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はじめに

緒言

　　　食道(esoDhagし1s,ocsoDhagus)は咽頭と胃をつないで食物塊を運ぶ管であり，ヒト

では第六頚椎の前で咽頭に続いて始まり，胸部では従隔を通り，横隔膜を貫いて第十一一胸

椎の前左側で胃噴門に達して終わる全長約25cmの円筒状の器官である．食道はその走行

の部位によって，頚部・胸部・腹部の三部に区分されるが，気管・大動脈に接して伴行，

胸服部を下行し，多くの臓器に支配の枝を送る左右迷走神経の本幹を外壁に絡ませること

は，重要な解剖学的特徴である．

組織学的には，食道壁は一般の消化管と同じく，粘膜・粘膜下結合組織一筋層を含

むが，最外層は漿股で覆われておらず，疎性結合組織の外股に移行する．

　　　食物塊の胃への輸送に際しては，食道筋層は轜動運動を行うため，重力の袖肋のな

い仰臥位でも食物の胃への輸送が可能である．また，食道下端部には，高い筋緊張が維持

されている下部食道括約機構(Lowcr Esophageal Sphincter: LES)と呼ばれる部位があ

り，胃から食道への内容物の逆流を防止している．知動運動により食道体部の筋の収縮波

が下降していくのに呼応してLESは弛緩し，食物塊を速やかに胃へ通過させる．

　　　このように，食道は能動的に食物塊の輸送を行い，逆流を防止する機能を持つが，

その機能の異常は様々な様態を示し，時には致命的な疾患として現れる．例えば，食道ア

カラシア(無弛緩症)では下部食道の嬬動運動およびLESの弛緩が欠如するため，患者は食

物摂取が極めて困難になる，この疾患では，下部食道やLES部の筋眉間神経叢神経節細胞

の減少や消失，あるいは変性が認められることが組織学的に知られている，また，LESの

逆流防止機能に障害のある胃一食道逆流症患者では，食道重層扁平上皮が胃の円柱上皮に

的病 に置き換わってしまうBarret食道と呼ばれる症状が，往々，認められ，食道癌に発展

する要因となっている．また，食道下端部粘膜固有眉のよく発達した静脈叢は門扉血行障

害に起因する静脈瘤の好発部位であり，しばしば致命的な犬出血をおこすことが知られている

Ｉ
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　　以上のような二，三の例からも分かる通り，食道は胆純に見える円筒状の管ではあ

るが，正常な運動機能の維持は極めて重要であり，その細胞組織学的構成についても多く

の研究課題を残している．

研究の背景

食道の熊狩

消化管の大部分を占める下部消化管では簡閲が平滑筋線維のみで構成されるのに対

し，食道筋層では横紋筋線維を含むことが大きな特徴である．

　　　食道筋層に占める横紋筋の割合は動物種によって異なるが，ヒトでは上部１／４が

横紋筋のみによって占められ，次の１／４では横紋筋と平滑筋が混在しはじめ，下部の

１／３では平滑筋のみによって占められる．一般に哺乳類では横紋筋・平滑筋混合型の筋

層を有するが，ヒトのように食道のかなり高位で平滑筋が出現するものは一一部の霊長類や

有袋類のオポッサム等に限られ，大多数の哺乳類では食道筋層のほぼ全長に横紋筋線維が

分布している．その理由として，食道嬬動運動を重力の補助なしに行う姿勢の動物におい

ては平滑筋線維主体の筋層では梧下困難をきたしやすく，収縮力の強い横紋筋線維が必要

であることが挙げられており，特に反すう胃をもつ動物(ウシ・ヒツジ等)においてはその

必要性も高まるであろうと推測されている(Christensen and DeCarlc, 1974).一方，両

生類・励虫類・鳥類の食道筋層はすべて平滑筋線維で占められ，哺乳類でも単孔類のカモ

ノハシは平滑筋のみの食道筋層をもつことが知られている(藤田と藤田,1992).

　　　ところで，脊椎勣物の食道の原型は内輪走・外縦走筋層ともに平滑筋線維のみから

成るものであることが比較解剖学的に示唆されているが(ODpe1,1897)，最近になって，

マウス食道筋屑において，形態形成の過程で平滑筋細胞に完全に分化した細胞がさらに横

紋筋細胞へと分化する可能性が報告されており(Patapouti皿et al.，1995;Sang and

Young，1997)，発生学的見地からも食道筋層横紋筋線維の存在は興味深い話題を含んで

２
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いるといえる，

藍別間神経叢一般に便する従来の知見

消化管壁に内在する神経叢は1をmak(↓852)により初めて記載されたが，筋眉間神経

叢(myenteric plexus, Auerbadl's plexus)に関する最初の詳細な報告は，門下の

Auerbach(1862ab)によってなされた．筋眉間神経叢は，神経節細胞の細個体が存在する

神経節とそれらを連絡する結合線維束による網状構造であり，口腔および咽頭を除く消化

管のほぼ全域において，内輪走筋と外縦走筋との間に二次元的な広がりをもって分布する

ものである．この神経叢は，同じくRemak門下のMeissner(1857)によって詳細に報告さ

れた粘膜下神経叢(submucous plexus，Mcissner'splexus)と併せ，交感一期交感神経系

に次ぐ第三の自律神経系と総称された｢腸管神経系(Enteric Nervous Systcm)｣

(Langlcy,1921)を構成する．腸管神経系全体では，脊髄の全ニューロン故に匹敵する

107～108の規模の数の神経節細胞が存在すると算定されており(Fumess＆Costa，

1980)，交感神経や副交感神経の影響を受けながらも，消化管支配において中心的役割を

果たすと考えられている

小腸の一部が刺激されると，刺激部位より目側で管腔の収縮が，また肛門側で弛緩

がそれぞれ起こり 内容物がロ側から肛門側へと輸送される(腸管の法則:the low or 山e

intestine:Bayliss＆Starllng,1899).この筋運動は腸壁に内在する神経節細胞群の形成

する局所回路により調節されるため，腸を切り出して外来性神経支配を遮断しても消失し

ない(Langley,1921: Fumess et al.，1994による総説参照)．この局所回路では筋眉間神

経叢が主役を果たしており，現在まで，筋眉間神経叢に関する多くの研究が報告されてい

るが，電子顕微鏡的研究からは筋眉間神経節の組織構築が他の末梢神経節と異なり，中枢

神経系に類似することが示唆されている(Gabdla,1994による総説参照)．また，神経節紺

胞には中枢神経系と同様の種々の神経伝達物質が含まれ，消化管運動が従来考えられてき

３
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たようなアドレナリン作動性・コリン作脂性神経の古典的な二重支配の枠組みを越えた，

複雑な制御を受けることも証明されている(Fumcss et al.,1994による総説参照)．

食道筋眉間神経叢

　　食道平滑前部における筋層問神経蔵の生理的役割については，神経節細胞が迷走神

経の中継ニューロンとして機能し，食道平滑筋を支配することや(Ｒｏｍ皿＆Gonella

1987による総説参照)，下部消化管と同様，多くの神経伝達物質を含むこと(Christensen

＆Fang,1994)が明らかとなっている一方，食道横紋筋部では迷走神経による横紋筋の直

接支配が定説となっていたため(Ronlan＆Gonena,1987による総説参照)，内在性神経節

細胞の生理的意義につ いての解析は進まず， ごく最近まで，知覚性Oiamant,1989） 和

膜支配(Asaad ct al.,1983)，横紋筋支配(Gruber,1968,1978; Toyama et a1.,1975)等の

可能性が示唆されてはきたものの，Neuhuberら(1994)があらためて注目するまで深く追

及されることはなかった．多くの哺乳類の食道筋眉は噴門端近くまで横紋筋線維で構成さ

れており，このほぼ全域にわたって筋眉間神経叢が存在することを考えるとき，その存在意

義がごく最近まで充分に吟味されなかったことは驚きに値しよう．

消化管におけるＮＯの没前

　　　1980年代に，気体である一酸化窒素(nitric oxlde: NO)が，血管平滑筋における内皮

由来弛緩因子(endthelium derivcd relaxing facter:EDRF)の本体であると報告されたの

をきっかけとして，神経伝達，細胞毒性による防御等，その生体内での様々な生理機能

が，数多く報告された(平田，1996による総説参照)．

一方，消化管壁内の局所回路には，平滑筋細胞に抑制性に働く非アドレナリン
ドＪ

コリン作動性(non-adrenergic,non-choHnerglc : NANC)の神経伝達物質の存在が以前

から指摘されてきたが，最近，VIPやATP等に続くNANC神経伝達物質の候補として，

４
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ＮＯに注目が集まった(Brookes，1994およびKonturek＆KOlmlrek，1995による総説参

ｊ照 現在までに

ｓｖｎ山ａｓｅ ＮＯＳ)Ｃ

士ヽ腸・大腸の筋眉間神経節においてＮＯ合成酵素(nitri(こoxide

こ免疫反応を示す神経節細胞やＮＯＳ免疫活性と相関性を示すNADPI-I-

diaDhorase(NADPH-d)反応陽性の神経節細胞の存在することが報告され，それらが局

所回路において下行性の運動ニューロン(Costa et a1.，1992)，あるいは介在ニューロン

(Llewellyn-smith et a1.，1992; Young et a1.，1995)として働く可能性が示唆されている

食道平滑筋が下部消化管と同様にＮＯ作動性ニューロンの調節を受けることは，オ

ポッサム(Tぶ:trup et al.，

た生理学的実験において

1991; Yamato et a1.，1992)やイヌ(De Man et a1.，1991)を用い

おいて，ＮＯによるLES平滑筋の弛緩作用が記録されることからも示唆

されている．その一方で，近年，マウス食道横紋筋部の筋眉間神経叢に多くの

ＮＯＳ／ＮＡＤＰＨ-ｄ(免疫)陽性神経節細胞が存在すること(Grozdanovic，1992)，また，

ラット食道横紋筋の運動終板C こNOS/NADPH-d(免疫)陽性神経終末が付随して観察され

ること(Ｎ四huber et al.，1994,W6rlet a1.，1994)等が相次いで報告された，これらの研

究は，骨格筋細胞の弛緩をＮＯが促進するとする生理学的研究(Kobzik et a1.,1994)やＮＯ

作動性神経が骨格筋に神経筋結合部を形成するとする報告(01iver et a1.，1996)を考え併

せると，食道においてＮＯ作動性ニューロンが平滑筋部のみならず横紋筋部においても重

要な役割を担う可能性を示唆するものである．

研究の目的

以上，述べたように，食道横紋筋部においても筋眉間神経叢の果たす機能的役割の

重要性が考えられるが，その構造に関する情報については，組織学的構築・微細構造とも

に断片的な観察があるのみであり(1rwln，1931; Samaras111ghe， 1972; De Souza et al

1988; Neuhuber, 1987)，基本的特徴の理解についても充分とは言い難い．殊に微細構造

に関しては，食道筋眉間神経節が交感神経節と似た組織構築を持つとする報告があるもの

５



の(De Souza d al.，1988)，実際に食道筋層間神経節のみが，筋別間神経節に共通の組織

構築，すなわち，中枢神経系に似た組織構築を持たない，とする結論には更に慎重な検

が必要と思われる．

討

　　そこで本研究では，先ず，食道のほぼ全長に横紋筋線維をもつモルモットを材料と

して，食道横紋筋削節眉間神経叢の構造上の基本的特徴を明らかにするため，０食道筋眉

全載伸展標本による免疫組織化学染色を用いた神経叢の二次元的構造，神経節細胞・神経

膠細胞の分布についての検索と，＠透過型電子顕微鏡を用いた神経叢の微細構造の検索を

企図した，また，前述のように食道平滑筋部・横紋筋部の両部で機能する可能性のある

ＮＯを干がかりとして，食道筋層｢田神経叢による食道横紋筋支配の可能性についても検討

した．食道のＮＯ作動性ニューロンについては前述のマウス(Grozdanovic et a1.，1992)

を含め，オポッサム(Fang＆Christensen 1993, Christensen＆Fang 1994)・ネコ

(Fang＆Christensen 1993)・モルモット(Fumess et aL，1994)等，幾つかの動物種での

報告があるが，食道全長に沿ったＮＯ作動性ニューロンの詳細な分布および細胞学的特

徴，あるいはＮＯ作動性神経終末の食道塗内の分布については充分には明らかにされてい

ない．そこで，本研究では，＠ＮＯＳ免疫反応と相関性を示すＮＡＤＰＨ-ｄ組織化学染色を

用い，モルモット食道のＮＯ作脂性神経節細胞の組織学的検索を行うこととした．

さらに下部消化管においてはＮＯ作動性ニューロンの介在ニューロンとしての役割

が示唆されていることから[Llewellyn-Smith et a].，1992;Young, et al.，1995)，モル

モット食道筋層間神経叢に

末の微細構造上の特微につ

的観察も併せて行った．

おけるＮＡＤＰＨ-ｄ反応陽性神経節細胞のシナプス連絡や神経終

いても検討するため，ｅＮＡＤＰＬトd組織化学標本の電子顕微鏡

６
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材料および方法

本研究で行った全ての実験材料には，雌雄を含む体重2SO～350gの目ご此y糸成熟モ

ルモットを川いた

透過型電子顕微鏡的観察

　　電子顕微鏡的観察に際しては，食道全長の大半を占める頚胸部と下部食道括約機構

(LES)を含む服部食道に区別して標本を作製した．

エーテル麻酔下に上記の食道各部を動物より切り出し，プラスティック板上で中等度に伸

展し，0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)で緩衝した4％パラホルムアルデヒド・3.5％グルタルア

ルデヒド混合液にて室温で10分間固定した．その後，同じ組成の固定液でさらに4几

180分間固定，0.1Mリン酸緩衝談で洗浄(10分×3回)後，１％四酸化オスミウム(pH7.4，

0.1Mリン酸緩街談に溶解)にて4几　120分間後固定した，蒸留水洗浄(10分×3回)および

酢酸ウラン飽和水溶液にて120分間ブロック染色後，エチルアルコール上昇系列で脱水

し，エポキシ樹脂に包埋した．その後，R�chert型超ミクロドームで準超薄切片を作製，

トルイジンブルー染色を施し，筋眉間神経節の位置を確認して電子顕微鏡観察に供した．

電子顕微鏡試料には同ミクロドームで超薄切片を作製，酢酸ウランおよびクエン酸鉛にて

電子染色し，JEMI200EX U 透過型電子顕微鏡で観察を行った．

　　　神経節に占める神経節細胞および神経膠細胞の割合は，筋層が横紋筋線維のみで構

成される食道順胸部と平滑筋線維を含む腹部よりそれぞれ11個の神経節モンタージュ写真

を作製し，核の認められる細胞体のみの数を累計して算出した．神経節表面に占める神経

要素の割合は，上記試料より特に固定の良好な神経節を両部より3個づつ選び，最終倍率

15000倍のモンタージュ与真を作製，キルビメーター(UCHIDΛ)を用いて，神経節表面の

全長とそれに占める神経要素(神経節細脳細胞体，樹状突起，軸索)の合算値をそれぞれ計

フ



ﾌﾆ⊇⊆1

測して算出した．

組織化学染色、

全載伸展標本によるＮＡＤＰＨ-ｄ組織化学菓台

　　エーテル麻酔下に切り出した食道全長に直径2.5mlnのプラスティック棒を通して約

75mmの長さに伸張，両端を結さつし，0.1Mリン酸緩衝液(pH 7,4)で緩衝した･1％パラホ

ルムアルデヒド溶液で肌ﾆ，10分間固定した．その後，腹側から管腔を開き，プラステ

イック棒を取り除いて同じ組成の固定液で4で，さらに90分副司定した.pH7.4の0,01M

ｊン酸緩衝生理食塩水(phosphate buffげeds油nc : PBS)で洗浄後(10分×３回)，箭層の

全載伸展標本には，実体顕微鏡下で粘膜と縦走筋あるいは輪圭筋を剥離し，どちらか一方

の筋眉に筋眉間神経叢の付着した標本を作製した．また，粘膜下結合組織の全載伸展標本

には，粘膜から上皮を剥離した標本を作製した．その後，それぞれの全載伸展標本をゼラ

チンを塗付したスライドグラスに載せ，ろ紙で余分な水分を拭きとり室温で急速風乾し

た．風乾後，試料をlmg/mlβ-NADPH(オリエンタル酵母)，0.25mg/ml nitro-blue

tetrazoliunl(NBT:和光)，および0.5％Triton-X 100を含む0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)に

37(Cで20分間浸潰し，遮光し，緩やかに振扱して反応を行った．反応はPBSに浸潰して

停止し，さらにPBSで洗浄(10分ｘ３回)，水溶性封入剤Mount Quick ¨ΛqueousyDaido)

にて封入し，顕微鏡観察に供した．

全載伸展標本によるＮＡＤＰＨ-(ｺﾞおよこ暁chE組鎧化学二重染色

　　　前述のＮＡＤＰＬトd組織化学染色全載伸展標本の一部は，運動終板描出のため，さら

に0.1Mクエン酸ナトリウム，30mM硫酸銅，５ｍＭフェリシアン化カリウム，０ｊＭ酢酸緩

衝液(pH5.5)で構成されるacdylcholin estcrase(アセチルコリンエステラーゼ:AchE)反

応液(Kamovsky＆Roots，1964)で37でで60分間，綴やかに振扱して反応をf

応はPBSに浸漬して停止し，さらにPBSで洗浄後，顕微鏡試料とした．

８
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ＮＡＤＰＩトd反応を用いた透過型雪子肩脱吋観察

　　　エーテル麻酔ドに，勣物の左心室より4℃に冷却したPBS100mlを注入し，続いて，

同じくﾎﾟCに冷却した500m1の0.1Mリン酸緩衝液(DH 7.4)で緩衝した4％パラホルムアル

デヒド十〇.4％グルタルアルデヒド混合固定液で濯流した．その後，食道全長を切り出

レ　同じ組成の固定液で4で，さらに90分間固定，PBS洗浄(↓O分×３回)を経て，ビブラﾄ

ームを川いて食道各部の遊離切片(50～70μm)を作製した．その後，Wolfら(1992)の手続

きに準じ，切片試料を１．２ｍＭｂ-ＮＡＤＰＨ(オリエンタル酵母)，50μ1のジメチルホルムア

ミドに溶解した1.2 mM 2-(2'-benzothiazoly1ト5-styry1-3-(/1'phthalhydmzidy1)

Letrazolium chloride(BSドFクロライド)(Sigma)を含む0.1Mリン酸緩衝液(pH 8.0)にて

37°Cで90分間，遮光レ緩やかに振畳してNADPI･トd反応を行った．反応はPBSに浸漬

して停止した.1％四酸化オスミウム(pH7,4，0,1Mリン酸緩衝液に溶解)にて4(C，120分

間後固定した後，前述の方法に準じ，電子顕微鏡試料を作製した．

免疫組織化学染色

免疫組織化学染色においては，実験全体を通して重複する手法・処方が多いため，

簡潔な記述を期し，共通する部分は予め以下にまとめる．

　　　本研究で使川した全ての一次抗体は，0.2％ウシ血清アルブミン(bovlne serum

albumin: BSA)，0.1％Triton-X 100を含むPBSで希釈し，最終濃度0.05％になるよう

アジ化ナトリウムを加えた．また，全ての二次抗体は，0.2％BSΛのみを含むPBSで希釈

した．抗原抗体反応の時間については，実験全体を通して，全載伸展標本では一次抗体が

4でで48時間，二次抗体が4でで12時間，凍結切片標本ではそれぞれ4でで24時間，室温で

3時間行った．免疫組織化学染色を施した全ての試料において，抗原抗体反応に先立ち，

抗体の浸透性を高めるため，全載伸展標本は4℃で12時間，凍結切片標本は4℃で20分間

0.3％Triton-X100を含む0.01Mリン酸緩衝生理食塩水(phosphat:e buffered saline: PBS)

９



に浸漬した．また，染色での非特異反応を防止するため，全載伸展標本はﾎﾟCで12時間，

凍結切片標本は4'Cで20分|別封柘プロックエース(大日本製薬)を含むPBSに浸潰した．

全載伸展標本によるPGP9.5およびS一100免疫組織化学染色

　　　神経節細胞および神経膠細胞の描出に当たっては，それぞれにたいする特異性が

知られているPGP 9.5およびS-100免疫組織化学染色を川いた．

　　　エーテル麻酔ドに切り出した食道全長を直径2.5mmのプラスティック棒に通して

約75mmの長さに伸張，両端を結さつし，0.1Mリン酸緩衝液(pH7.4)で緩衝した4％パラ

ホルムアルデヒド十〇.2％ピクリン酸混合液4几60分間固定した．その後，腹側から管腔

を開き，プラスティック棒を取り除いて同じ組成の固定液で4cC，さらに12時間固定し

た.100％dimetylsし11hoxide(DMSO)で固定液を透徹洗浄(10分×３回)，さらにＤＭＳＯを

pH 7.4のPBSで洗浄した．その後，実体顕微鏡下で粘膜を剥離，縦走筋あるいは輪走筋ど

ちらか一方の筋層に筋眉間神経叢の付着した全載伸展標本を作製し，ゼラチンを塗付した

スライドグラスに載せ，ろ紙で余分な水分を拭きとり室温で急速風乾した．風乾後，神経

節細胞の描出には1 : 100に希釈した抗ヒトPGP 9.5マウスモノクローナル抗体

(Biogencsis)，神経膠細胞の描出には1 : 200に希釈した抗ウシS-100ウサギポリクローナ

ル抗体(Dako)にて反応を行った.PBS洗浄後，PGP 9.5抗体で反応させた試料は1:40に

希釈したFITC標識抗マウスlgウサギポリクローナル抗体(Dako)，抗S-100抗体で反応さ

せた試料は1:20に希釈したnuorescein isothiocyanate(FITO標識抗ウサギlgブタポリ

クローナル抗体(Dako)にて反応をおこなった．その後，PBSで洗浄，蛍光減衰防止のた

めVECTERSHIELD(vector)にて封入し，蛍光顕微鏡で観察を行った．

　　　神経節細胞密度の算出には，5匹の動物から作製したPGP 9.5免疫染色標本を用い，

後述の食道4都城について２５ｍｍ２(５ｍｍｘ５ｍｍ)の範囲を計測した．
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全霞草辰雄本によるＮΛＤＰﾄI-dおよび?(T;P9.5(免疫)組織化学二重染色

　　　前述の方法で作製した筋眉の全域伸展標本を，1 : 100に希釈した抗ヒトP(;P9,5

マウスモノクローナル抗体(Blogcnesis)にて反応させた.PBS洗浄後，試料を1:40に希

釈したFITC標識抗マウスlgウサギポリクローナル抗体(Dako)にて反応させ，PBSで叫洗

浄後，前述の方法でＮＡＤＰＨ-ｄ反応を行った.PBS浸漬にて反応停止および洗浄後，蛍光

減衰防止のためVECTERSﾄ1IELD(vcctor)にて封入し，蛍光顕微鏡で観察を行った．

　　　ＮＡＤＰﾄI-d陽性細胞の割合は，３匹の勤物の食道の各部域から無作為に選んだ神経節

において，PGP9.5陽性総神経節細胞数とNADPI-I-d陽性細胞数をそれぞれ蛍光顕微鏡下

に観察，合計1495の神経節細胞を計測した．この割合と前述のPGP9.5染色による各部の

神経節細胞密度を川いてNADPH-d陽性細胞密度を算出した，数値は平均値±標準誤差

で表わした(standard em⊃rs: SEM).分散分析後，Dunn-Bonferroniのｔ検定を行い，

P＜0.05の場合i こ有意とした．

　　　神経節細胞細胞体の大きさの測定は，３匹の動物から，レベルＩおよびIV(後述)の染

色性の良い神経節から，最低100個の陽性細胞を選び，KD4300ディジタイジングタブ

レットとＭＥＡ励計算ソフト(いずれもGraftec engineering, Japan)を川い，600倍に拡大

した写真からコンピュータ上(NEC PC-9801 RX)で計測した．

結果

　　　モルモット食道壁は，内腔より順に，粘膜，粘膜下結合組織，筋層および外膜に

よって構成されており(図1)，筋層はほぼ全長が構紋筋線維より成るが，胃噴門端に近い

５ｍｍ程の部分から平滑筋線維が混在しはじめ，噴門に移行する直前には平滑筋線維が大

部分を占めるようになる．筋層の厚さは，食道全長の大部分を占める頚胸部を通じておよ

そ400μm前後であるのに対し，横隔膜下の腹部食道ではおよそ700μmである．

ＩＩ



　　切片標本では，筋眉間神経叢は内輪走・外縦走筋層の間に散在する小さな細胞塊と

して観察されるが，食道管壁を開いて作製した全載伸展標本では，細胞塊は互いに連絡を

もつ疎で不規則な二次元的網目構造として観察される(図3,4).

モルモット食道筋眉間神経叢の二次元的構造

　　　本研究ではＮＯ作動性ニューロン描出のためにNADPII-d組織化学染色を採川した

が，後述するようにモルモット食道筋眉間神経叢には多数のNADPI I-d陽性神経節細胞が

含まれるため，この染色法でも，食道の全長を通じて神経叢の網状構造がPGP9.5免疫染

色と回様，明瞭に観察された．神経要素全体を染め出すPGP9.5免疫染色では，多数の絹

かな神経線維が描出され，却って一次神経叢(primary Dlexus)の枠組みの観察には明瞭さ

を欠くことから(図3,4)，各領域の一次神経叢の網状構築についてはＮＡＤＰＨ-ｄ染色標本に

従って記載することとした．

　　　全載伸展標本の(免疫)組織化学染色により，神経叢は食道の起始部から胃噴門端まで

連続して描出されるが，食道筋眉間神経叢の網状構造には，部域による相違が認められた

ため，観察の正確を期するよう以下に述べる食道の領域別に記載する．

　　　食道の全長を3等分し，噴門側1/3の部分についてはさらに2等分した(図2).すなわ

ち，頚部食道に当たる口側1/3(レベルＩ)，上胸部食道に当たる中央部1/3(レベルＵ)，

胸部食道下端に当たる噴門側1/3の上部(レベル皿，腹部食道に当たる噴門側1/3の下部

(レベルIV)の各4都城である．

　　　さて，筋眉間神経叢の一次神経叢は，神経節細胞の細胞体が存在する神経節とそれ

らを連絡する神経線組の束である結合線維束より成るが，モルモット食道筋眉間神経叢で

は，全長を通じて疎で不規則な網状構造から成っている．特にレベルＩでは神経節細胞が

神経叢内に散在住に分布するため神経節と結合線維束との境界は必ずしも明瞭ではなかっ

た(図5a).食道全長を通じてこの部位が最も不規則な網目構造を呈し，神経節の大きさも

つ
Ｉ
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●二⊇

神経節細胞↓個を含むものから100以上を含むものまで，かなりの帽があった．

　　　レベル且の神経叢では，神経節細胞の散在する様子はレベルＩと類似するものの，

結合線組東の交点に神経節が位置する傾向が認められた(図5b).

　　　レベルｍでは，神経師細胞は神経節内に密集し，神経節と結合索との分離が明瞭に

認められた．神経節は通常，結合縁組束の交点に位置して観察され，10から20の神経節

細胞を含むほぼ均一な大きさを示した(図5c).

　　　レベル1Vでは，神経叢の網状構造，神経節の大きさについてはレベルｍと類似性を

示すが，神経節と結合索との分離はレベルｍに比べ一層明瞭になり，結合線維東も太く発

達して観察された(図5d).

神経節絹飽および旅

　　　PGP9.5免疫染色により，モルモット食道筋層間神経節では，神経節細胞が比較的疎

に分布する様子が認められたが，この傾向は食道上部(レベルＩ，ｎ)の神経節，特にレベル

Ｉでは最も顕著に認められた(図6a).しかしながら，食道下部(レベル�,IV)の神経節で

は，この傾向は弱まり，特にLESを含むレベルIVでは神経節細胞が神経節内に密集する傾

向が認められた(図6b).

　　　このような傾向を，単位面積(1cm2)あたりの神経節細胞密度について計測してみる

と，密度はレベルド　U，m，IVの即成において，2915士83 /cm2， 2857±68/cm2，

3609士78/cn鍋3748士67 /cm2とそれぞれ算出され，食道下部(レベルmjv)で神経節

細胞が有意に多い(P＜0.05)ことが明らかとなった．

　　　神経膠要素を描出するS-100免疫染色標本を観察すると，神経節内の空間は，神経

膠細胞によって占められ(図7a,b)，食道上部で密に，下部では疎に観察された，(図7b).
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神経節の微細構造

　　超薄切片によりモルモット食道筋回を電子顕微鏡で観察すると，筋層間神経叢を構

成する神経節は，食道全長を通じて，内輪走，外縦走筋回間の結合組織中に明瞭に認めら

れた(図8).食道前回問神経節は小型で，通常，数個の細胞集団として観察されるが，

モンタージュ写真を川いた，切片上，核の認められる細胞体の計測では，一神経節あたり

3～5細胞のものが多く，10細胞以上が観察されることは稀であった．

　　　神経節を連絡する結合線組束には，無髄縁組に混じって多くの有髄線組も観察され

るが(図9)，有髄線組は，神経節の辺縁部に侵入する軸索膨大部としても観察された

(図10).このような有髄線組では膨大部にも，侵入前の有髄線組にも，豊富なミトコンド

リアが認められたことは注目に値する．

　　　さて，筋眉間神経節は神経節細胞，神経膠細胞およびそれらの突起が20～50nm程

度の狭い細胞間隙で複雑に絡み合った緻密な組織構築すなわち神経網(neuropn)より構成

される(図8,11)が，神経節細胞は核小体の明瞭な明るい大きな核により，電子密度の高い

異型染色質を多く含み小さな核をもつ神経膠細胞と容易に識別される(図8).神経節表面

は連続する基底膜によって覆われているが，交感神経郎等に認められる結合組織性の被膜

は認められず，線維芽細胞様細胞によって不連続に囲まれて観察される．この細胞は通常

2～3眉観察されるが，食道では5層程度になることも稀ではない．神経節周辺の同質に

は，豊富な毛細血管の分布が観察されるが，神経節内部への血管や結合組織性要素の侵入

は認められない．神経節細胞の細胞体は種々の細胎内小器官に富み，多数のミトコンドリ

ア，良く発達した粗面小出体，ゴルジ装置等によって占められる(図ｎ)．

　　　シナプス小出を多量に含む軸索膨大部は比較的少く，シナプス小出の形態からみた

神経終末の型としては，小型の扁平小出(25-40 ×50-80 nm)と少数の大型有芯小胞

(80-120 nm)を混在させるもの(図12a)，小型の丸い無芯小出(直径約25-60nm)と少数の

大型有芯小脳(90ぺL20nm)を含む神経終末が主に観察された(図12b).シナプスとして明
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瞭に認められる膜の分化をともなう終末では，小さな神経突起に接着するものが多く，細

胞体に接着する皿o-somatic synaDseはごくまれであった．また下部消化管でよく知られ

ている神経節表面に位置する神経終末もごく稀にしか観察されなかった(図12b).また，

膜の分化は見られないものの，大型の有芯小胞(90-1201un)のみを含む神経終末も時折観

察された(図上20.

　　　ところで，モルモット食道筋眉間神経節は非常に不規則な輪郭を示し，外表面には

複雑な陥入部が多く認められた(図13).このような陥入部の結合組織性要素は，切片

上，しばしば神経節の内部に観察されるが(図14)，こうした結合組織性要素が神経節外

部に連続する陥入部であることは，神経節を覆う基底膜により明瞭に限界されていること

から判別される(図13,士4).

　　　モルモット食道筋眉間神経節における最も顕著な特徴として，神経膠細胞の発達を

挙げることができる．神経膠細胞は数の上でも多く観察され，食道順胸部(レベル仁

Ｈ，ｍ)におけるモンタージュ写真を用いた，核を含む細胞体の計測では，神経膠細胞：

神経節細胞の比率はおよそ5:1であった(神経膠細胞41個，神経節細胞8個)．この傾向は

噴門側に向かって減少し，腹部食道(レベルIV)の筋眉に平滑筋線維を混在させるLES近傍

では，細胞の数は減少し，神経膠細胞の神経節細胞に対する比率は2:1であった(神経膠

31個，神経節細胞18個)．また，この神経膠細胞は構造の上でも他の部にはみられない特

異性を示し，多数の眉板状突起の形成が認められた(図１６,１７)．眉板状突起は，往々，神

経節表面に広がり，神経要素が神経節表面に接するのを制限するかのように観察される

(図祁)．そのため，神経要素の神経節表面に占める割合は小さく，食道順胸部(レベル

仁　ｎ，ｍ)におけるモンタージュ写真による計測では，その割合は全表面積の約15％と

算定された．しかしながら，腹部食道(レベルIV)の，筋眉に平滑筋線維を混在させるLES

近傍では眉板状突起はほとんど観察されず，従って神経要素が神経節表面に占める割合も

大きくなり，神経節全表面積の約30％であった．

″
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　　　また，食道順胸部では層板状突起は神経節内部にも認められ，神経絵紙を同心円状

に取り囲んで観察された(図１６,１７)．このような傾向は，神経線維が比較的疎に分布す

る神経節の部位でよく認められる一方，多数の神経線紙が密集する部位では，シュワ

ン紐泡に支持される無髄線紘収に類似した様子で，絵紙は個々に包まれて観察された(図13).

ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞の細胞学的特徴

ＮＡＤＰトトdおよびPGP 9.5(免疫)組織化学のニ重染色標本では，透過光と蛍光励起

光を適度に調節することにより，ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性および陰性神経節細胞を一つの視野で同

時に観察することができる(図17a)，陰性細胞は神経要素を標識するPGP 9.5免疫染色で

明るい蛍光色を呈する細胞として認められ，陽性細胞はNADPH-d反応による反応生成物

が細胞体部の蛍光色を隠すことから暗調の細胞として観察される．このような観察手法に

より，ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性細胞の分布を神経叢網状構造に対応して計測した．

　　　レベルＩでは，ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞は陰性のものをやや上回り(63％±2％:

266/420)の割合で観察された(図17b).この部位の大多数の陽性細胞(約80％)は小型(細

胞体面積450μm2以下)に類別され，中型(450～650μm2)のものは約18％，大型のもの

(650μm2以上)は約3％であった．

　　　レベルＨでは陽性細胞の割合は58±2％(210/363)と計測され，レベルＩとほぼ同

様の傾向を示した(図17c).レベルｍ(図17d)では陽性細胞の割合は73％±2％(268/369)

と上部に比べやや増加の傾向にあった．また，この部位から大型の細胞(650μm2以上)も

わずかながら増加していた．

　　　レベルIVでは陽性細胞の割合は84％士2％に達し，４節減を通じて最も高い数値を示

した(図17e)，また，上部に比べて大型の陽性細胞(650μm2以上)が多く混在するように

なり，その割合は陽性細胞全体の約37％であった(図17e).また，この部位の太く発達し
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た結合線根来中には，4節減を通じて最も多数のNADPH-d陽性線根が認められた．

陽性細胞の割合と全神経節細胞密度から，食道管腔を切り開いた伸展標本における

単位面積あたりのNAI)PIトd陽性細胞密度を算出すると，その値はレベルI，H，Ⅲ，IV

の各部域において，1840士52/cm2，1652士39/cm2，2621=!=57/cm2，3148=!=57/

cn12とそれぞれ算出され，食道下部(レベルm,IV)でＮＡＤＰＩ-トd陽性神経節細胞が有意に

多いことが明らかとなった(Pく0.05).NΛDPH-d陽性細胞の細胴体の犬きさに関して，対

照的なレベル１およびレベルIVでの値は表1に示す通りである．

　　ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞の形に関しては，短い多数の樹状突起と一本の長く伸び

る軸索を持つDogie11型の形態を示すものが食道全長を通じて多数観察された(図18,19).

この型の細胞には大きさにおいてかなりの巾が認められた．

　　なお，自律神経線維の終末部と考えられる数珠玉状の軸索膨大部を示すNΛDPIトd

陽性線維は，４都城を通じ筋層間神経節内にはほとんど認められなかった

NADPLトd陽性神経線維の横紋筋筋支配

ＮＡＤＩ)Ｈ-ｄ陽性神経節細胞の描出とともにAchE反応を川いて神経筋結合邦を組織

化学的に描出すると，食道の部域を問わず内輪走(図20a)および外縦走(図20b)の両筋層の

運動終板に，軸索膨大部を示すNADPH-d陽性神経終末が付随する像がしばしば観察され

た．これら終末の幾つかはDogieに型陽性神経節細胞を含む神経節まで追跡可能であった

(図19).一定の範囲内(３ｍｍｘ３ｍｍ)において，NADPﾄI-d陽性神経終末の付随する運動

終板の割合を求めたところ，頚部で26％(36八39)，胸部で32％(41/129)，腹部で46％

(61/コ2)とそれぞれ算出された．

ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞の微細構造

ＮＡＤＰＨ-ｄ反応時に電子受容体としてNBTのかわりにBS円'｀を用いると，オスミウム
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好性の反応我物を生成し，反応部位を電子顕微鏡的に観察できる(WolfeLa1.，1992).

　　　微細構造レベルの観察においては，NΛDPﾄI-d反応は周囲の反応陰性の構造から明

瞭に識別された(図2↓-24).細胞体における反応は，核膜，小胴体，ミトコンドリアおよ

びゴルジ装置の細胞内小器官の膜に付着して観察された(図21,22a).また，軸索では，細

胞膜に認められた(図22,23,24)，

　　　モルモット食道前回間神経叢における神経終末の微細構造については，前述の通

り，通常電子顕微鏡観察で明らかにしたが，これらのうちの大部分を占める膜の分化を示

す終末には，ＮＡＤＰトトd陽性あるいは陰性のどちらの神経節細胞にシナプス結合するもの

にも，反応は認められなかった(図22a,b).しかしながら，大型の有芯小胞(90一120nm)を

大部分含み，膜の分化を示さない軸索膨大部には，細胞膜に沿って時折反応が認められた

(図22c).

　　　外来性および内在性神経線綿束におけるＮＡＤＰＨ-ｄ陽性綿綿の割合を検証するた

め，食選外膜の結合組織中に観察される外来性神経束をみると(図23)，NADPH-d陽性線

維は稀にしか認められず，その割合は，観察された軸索総数の約3％(17/568)を占めるに

過ぎなかった．一方，筋眉間神経叢中の無髄神経線維束におけるＮＡＤＰＨ-ｄ陽性線維の割

合は40％(198/492)と，対照的に高い割合を示した(図24).

食道筋眉間神経叢の組織学的特性

考察

モルモッﾄ食道筋層間神経叢の網状構造は，目側から胃噴門側にかけて次第に 化変

し，神経節細胞密度も増加(頚部約2900/比m2～腹部約3700/cm2)していくことが明らか

自
り
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となった．オポッサム食道では，筋眉構成が上方より順に，横紋筋部，横紋・平滑筋混在

部，平滑面部と変化するが，それらの部位の筋眉間神経叢においても神経節細胞密度が噴

目
－ 該に向かって有意に増加することが報告されている(Christensenet a1.,1983).筋の構

成比の差を越えて認められる食道上部と下部での神経節細胞密度の差は，食道各部の生理

的機能に関わる神経節細胞の量的な需要の普遍性を示すものと思われるが，本研究におい

て，ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞が神経節細胞の約70％を占めることが明らかになったこと

から，各部位に特徴的な神経叢の網状構造は，それぞれの部位におけるＮＯ作動性神経節

細胞の必要性を反映したものと考えられよう．

食道筋眉間神経節の微細構造

　　　モルモット食道筋眉間神経節は，下部消化管の神経節と基本的に類似した組織構築

を持つ一方，細部については種々の特徴的な構造を持つことが明らかとなった，すなわ

ち，食道筋眉間神経節は，中枢神経系組織と同様，神経節細胞，神経膠細胞およびそれら

の突起が複雑に絡み合った緻密な神経網を形成し，共通の基底膜に包まれ，神経節内に結

合組織要素を含まない点では消化管筋眉間神経節の一般的性格を備えているが，神経節辺

縁部の構造，神経膠細胞の発達に顕著な特徴が認められた．ヒト食道(De Souza et al

1988)では神経節内部への結合組織の侵入が報告されているが，恐らくは，神経節表面の

不規則な陥入部に認められる結合組織要素を内部構造と見倣したものであろう．これらの

結合組織要素が真の内部構造でないことは，神経節表面の基底膜により限界されることか

ら明らかである．

　　ところで，モルモット食道筋眉間神経節では，ニューロン間の連絡を示すシナプスの

数が少なく，種類にも乏しいことは，同じ勣物の小腸や大腸では8型(Cook＆BumsLcxこk，

19 76; Gabella，1972)，また家兎大腸でも9型の終末(Komuro et al.，1982b)が報告されて

し 馮 ことに比べても明らかに大きな差異といえよう．このことは，食道筋眉間神経叢内に

ｎ
７
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終わる知覚性ニューロンや介在性ニューロンの終末が少ないことを意味すると思われる

が，モルモット食道筋眉間神経節において，運動性と推定されるDog回Ｉ型の形態を示す

ＮＯ作動作神経節細胞が約70％を占め，多くのＮＯ作動性終末が食道壁に分布するという報

告(Morikawa＆Kolnurojn Dress)とも符合が見られ，興味深い結果といえる．

　　　神経伝達物質の化学的性質と神経終末の微細構造に関しては，扁平な小脳を含む神

経終末がアドレナリン作脂性であること(UeweUyn-Snjth et a1.1981)，また，丸い小さ

な無芯小脳を含む神経終末がコリン作脂性であること(Gabella,1994の総説参照)等が示唆

されているが，食道筋眉間神経叢や周囲の横紋筋組織には多種にわたる神経伝達物質の存

在が示唆されており(Leander et alパL982,W6rlet a1.1994; Uddman et al.1995;

Kummoto＆End0,1995)，モルモット食道筋眉間神経叢において微細構造的に二 三の

終末型しか観察されなかったことは，同一神経終末における異なる神経伝達物質の混在を

示唆するものであろう

ミトコンドリアを豊富に含む有髄線維の軸索膨大部が神経節内に位置して観察され

たことは，これまでに報告のない重要な所見である．食道筋眉間神経節では，多くのミト

コンドリアを含む終末が，これまでにネコ・イヌ(Rodrigo et al.1975)およびラット

(Neuhuber et a1.1987; Kuramoto ＆Kuwan0,1995)で観察され，機械的刺激受容の役

割を担う迷走神経由来の知覚終末であることが示唆されているが，本研究で認められた外

来性神経の証となる有髄線維との連続性をもつ構造は，モルモット食道における迷走神経

知覚終末を示すものであろう

さて，神経要素の組織間隙に接する部位は，血管の侵入がない神経節内において

間質との境界面を通じての神経節細胞の物質代謝に寄与するものと解釈されているが

(Komuroet al.，1982♭)，ウサギ結腸(Komuro et al

を占めるのに対し，モルモット食道では15％であった．

1982b)では全表面積のおよそ30％

　このことは，モルモット食道筋層

間神経節の神経節細胞が相対的に少ないことに起因すると思われるが，食道では神経節の
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犬きさが小さく，輪郭が不規則で凹凸部を多く持つことも，間質との物質交換に貢献して

いるものと思われる．

また，食道の筋眉間神経節の外表面積に占める神経要素の割合の小さいことは，神

経節表面に位置する神経終末の少ないことにも一部は関連するものであろう．下部消化管

に多く観察される神経節表面の神経終末では，周辺平滑筋組織に対する直接の作用が示唆

されているが(Gabella,1979,Komuro et al.,1982a,1988)，神経筋接合部が形成される

食道横紋筋組織では，伝達物質が拡散により伝達される平滑筋細胞とは対照的に，間質へ

の物質の拡散は不必要であるとともに，正常な神経筋伝達を阻害する可能性も考えられ，

モルモット食道筋眉間神経節表層に神経終末の少ないことを説明するものと思われる，

　　　さて，筋別間神経節の支持細胞はGabena(1972)により形態学的特徴からシュワン細

胞と区別され，脳神経膠細胞(enteric glialce11)と呼ぱれたが，その後，これらの細胞が

中枢神経系の星状謬細胞と同様，91ial fibrillaryacldic protein (GFAP: Jessen ＆

M汁s1万,1980)，S-100タンパク(Fe�et al.，1982)およびグルタミン酸合成酵素(Jessen

＆Mirsky，1983)を含むことが報告されており，筋眉間神経節の中枢神経系との細胞組織

学的類似性を強く支持する一つの大きな根拠となっている．

　　　この筋眉間神経節の神経膠細胞は大型の動物種において良く発達しており，モル

モット回腸(Gabella,1994)やウサギ結腸(Komuro et a1.,1982b)では神経膠細胞：神経節

細胞の比率はおよそ2:1であるのに対し，ヒツジ回腸では４：１と，神経膠細胞が神経節

細胞を大きく上回ることが知られており(Gabella,1994)，この点では，モルモット食道筋

眉間神経叢は大型の勤物種に類似した特徴を持つと言える．

　　　ところで，食道筋眉間神経叢において，これまでに報告のない特異な神経膠細胞の

構造が観察されたことは注目に値する．筋眉間神経叢の神経膠細胞については，小腸の光

学顕微鏡的検索から，細胞体の大きさや突起の状態等に基づき，二型の細胞が観察され

(Hanani＆Rdchenbach，1994)，家兎結腸での電子顕微鏡的検索では三型の細胞
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(Komuro ct a1.,1982b)が報告されているが，本研究で観察された細胞突起による層板状

構造については知られていない．この層板状構造は，神経要素の少ない頚胸部の食道を通

じてよく発達して観察される一方，神経節細胞の増加するLES近傍ではほとんど認められ

ず，神経要素間の間隙を充填する役割が推測される，このことは，光学顕微鏡観察にお
４

ヽ
・
Ｖ

て神経節細胞密度が概して疎な食道上部の神経節内の間隙を，神経膠細胞が満たして観察

された所見に符合する．眉板状の構造は，神経節内の間隙を充填し形状を整える一方，神

経節紐泡の同質との物質代謝を阻害しないよう通路を与える働きもするものと推測される．

また，機械的衝撃から神経節細胞を保護する衝撃吸服装置として，これらの横道が

働く可能性も考えられる．筋眉間神経叢は筋層の運動によって強く変形することから

(Gabella,1972)，神経叢内に多数の突起を形成する神経膠細胞が，細胞間連絡に重大な変

化を引き起こすことなく 神経要素間の形態学的機能的関係を維持する役割が示唆されて

いる(Gabella,1994).食道の主体をなす頚胸部では，嘸下時に胃噴門側に進む律動的筋収

縮が起こるが(ConkHn＆Christensen,1994; Ridlards＆Sugarbaker，1995)，食道は

消化管全体を通じて最も固形度の高い食塊が通過する器官であり，モルモットを含む多く

の哺乳類では幌下時に重力の補助がないことから(Thomas et a1.,1960; Christensen ＆

Decarle，1974)，筋層の大部分が強い収縮力を持つ横紋筋線維で構成されており，食塊通

過時の食道壁内在神経叢の受ける機械的衝撃も強い．神経節表面および神経節内部の神経

終末の周囲に認められる層板状構造が，神経節内の構造の保護に寄与する可能性は充分に

推測されるであろう ヒト食道では，機械的衝撃を受ける器官にみられるoxytalan，

elaunin，elastic fiberに

1977)が筋眉間神経叢に

よる弾性線組糸(elastic fiber system: Cotta-Pereira et a1

付随することも報告されている①e Souza et a1.,1988).

　　眉板状構造は，筋眉間神経叢に微細構造的に類似したモルモット胆嚢の神経節でも

報告されている(Combrookcs ct al.,1992).
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食道におけるNO作動性ニューロンの意義

　　　本研究では，食道の筋眉間神経叢に全長の平均で約70％にのぼる多数のＮＡＤＰＨ-ｄ

陽性細胞のが存在することが明らかとなった．この数値は，回じモルモッﾄの胃・小腸・

大腸における10-25％(Fumess et a1.,1994)に比べ大きな差異を示した．モルモット小

腸・大腸の筋眉間神経節細胞においてＮＯＳ免疫活性とＮＡＤＰＨ-ｄ活性の相関することが

報告されており(Young et a1.,1992)，また同材料の食道における相関性も予備的実験で

確認されていることから，これら多数のＮＡＤＰﾄI-d陽性神経節細胞はＮＯｲ乍脂性ニューロ

ンを表わすものと考えられる．

　　　では本研究で観察された多数のＮＯ作動性ニューロンは食道横紋筋部で一体どのよう

な機能を担うのであろうか.FangとChristensen(1993)はオポッサム横紋筋部食道に平

滑筋部と同様，多数のＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞を観察してその機能的役割の推定に苦心

した．何故なら，下部消化管では内在性ＮＯ作動性ニューロンが平滑筋線維に抑制性刺激

伝達を行うことが広く認められている一方(Brookes 1993; Konturek ＆Konturek

1995)，食道横紋筋は中枢由来の運動性ニューロンが直接支配を行うことが現在まで定説

とされてきたからである(Bieger＆Hopkins,1987; Cunnil垢ham＆Sawchenkoバ990;

Roman＆Gonella,1987).

　　　ところが，Neuhuber et a1,(1994)はAchE染色で描出されたラット食道横紋筋の多

くの運動終板にＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経終末が付随するのを観察し，ラット食道横紋筋支配に

は，中枢由来のコリン作脂性支配に加え，筋眉間神経叢由来のＮＯ作動性ニューロンも関

与する可能性を示唆した．

　　　本研究ではＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経終末が内輪・外縦走筋眉双方の運動終板に付随して

観察され，それら終末の幾つかは筋眉間神経叢まで追跡できた．筋展開神経叢と運動終板

との連続性を示す同様な所見はヨウ化亜鉛・オスミウム酸染色法によるモルモット食道筋

層全載伸展標本でも報告されている(Zhou et aL, 1996).また，本研究における微細構造
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レベルでのNΛDPLレd反応の検索でも，外来性神経束にはNADPIトd陽性練絹は約3％程

度であるのに対して，筋眉間神経最中の無髄神経線絹束では，その割合は約40％であっ

た，これらの所見を併せて考慮するとき，モルモット食道横紋筋もまたＮＯ作動性ニュー

ロンの支配を受けることが推測される．

　　　薬理学的研究により，LES平滑筋線維がＮＯ作脂性神経に

ことがイヌ(De Man et a1. 珀肘)やオポッサム(Tぃttrup ct a1.，

薬理学的研究により，LES平滑筋線維がＮＯ作脂性神経によって抑制性支配を受ける

１

991，Yamato et al

1992)の食道で報告されているが，Brookesら(1996)は逆行性追跡実験からモルモッ｜

LLSに投射する大多数のＮＯＳ陽性神経節細胞は食道体部に位置し，長い投射距離を持つ

ことを明らかにした．彼等はまた，それら多くのＮＯＳ陽性細胞が陰性のものに比べて有

意に大きい細胞体を持つことも報告している．ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞の数がレベルIV

の神経節で最も高い割合を示したことはこの報告と符合するものであり，おそらくは括約

筋への抑制性刺激伝達の生理的重要性を反映するものと考えられる。レベルIVにおいて大

型のＮＡＤＰＨ-ｄ陽性細胞の割合が(37％)を占め，レベル1(3％)のそれに比べて明らかに増

加することは，LESへの長い投射距離を持つ神経節細胞の存在に起因すると考えられる．

従ってモルモット食道全長を通じて認められる多数のＮＯ作脂性神経節細胞はLES平

滑筋線維のみならず横紋筋も支配する，主に運動性の役割を持つ神経節細胞であると考え

られる．この考えは運動性の神経節細胞の形態とされるDogie11型のＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経

節細胞が食道全長で多数観察されたことからも支持されるであろう この型の神経節細胞

はモルモット食道(Fumess et a1.バ994; Brookcs et al.，1996)や小腸(Costa et a1.，1992)

でも観察され，運動性神経節細胞と示唆されている．異なる犬きさのDogie11型神経節細

胞が腹部で混在する所見は長短それぞれの投射距離を持つ運動性の神経節細胞がこの部位

で共存することを示すものであろう．何れにせよ，レベルm，lvにおける単位面積あたりの

ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性細胞の割合の高さは腹部食道のよく発達した(肥厚した)筋層に深く関連す

るものと考えられる．
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ところで，食道筋層において，発達の過程で平滑筋細胞に完全に分化した細胞がさ

らに横紋筋細胞へと分化するiil能性(Patapoutian et al.，1995;Sang and Young， 1997)

については緒言に触れたが， こうした筋細胞は，迷走神経から支配を受ける以ij 削こ内在性

のＮＯ作ｍ性神経によって支配されることが示唆されている(sang and Young, 1997)

これらの報告は，遊動終板に付随するNADPI-1-d陽性神経終末の存在が形態形成期におけ

る神経支配の遺物に過ぎない可能性を含んでいるが，骨格筋細胞のＮＯによる弛緩促進

(Kobzik eL a1.,1994)やＮＯ作動性神経による骨格筋神経筋接合部の形成の報告(01iver et

aLけ996)は，食道にみられた多数のＮＯ作動性ニューロンの食道横紋筋支配における生理

的意義を支持するものと思われる．

一方，筋眉とは対照的に，筋眉間神経節内にNADPH-d陽性線組の終末がほとんど

認められなかったことは，モルモット小腸で示唆されているＮＯニューロンの介在ニュー

ロンとしての可能性(口cwcnyn-Smith et a1

的であることを示唆するものであろう．

1992; Young et al.，1995)が食道では否定

ＮＡＤＰＨ-ｄ反応の電子顕微鏡的検索

　　　NADPI I-d反応の微細構造レベルの観察では，反応産物は陽性細胞の核膜，小胞

体，ミトコンドリアおよびゴルジ装置の細胞内小器官の膜に付着して認められた．このよ

うな細胞体内の反応の分布は，ＮＯＳが膜に付着するタンパクであるとする生化学的研究

(Hiki ct al.，1992; Hecker et al.，1994)と符合し，中枢(Wolfet al.，1992; Faber-

Zuschratter,et al.，1994)および末梢神経系(Wang et al.，1995，1996)でのNADPH-d陽

性神経(節)細胞の電子顕微鏡的検索での報告と一致するものであり またこの手法の技術

的妥当性を支持するものと考える．

　　　神経終末におけるNOS/NADPH-d反応に関しては，小型の丸い無芯小脳と少数の

大型の有芯小出を含む神経終末内に散在する(モルモット小腹筋層間神経叢:Llewcnyn-
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SF�th et a1.1992)，小梨の丸い無芯小出の限界膜にのみ付着し有芯小出には反応が認め

られない(モルモット小腸粘膜下神経叢:Wallg et al.,1995，1996)，あるいは，シナプス

小自には反応が認められず，終末内の小自体膜に付着する(Wolfet al.，1992;Faber-

ZuschratLer,et a1.け994)等，幾つかの勤物種の中枢および末梢神経組織で観察され，反

応部位の微妙な差異も報告されている．しかしながら，本観察では，ＮΛＤＰＨ-ｄ陽性また

は陰性のどちらの神経節細胞にシナプス結合する終末にもＮＡＤＰＨ-ｄ反応が認められな

かったことは，モルモット食道筋別間神経節では，ＮＯニューロンの介在ニューロンとし

ての役割が否定的であることを強く示唆するものである．

まとめ

　　本研究では，０モルモット食道筋層間神経叢の網状構造が目側から胃噴門側に向

かって変化を示し，＠微細構造的には，筋眉間神経節としての基本的な組織構築をそなえ

る一方，神経膠細胞の形成する眉板状突起等，細部については種々の特徴的な構造を示す

ことが明らかとなった．

　　また，＠全神経節細胞の約70％がNADPH-d反応陽性であり，それらの多くが運動

性と推定されるDogieに型の形態を示すことが明かとなった．ｅ神経終末に関しては，多

くのＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経終末が運動終板に侵入して観察される一方，神経節内に終る陽性

終末は認められないこと，さらに，＠ＮＡＤＰﾄﾄd陽性線維は筋眉間神経叢の結合線維束に

は電子顕微鏡的に

なった．

も多数認められるが，外来性神経束には非常に乏しいことも明らかと

　　　以上のことから，食道横紋筋部筋眉間神経叢は，下部消化管平滑筋部にみられる筋

眉間神経節の基本的特徴を維持しながらも，食道固有の生理的機能を反映した構造を合わ

せ持ち，特によく発達したＮＯ作動性の神経節細胞は，主に運動性ニューロンとして横紋
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前を支配することが推定された．

　　　老年性嘩下困難患者では，食這松紋前部の筋眉間神経節細胞数の大幅な減少が報告

されている(Ｍｅｄ皿oﾄﾞHho,cta1.，1996).神経節細胞が迷走神経と共に食道横紋筋を二

重に支配するのであれば，その細出獄の減少が嘸下運動に影響することは十分に考えられ

ることである．今後は，従来の食道横紋筋支配の定説が修正され，神経節細胞の機能を重

視した食道横紋筋運動の研究が行われることを期待したい．
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付図説明

図↓　樹脂包理準超薄切片のトルイジンブルー染色標本によるモルモット食道壁

(レベルｍ)の縦断像．内腔よ引||帽 こ粘膜(Ｍ)，粘眼下結合組織(SM)，筋層(CMおよび

LM)が認められる．内輪走筋層(CM)と外縦走筋削(LM)の|
Ｉ
Ｉ

Ｉ
Ｉ jには筋別間神経叢の‥一部

　　　が認められる(矢印).X20

図2　　モルモット食道の領域区分を示す複式図

図3,4　モルモット食道筋削金蔵伸展標本のPGP9.5免疫組織化学(図3)およびＮＡＤＰＬトd

　　　組織化学(図4)による二重染色標本．神経節(G)とこれをつなぐ結合線維束(17)からな

　　　る一次神経叢の網状構築は全く同様に描出されることに注意(図/1).　X40

図5a-d　モルモット食道各部における筋層間神経叢の網状構築を示すNADPH-d組織化

　　　学染色全載伸展標本．神経節細胞が散在性に分布するため，レベル１では神経節と

　　　結合索との識別が明瞭でないが(図5a)，レベルＵの神経叢(図5b)では神経節細胞は

　　　次第に網目の交点に集まるようになり，さらにレベルｍ(図5c)およびレベルlvの神

　　　経叢(図5d)では神経節内に密集するようになる．また，レベルIV(図5d)では発達し

　　　た結合索に多数のＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経線維が含まれる．図5a-dは同倍率，　X50

図6a,b　PGP9.5免疫染色による食道頚部(図6a)および腹部(図6b)神経節の高倍率像

　　　食道上部の神経節細胞密度は低く，神経節細胞は神経節内に散在するが(図6a)，

　　　胃噴門側に向かって神経節細胞数は増加し，神経節内に密集する(図6b)，図6a,bは

　　　同倍率.　X80

図7a,b　S-100免疫染色による食道頚部(図7a)および腹部(図7b)神経節の高倍率像．神経

　　　膠要素は神経節細胞間を充填しており，食道上部で密に(図7a)，下部では疎に観察

　　　される(図6b).図7a,bは同倍率.　X80
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図8　モルモット食道筋層間神経節の電丿顕微鏡写真．神経節は横紋筋線維による内輪走

　　筋層(CM)と外縦走筋層(LM)の間の結合組織中に位置して観察される．Ｎ：神経節紺

　　胞，Ｇ：神経膠細胞.　X3000

図9　食道筋眉筋眉間神経叢の結合線維束中には有髄(矢印)および無髄(二重矢印)線維が

　　混在して観察される．Ｇ：神経節.　X2500

図10　神経節辺縁部の神経網に侵入する有髄神経線維．線維は侵入直的に髄鞘を失い

　　(矢印)，直後に膨大部(Ｖ)を形成する．膨大部および軸索には多数のミトコンドリア

―図

　が認められる.　X3000

1　神経節辺縁部を示す電子顕微鏡写真．神経節細胞の細胞質には，大型で不定形の

　穎粒(矢頃)や，多数のミトコンドリア，粗面小胞体およびゴルジ装置が認められ

　る．また，91iomamentを多く含む神経膠細胞の突起(*)が，ヘミデスモソーム様の

　構造を形成して神経節表面に配置されて認められる．この構造は，神経膠細胞によ

る層板状突起が 認められない部で観察される.　X6000

図12a,b,c　モルモット食道筋眉間神経節で観察された神経終末のうち主要な三型を示

す．小さな扁平小胞(25-40 × 50-80 nm)を主に含む神経終末(a).神経節表面に認め

　　　られた，小さな丸い小胞(直径40-60nm)を主に含む神経終末㈲．膜の分化がみられ

　　　ず，大型有芯小胞(90-120nm)のみを含む神経終末(c).図a,b x10000　図c x15000

図上3　モルモット食道筋眉間神経節表面に認められる複雑な陥入部．神経節表面の基底膜

　　　(矢印)より内部には結合組織は侵入しない．また，図のように神経線維の多い部位

　　　では神経膠細胞により個々に包まれることに注意.　X6000

図14　陥入結合組織(C)が，神経節の内部構造のように観察される部位．基底膜(矢印)に

より，神経節内部組織と限界される．Ｎ：神経節細胞，Ｇ：神経膠細胞.　X4500
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図15　モルモット食道筋眉間神経節表面に形成される特徴的な神経膠細胞の眉板状突起．

これらの突起により神経要素の神経節表面に占める割合は制限される．

Ｎ －
― 神経節細胞，Ｇ：神経膠細胞.　X7000

図16　層板状突起は神経節内部にも形成され，神経終末等の神経要素を同心円状に包ん

で観察される，同心円状の構造は神経線維の粗な部位で多く認められる．

　　　Ｇ：神経膠細胞.　X4500

図17a-e　NADPH-d組織化学およびPGP9.5免疫組織化学に よる神経節の二重染色標

本，ＮＡＤＰＨ-ｄ反応陰性神経節釦|胞(図a:矢印)は神経要素を標識するPGP 9.5免疫

染色で明るく，反応陽性神経節細胞(図a:二重矢印)はNADP11-d反応産物が核を除

く細胞体部の蛍光色を隠して観察される．図b,c,d,eは，同様の標本におけるレベル

I，H，Ⅲ，IVのそれぞれの神経節を示す．ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経節細胞の割合は食

道上部から下部にかけて増加する傾向を示す．また，上部では陽性および陰性神経

　　　節細胞ともに小型であるのに対し，下部(図c)では大型の陽性神経節細胞がみられる

　　　ようになる．図a　x150　図レe　x200

図18　食道各部で観察されたＮＡＤＰﾄI-d陽性Dogie1 1 型神経節細胞の描川装置による描

　　　画像.Dogie1 1 型神経節細胞は短い多数の樹状突起と一本の長く伸びる軸索で特徴

　　　づけられる．様々な大きさの神経節細胞が食道全長で認められたが，大型のものは

　　　食道下部でしばしば観察された.　X300

図19　ΛchE組織化学により染色された運動終板(矢印)とＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経線維との

　　　連続性を示す全載伸展標本．神経節には，Dogid l 型の陽性神経節細胞(*)が認め

　　　られる.　X350

図20a,b　外縦走(図a)および内輪走筋層(図b)に認められた運動終板の高倍率像，

ＮＡＤＰＨ-ｄ陽性神経終末（軸索膨大部）が，AchE陽性の運動終板に侵入して認めら

れる.　X1000
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図21　NΛDP1レd反応の微細構造上の局在を示す定子顕微鏡写真．陽性の神経節細胞(Ｎ)

　　では，反応庶物が，核肱小脳体，ゴルジ装置等の細胞内小器官の膜に認められ，

　　反応陰性の神経膠細胞(Ｇ)等の構造から明瞭に識別される.　X2000

図22a-c　膜の分化を示し，シナプス結合を形成する神経終末では，ＮΛＤＰトトd反応は認

　　められなかった(図ａ,ｂ)．ａ：小さな扁平小出を主に含むＮＡＤＰ１レd陰性神経終末．

　　ｂ：小さな丸い小胞を主に含む陰性神経終末レ切片の断面(矢頃)から遠い神経節細胞

の突起は染色され，断面に近い終末は無染色であることに注意．ｃ：膜の分化を伴

わず有芯小胞を主に含む終末には，細胞膜に沿ってＮＡＤＰﾄI-d反応が認められた．

　　　図23a　x12000　図23b,c　x8500

図23有髄および無髄線維を混在させる食道外股の外来性神経束．ＮＡＤＰﾄ1-d陽性線維

　　　(矢印)は稀にしか認められない.　X10000

図24　外来性神経東とは対照的に，筋眉間神経叢中の無髄神経線組来では，無髄線維の多

　　　くがＮＡＤＰＨ-ｄ反応に陽性を示す.　X7000
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八｜．レペル｜及びlvの神経叢におけるニューロンの大きさの比較．（）は％を不一d

細胞体面栢

　　　(μln2)

450

以下

450

-550

550

,650

650

-750

750

以|･ 合川

レベルＩ

ＮＡＤＰＨ-ｄ-

　陽性細胞

　陰性細胞

211（79％）

121（79％）

36（14％）

29（19％）

目(4％)

　2()％)

３【】％)

２(Ｉ恂

５(２％)

０

266

154

　　　　　　ＮＡＤＰＨ-ｄ-

レベルIV　　陽性細胞

　　　　　　　陰性細胞

114(40％)

35(64％)

37（13％）

14（25％）

28（10％）

3（5％）

50（17％）

　3（5％）

59（20％）
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