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Long－EvansラットMyeloschisisモデルにおける
　　　神経上皮のOvergroythとDNA合成
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Long－EvansラットMyeloschisisモデルにおける神経上皮のOvergrowthとDNA合成

　　　　　　　　　　　　（MyeloschisisにおけるOvergrowthとDNA合成）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蝶　野　吉　美

Overgrowth　and　DNA　synthesis　of　neuroepithelium　in　embryonic　stages　of

induced　Long－Evans　rat　myeloschisis

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Yoshimi　Chono

’
身
、
層

　　　　　Department　of　Neurosurgery，

Hokkaido　University　School　of　Medicine，

　　　　　　　　Sapporo　060，　Japan
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Summary

　Overgrowth　of　the　myeloschisis，　namely　the　excessive　amount　of　the　neural

Plate　tissue，　has　been　reported　in　the　human　myeloschisis．　However，　it　is

still　debatable　how　the　overgrowth　develops　and　whether　the　overgrowth　is

the　cause，　or　the　secondary　effect　of　spinal　dysraphism．　The　author

induced　myeloschisis　in　the　fetuses　of　Long－Evans　rats　by　the　administ－

ration　of　ethylenethiourea　（ETU）　to　pregnant　rats　on　day　10　0f　gestation．

The　fetuses　were　removed　l　hour　after　the　treatment　with　bromodeoxyuridine

（BrdU）　to　the　dams　on　day　14　and　21．　The　fetuses　were　fixed　in　alcohol　and

embedded　in　praffin．　H－E　staining　and　the　immunohistologic　examination

were　performed　on　the　staining　Patterns　to　anti－neurofilament　（NFP），　anti－

91ial　fibrillary　acidic　protain　（GFAP＞　and　anti－BrdU　antibody　by　ABC

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，

method．

　On　day　14，　the　lateral　portion　of　everted　neural　plate　showed　a　loose

arrangement　of　cell§　　and　there　was　rosette　formation　in　the　mesoderm．

On　day　21，　Cell　necrosis　was　observed　at　the　dorsolateral　portion　of　myeIo

schisis，　although　the　ventral　portion　showed　almost　normal　cytoarchi－

tecture　and　was　positive　to　NFP　and　GFAP．　The　cause　of　myeloschisis　in

this　model　is　supPosed　to　be　the　local　and　direct　cytotoxic　effect　of　ETU

to　neuro－ectodermal　junction．
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On　day　14，　control　animals　contained　few　BrdU－incorporated　cells　at

the　basal　plate　of　neural　tube．　ln　contrast，　everted　neural　plate　showed

an　active　uptake　of　BrdU　diffusely　in　the　subependymal　matrix　layer　cells．

Overgrowth　was　not　yet　identified．　On　day　21，　overgrowth　of　myeloschisis

was　found　in　spite　of　a　few　positive　cells　to　BrdU　which　was　identical　to

the　control　anirnals．　These　findings　seem　to　suggest　that　cells　in　the

myeloschisis　retain　their　ability　of　DNA　synthesis　for　longer　periods　of

development　and　overgrowth　found　on　day　21　is　possibly　a　secondary　effect

of　spinal　dysraphism　in　this　model．

’

Key　Words　：　myeloschisis，　DNA　synthesis，　overgrowth，　brornodeoxyuridine，

　　　Long－Evans　rat，　ethylenethiourea，
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　　　　　　　抄　録
　脊髄裂（以下　Myeloschisisとする）部分の

overgrowth、　すなわち神経上皮組織の体積の

増大は、　ヒトmyeloschisisにおいて報告され

てきた。　しかしovergrowthがいかにしておこ

るのか、　また神経管閉鎖不全の原因か二次的

な結果かは、　議論のあるところである。　著者

は、　妊娠10日のLong－Evansラットにethylene

thiourea（ETU）を投与し、　胎仔にmyelo－

schisisを誘発した。　胎仔は妊娠14日と21日に、

母胎にbromodeoxyuridine（BrdU）を投与した
1時間後に、　帝王切開にて採取された。　胎仔
　　　　　　　　　　りはアルコール固定後、　パラフィン包埋切片と

され、　H－E染色ならびに、　neurofilament（NF

P）、　　glial　fibrillary　acidic　protein　（　GF

AP＞およびBrdUにつき、　ABC法により免疫組織

学的に検索された。

胎令14日の本モデルでは、　外反翻転した神経

上皮の外側部分は細胞数の減少、　配列の乱れ

を示し、　神経上皮下の中胚葉にロゼットの形

一3一



成がみられた。　胎令21日では、　myeloschisis

背外側部分に細胞壊死の所見がみられた。　し

かし、　myeloschisisの腹側部分は、　ほぼ正常

の細胞構築を保ち、　かっコントロール同様NF

P、GFAPに陽性であった。　本モデルのmyelo－

schisisの原因は、　neuro－ectoder」nal

juncti◎n部に限局した、　ETUによる直接の細胞

毒性が推定された。

　胎令14日の対照群では、　神経管の基板には、

ほとんどBrdU陽性緬胞は認められなかった。

これに比し、　同胎令のmyeloschisisモデルで

は、　上衣下の胚芽層のほぼ全域の細胞に、　一
　　　　　　　　　　　様なBrdUの取り込みがみられた。　しかし

myeloschisis部分のovergrowthは、　まだ認め

られなかった。　胎令21日の本モデルでは、

myeloschisis部分は明らかにovergrowthして

いたが、　BrdU陽性細胞は対照群と同様に小数

であった。　これらのことから、　本モデルの

myeloschisis部分の細胞は、　発生のより長期

間にわたってDNA合成能を有し、　胎令21日にみ

一4一

・今

られたovergrowthは、　神経管閉鎖不全の二次

的な結果である可能性が示唆された。

一5一
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　　　　　　　はじめに

　脊髄裂（以下myeloschisisとする）の病因

として従来さまざまな説が提唱されてきたが、
1・2・3・4・5・6・7）これらのなかで最新のものは、

overgrowth　and　reopening説7）で、　ニワトリ

胚に誘発されたmyeloschisisモデルの組織学

的検討から導かれたものである。　このmyelo－

schisis部分のovergrowth、　すなわち神経上皮

の過剰発育による体積の増加の所見は1946年、

Patten2）がヒト胎芽（8mm）の仙骨部myelo－

schisisの切片において、　その体積の増加をは

じめて指摘し用いたものである。　その後、　ヒ

トmyeloschisisにおけるovergrowthは人工産

物によるものではなく、　広くみられる所見と

された8・9・1e）。　同様の所見が、　さまざまな薬

剤により誘発されたmyeloschisis動物モデル
においても報告されている7・11，12・13）。　しか

しいっごろovergrowthがおこり、　またover－

growth自体がmyeloschisisの原因か結果かは
議論のあるところである。　前述のPatten2）は、

一一 U一
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発生学的に神経管形成がおこる前段階にある

ヒト胎芽（8mm＞のmyeloschisis部にover－
growthがみられたことより、　局所的なover－

growthが神経管閉鎖不全の一次的な原因であ
ることを示唆した。　Osakaら14）はやはり、　神

経管閉鎖の前段階にあるヒト胎芽のmyelo－

schisis部にovergrowthを認めたが、　これは神

経管閉鎖不全を補おうとする二次的な反応と
解釈した。　一方、　Hsuらi5）は、　myeloschisis

をおこす変異マウスにおいて、　神経管形成の

初期には、　神経上皮の全長がむしろ短縮して

いることを示し、　overgrowthは神経管閉鎖不
　　　　　　　　　　ユ全の一次的な原因ではないとしている。

　さらには最近、　colchicineによる細胞分裂

の研究や3H　thymidine　autoradiographyによ

る細胞周期の研究により、　overgrowthを細胞

増殖の意味からとらえようとする試み15・16・

17）や、．　免疫組織学的検討により病変部神経上

皮の分化度を明かにしようとする試みもされ
つつある7）。　本研究は、　myeloschisisにおけ

一7一
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る神経上皮のovergrowthの意味を、　神経組織

の体積の増加のみならず、　DNA合成ならびに中

間径線維の発現の面から、　より総合的にとら

えようとするものである。

　　　　　　　方　法

LMyeloschisisモデルの作製とBrdUの標識
　Myeloschisisモデルの作製はSatoら11）に従

い、　Long－Evansラット胎仔に、　元来抗真菌薬

であるethylenethiourea（2－lmidazolidine－

thione、　以下ETU、　東京化成工業）を用いて誘
発した。方法の概略をFig．1に示す．まず膣スFil、i

メアの検鏡にて発情前期にあることが確認さ
れた12－14週令の雌L－Eラットを一晩、　雄と同
居　さ　せ　た。　　翌朝、　　再度腔　ス　メ　ア　を　検鏡、　　精子

が認められたものを交配が成立と判定し妊娠
第0日（Satoらは第1日）とした。　以後妊娠を

継続させ、　胎仔の神経管形成が始まるとされ

る妊娠第10日18）の8：00－10：00a．rn．に、　ETU

を体重あたり160rn　g／kg、　生理食塩水溶液とし

て母獣に経口投与した。　妊娠第14日と21日に

一8一
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bromodeoxyuridine（以下BrdU）を体重あたり
20mg／kg、　生理食塩水溶液として母ラットの腹

腔内に投与、　その1時間後に帝王切開を施行

し、　胎令14日と21日の胎仔を得た。　なお対照

群としてETUおよびBrdU投与の際、　生理食塩水

のみ与えた母ラットから胎仔を用いた。

II．免疫組織染色と使用抗体

　得られた胎仔を70％アルコールで固定後、

腰三部を体軸に垂直に薄切し、　6μのパラフィ

ン包埋切片を作製した。　これらにっき、　ヘマ

トキシリンーエオジン染色　（以下H－E染色）

とともに、　中間径フィラメントとBrdUにつき

ABC法にて免疫組織染色を施行した。　使用した

抗体は中村脳神経外科記念病院、　鎌田　一先

生より供与された抗glial　fibrillary　acid－

ic　protein　（以下GFAP）ウサギ血清、　抗160

kneurofilament　protein（以下NFP）ウサギ

血清と抗BrdUマウスモノクローナル抗体
（Becton　Dickinson，　lnc．）である。

内因性ペルオキシダーゼは0．3％H202メタノー

一9一
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ル溶液にて不活化した。　BrdU染色の際は、　一

次抗体を作用させる前に、　2N塩酸にて30分間

の加水分解操作を加えた。　発色はdiamino－

benzidine　tetrahydrochlorideにて行い、　ヘ

マトキシリンにて核染した。

　　　　　　　結　果

1．　催奇形頻度とその種類
　得られた胎仔の概略をT、ble　1に示す。胎Tdble　S

令14日のmyeloschisisモデルは3匹の母獣から
生存13胎仔中計4仔、　30．7％に得られ、　胎令21

日のmyeloschisisモデルは5匹の母獣から生存
34胎仔中計6仔、　17．6％に得られた。　明かな体

表合併奇形は尾の低形成ないし無形成のみで、

このほか鎖肛が疑われるものを少数認めた。

II．　胎令21日のmyeloschisisモデル
　A．　形態学的所見：　外観上胎仔は対照群に

比しひとまわり小さく、　尾は欠損し、　腰仙部
に皮膚に覆われない小腫瘤を認めた（Fig．2a）。Fc竃・21，

組織学的にも皮膚、　椎弓の欠損、　露出した脊

髄背側部の癒合不全と中心管の開放、　脊髄前

一一
P0一一
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方に嚢胞腔の形成と脊髄神経節の残存等が認

められ、　myelosehisisの所見であった（Fig．
2b）。同胎令の対照群（Fig．3左側）と比較Ftg・・！

すると病変部で脊髄組織の体積は著明に増大
しており、　脊髄腹側部の細胞構築は保たれて

いたが、　脊髄背外側部は炎症細胞浸潤を伴う

壊死組織であった（Fig．3右側）。

　B．　免疫組織学的所見：　前角の腹外側部の

大型細胞（Fig．4a）および脊髄神経、　脊髄神F宅4

経節細胞はNFP陽性であり、　脊髄背外側部を除

いて軟膜表面に向かう細胞性線維はGFAP陽性
であった（Fig．4b）。　これらは脊髄背外側部

を除くと対照群と同様の所見であった。　BrdU

染色も対照群と同様で上衣細胞と脊髄実質内

の小型細胞にBrdUの取り込みが散見されるの
みであった（Fig．4c）。

IIL胎令14日のrnyeloschisisモデル
　A．　形態学的所見：　外観上は尾芽が欠損し、

後肢芽レベルの背側正中部に皮膚ごと外側に
翻転開裂した病変を認めた（Fig．5a）。　組織R35

一一 P1一
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学的にも神経上皮が外側に翻転露出したいわ

ゆるplacodeを呈し、　その最外側部分で皮膚へ

の移行部は細胞数の減少、　配列の乱れがあっ

た。　また神経上皮下の中胚葉内には脊髄神経

とともにロゼットが形成されていた（Fig．5b）
。同胎令の対照群（Fig．6a）と比較して、　神R3・6

経上皮の体積の増大はなかった（Fig．6b）。

このほか小数に神経管閉鎖不全部分が

placode構造をとらず、　ロゼット状の細胞集塊

のみからなるものが認められた。

　B．　免疫組織学的所見：　NFPは脊髄神経に陽

性であったが、　GFAPは陰性でいずれも対照群

と同様の所見であった。　BrdUの取り込みは、

対照群においては、　神経管腹側の基板ではほ
と　ん　ど　み　ら　れず、　　主　に　背　側　　翼板　の　中　層約　1／3

にみられた（Fig．6a）。　myeloschisisモデルで

は細胞数の減少、　配列の乱れを呈した

placodeの最外側部分を除いて、　上衣下の胚芽

層のほぼ全域の細胞に、　一様にみられた

（Fig．6b）。　以上myeloschisis部分の組織学

一12一

的所見をTable　2にまとめた。　　て’6し』le．え

　　　　　　　考　案

　Patten2）はmyeloschisis部分の神経上皮の

overgrowthが神経管閉鎖前の胎生期にあるヒ

ト胎芽（8mm）にみられたことより、　over－

growthがmyeloschisisの原因となる可能性を
示唆した。　一方、　多数の出生前ヒト脊髄髄膜

瘤の検討結果から神経管癒合の初期過程との
区別が難しいとの指摘もあり1e）、　over－

growth自体がmyeloschisisの原因か結果かは
議論のわかれるところである。　この検討のた

めには多くの動物モデルを得、　胎生期にさか

のぼって組織学的に検索するのがひとつの方
法である。　しかし、　報告されているさまざま

な催奇形薬剤のなかで、　簡略な方法で、　かっ

高頻度に二分脊椎を誘発するものは少ない。

すなわちトリパン青19）、　サリチル酸13）は複

数回の投与を必要とし、　ビタミンA2e）は催奇
形率4．9％　と　さ　れて　い　る。　　こ　の　点、　　わ　れわ　れ　の

使用したETUは1回の経口投与で41．4ないし
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68．8％と高い催奇形率が報告されている11）。

著者らの誘発率は17．6ないし30．7％で、　他の

薬剤に比較するとやはり高頻度であった。　得

られたモデルは組織学的にmyeloschisisの所

見を示し、　ETUはmyeloschisisに用いる催奇形

薬剤として有用と考えられた。

1．　本モデルにおけるmyeloschisisの発生機

序について

　ETUの胎生期中枢神経系に対する作用として
その細胞毒性による神経組織の変性、　壊死と、

残存する神経細胞の過剰な再生反応によるロ

ゼット形成が指摘されている11・2D。　自験例

のうち胎令14日の小数にみられたように、　神

経管閉鎖不全部分がplacode構i造をとらずロゼ

ットの集塊のみからなるものは、　この細胞毒

性による神経組織の変性、　壊死が高範囲で、

残存する生存細胞の組織再生反応が無秩序に
おこなわれたものと推定される。　一方、　胎令

14日に細胞配列の乱れ、　DNA合成細胞の減少が

外反翻転した神経上皮の外側部に限局し、　胎

一14一一
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令21日においても脊髄背外側部に限局して変
性、　壊死の所見がみられたものは、　ETUの細胞

毒性がneuro－ectodermal　junction部に限局し

て作用したものと推定された。　胎令14日の本

モデルにおいて、　神経上皮下の中胚葉内にみ

られたロゼットの形成も、　神経上皮の細胞障

害にたいする組織再生反応を反映するものと
思われる。

　neuro－ectodermal　junction部に限局した細

胞配列の乱れ、　ロゼットの形成は、　Rokosら2

2）もトリパン青を胎令3から14日（精子が認

められた日が妊娠第1日）に母獣に投与して得

られた二分脊椎ラット胎仔に認め、　これより

一度閉鎖した神経管が再び開いた可能性を述

べている。　しかし二分脊椎の発現時期が神経

管閉鎖完了の前後いずれかを論ずる上では、

組織障害の部位のみからその時期を推定する
のは困難である。　また授精時間の同定や、　薬

物の胎児への経胎盤的移行動態が明確でない

ことなど、　催奇形薬剤による神経管閉鎖不全
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動物モデルには限界がある。

II．　myeloschisisの組織学的分化度につい
て

　ヒト脊髄髄膜瘤の剖検例における組織学的
検討から、　その最も一般的な細胞構築形態は、、

前角が正常類似の神経細胞核配列を示すのに

対し後角は壊死組織がより多く、　細胞構築が

はっきりしないというものである23）。　自験例

のL－Eラット実験モデルにおいても同様の所見

であった。　中枢神経系の発生分化度を反映す

るものとして、　形態的基準以外に細胞の起源

により特異性を示す細胞内骨格要素である中
間径線維があるb　しかし従来、　臨床例におい

ても実験動物モデルにおいても、　これらに関

する免疫組織学的検討はほとんどなされてい
ない。　Oiら7｝はGFAPに関して、　実験的に誘発

された　ふ卵後18日から21日のニワトリ胚

placodeでは陰性であったが、　生後4日の剖検

によるヒトmyeloschisisでは対照群同様、　間

質に陽性であることを示した。　正常ラット胎

一16一

仔の脊髄においては、　NFPは授精第12日目に前

根が出る脊髄前外側部分に陽性で、　GFAPは18

日目に前索内を軟膜表面に向かう線維の一部
に陽性であることが知られている24）。　しかし

ラットmyeloρchisisモデルにおける報告はな

い。　我々の結果ではmyeloschisis部において

も、　NFPは14日目ですでに脊髄神経に陽性で、

21日目には前角の腹外側部の大型細胞に陽性
であった。　GFAPは14日目では陰性であったが、

21日目では脊髄背外側部を除く部位で軟膜表
面に向かう細胞性線維に陽性であった。　これ

らより本myeloschisisモデルにおいては、　脊

髄腹側部分は　ETUないし神経管閉鎖不全の影

響をまぬがれ、　形態的のみならず機能的にも

神経細胞ないしダリア細胞へと分化しうるこ
とが示された。　Oiら7）は、　ふ卵18日から21日

目のニワトリ胚において、　myeloschisis部分

のみがneuron－specific　enolaseならびに

Kluver－Barrera染色に強陽性であったことよ
り、　病変部神経組織の早期分化を示唆してい
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る。　本モデルの胎令14日においては、　対照群

同様NFP陽性、　GFAP陰性で、　このような早期分

化の所見は得られなかった。

IIL　overgowthの発現時期とDNA合成について

　myeloschisis部分の神経上皮の体積は対照
群に比し、　組織切片上の比較からは胎令21日

には著明な増大が示されたが、　胎令14日には

大きな差異はなかった。　胎令21日にみられた

脊髄組織の体積の増大は少なくとも脊髄前半

部においては細胞構築が保たれつつ秩序だっ
てなされていた。　胎令14日に外観上一見体積

が増大しているようにみえるのは、　いわゆる

placodeを呈する神経上皮が、　左右に大きく開

裂しているためとも考えられる。　ラットの正

常発生上、　神経管の形成は胎令10．5から10．7

5日に始まり、　11．5から12日の後神経孔閉鎖に

終わるとされ18》、　胎令14日は前角運動細胞や

後根神経節が形成されている時期である25）。

技術上の制約から神経管形成時期の本モデル

の検索はなされなかったが、　overgrowthは神

一18一

経上皮の体積の増大という意味では、　神経管

形成時期を越した胎生中期以後に、　神経管閉

鎖不全の影響として二次的に起こる可能性が
示唆された。　Hsuら15）も、　myeloschisisを呈

する変異マウスにおいて、　神経管形成の初期

には、　神経上皮の全長がむしろ短縮しており、

胎令13．5日に病変部位の成長加速が明かとな
ることを報告している。　Oiら7）は、　神経管閉

鎖時期をすでに越したニワトリ胚に様々な催

奇形薬剤を作用させ、　局所のovergrowthを伴

ったmyeloschisisが誘発されることを示した。

　ところで神経上皮の体積の増大は必ずしも

盛んな細胞増殖の同時進行を意味せず、　over

growthを細胞増殖の意味からとらえるならば、

形態学的な検討だけでは不十分である。　正常

神経管形成過程における細胞増殖の役割に関

して、　colchicineによる細胞分裂の研究や3H

thymi－dine　autoradiographyによる細胞周期

の研究の結果が報告されている。　すなわち、

ニワトリ胚においては、　その初期には神経上

一19一一



／へ

皮の細胞分裂能が二進しているが26）、　発生の

進行とともに神経上皮細胞の世代時間は延長
する27）。　マウスの神経管形成過程においても、

やはり発生の進行とともに、　神経上皮細胞の

世代時間は延長し、　かっ標識指数は減少する

とされている28・29）。　rnyeloschisisモデルに

おいても、　いくつかの報告がある。　Hsuら15）

はC57変異マウスにおいて、　胎令13．5日に病

変部位の成長加速が明かとなり、　14．5日に細

胞分裂頻度の増加を認めたことより、　これを

病変部神経上皮のovergrowthの原因とし推定
し　た。　　し　か　し、　　　Petersら　！6）は　ト　リ　パ　ン　青　に

より誘発されるmyeloschisisラットで、　胎令

10．25日（神経管形成の初期）の神経上皮にお

いては、　分裂期を含めて細胞分裂周期に異常

がないことを示した。　そして、　トリパン青に

より誘発される神経管閉鎖不全の原因を中胚
葉の分節障害に求めた。　COPPら17）も、　胎令

11日の変異マウス（curly　tail）において、分

裂指数と標識指数が神経上皮では正常であり、

一20一
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脊索および腸内胚葉で低下していることを報

告している。　神経管閉鎖不全の原因は多種多

様なものがありうるが、　Hsuら15）と　Peters

16）、　Coppら17）との結果の相違のひとつの説

明として、　発生段階の違いが考えられる。　す

なわち、　Husらの胎令13．5ないし14．5日のマウ

スは、　マウスの正常の神経管形成開始時期

（ほぼ胎令9日）をかなり過ぎた時期にあり、

一方Peters、　Coppらのものは神経管形成の初

期にあるラットないしマウスである。

　さて本研究に用いたBrdUは、　thymidineの

類似体であり、　免疫組織学的にDNA合成細胞に

特異的に検出されることが示されている3②｝。

またこの方法はthymidine　autoradiographyに

比し、　短時間ですむこと、　放射性同位元素を

用いる煩雑さがないこと、　解像力にすぐれて

いることなどの利点がある。　ただし核DNA内に

取り込まれた　BrdU自体が神経上皮細胞の世代

時間の延長、　細胞壊死をひきおこし3D、　さら

に胎児に細胞毒性、　催奇形性を示しうること
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も指摘されている32）。　しかし、　われわれの使

用した20mg／kgの量はそのような危険性を有せ

ずかっ、　免疫組織学的に検出可能な必要最低

限量と確認されている33）。　このBrdUを用いた

自験結果では、　胎令14日のmyeloschisisモデ

ルでは、　細胞数の減少と配列の乱れを認めた

placodeの最外側部分を除いて、　上衣下の胚芽
層のほぼ全域の細胞に、　一一・；・様にBrdU陽性細胞

がみられた。　一方、　同胎令の対照群では、　脊

髄腹側　の基板でのBrdU取り込みはほとんどみ

られず、　主に脊髄背側の翼板の中層約1／3に限

局してみられた。　胎令21日のモデルでは上衣
　　　　　　　　　　じ細胞と脊髄実質内の小型細胞にBrdUの取り込

みが散見されるのみで、　これは対照群と同様

の所見であった。　正常では発生の進行ととも

に、　神経上皮細胞の世代時間は延長し、　かっ

標識指数は減少するとされている28・29）。　胎

令14日の本モデルの所見は、　前述のHsuら15）

の細胞分裂頻度の増加の所見とあわせて、

myeloschisis部分においては、　神経上皮細胞

一22一
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のDNA合成能、　増殖能が正常に比して、　より長

期間にわたって残存していることを示してい
ると思われる。　よってこの神経上皮細胞の分

化の遅れが、　後の胎令21日にみられた脊髄神

経組織の体積の増大をひきおこす可能性が推
定された。

　　　　　　ま　 と　
め

Long－Evansラットの胎仔にethylene－

thiourea、　（ETU）を、　胎令第10日に母胎を介

して経胎盤的に投与し、　myeloschisisモデル

を作製した。　その形態学的検索と中間径線維

（GFAP、　NFP）およびbromodeoxyuridine（Br

dU）に対する免疫組織学的検討結果から以下
の結果を得た。

　1．　5匹の母獣から得られた胎令21日の生存
胎仔34仔中、　計6仔、　17．6％にの神経間閉鎖不

全を認めた。　組織学的に皮膚、　椎弓の欠損、

露出した脊髄背側部の癒合不全と中心管の開

放、　脊髄前方に嚢胞腔の形成と脊髄神経節の

残存がありmyeloschisisの所見であった。
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ETU投与によるL－E　ラッ　トの本モデルは、

myeloschisisモデルとして有用である。

　2．　混混14日の本モデルでは、　外反翻転し

た神経上皮の外側部分に、　細胞配列の乱れ、

DNA合成細胞の減少があり、　また神経上皮下に

ロゼットの形成がみられた。　二三21日におい

ても、　脊髄背外側部に変性、　壊死の所見がみ

られた。　本モデルの神経管閉鎖不全の原因と

して、　neuro－ectodermal　junction部に限局し

た、　ETUによる直接の細胞毒性が推定された。

　3．　胎令21日の本モデルの脊髄腹側部分は、

細胞構築を保ちつつovergrowthしており、　か

つNFPが前角の腹外側部の大型細胞に陽性、

GFAPが脊髄背外側部を除く軟膜表面に向かう

細胞線維に陽性で、　機能的分化が示唆された。

　4．　二心14日の本モデルでは、　上衣下の胚

芽層のほぼ全域の細胞に、　一様なBudUの取り

込みが残存していたが、　myeloschisis部分の

神経上皮の体積の増大はいまだなかった。　胎

令21日の本モデルでは、　myeloschisis部分の

一24一
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神経上皮の体積の著明な増大が認められるに
もかかわらず、　BrdU陽性細胞は対照群と同様

に小数であった。　これらのことから、　本モデ

ルの神経上皮細胞は、　発生のより長期間にわ

たってDNA合成能を有し、　胎令21日にみられた

overgrowthは、　神経管閉鎖不全の二次的な結

果である可能性が推定された。
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　Table　2．

Summary　of　the　histologic　findings　of　the　neuroepitheliurn

in　embryonic　stages　of　induced　L－E　rat　myeloschisis

day　14　of　gestation day　21　of　gestation

H　＆　E　1．no　increase　in　volume

　　　　　2．sparse，　loosely　arranged　cells

　　　　　　at　lateral　portion　of　open

　　　　　　plate　and　rosette　formation

　　　　　3．delayed　differentiation　of

　　　　　　matrix　layer　cells

NFP

（160k）

GFAP

BrdU

positive　to　nerve　root

negative

positive　diffusely　to

matrix　layer　cells

ひ

1．marked　increase　in　volume

2．necrosis　and　infiltration　of

　inflammatory　cells　at　the

　dorsolateral　portion

3．normal　cytoarchitecture　of

　ventral　portion

positive　to　cells　in

ventral　horn，　spinal　ganglion

and　to　nerve　root

positive　to　fibers　at

anterolateral　funiculus

positive　to　a　few　of　ependymal

and　parenchyraa　cells
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　　Table　1

Transplacental　induction　of　malformations　in　rat　fetuses　by　ETU．

　　Table　2

Surnrnary　of　the　histologic　findings　of　the　neuroepithelium　in　embryonic

stages　of　induced　L－E　rat　myeloschisis．

　　Fig．　1

Procedure　of　the　experiment．

　　Fi　g．　2

Rat　fetuses　on　day　21　of　gestation．

a；Dorsolateral　view　of　a　deforrned　fetus　（right），　which　is　smaller　than

　　a　control　（left），　shows　maldevelopment　of　tail　and　a　rounded　defect　in

　　the　skin　with　a　small　elevation　（．）’　in　the　1umbosacral　region．

b；Photomicrograph　of　a　transverse　section　of　the　deformed　fetus　showing

　　the　typical　appearance　of　myeloschisis　in　the　lurnbosacral　region．

　　The　herniated　and　everted　cord　（．）　out　of　the　spinal　canal　is　observed

　　．　H＆　E，　x4
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Fig．　3

Photomicrograph　of　a　transverse　section　of　the　myeloschistic　region

（right　half）　compared　with　the　section　of　a　control　（left　half）　on　day　21

0f　gestation．　The　myeloschistic　region　shows　aR　increase　in　volume，

almost　normal　cytoarchitecture　of　ventral　portion　and　necrosis　of　the

dorsolateral　portion　（一〉）．　H　＆　E，　xlO

Fig．　4

Photomicrographs　of　immunohistochemical　studies　in　the　myeloschistic

regions　of　rat　fetuses　on　day　21　of　gestation．

a；Transverse　section　showing　anti－neurofilament　protein　（NFP）一positive

　　cells　in　the　ventrolateral　portion　of　ventral　horn　．　x40

b；Transverse　section　showing　anti一・glial　fibrillary　acidic　protein　（GFAP）一

　　positive　fibers　at　the　anterolateral　funiculus．　xlO

c；Transverse　section　showing　a　few　of’anti－bromodeoxyuridine　（BrdU）一一

　　positive　eells　at　the　ependyma　and　parenchyrna　of　the　cord．　x40

・，＝一，∬」∴壷・Lz　F／㍉匹尾∫◎∫、無一妃∵∴＼，∴こ：を振
　　　セ　づゴ　　ハ　　ご　ん

㍉㍉’岐 ?
?　　　　　｛　　　　　，　、

　　　　㍉戸　　　　　　　　　　　、　　　　＿

　　　　　　　　　　　㌔＝』』
　　　　　｝　　　　　　　　　＿　　　　　　　　よ

　　　　　P　　　／　　　7　］
　　　　　　　　　　　、　　，

　　　　　　　　　　げ　　　　r　　　　　　LT

　　　　　一　　　　　“　　　　　　　　　　　　　　　　　　げ

　　　　ト　　　　　　　　帽　　　　　r　　　　一　　　　　　　ト

　　　　　　L　、ρ　　　　　　　P　　　　　　　’

　　　　　　ン
　　　　う　　　　ゲ　サコ　ギ　　げよ　　　　　　　　　　　　　　　　　

げ

　　　　一P∫遍営二；ぐ・、㌧．

　　　　　ρ　　　　　　　「　喫　一　、　　　　　冒　　　　　　　＿

　　　　　ヂ　　　　　　　　　　リ　　へ　　　　　　　　し
　　　　　ヤ　ト　ノ　な　　　　　　　　　　　げ　ワ　せ

　　　二　　、　．・一／．二ご　　㍉

　　　　　　　　ハ　　　プ　　　　　　　　ダ
　　　更、㍉㌧’ツ蒐　卜』∫・二吋L；・

　　　”　　｛ト　　　嶋　　　 勺　　，　　　　　　　　　　〆

　　　’■　　　　　→　　　　　の　　し　　　　　　　駆　　　　f　　’

　　　♂　　♂　　　1、　t　　、　　ρs
　　　　　　　　ポひゴ　　　　あ　　　　ニ　　　ロ　　　　　　　
　　　イ　　　　　　ほ　　　　　　キ　　　　　け　　　　　　　　　　　　ド　　　コ

　　　慧遂夏ゼを㌔、＝こざ・・

　　一，必二寝三’，、〆き航㌣

　　A　　　《　r　　　　　　　瓶　v　　　　　、　　　’レ
　　　　ド　　　　　セ　　　　　　ず

　　　e　 一　　　　　＿　靖恥“　L　　　　　　　　l　　4　　」　　　　　7ぜ　　　r　t。“、’L「．　　’　　　一　　　　　’f“

　　　」華“　r　　　ノ＋　＿　　　　　　　　　＿

　　　　　　　　　P　ノ　　　　　　　　、　　　、　　　　兀らA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　P》　，

　　　　、　　　　」　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　七
　レ　　　ほ　　　　ノ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　を　ム

　ヒ　　　　　ド　　ア　　　　ン　　　　　　　　　　　　　　ザ
　　　　　　ヒ　　　　　　　　ヘ　　　　　　　　　　　ユ

　　　　へ　　㌢　・⊥ρ　　　　　　　　ノなし貞こ・

　　　　　、　　　L　　，　　　　　　　　　　　も　　　　　　　　ち　　　㌦　　x　　　　　　　　　　　　　，　　　　　　　一　，　孕　　　，　　　　　i　4

　　　　　　　　　’　　　、　’炉　　　一
　　　　　　L　　　　　　　　　　　　　　L／　玉
　　　　も　　　　　　　　し　　　　　　よ　　　　　リ
　　　　ノ　　げ　　　　ヨレ　　　　　　　　　　　　　　　ユ　　ゐ

　　　　一叙tJノ∫三，㌧　≒・lh〆

　　　　　　　　　ザ　　　P　　　　　　　　う噛
　　　，≒　　　　’　　　　　聡　　　　　　　　　　へ　　　　　　　窄，　呪
　　　　レ　　　ヂ　　　ウ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ヒ　　　　　　し　　　げ　　　む　　　ざ　　　　　て

　　　　　　　ハペ　ノ　　　　　　　　も　　げ　　　　　ノゴ
　　　　　　　ヨ　　　　ビ　　　　　　みつ　　　　リ　　　ゼ　ト　　　　らほめ

　　　気下ゾ；∴二．L惑1二蒙ミ

　　　累よγ乞ジ5£蔚ぎ誓弱

　　　㌦∴≧’㍉・遡“黛無長農

　　　　　　つ　　1　　　　ノ　」　一　　　　　　　　d　㌔

ぱ　　　カ　　へほ　でび　　　ヌサ　　お　　　　ヴ　　の　　　　ギ　ヒ

・・
刀p・，∫∵く乏説銑ざ1壕争、

．　　－t　ダ　　　　　，　　　　　　　　」　　　　　　　　　　　　　　辱　　　　　　，　　t　　　，　　　　　ナ



一∫
o
→

7

」

」

r
r
　
　
’

一

「

ド」・」

d
惹
　
㌧
L
冒
一
L

灘
騰
り
、
罵
皆

’

畠

邑
旨

ゴ
超
　
　
　
一
■

魂
■

　
　
　
イ

’
　
－
腎
　
　
4

虐
‘
㌃

目
，
、
　
漕
蝶
艶

　
　
町
　
‘

　
　
　
　
　
圃
一

　
　
L
・
「
＝

　
　
　
↑
’
↓
τ

　
鴨
　
価
　
　
　
　
　
　
　
［

　
　
　
　
　
卜

・
レ
、
－
　
」

　
　
ポ

・
「
，
　
、

　
－
　
噂
　
二
　
　
妬

’
　
　
．
　
　
▽

　
　
．
　
　
　
こ

　
　
　
　
二
㌔
だ
4
、

　
　
　
　
　
ノ
　
　
　
　
　
　
リ

’
ノ
　
・
　
昌
　
」
．
・
　
」

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ら

　
　
　
　
　
　
　
’
　
」
　
　
’

　
　
　
　
－
　
　
　
」
　
　
　
　
一

」
㌧

、
　
4

㌧

玄
ト

」

←

ボ
7
－

　
」
　
ト

で
卿
τ
＾
r

－
τ
　
、

　
　
　
■
」

　
　
卦

置

11
一 一「

」

員
「

つ

「

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
「

　
　
　
　
♂
　
　
工

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一

　
　
　
　
　
さ
　
↓

　　

@　

@
・
き
歯
F
－

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
」

無
ハ
県
　
　
”

、
∴
響
ゼ
ぎ
」

－
』
F
血
レ
ご
で
∵
～
」
」

　　

@　

@　

@　

@
’
－
丸

r
詳
述
・

4

、
　
　
‘

」

r
　
　
　
r

→

土

工

、
　
　
　
噌
　
　
一

　
爵
　
　
凧
C

　
　
　
　
隔

　
　
　
　
　
　
　
L

　
・
　
㌧
　
、
岬

　
　
　
♂
、
．

　
　
　
’
ノ
’

し

［
、

一
し

」

　
　
つ

　
「
直

」
　
〆

」

’
哺

・
」
、

て
ヤ
　
ゴ
　

　
㌔
子
一

馬
」
咋
－
，

巳「
▽
、

．
雪
、
’

　
　
、
、

畠

ケ
ユ

■

　
「
↓
可
、
．
・
～

　
ア
　
　
　
　
ヤ

、
三
、
鮮

　
　
　
匹
ト

　
ろ
セ
　
　
ロ
　
　

　
　
．
ト
♂
」

1
1
祀
・
」

「
r

7

「r 1

」r

　　

@　

@
馨

」
薗
“
嬉
執
・
」

　
　
「
▼
。
　
　
　
　
一
　
　
・
4
　
頃

－
，
糎
ど
，
帰
馬
・
死

．
轟
謬
り
．

　　

A
～
置
．
慕
質
．
密

　　

@　
@　
@　
@　
@　

@
露

　　

@　

A
∵
盤
鞭

、
三
絃
擁
細

甚
真
年
腎
　
　
、
．
聾

哺

’
，

畠

＝
鉱
鴇
琶
．
↑
マ
町

’㌔
?
デ
ず
乏
．
」
．
爵
一
驚

　　

?
、
一
丁
＝
」
『
三
二

一
　
　
　
　
．
　
∫
　
轟

’
渥
∵
棄
二

∴
パ
望
ゆ
・
∫
具
㌧

　
　
　
－
◎
「
　
　
．
’
．

　
　
　
　
モ

∵
暖

　
［

●

　　

@　

@
－
一
劇
“
蓉

　　

@
豪
ず

．
∵
点
湛
事
、

　
　
　
，
　
　
し

　
　
　
　
　
曾
　
　
　
1

、
「
　
臨
差
、

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@
∴
醒
．
・
、
ポ
∫
「
、
担
㌧

　　

@　
@　
@　
@　
@
、
乏
｝
5
馬
ぐ
岬
∴
ド
眺
・

∴覧

�
･

　
”
“
キ
　
し
、
・

　
　
．
　
マ
」
1

　
　
　
．
・
も
2

“
，
3
’

　
　
一
㌦
、

　
　
　
・
㌧
．

㌦
讐
．
哩
ゼ

殉
四
マ
賦
・
，
，
い
［

・
・
㌔
．
由
病
“

、
’
∵
沸
㌃
げ

愚
　
も
　
L
　
↓
　
．
「
」

∵
封
㌦
∵
・
舜
レ
．

一

喝
「

∵
議
磯
ぐ
・

∵
毎
へ

　
　
　
　
ノ
？
－

晶
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
3

　
　
ζ
角

い遇

ヨ

、

～

‘

し

旨

，
蝦
噂’『

巳
・
’
彦
r

口
　
　
　
」

琴
ら㌻

’
↑

♪
　
　
汽

「

」
b

　
　
　
　
し
り

　　

@　，
，
郵
為

　
　
　
　
　
　
　
塾
惑
’

　
　
　
　
爺
裂
嘩

。
，
ご
寓
漏
、

　
　
d
墨
・
　
午

　
　
・
“
唖
畿
÷
津
」
“

　
盤
⊥
・
．
噛
〆
r
ゴ

ー
ン
“
富
　
、
・

’
～

、

、
㌦
　
d

　
　
　
　
　
　
オ

、
　
、
「
　
㌦
什

　
　
　
　
’
や
．

　
　
声
，

㌧

　
　
H
レ
　
声

子
　
　
、

て

妥
r
、

＼h
‘

」

ン

、㌧

、

4
♂

ず

ド
　
　
’

r
ト

’

→、

、
哩
笈
遵
叢

ゾ
　
’

　
　
　
　
　
へ

　
れ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
し

　
　
　
　
一
　
　
　
　
、
了

　
　
　
　
　
　
　
ノ
　
㌔

し

り

’

“

㍉

」

冒
巳

　
　
　
　
コ

　
岬
　
　
　
　
急
～
フ
「
」

　
』
も
　
　
掴
雪
轄
　
畠
β

　
　
　
　
　
　
　
　
　
や

　
　
　
端
　
蟄
㌻
　
　
・
　
、

：
嘩
愛
ζ
、
一
、
。
㍉
鼠
’
－

　
　
　
　
」
，
弧
工
汽
、
邦
乳
鳳
∴

　
　
　
　
忙
u
動
鳳
ぢ

　
　
　
ミ
　
孝
　
　
　
　
　
￥

も

『
嘘胸諦

’
㍑
，
艦
欝
禁

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
も
’

　　

@
藤
轟
灘

講
一
驚

ハ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ノ
ヂ

三
眠
灘
、

　
　
　
～
：
」
話
事
　
　
　
　
・
ψ

　
　
　
　
　
　
、
、
＾
r
　
　
　
　
　
　
声

　
　
　
　
ヲ
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
リ
　
　
ゐ

　
｝
吊
、
箏
　
　
　
　
魯
冒

、
　
　
　
ご

　
　
し
　
　
　
　
　
モ

　
（
　
　
テ
　
　
　
」

　
　
　
　
脚
　
．
　
4
、
芦
ゴ

　
　
　
　
の
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ア

み
　
・
げ
畢
“
、
　
ρ
、
　
・

τ
‘
メ
∴
い
ρ
「
∴
ピ
凶

　
　
　
　
　
　
　
　
　
ア

抗
　
　
　
　
κ

　
　
　
　
　
ノ

　
　
、
　
、

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
’

」
♂
． V

、

嚇

略 r

　
・
¢
’
も
聾
♂
＆
ぜ
r
、
’
福
㌦

《
“
ド
凱
マ
．
、
灘
ム

　
　
　
　
　
♪
曽
　
　
、
、
㌧

　
　
　
　
ち
　
　
　
　
　
　
ノ
　
　
　
ぴ

　
　
　
　
鴫
「
　
【
、
　
惨
2
v
了

〆
・

㌍
　
、磨

凶

、

’
　
．
＾
二
　
苓

　
へ
　
　
　
　
　
、
㌦

う

　
　
　
、

ヤ
　
　
　
　
ノ
ノ

㌧

4

「
」
岱
囲
浄

ぐ
，

旨
．
脇

無
電
、
・
痛

　
一
録

喧
午

ギ

あ脚
へ

噸
’

」

ぱ
練
、
一

冒
，

M
卜

』
和

㌔

し
畳
」“

f

恥’
㍗

UF
T㌔

～

　
、
町

　
　
瀟

　
2
　
4

で
．
’

、
、
ム
！
∵
㌦

一
山
∵
戸

え

f
・
A

冷
・
∵

マ　
　
纏

ト
　
へ菰
4

．
ぞ
㌧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　拙　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ．　　　　　　　　　　　　　亀　　　　　β　　　　　．響

　　　　　　　　　　　圏　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一プ＿　　　1　　　　　　　　》ぐ
　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，1　　　　　凸　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ【　　・　　　　　　　　　　　　　　　し
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　r一　　一1　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　吋ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　よ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 す　ド　　　　　　　　　　　　　ト

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∵，！一一1　　　　　　　　．’「
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　け　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ゆ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ド　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　♂声’　，　　　　　　　　　＿　　　㌔　　．　⊥ρ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　て　　　隔。一’　　　　　　　　　　　一　　　　　》一　　　　　　　　　　　　　　一　　　v　　－

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　－t　　　　　「　　　　　　　　「　　　　　　　　　　f　し　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　　ρ
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ハ　　

　　　　　　　　　　　　　（　　　　　　　　　　　　　　　　ρ　　　　　　　　　　　　　　　　・　一へ【　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　し

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　く
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