Girard et al. ）．中膜

平滑筋も血流による刺激に対し何らかの形態学的

な反応を示すことは考えられるが，線維束の分布

との関わりはわかっていない．ストレスファイ

バーは，平滑筋の収縮性線維構造と同様の蛋白質

を含み，平滑筋の場合と同様に電子密度の高い暗

斑部を介して内皮細胞の基底膜への接着を補強す

るものと考えられている（Hynes et al. ,Herman
 

et al. ,Geiger ）．

今回調べた細胞外の線維構造におけるフィブロ

ネクチン束の分布様式は，観察した発育段階を通

じて血管壁を立体的に支えるような網目状であ

り，電子顕微鏡観察で得られた中膜内の線維構造

が全体として均一な網目状である所見と一致す

る．これまでの報告例は，血管中膜における細胞

外の線維構造の立体的な分布様式にはほとんど触

れていなかった（Hiruma et al. ,Murphy et al. ,

Risau et al. ）．フィブロネクチン束を含む細胞外

の線維構造が平滑筋の間で網目状に分布すること

は，血管壁全体を包む平滑筋を接着，補強すると

いう機能に適応している．内皮と平滑筋層との間

では細胞外の線維束が血流と平行に分布するとの

報告があり（Buck ），この特異な方向性は内皮側

が血流に反応した結果と考えられている（Jinguji
 

et al. ）．今回の観察では，細胞外の線維構造の集

合部が平滑筋の内皮側で外膜側よりも接近してい

るようにみえる場所もあったが，中膜全体で検討

すると偏った分布はしていなかった．平滑筋と内

皮細胞をコラーゲンゲル内で培養した研究によれ

ば，平滑筋の線維束の分布に内皮細胞の存在位置

は無関係である（Baul-Wortelboer et al. ）．フィ

ブロネクチン束は血管発達の早い時期に増加し

（Murphy et al. ,Clark et al. ），平滑筋が他の

微細構造へ接着する際の媒体として機能している

ようであるが，今回の結果からはフィブロネクチ

ン束の分布様式が細胞内の収縮性線維束の位置ま

で決めているとは考えられない．

動脈平滑筋内で線維束を細胞膜に付着させる暗

斑部が細胞の外膜側に多いという報告がある

（Gabella ）．この報告例は今回観察した線維束

とは反対側への偏在であるが，細胞内外の線維構

造の詳細な分布には触れていない．ニワトリ胚砂

囊の平滑筋について調べた結果と比較すると，未

熟な平滑筋では暗斑部を含む小規模な線維束が早

い時期から細胞内に分散して形成され，線維束も

暗斑部も特定領域への偏った分布は示さなかった

（日本細胞生物学会，1990）．

以上の考察から，器官の内腔を囲むように形成

される平滑筋も，そこに含まれる収縮性線維束の

分布が所属器官による機能の特徴を反映してお

り，血管壁では血流の存在に関係が深いことを示

唆する．

結 論

ニワトリ胚動脈の中膜平滑筋に含まれる収縮性

線維束は，胚発育の５日目から17日目にかけて内

皮側に偏在した．一方，中膜における細胞外の線

維構造とその主要成分であるフィブロネクチン束

は全体として均一な網目状に分布し，細胞内の収
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縮性線維束の偏在との強い関わりはみられなかっ

た．胚の血管発達の過程では，平滑筋内の収縮性

線維束の分布に血流が影響を及ぼしていることが

示唆された．
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Asymmetric Distribution of Filament Bundles
 

in Smooth Muscle Cells and Fibronectin Distribution Pattern
 

in Extracellular Space of Chick Embryonic Arteries
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The distribution pattern of the contractile filament bundle in smooth muscle cells and fibronectin
 

fibrils in extracellular space were studied in chick embryonic arteries. Arteries obtained from embryos
 

from 5to 20days in ovo were examined with electron microscopy and histochemistry using rhodamine-

labeled phalloidin and anti-fibronectin IgG.

Actin-containing filament bundles were present predominantly in cytoplasmic areas below the luminal
 

end of smooth muscle cells in embryos younger than 17days. These bundles became thick and were
 

distributed uniformly through the cell body of muscle during embryonic development. Immunofluores-

cent staining with anti-fibronectin IgG showed a mesh-like pattern in the matrix of the arterial media
 

during whole embryonic stages. The pattern of actin-containing filament bundles and fibronectin fibrils
 

were also observed in small branches of arteries.

Morphological results suggest that fibronectin distribution may not play a decisive role in inducing
 

luminal side localization of contractile filament bundles in developing smooth muscle cells.

Key words:chick embryo,arterial smooth muscle,contractile filament bundle,fibronectin
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