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周産期ラットにおける肺終末細気管支クララ細胞の観察
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緒 言

細胞内には微細線維,微 小管,中 間径線維か

らなる細胞骨格が存在 し,形 態維持のほか形態

形成,細 胞運動,分 泌など種々の細胞機能に関

与 している1).

これ らの細胞骨格の電子顕微鏡 による形態学

的研究の第一のステップは,細 胞内部の可溶性

基質 を細胞損傷の少ない条件下で除 くことであ

る.機 械的破砕や界面活性剤 による抽 出が,最

も一般的に用 いられて きた.し か し,こ れらの

方法は,培 養細胞の場合や細胞が組織表面にあ

る細胞の場合には有効 であったが,組 織内部の

細胞については,必 ずしも容易でなか った.佐 々

木 らは,こ の点の解決法 として, Hoglundら2)

が培養細胞で利用 した,低 濃度のグルタールア

ルデ ヒ ドを含む界面活性剤の溶液 を臓器灌流す

ることに より,肝3),腎4),肺3,5,6),膀 胱7),骨 組

織8,9,10)等の細胞骨格の観察を行 った.こ れらの一

連の研究の中で,ラ ッ トをはじめ種々の動物の

クララ細胞に多量の線維 の存在 を明 らかに し

た3,5,6).

クラ ラ細胞は主 として細気管支に分布する非

線毛細胞であ り,1937年Max Clara11)に よ り

は じめて詳細な記載が行 われた.大 量の滑面小

胞体 と膜に囲 まれた電子密度の高い顆粒によっ

て特徴づけられ12),外界 からの物質の代謝や数種

の蛋 白の分泌に関与している13).最近 では気道表

面か らの液体 の吸収に関与 しているとの機能 も

示唆 されている14)が,依然その機能の詳細は不明

な点が多い.

肺 は出生 を機に大 きな変化 を受ける臓器であ

り,出 生前後の生育は長年にわたる研究の対象

となってきた15).今 回,ク ララ細胞について も,

主 として周産期 ラッ トにおける変化をH.E.染

色,過 沃素酸-Schiff(PAS)染 色,透 過型電子

顕微鏡, Detergent灌 流法により詳細に観察 し,

グ リコーゲンの消長,細 胞内小器官の変化,細

胞内微細線維の変化 を追 うことにより細胞成熟

との関連を検索した.

材 料 と 方 法

動物は胎生10,20日,生 直後(出 生1日 目)

か ら出生7日 目のラッ ト(雄 ウィスター系)を

用いた.

1.　ヘ マ トキシ リン ・エオジン(H.E.)染 色

肺を切 り出し,10%ホ ルマ リン固定 し,通 常

の方法でパ ラフィン包埋 した.5μm厚 の切片を

作成 し,H.E.染 色 を行った.

2.　PAS染 色

切 りだ した肺の一部を0.5%過 沃 素酸を含む10

%ホ ル マ リン固定 し,通 常の方法で包埋 した.

5μm厚 の切片を脱パラフィンし, Schiff試 薬 に

15分 反応 させた.SO2洗 浄 液で2分3回 洗浄 し,

以下通常の方法でアルコール脱水,透 徹の後,

封 入した16).

3.　透 過型電子顕微鏡観察

ペ ン トバルビタールの腹腔内注射による麻酔

後,開 胸 し,心 臓左心室経由でペ リスタポンプ

を用いて緩衝液を灌流後,2.5%グ ル タールアル

デ ヒド溶液で灌流固定 した.ま た臓器灌流の困

難な胎仔肺は浸潤固定法によった.試 料 を1×

1×1mm以 下 にして更に2.5%グ ル タールアルデ

ヒ ド固定 した後,1% OsO4に よ り後固定 しアセ
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トン系列で脱水 し,エ ポンに包埋 した.ウ ル ト

ラ ミクロ トーム(Sorvall MT-5000)に よ り超

薄切片を作成 し,酢 酸ウラニル とクエン酸鉛に

より電子染色 し,透 過型電子顕微鏡(JEM100-

CX)に よ り80KVで 観 察 した.

4.　細 胞骨格観察

Detergent灌 流法については佐々木 らの方法

によった5).すな わちペ ン トバルビタールの腹腔

内注射に よる麻酔後,開 胸 し,心 臓左心室経由

でペ リスタポンプを用いて次の順で灌流 した.

① 緩衝液(NaCl 8g, KCl 0.4g, MgCl2・6

H2O 0.4g, NaH2PO4・2H2O 0.078g, Na2

HPO4・12H2O 0.151g, EGTA 0.76g, HEPES

 2.38g/liter, pH 7.0), 1-5分

②緩衝液に溶かした0.2% Triton X-100, 3-

5分

③緩衝液に溶かした0.2% Triton X-100と0.1%

グル タールアルデヒ ド混液,5-15分

④2.5%グ ル タールアルデ ヒ ド,5-10分.

この間,灌 流速度は15ml/min以 下 で行 った.

その後組織 を切 り出 し2.5%グ ル タールアルデヒ

ド中で更に浸潤固定 を行 った.グ ルタールアル

デ ヒド固定後,上 述の通 り,透 過型電子顕微鏡

用試料を作成 した.

結 果

1.　胎 生10日 目の肺.胎 生10日 目肺は腺様構

造を示 し,豊 富な間質の間に気道 を構成する上

皮が発育 していた(図1).気 管 と肺胞系の分化

はみられない.電 子顕微鏡 で観察すると,染 色

質が少な く,明 瞭な核小体 を含む,卵 円形の核

をもつ円柱形の細胞が上皮を形成 していた.し

ば しば内腔 よりに核 をもつ細胞 も観察 され,2

列上皮 を形成 していた(図14).こ れ らの細胞は

ミトコン ドリアも乏 しく,粗 面小胞体 もわずか

に存在す るにす ぎなかった.細 胞質全体 にグリ

コー ゲン と思われる顆粒が散在 し,PAS反 応弱

陽性 であった(図8).時 に分裂像が観察 され(図

1,15),グ リコーゲンはこれ らの細胞に も存在

していた(図15). Detergent灌 流法は行 わなか

った.

2.　胎 生20日 目肺.出 生直前になるとラッ ト

肺は急速に分化 を示す.気 管支の終末 も単層の

立方上皮に覆われ,明 るい細胞体 をもつ細胞 と

線毛細胞が区別 された(図2).PAS反 応 によ

り,ド ーム状に突出 した細胞が強陽性 を示 した

(図9).電 子顕微鏡で観察す る(図16,17)と,

暗調な細胞と明調な細胞が認め られた.暗 調 な

細胞は内腔面に短い微絨毛 と線毛 をもち,内 腔

面に線毛が認められない場合 も,細 胞膜直下に

線毛の基底部が観察 された.わ ずかのグ リコー

ゲン顆粒が存在す る.一 方,明 調な細胞はクラ

ラ細胞である.ク ララ細胞は立方形 で隣 りあっ

た細胞同志に接着装置や細胞膜陥入が認め られ

た.ま た,基 底部に円形ないし卵円形の核 を持

ちしばしば核 内に陥入が観察された.そ して最

も特徴的な像 は細胞質の大部分 を占める電子密

度の低い領域で,グ リコーゲン野 と考えられた.

それにともない細胞膜直下のご く狭 くなった領

域は電子密度が比較的高 く,こ の部分にわずか

の ミトコン ドリアが存在 し,粗 面小胞体は細胞

膜に沿って存在 していた.ま た,内 腔面に接 し

て小顆粒が認め られた.内 腔面の細胞膜直下に

わずかの線維構造が観察 された.　Detergent灌

流法で観察すると,細 胞膜直下 にわずかの網状

構造 を見 るのみで,核 上部の大部分の細胞質に

線維構造は現れなか った(図22).

3.　 出生1-3日 目の肺.出 生1-3日 の終

末細気管支の細胞は明調の細胞の中に暗調の細

胞が徐々に混在するようになった(図3,4,5).

PAS反 応により,陽 性を示す細胞と陰性に近 い

細胞が非連続的に配列 していた(図10,11,12).

電子 顕微鏡観察 では,細 胞質に広範なグリコー

ゲン野をもつ細胞(図18)に 加 えて,細 胞質の

電子密度の高い細胞が混在 していた(図19).後

者 の細胞の核は著明な陥入を示 し,し ば しば内

腔側にあ り,細 胞が内腔側に ドーム状に突出し

ていた.細 胞内,核 上部 に多数の ミトコン ドリ

ア,滑 面小胞体が出現 し,基 底部お よび,核 周

辺に粗面小胞体が観察 された.小 顆粒が時に観

察 された. Detergent灌 流 法により,核 上部の

突出した細胞質内に線維が観察 された(図23,

24,25).

4.　出生4-7日 目の肺.出 生4-7日 目の

終末細気管支の上皮は明調細胞がほとんど観察

されな くなった(図6,7).PAS反 応 により,
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図1　 胎 生10日 目肺.豊 富 な聞 質 の 中 に気 道 を構 成

す る上 皮 が観 察 され る.時 に分 裂 像(矢 印)

が 観 察 され る. H.E.染 色.(×320)

図2　 胎生20日 目肺.気 管 支 終 末 は単 層 の上 皮 よ り

な り,明 るい細 胞体 を もつ 細 胞 と線毛 細 胞(矢

印)が 観 察 され る. H.E.染 色.(×320)

図3　 出生1日 目肺.単 層の終末細気管支上皮は明

調な細胞と暗調な細胞が区別され,後 者の一

部には線毛が観察される. H.E.染 色.(×320)

図4　 出生2日 目肺.単 層の終末細気管支上皮は大

きな明るい胞体をもつ細胞と暗調の細胞が区

別され,後 者の一部には線毛が観察される.

 H.E.染 色.(×320)

図5　 出生3日 目肺.単 層 の終 末 細 気管 支 上 皮 は 明

る い細 胞(矢 印)が 減 少 して い る. H.E.染 色.

(×320)

図6　 出生4日 目肺.単 層 の終 末 細 気管 支 上 皮 に は

明調 の細 胞 はほ とん ど観 察 され な くなった. H.

E.染 色.(×320)
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出生4日 目以降,終 末細気管支の細胞は陰性で

あった(図13).電 子 顕微鏡により豊富 な線毛 を

もつ線毛細胞 とクララ細胞が終末細気管支 を構

成 していた.細 胞膜直下に網状の滑面小胞体が,

その内側に ミトコン ドリアが配列 し,核 上部 に

は多数の粗面小胞体が存在 し,そ れに ともない,

成 熟した電子密度の高い顆粒が増加 していた(図

20,21). Detergent灌 流法によ り,細 胞膜直下

および,核 上部の内腔に突出した細胞質-apical

 cap-に 豊 富な微細線維,微 小管が観察された(図

26,27).7日 目以降,滑 面小胞体,分 泌顆粒 を

特徴 とする成熟ラッ トに近い像が観察された.
図7　 出生7日 目肺.単 層の終末細気管支上皮は暗

調の細胞か らなり,表 面に被覆層(矢 印)が

観察される. H.E.染 色.(×320)

図8　 胎 生10日 目肺.PAS染 色.気 道 を構 成す る細

胞 は弱 陽 性 で あ る.(×320)

図9　 胎生20日 目肺終末細気管支.PAS染 色.ド ー

ム状に突出した細胞,円 形の細胞が強陽性を

示す.(×320)

図10　 出生1日 目肺終末細気管支.PAS染 色.陽 性

を示す細胞(矢 印),弱 陽性の細胞,陰 性の細

胞が混在するようになる.(×320)

図11　 出生2日 目肺終末細気管支.PAS染 色.弱 陽

性の細胞が観察される.(×320)
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考 察

クララ細胞は主 として終末細気管支上皮に存

在す る非線毛細胞で,陥 入のある核 をもつ立方

形の細胞である.細 胞質 は電子密度の高い顕粒

のほかに多量の滑面小胞体によって特徴づけら

れている12).細胞 内腔面に存在するドーム状の突

起(apical cap)は ア ポクリン分泌 との関連で記

述 された事 もある11,17).クララ細胞の主たる存在

部位 は終末細気管支であるが,種 によっては鼻

粘膜にまで存在 し18),また形態に差があるために,

その同定が困難 な場合があった.佐 々木 らは細

胞形態維持 と細胞骨格観察の両立 をはか り,低

濃度の グルタールアルデヒ ドを含むDetergent

灌 流法を考案 し,種々の臓器に応用 してきた3-10).

左 心室に注入 したDetergentを 含 む灌流液は大

動脈を経由して全身に灌流されるだけでな く,

一 部はしばしば右心房か ら肺の方へ逆流 し 肺

図12　 出生3日 目肺終末細気管支.PAS染 色.弱陽

性の細胞,核 周囲が染まる細胞が多く観察さ

れる.(×320)

図13　 出生4日 目肺 終 末 細 気管 支.PAS染 色.上 皮

は陰 性 とな っ てい る.(×320)

図14　 胎生10日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

気道を構成する二列上皮は卵円形の核をもつ

円柱細胞でわずかのミトコンドリアが存在す

る.グ リコーゲン顆粒 も観察された.(×2860)

図15　 胎生10日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

しばしば分裂像が観察された.(×4700)
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図16　 胎生20日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

暗調な細胞は線毛細胞で,内 腔側に線毛の基

底部を認める.クララ細胞は陥入した核をもち

広範なグリコーゲン野を特徴とする.(×4500)

図17　 胎生20日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

暗調な細胞は線毛細胞である.ク ララ細胞は

広範なグリコーゲン野をもち細胞周辺にわず

かの細胞内小器官が観察される.(×4600)

図18　 出生1日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

出生1-3日 目に観察される明調のクララ細

胞の例である.核 の陥入も少なく,広 範なグ

リコーゲン野をもつ.(×4000)

図19　 出生1日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

出生1-3日 目に観察される暗調のクララ細

胞の例である.核の陥入 も著明で滑面小胞体

(矢印大),ミ トコンドリアが増加している.小

顆粒(矢 印小)が 時に観察される.(×5400)
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図20　 出生4日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

出生4-7日 目に観察されるクララ細胞の例

である.核 の陥入は著明で細胞表層から核上

部に滑面小胞体(矢 印小),ミ トコンドリア,

粗面小胞体(矢 印大)が 配列し,顆 粒が増加

している.(×5800)

図21　 出生4日 目無処理肺の透過型電子顕微鏡像.

出生4-7日 目に観察されるクララ細胞の例

である,核 の陥入は著明で細胞表層から核上

部に滑面小胞体(矢 印小),ミ トコン ドリア,

粗 面小胞体(矢 印大)が 配列 している.(×

7100)

図22　 胎 生20日 目Detergent処 理 した肺の透 過 型 電

子 顕 微 鏡像.広 範 な グ リコー ゲ ン野 の 中 に線

維 は 観 察 さ れ なか った.(×8800)

図23　 出生1日 目Detergent処 理 した肺 の透 過 型 電

子 顕 微 鏡 像.内 腔 側 に あ る細 胞 質 の 突 起,

 apical capに 線維 が 観察 され た.(×23000)



972　 和 田 龍 彦

図24　 出 生2日 目Detergent処 理 した肺 の透 過 型 電

子 顕 微 鏡像.内 腔 側 に あ る細 胞 質 の 突 起,

 apical capに 線 維 が観 察 され た.(×25000)

図25　 出生3日 目Detergent処 理 した肺 の透 過 型電

子 顕 微 鏡 像.内 腔 側 に あ る細 胞 質 の 突 起,

 apical capに 線維 が 観 察 され た.(×30500)

図26　 出生4日 目Detergent処 理 した肺 の透 過 型 電

子 顕 微 鏡 像.内 腔 側 に あ る 細 胞 質 の 突 起,

 apical capに 線 維,微 小管(矢 印)が 観 察 さ

れ た.(×22700)

図27　 出生7日 目Detergent処 理 した肺の透過型電

子顕微鏡像.細 胞膜直下から核にかけて豊富

な線維が観察された.(×22600)



周産期 ラッ ト肺 のクララ細胞　 973

胞,細 気管支から気管に至 る気道 を通 って鼻孔

から流出 した.こ の間,気 道の細胞は効率 よ く

Detergentの 作用 を受け,特 に クララ細胞の

apical capに 多量の線維が存在することが明 ら

か となった3,5,6).これ らの線維 はア クチンとサイ

トケラチンであることが同定 され19),ク ララ細胞

に特徴的 な像 である事,ま たapical capが ア ポ

クリン分泌 を示す ものではな く,安 定な構造の

一部 であるこ とが示唆された

肺 は生直後か ら酸素の暴露を受ける部位であ

り,肺 胞を構成す る上皮 も形態学的に著明な変

化が観察 され るところである20).今回,ク ララ細

胞についても周産期 のラットを用いて, H.E.,

 PAS染 色 法など光学顕微鏡レベルの観察を含め

て,グ リコーゲンの変化,細 胞内小器官の変化,

細 胞骨格の変化 を電子顕微鏡, Detergent灌 流

法によ り観察 した.そ の結果,胎 生ラッ トの ク

ララ細胞はグ リコーゲンで満たされてお り,多

量の線維は存在 しない事,生 直後から3日 目の

間にグリコーゲンが減少 し顆粒はほ とん ど観察

されない事,4日 目以降,グ リコーゲンはほ と

ん ど消失 し,7日 目までは細胞膜直下か ら核上

部 にかけて,滑 面小胞体,ミ トコン ドリア,粗

面小胞体が配列 し,顆 粒が増加す る事,ま た,

線維は生直後から増加する事 などが観察された.

グ リコーゲンは胎生初期から肺を構成する種 々

の細胞に存在す る事が知 られている.マ ウスに

おいて も胎生12日 か ら胎生17日 までの気道の細

胞でdark cellとlight cellに グ リコーゲン野

が観察され,胎 生20-21日 には非線毛細胞が大

量のグ リコー ゲンをもつ事が観察 されている21).

胎生18日 ラ ッ ト肺 において肺胞に分化す る未分

化の立方上皮 もまた大量のグ リコーゲンをもっ

ている20).これ らのグリコーゲンの消失が層板小

体(lamellar body)の 形 態形成の時期 と一致す

る事か ら,そ の形成のためのエネルギー源とな

っていると考 えられたこともあった22)が,今 日否

定的である23).ク ララ細胞の場合,グ リコーゲ ン

は出生4日 目にほぼ消失する事がPAS染 色法

や電子顕微鏡法によ り明らか とな り,こ の間,

線維の形成,顆 粒 の形成が惹起される事から,

両者の関連が考え られ るが,犬 の クララ細胞は

成犬において もグリコーゲンをもつ24)事か ら,大

量のグリコーゲンが クララ細胞の成熟に利用 さ

れたとは考えに くく.今後の研究が必要である.

胎 生期におけるクララ細胞の細胞骨格につ い

ては細胞膜直下にわずかに存在するにす ぎなか

った.こ の部位-subplasmalemmal zone-の 線

維については膵臓でも観察 されている25).生直後

か ら細胞膜直下のみならず突出した細胞質の中

に も検出された.こ れらの線維が新 たに合成 さ

れたものである事は, In situハ イブ リダイゼー

ション法により明らかとなっている26).顆粒 が増

加する時期(出 生4-7日 目)以 前か らア クチ

ン線維は活発に合成されている. apical capの

線維が細胞膜 と結合 している像が得 られている

事5)か らも,線 維 と顆粒分泌など細胞機能 との関

連が示唆 されたが,膵 臓で観察 されるよ うな,

しばしば顆粒のまわ りに存在する線維25)は,ク ラ

ラ細胞については明 らかでなかった.今 回の報

告はMassaroら27)の 細 胞内小器官についての報

告 と一致 していた.ク ララ細胞は生直後か ら成

熟 しは じめ,顆 粒か らの分泌物の放 出も起こる

と考 えられ るが,出 生直後か らの線維の形成は

このような細胞成熟の最初のステ ップ としてそ

の後の細胞機能の獲得 と密接な関係のある事が

示唆された.

結 論

クララ細胞は主 として終末細気管支に分布す

る非線毛細胞であ り,大 量の滑面小胞体 と膜に

囲 まれた電子密度の高い顆粒によって特徴づけ

られている.今 回,主 として周産期のラッ ト(胎

生10,20日,生 直後-出 生7日 目)の クララ細

胞について,グ リコーゲンの変化,細 胞内小器

官の変化,細 胞骨格の変化をH.E.染 色,PAS

染色,透 過型電子顕微境, Detergent灌 流法に

より詳細に観察 した.

胎生10日 目の肺は腺様構造 を示 し,気 道は し

ば しば2列 上皮の円柱形の細胞か らな り,ミ ト

コン ドリア,粗 面小胞体 もわずかに存在す るに

す ぎなかった.細 胞質全体にグリコーゲンと思

われ る顆粒が散在 し,PAS反 応 は弱陽性であっ

た.

出生直前の細気管支は暗調 な細胞(線 毛細胞)

と明調 な細胞(ク ララ細胞)か らなる単層の立
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方上皮に覆われ,ク ララ細胞の核上部 はPAS反

応 強陽性で電子密度の低 い領域,グ リコーゲン

野 に特徴づけられていた.細 胞膜直下の電子密

度の比較的高い領域にわずかの ミトコン ドりア,

粗 面小胞体,小 顆粒,線 維構造が観察された.

出生直後から出生3日 目の クララ細胞は核上

部 に多数の ミトコン ドリア,滑 面小胞体,基 底

部お よび,核 周辺に粗面小胞体 をもつ細胞が混

在す るようにな り,小 顆粒が時に観察された.

PAS反 応 陽性を示す細胞 と陰性に近い細胞が非

連続的に配列 していた.ま た,核 上部 の突出 し

た細胞質内に線維が観察 された.

出生4-7日 目のクララ細胞は,細 胞膜直下

か ら核上部にかけて網状の滑面小胞体,ミ トコ

ン ドリア,粗 面小胞体 が配列 し,成 熟 した電子

密度の高い顆粒が増加 していた.細 胞膜直下お

よび,核 上部 に微小管,微 細線維が観察 された.

PAS反 応 は,陰 性 となった.

出生7日 目以降の肺 には成熟 ラッ トに近い像

が観察 された.

これ らの結果,ク ララ細胞は生 直後から成熟

しは じめ,顆 粒からの分泌物の放 出も起 こると

考えられるが,出 生直後か らの線維の形成はこ

の ような細胞成熟の最初のステップとしてその

後の細胞機能の獲得 と密接な関係のあ る事が示

唆された.

稿 を終えるに当たり,長 年ご指導いただいた故大

塚長康教授,ま た実験指導,原 稿のご校閲をいただ

いた佐々木順造教授,苅 田成人技官ほか解剖学教室

第一講座の諸兄姉に深甚な感謝の意を表します.
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The nonciliated bronchiolar epithelial (Clara) cells are principally distributed in the distal 

airway, and characterized by the presence of abundant agranular endoplasmic reticulum and 

electron-dense granules. In the present study, changes in the glycogen, intracellular organel

la and cytoskeleton occurred in perinatal rat Clara cells were studied by H.E. staining, PAS 

staining, transmission electron microscopy and detergent perfusion method.

The cytoplasm of Clara cells in the prenatal rat contained glycogen and was intensely 

positive on PAS staining. In 1 to 3-day-old rat, Clara cells with abundant mitochondria, 

smooth-surfaced endoplasmic reticulum, and filaments in supranuclear area appeared among 

glycogen-rich Clara cells.

In 4 to 7-day-old rat, almost all Clara cells showed no PAS reaction, increased electron

dense granules concomitant with the increase of rough-surfaced endoplasmic reticulum. 

Abundant filaments and microtubules were observed in the supranuclear area.

These results suggest that Clara cells mature after birth and filament formation in these 

cells occurs with cell maturation and function.


