
平成 lo年 2月 10日

要

眼形成異常の成立臨界期を決定するため,妊娠 7日 (7

日群),8日 (8日群),9日 (9日 群),10日 (10日 群)あ るい

は 11日 (11日 群)の C57 BL/6 NJdマ ウスの腹腔内に
レチノイン酸を12.5 mg/kg投 与した。実験母獣数は各

群 5匹で,胎生 18日 に胎仔の外形観察を行ったのち,眼
部の連続切片を作製して組織学的に検討した。外形観察

では,7日 群で小眼球,日唇 。口蓋裂,中枢神経系異常な

ど種々の外表奇形がみられたが,8日 群では小眼球のみ

観察され,9日 群以後では外表奇形は認められなかった。

組織学的には,無眼球は 7日 群のみに成立 し,そ の成立

95

約

臨界期は胎生 7日 以前であった.小限球,胎生裂閉鎖不

全,無水晶体眼および水晶体胞分離不全は 7日 群と 8日

群で観察されたため,成立臨界期は 8日 以前であり,前

房隅角形成異常は 9日 群までみられたため,9日 以前で

あることが明らかになった。(日 眼会誌 102:95-100,
1998)

キーワー ド:眼形成異常,成立臨界期,レ チノイン酸,マ
ウス胎仔
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Abstract
To identify the critical time for developmental eye groups. The histological examinations indicated that

abnormalities, pregnant C 57 BL/6 NJcl mice were in- the critical time for anophthalmos was day 7 of gesta-
jected intraperitoneally once with 12.5 mg/kg of reti- tion or earlier because of its appearance in the day- 7
noicacidondays7(day-7group),8(day-8group),9 group alone. The critical time for microphthalmos,
(dav-9 group), l0 (day-10 group), and l1 (day-ll faultyclosureoftheembryonicfissure,aphakia,and
group) of pregnancy. Each group consisted of 5 preg- faulty separation of the lens vesicle was day E of ges-

nant mice. The fetuses were observed grossly on day tation or earlier considering their occurrance in both
l8 of gestation, and the eyes were examined histologi- day 7 and day 8 groups, and the time for goniodys-
cally in serial sections. Various gross malformations genesis was day g of gestation or earlier because of
such as microphthalmos, cleft lip and palate, and cen- its appearance in the day 7, day 8, and day 9 groups.
tral nervous system anomalies were observed in the (J Jpn Ophthalmol Soc 102 :95-100, 1g98)

day -7 group. However, microphthalmos was the only
gross malformation found in the day - 8 group, and Key words : Developmental eye abnormalities, Criti-
there were no gross malformations in the other 3 cal time, Retinoic acid, Mouse fetus

I緒  言

レチノイン酸"は ビタミンAの活性型誘導体で,細胞
や組織の発生過程を制御する形態形成因子 (morpho―

gen)の一つである。レチノイン酸には催奇形性があり2),

その催奇形作用は主に頭部神経堤細胞の遊走障害による

こと3)が証明されている。著者ら'は妊娠 7日 の C57 BL/

6 NJclマ ウスにレチノイン酸を投与して,胎仔にさまざ

まな眼形成異常が高率に成立することを報告 し,レチノ

イン酸が眼形成異常の研究に有用な物質であることを示

した.

ある催奇形因子が作用して特定の先天異常が成立する

胎齢の範囲は,その先天異常の成立臨界期 (critical pe―

riod)5)と 呼ばれている。眼形成異常の成立臨界期を明ら
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かにすることは,その発生の予防につながる有用な研究

である。

本研究では,さ まざまな時期の妊娠マウスにレチノイ

ン酸を投与して,種々の眼形成異常の成立臨界期を決定

し,マ ウスとヒトの胎生期を比較することにより,ヒ ト限

形成異常の成立臨界期を類推した。

II実 験 方 法

実験動物は C57 BL/6 NJcIマ ウスを用い,米経産で発

情期の雌と健康な雄を一晩同一飼育箱に入れ,翌朝,腟栓

のみられた雌を妊娠 0日 とした。-15℃ で保存しておい

た全トランス型レチノイン酸 (Sigma Chem Co,St Louis)

100 mgを とうもろこし油 50 mlに 溶解 し,妊娠 7日 (7

日群),8H(8日 群),9日 (9日 群),10日 (10日 群)あ るい

は 11日 (11日 群)のマウス腹腔内に 12.5 mg/kg注 射し

た。レチノイン酸は光に弱いため,投与直前に溶解して使

用した。各群の実験母獣数は5匹で,妊娠 18日 に母獣を

屠殺して胎仔を取 り出し実体顕微鏡で外形観察を行い,

直ちに室温の BOuin液で2日 間固定した後,眼部を切 り

出してさらに5日 間同|1撻で固定した.1■昇エタノール列

ヽヽ

図 1 外形観察における定型的虹彩欠損(7日 群 ).
いずれも胎生 18日 の C57 BL/6 NJclマ ウスで,左 の胎

仔は lF常 ,右は定型的11彩 欠損.右の胎仔では,下方の虹

彩が欠損し(矢印),瞳孔は西洋梨状を呈している。

で脱水,キ シレンで透徹,パ ラフインに包埋後,厚 さ4.0

μmの前額断の眼部連続切片を作製した。キシレンで脱
パラフィン,下降エタノール列で水和した切片をヘマ ト

キシリン液に室温で 5分間浸漬後,水洗し,続いてエオジ

ン液に室温で 5～ 10分間浸漬し,上昇エタノール列で脱

水,キ シレンで透徹,合成封人剤で封入した。ヘマ トキシ

リン・エオジン染色を行った各切片は光学顕微鏡で観察

した.

III 結  果

1.外形観察結果

外形観察結果を表 1に示す。着床総数に対する死亡胎

仔の割合は,7日 群では42%で ,8日 群 22.2%,9日 群
7.0%,10日 群 4.4%,11日 群 2.2%と 順に減少した.生存

胎仔数に対する異常胎仔の割合は,7日 群 87.5%,8日 群

14。 3%で ,9日 群以後では異常胎仔はみられなかった。各

群で観察された外表奇形を表 2に示す。外形観察のみで

図 3 HE染色の光顕写真.無水晶体眼に伴った小眼球 (7
日群 ).

全長にわたって胎生裂 (矢印)は 閉鎖 しておらず,連続

切片による観察でも水晶体組織は存在しない.硝子体

腔には間葉組織が充満 し,小限球である.バ ーは 110

μm
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図 2 ヘマ トキシリン・エオジン (HE)染色の光学顕微
鏡 (光顕)写真.高度の小眼球 (7日 群 ).

11と杯内板および外板組織のみが頭蓋底に存在する.

バーは 140 μm

図 4 HE染色の光顕写真.胎生裂閉鎖不全 (8日 群 ).
胎生裂縁で限杯が癒合せず,限杯内板が大きく外反して

(矢印),同 部の外板は欠損している.バーは 70 μm
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無眼球と小眼球の鑑別は不可能であるため,胎生 18日 の

正常眼より僅かに小さいものから,限部に隆起やぶどう

1莫色素が全くみられないものまですべて小眼球とした。7

Fl群では小限球の 83.3%を はじめ,日唇・口蓋裂,外脳

症などの中枢神経系の異常,低位耳介,顔面形成異常,虹

彩欠損 (図 1)な ど種々の外表奇形が多発していたが,8日

群では小眼球が 14。 3%に観察されたのみであった。

図 5 HE染色の光顕写真.水晶体胞分離不全(7日 群 ).
角膜 11皮 と水晶体上皮が水品体茎 (矢 印)で連続 してお

り,その部で角膜実質・内皮は欠損 している.ま た,隅 角

部の
'F多

成も不良である.バーは 55 μm

図 6 HE染色の光顕写真.前房隅角形成異常(9日 群 ).
隅角部には間葉組織が充満し(矢 印),上方では|llt杯前縁

部の伸展も阻害されている.ま た,虹彩索状物が角膜後面

に付着している。バーは 70 μm
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2.組織学的観察結果

各群でみられた組織学的眼形成異常を表 3に示す。無

眼球は神経外胚葉出来の眼組織が全く認められないもの

とし,小限球には,神経外胚葉由来の眼組織が僅かに観察

されるもの (図 2)か ら,種 々の眼形成異常に伴って胎生

18日 の正常眼より小さくなったもの (図 3)ま ですべて含

めた。無眼球は 7日 群のみに認められた。小眼球,胎生裂

縁で眼杯が癒合せず,内板が外反して同部の外板が欠損

する胎生裂閉鎖不全 (図 4),連 続切片で観察しても水品

体成分が存在 しない無水品体眼 (図 3),角 膜上皮 と水晶

体上皮が水品体茎で連続する水晶体胞分離不全 (図 5)は

8日 祥まで,前房,虹彩や隅角部に形態学的異常がある前

房隅角形成異常 (図 6)は 9 FI群 まで成立 した。無水品体

眼では,全例とも全長にわたって胎生裂は閉鎖 していな

かった。マウスの正常発生では,第一次硝子体に相当する

硝子体腔内の間葉組織は,胎生 16日 にはぼ退縮する
い
と

されているため,今回観察した胎生 18日 の硝子体腔内に

B

図 7 HE染色の光顕写真.硝子体形成異常,A:重度 (7
日群),B:軽度 (10日群 ).
A:硝子体腔に間葉組織が充満し,水晶体後嚢が裂け
て水品体成分が硝子体中に散在している.ま た,後嚢付

近の水晶体線維細胞も変性 している。バーは 55 μm
B:硝子体腔に僅かな間葉組織塊 (矢印)がみられる.
バーは 70 μm
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表 1 夕1形観察結果

7日 群    8日 群    9日 群    10日 群   11日 群

実験母獣数

着床総数(1母獣平均)

死亡胎仔数(%')

生存胎仔数(%*)

外表奇形胎仔数(%**)

5

43(8.6)

19(44.2)

24(55.8)

21(87.5)

5

45( 9.0)

10(22.2)

35(77.8)

5(14.3)

5

43(8.6)

3(7.0)

40(93.0)

0

5

45( 9.0)

2(4.4)

43(95.6)

0

5

45( 9.0)

1(2.2)

44(97.8)

0

*:着
床総数に対する割合,*ホ :生存胎仔数に対する割合

表 2 各群の外表奇形
単位 :胎仔数

7日 群    8日 群    9日 群   10日 群   11日 群

小限球

口唇・口蓋裂

中枢神経系の異常

低位耳介

顔面形成異常

虹彩欠損

20(83.3)

8(33.3)

7(29.2)

6(25.0)

4(16.7)

4(16.7)

括弧内は各群の生存胎仔数に対する自分率

表 3 各群の組織学的眼形成異常
単位 :眼数

7日 群   8日 群   9日 群   10日 群1  11日 群

無眼球

小限球

胎生裂閉鎖不全

無水品体眼

水晶体胞分離不全

前房隅角形成異常

硝子体形成異常

17(35.4)

21(43.8)

16(33.3)

10(20.8)

7(14.6)

8(16.7)

15(31.3)

0

0

0

0

0

8(10.0)

16(20.0)

0

9(12.9)

8(11.4)

7(10.0)

7(10.0)

8(11.4)

19(27.1)

0

0

0

0

0

0

18(20.5

０

０

０

０

０

０

３４

間葉組織が存在する例はすべて硝子体形成異常と判定し

た.硝子体形成異常は全群で観察されたが,7日 群および

8日 群では,硝子体腔内に間葉組織が充満 した重度の異

常 (図 7A)が多く,9日 群以後では,硝子体腔内の間葉組

織が少量である軽度の異常 (図 7B)が主体であった。

IV 考  按

発生学的に,受精卵が着床したのち主な器官の原基が

形成されるまでの期間を器官形成期と呼び,実験奇形学

的には,こ の器官形成期は細胞が最も盛んに細胞分裂を

行っているため催奇形因子に対しての闘値が低く,その

投与により先天異常が発生しやすい時期である
5'。 _方

,

それ以前の着床前期では催奇形因子による胎児致死作用

は強いが,死を免れたものは正常発生を営み,それ以後の

胎児期では,一般に形態学的異常は惹起されず,種々の機

能障害を示すのみ
5,と されている.マ ウスの器官形成期は

胎生 7～ 13日 である
7'た め,眼形成異常の成立臨界期の決

定を目的とした本研究では,胎生 7日 から順に 11日 まで

催奇形因子のレチノイン酸を投与した。

今回の結果から,レチノイン酸によるC57 BL/6 NJcl

括弧内は各群の生存胎仔の限数に対するlf分率

マウス胎仔の無眼球の成立臨界期は胎生 7日 以前,小限

球,胎生裂閉鎖不全,無水晶体眼および水晶体胞分離不全

のそれは胎生 8日 以前,前房隅角形成異常のそれは胎生

9日 以前であることが明らかになった。自井
6'は
Jc1/1CR

マウスにmycoto対 nの一種であるochratoxin Aを 投与

し,小眼球,胎生裂閉鎖不全,無水晶体眼および水晶体胞

分離不全の成立臨界期は胎生 8日 以前,前房隅角形成異

常のそれは胎生 9日 以前と報告している。この結果は,使

用したマウスや催奇形因子の種類は異なるものの,今回

の結果と一致しており,マ ウスではこれらの眼形成異常

の臨界期はほぼ決定されたといえる。また,Padmanab―

hanら 8)は妊娠 8～ 14日 のいずれかの日にラット母獣ヘ

多量のビタミンAを投与して,胎生 21日 の胎仔を観察

し,無眼球や小眼球などの眼形成異常は,妊娠 8日 あるい

は 9日 の投与で最も高率に成立したことを報告 してい

る。ラットの妊娠 8～9日 はマウスの妊娠 7～8日 ,ラ ット

胎生 21日 はマウス胎生 18日 に相当する
5r")た め,Pad―

manabhanら 8)の結果は今回の結果と一致している.

無眼球は眼胞および眼杯の形成障害により成立するた

め,臨界期は胎生 7日 以前と決定できる.同様に胎生裂閉
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鎖不全,無水晶体眼および水晶体胞分離不全は,それ以後

の発生過程の障害,す なわち,前二者は胎生裂の閉鎖障

害,後者は眼杯と水晶体胞の相互作用の障害によるため,

臨界期は胎生 8日 以前,前房隅角形成異常はさらに後期

の異常,すなわち,神経堤細胞の前眼部への遊走障害によ

るため,臨界期は胎生9日 以前になったと考える。マウス

では,眼胞や水晶体板の発生は胎生 9日 ,眼杯や水晶体胞

の発生は胎生 10日 ,前眼部への神経堤細胞の遊走は胎生

11日 で,さ らに,胎生裂は胎生 10日 に出現 して胎生 12

日までに完全に閉鎖する
6)"と されている。催奇形因子に

よる先天異常の成立臨界期は,その器官の原基が発生す

る時期より早い期間
5,と されており,本研究の結果はこの

原則に一致している。

無水晶体眼は,臨床的には稀な先天異常
l。

"いで,Man―

schotnは無水晶体眼を水晶体板が誘導されない原発性

と水晶体が形成されたのち,何 らかの理由で吸収,消失し

た続発性の二つに分類し,原発性無水晶体眼では定型的

ぶどう膜欠損がほぼ全例で合併するため,その成立に胎

生裂の閉鎖障害が関与していることを提唱した。本研究

の無水晶体眼は,胎生期に連続切片で観察しても水晶体

組織が全 く観察されなかったことから原発性 と考えら

れ,さ らに,全例で胎生裂閉鎖不全がみられ,Manschot101

の説を支持する結果であった。

馬嶋
12)は
小眼球症の成因を発生病理学的に,① 眼胞発

育障害,② 眼杯形成障害,③ 前眼部間葉異発生,④ 水晶

体起因性,⑤ 硝子体起因性,⑥ 胎生裂閉鎖不全,⑦ 眼球

壁発育障害の七つに分類し,小眼球はこれらが単独 ,ま た

は複数作用 して発生するとしている。本研究でも,⑦ 以

外の成因が単独あるいは複数関与した小眼球は 8日 群ま

で成立していたが,9日 群以後に観察された前房隅角形

成異常や硝子体形成異常は,いずれも異常の程度が軽

かったため小眼球を伴わなかったと考える。

硝子体形成異常は全群に認められ,今回の研究では,そ

の成立臨界期を決定することはできなかった。他の眼形

成異常の発生率がいずれも7日 群から順に減少したのに

対して,硝子体形成異常では,7日 群から9日 群 までは

31.3%,27.1%,20.0%と 順に減少し,10日 群で 39。 5%と

再び増加していた。実験奇形学的には,ある異常の発生率

が異なる投与日で再び増加する場合には,二つの異なっ

た機序がその異常の成立に関与している
0)18)と されてい

る。白井
6)は 。chratoxin Aを 妊娠 7～ 11日 のJc1/1CRマ

ウスに投与して,胎仔に成立した硝子体形成異常を検討

し,本研究と同様の結果を報告して,硝子体形成異常の成

立には,硝子体原基そのものが過形成になった場合と,本

来は退縮していく硝子体腔内の間葉組織が退縮せずに遺

残した場合の二つの機序があると提唱した.本研究では,

8日 群以前の硝子体形成異常には硝子体腔を埋め尽くす

多量の間葉組織がみられ,9日 群以後では硝子体腔内の

間葉組織は少量のみであったことから,8日 群以前の硝
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子体形成異常には硝子体原基の過形成が,9日 群以後に

は間葉組織の退縮の異常が関与しているものと考える。

マウスとヒトの胎芽期および胎児期を比較すると,本

研究でレチノイン酸を投与したマウスの胎生 7～ 11日

は,ヒ トの胎生 2.5～ 8週 ,マ ウスを観察した胎生 18日

は,ヒ トの胎生 20週に相当する
3)7,9).レ チノイン酸投与に

よるマウス胎仔の眼形成異常の臨界期からヒトのそれを

類推すると,無眼球の成立臨界期は胎生 2.5週以前,小眼

球,定型的ぶどう膜欠損に相当する胎生裂閉鎖不全,無水

晶体眼およびPeters奇 形に相当する水晶体胞分離不全

のそれは胎生 4週以前,Axenfeld― Rieger症 候群に相当

する前房隅角形成異常のそれは胎生 5週以前で,いずれ

もかなり早期であることが注目される.

レチノイン酸は,ビ タミンAすなわちレチノールのカ
ルボン酸で,生体内でレチノールはレチナールを経てレ

チノイン酸へと代謝されたのち,主にその生理活性を発

揮する
1・ .ビ タミンAを妊娠 8日 のハムスターに経口投

与すると,投与 6時間後には胎芽の頭部間葉組織に形態

学的変化が出現することが報告
15'さ れている。また,ラ ッ

トヘ経回投与されたレチノイン酸は,投与 1時間後から

4時間後にかけて血中濃度が最高を示し,その後,数時間

で急速に減少すること“'が知られている。さらに,生体内

でレチノイン酸がレチノールヘと逆に変換されることは

なく,投与されたレチノイン酸が肝臓など体内に貯蔵さ

れることはなぃ
13,1"16)。 以上のことから,レチノイン酸は,

短時間で吸収されて胎芽に作用し,短時間で代謝されて

体内への蓄積もないため,今回のような先天異常の成立

臨界期の研究に適した催奇形因子である。また,Shene―

たltB)は ,妊娠ハムス ターに胎仔の LD50(median lethal

dose)を 目標とした量のレチノイン酸を投与して,中枢神

経系,骨格系および内臓系の先天異常の成立臨界期を検

討し,経日,静脈内あるいは腹腔内投与による臨界期の差

はないことを証明しており,本研究では,光により活性の

低下しやすレチノイン酸をとうもろこし油に溶解して使

用しているため,投与時間が短く,予定した量を確実に投

与でき,手技が比較的容易な腹腔内投与を選択した。

ビタミンAの催奇形性は従来から広 く知られてい

た17)18)が,近年,欧米では各種ビタミン剤が濫用され,妊婦

のビタミンAの過剰摂取による流・早産や出生児の先
天異常の発生に対して,再び警告されている

19'.Rothman

ら20)は 1日 10,0001U以 上のビタミンAを 妊娠 6～7週

以前に連日内服していた妊婦の出生児では,中枢神経系

や心臓などに頭部神経堤細胞の発生異常が多発したのに

対して,同時期以後に同量のビタミンAを 内服していた

妊婦の出生児には,そのような先天異常は発生しなかっ

たことを報告している。今回,母獣に投与したレチノイン

酸の 12.5 mg/kgは ,7日 群の胎仔の LD50を 目標とした

もので,Rothmanら 201が危険性を示したビタミンAl日
10,0001Uの 320日 分,あ るいは妊婦の 1日 の摂取必要

眼形成 )ヽ常の成 1ヽ臨界期・尾関
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量 3,200 1UH)の 1,000日 分に相当する多量ではあるが ,

本研究の結果も,妊娠早期のビタミンA摂取の危険性を

示している。

本研究で得られた結果は,ヒ ト胎生 2.5週～5週以前

という本人も妊娠に気づいていないことが多い妊娠早期

に,ビ タミンA類などの催奇形因子への曝露により小限

球,無眼球,胎生裂閉鎖不全など重篤な眼形成異常を起こ

す可能性を警告するものである.

稿を終えるに当たり,御校閲賜りました馬嶋昭生名誉教授

に深謝いたします。

本論文の要旨は第101回 日本眼科学会総会で発表した。

本研究は文部省科学研究費奨励研究 A08771508の援助を

受けて行った.
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