
Title
マウス母体に投与したepidermal growth factorの胎
仔口蓋形成に対する影響 : cortisone acetateを併用
した場合

Author(s) 加納, 康行

Citation 大阪大学, 1986, 博士論文

Version Type VoR

URL https://hdl.handle.net/11094/35182

rights

Note

The University of Osaka Institutional Knowledge Archive : OUKA

https://ir.library.osaka-u.ac.jp/

The University of Osaka



●

● 博 士 論 文 題 名

マ ウ ス 母 体 に 投 与 し た epiderma!growth

factorの 胎 仔 口 蓋 形 成 に 対 す る 影 響

― cortisone acetateを 併 用 し た 場 合 ―

原 稿 総 紙 数   60枚

図 表 写 真 紙 数  26枚

大 阪 大 学 大 学 院 歯 学 研 究 科

歯 学 臨 床 系 口 腔 外 科 学 第 二 専 攻

加 納 康 行

●

●



●緒 言

1950年 Baxterら
|)は
、 あ る 種 の マ ウ ス に 口 蓋

融 合 時 期 に コ ル チ ゾ ン を 投 与 す る と 、 口 蓋 裂

が 高 率 に 発 生 す る こ と を 発 見 し た 。 そ し て そ

れ 以 来 コ ル チ ゾ ン な ど の 薬 物 が 、 日 蓋 融 合 過

程 を ど の よ う に 阻 害 す る の か 追 求 す る こ と を

通 し て 、 日 蓋 形 成 に 関 し て の 研 究 が 進 め ら れ
・                     2)-4)

.数
多 く の 報 告 が な さ れ て き た 。 し か し 現 在 で

も な お 、 日 蓋 形 成 に 関 し て 不 明 な 点 が 多 く 残

さ れ て い る 。

一 方 epidermal growth factor(ECF)は  、

マ ウ ス 新 生 仔 に 投 与 す る と 眼 瞼 開 裂 や 、 切 歯

の 萌 出 を 早 め る 成 長 因 子 と し て 、 1962年 に
夕)

Cohenに よ っ て マ ウ ス 顎 下 腺 か ら 発 見 さ れ た 。

.こ の ECFは 分 子 量 約 6000の ベ プ チ ド で 、 上 皮

の 肥 厚 を 促 進 し た り 問 葉 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す

る な ど 、 上 皮 は も ち ろ ん 非 上 皮 系 の 細 胞 を も

含 め て 、 多 彩 な 細 胞 に 作 用 す る こ と が 報 告 さ

6)-8,
れ て い る 。 ま た 、 日 蓋 形 成 に お け る ECFの 働

q)― IsD

き に つ い て 述 べ た 文 献 も 散 見 さ れ る 。
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q)

. と
こ ろ で 、  BedriCkら は  A/Jマ ウ ス に

cortisone  acetate(CA)を 100μ  g/g

body weight 、 EGF を 40μ  gノ g bOdy weight

投 与 し 口 蓋 裂 の 発 生 率 の 変 化 を 報 告 し て い る 。

CA単 独 投 与 に 比 べ て EGFと CAを 併 用 し て 投 与

し た 場 合 、 唇 裂 を と も な つ た 口 蓋 裂 の 発 生 率

は 変 化 し な い が 、 日 蓋 裂 単 独 の 発 生 率 は 61%

か ら 95%に 上 昇 し て お り 、 彼 ら は ECFは CAに

よ つ て 誘 発 さ れ る 日 蓋 裂 の 発 生 を 、 助 長 す る

と し て い る 。 こ う し た 研 究 結 果 に 対 し て 本 研

究 で は 、 EGFが 口 蓋 間 葉 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す

|つ

る と の 報 告 も あ り 、 ま た Bedrickら が 実 験 に

用 い た ECFが 極 め て 多 量 で あ る 点 を 考 え 、 よ

り 少 な い 量 の EGFを マ ウ ス に 投 与 し 、 そ の 口

蓋 裂 発 生 頻 度 に 対 す る 影 響 を 調 べ 、 ま た 口 蓋

形 成 に お よ ぼ す 作 用 に つ い て 検 討 し た 。

●
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実 験 材 料 な ら び に 実 験 方 法

1.実 験 動 物 お よ び 妊 娠 確 認 方 法

A′ Jマ ウ ス (塩 野 義 製 薬 油 日 ラ ボ ラ ト リ ー 、

滋 賀 )お よ び C57BLノ 6NJclマ ウ ス (日 本 ク レ

ア 、 東 京 )を 使 用 し 、 空 調 の 完 備 し た 室 内 で 、

午 前 6時 か ら 午 後 7時 ま で 照 明 を 点 灯 し て 飼

育 し た 。

雄 は 5週 令 か ら 15週 令 の も の を 使 用 し た 。

雌 は 7週 令 か ら 10週 令 で 、 体 重 は 約 25gで あ

り 、 妊 娠 経 験 の な い も の を 使 用 し た 。 発 情 期

の 雌 を 選 び 出 し 、 夕 方 に 雄 の ケ ー ジ に 入 れ 、

翌 朝 腟 栓 を 確 認 し て 妊 娠 0日 と し た 。 マ ウ ス

の 場 合 照 明 点 灯 時 間.を 一 定 に し て お く と 、 点
16)

灯 約 2時 間
′
前 に 排 卵 が お こ る の で 、 上 記 の よ

う な 場 合 に は 午 前 4時 頃 に 受 精 し た こ と に な

る 。

2.口 蓋 裂 発 生 率 の 調 査 方 法

口 蓋 形 成 に 重 要 な 時 期 を 十 分 含 む よ う に 、

妊 娠 11日 か ら 14日 の 4日 間 、 午 前 11時 頃 に

1。 CA(和 光 純 薬 ,大 阪 )100 μ g/g body

●
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.weight 2。 ECFO。 8μ gノ g bOdy weight(マ ウ

ス ー 匹 に つ き 総 量 20μ g投 与 し た こ と と な る

の で 以 下 ECF 20と 略 す )′ 3. CA 100 μ gノ g

body weight と ECF O。 4 μ g/g body weight

の 併 用 (CA+ECF10) 4。  CA  100 μ gノ g bOdy

weight と   ECF O。 8 μ gノ g bOdy weight の

併 用 (CA+ECF20)5.コ ン ト ロ ー ル と し て 生

理 的 食 塩 水 0.2口 lを 腹 腔 内 に 注 射 し た 。 妊 娠
●

18。 5日 に 胎 仔 を 描 出 し 、 雄 雌 を 鑑 別 し 体 重 を

測 定 し た の ち 、 レ ン ト ゲ ン 撮 影 (M‐ 150型 、

ソ フ テ ッ ク ス 、 大 阪 )を 行 な っ て 、 骨 格 系 の

先 天 異 常 の 有 無 を 調 べ た 。 そ し て 胎 仔 を 解 剖

し 、 唇 裂 口 蓋 裂 を 始 め と す る 先 天 異 常 の 有 無

を 調 べ た 。 ま た 各 薬 剤 投 与 グ ル ー プ で 、 妊 娠

.H日
か ら 15日 ま で の 胎 仔 を そ れ ぞ れ 約 十 匹 ず

つ 、 頭 部 前 額 面 の 組 織 切 片 と し 、 ヘ マ ト キ シ

リ ン 。 エ オ ジ ン 染 色 を 行 な っ た 。 そ し て 可 及

的 に そ の 中 央 部 で く 口 蓋 突 起 の 状 態 を 観 察 し

た 。

3。 胎 仔 口 蓋 問 葉 細 胞 の 分 離 ・ 培 養 法

●
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●  妊 娠 14日 の 無 処 置 Aノ Jマ ウ ス か ら 胎 仔 を 取

り 出 し 、 無 菌 的 に 口 蓋 突 起 を 摘 出 し た 。
|■ )

Tylerら の 方 法 に 従 っ て 、 ト リ プ シ ン (Flow

Laboratories,U.K.)と バ ン ク レ ア チ ン

(Grade Ⅲ ,Sigma,UesoA。 )を 3:1に 混 合 し

た 2。 5χ の 濃 度 の 液 中 で 4° C40分 イ ン キ ュ ベ ー

ト し 、 上 皮 を 象1離 し 除 去 し た 。 そ し て 残 っ た

.間 葉 細 胞
を コ ラ ゲ ナ ー ゼ (CLS Ⅱ ,Cooper

Biomedical,UoSoA.)を 0。 1%含 む ハ ン ク ス 液

(日 水 製 薬 、 東 京 )中 で 20分 問 攪 拌 し 、 200

X8で 5分 問 遠 沈 し 細 胞 沈 査 を 得 た 。 10%牛

胎 仔 血 清 (り hittaker Co.,UoSoA。 )、 ベ ニ シ

リ ン (1001。 U.′ ml)‐ ス ト レ プ ト マ イ シ ン (100

μ g/ml),( F!ow lab。 ,Austra!ia)、  4mM L‐ グ

.ル タ ミ ン (和 光 純 薬 )、 お よ び 重 曹 (和 光 純

薬 )を 含 む ダ ル ベ ッ コ 変 法 イ ー グ ル 培 地 (

DMEM,日 水 製 薬 )を 使 用 し て 、 得 ら れ た 細 胞

沈 査 か ら 2。 5X104個 /mlの 細 胞 浮 遊 液 を 作

製 し た 。 こ の 細 胞 浮 遊 液 を プ ラ ス テ ッ ク プ レ ー

ト (24 flat bottom wells、  Flow Lab. 、

●
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● UoS.A。 )に lmlず つ 分 注 し 、 5%炭 酸 ガ ス 培 養

器 (S‖ EL‐ LAB,mode1 250S,U.S.A. )中 で 37° C

に て 培 養 し 、 5日 経 過 し た 時 点 で マ ウ ス 胎 仔

口 蓋 間 葉 細 胞 (MEPM細 胞 )と し て 実 験 に 使 用

し た 。

ま た 、 ヒ ト 胎 仔 口 蓋 問 葉 細 胞 (HEPM細 胞 )

は 、 米 国 National !nstitutes of Health に

中 お い て 、 妊 娠 10週 で 流 産 し た ヒ ト 胎 児 の 回 蓋

問 葉 細 胞 よ り 分 離 さ れ た も の を 、 大 阪 大 学 歯

学 部 口 腔 外 科 学 第 二 講 座 に て 継 代 培 養 し て い

る も の を 使 用 し た 。 細 胞 は MEPM細 胞 と 同 様 に

10%牛 胎 仔 血 清 を 含 む DMEM中 で 培 養 し 、 細 胞

が プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ 上 で confluentに な

れ ば 、 0。 15%ト リ プ シ ン と 0。 1%エ テ レ ン ジ ア

● ミ ン 四 酢 酸 ニ ナ ト リ ウ ム (EDTA,半 井 化 学 薬

品 、 京 都 )の 混 合 液 で 細 胞 を 処 理 し 継 代 培 養

を 行 な っ た 。 実 験 に 使 用 す る 際 は 、 MEPM細 胞

と 同 じ よ う に プ ラ ス テ ッ ク プ レ ー ト に 細 胞 浮

遊 液 を 分 注 し て 準 備 し た 。

4.EGFの 染 色 法

●
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● 2。 の 実 験 で 作 製 し た 、 妊 娠 13日 か ら 15日

の 胎 仔 口 蓋 の パ ラ フ ィ ン 切 片 を 使 用 し て

13)

Gresikら の 方 法 を 基 本 に し て 次 の よ う に 行 な

っ た 。 脱 バ ラ フ ィ ン し た 後 に 、 30倍 に 希 釈 し

た 正 常 ヤ ギ ア ル プ ミ ン  (Cappel

laborator:es,UoSeA)で 5分 間 前 処 置 し 、 1

%の ヤ ギ血 清 を添 加 した C a2■ ,M g2fを 含 まな ぃ

リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS← ),FIow Lab.,

U.K.)で 500倍 に 希 釈 し た 抗 マ ウ ス ECF家 兎

血 清 (Collaborative research、  UoS.A.)と

作 用 さ せ 4° Cで 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

そ し て PBS← )で 10分 間 ず つ 3回 洗 浄 し 、 10%

の ヤ ギ 血 清 を 含 む PBS← )で 50倍 に 希 釈 し た ヤ

ギ 抗 家 兎 lgG(Cappe!lab.)と 室 温 で 30分

問 処 理 し た 。 さ ら に PBS(‐ )で 3回 10分 問 ず つ

洗 浄 し 、 1%の ヤ ギ 血 清 を 含 む P3S← )で 60倍

に 希 釈 し た 家 兎 peroxidase‐ anti peroxidase

complex(PAP、 Cappel lab。 )と 室 温 で 30分 反

応 さ せ た 。 そ し て  0。 003% 過 酸 化 水 素 と

50口 gノ 100ml の ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 塩 酸 塩

●

-7-



● (DAB、 同 仁 化 学 、 熊 本 )を 含 む 0。 05Mト リ

ス 塩 酸 緩 衝 液 と 室 温 で 約 10分 反 応 さ せ 、 ECF

存 在 部 位 を 茶 色 に 染 色 し た 。 水 洗 し た の ち ヘ

マ ト キ シ リ ン に て 核 の 染 色 を お こ な い 、 光 学

顕 微 鏡 下 で 観 察 し た 。

な お 、 一 枚 の ス ラ イ ド グ ラ ス に 6～ 10の パ

ラ フ ィ ン 切 片 を 貼 布 し 、 半 数 の ス ラ イ ド グ ラ

ス は コ ン ト ロ ー ル と し て 抗 EGF家 兎 血 清 の か

わ り に 正 常 家 兎 血 清 を 使 用 し た 。 ま た EGFを

産 生 し て い る 生 後 10週 の 雌 C57BL/6Nマ ウ ス の

顎 下 腺 の 染 色 を 行 な っ て ポ ジ テ ィ プ コ ン ト ロ ー

ル と し た 。

5。 ECF濃 度 測 定 法

妊 娠 H,12日 に 2。 の 回 蓋 裂 発 生 率 調 査 の

場 合 と 同 様 に 、 CA 100μ  gノ g body weightと

ECF O.8 μ gノ g body weight の 併 用 (CA+

ECF20),CA,EGF20,お よ び 生 理 的 食 塩 水 を 投

与 し た Aノ Jマ ウ ス 、 ま た 同 様 に 生 理 的 食 塩 水

を 投 与 し た C57BLノ 6Nマ ウ ス か ら 妊 娠 13.5日 に

胎 仔 を 摘 出 し た 。 こ う し て 得 ら れ た 3～ 5匹

●
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・ の 胎 仔 に 、 0。 1%牛 胎 仔 ア ル プ ミ ン (Sigma)

を 含 む 0。 lMリ ン 酸 緩 衝 液 に 10μ g/mlの ト リ プ

シ ン  イ ン ヒ ビ タ ー (Type l‐ S,Sigma)お よ

び l μ gノ ロ|の ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム (和 光 純 薬 )

を 添 加 し た も の O.5mlを 加 え 、 テ フ ロ ン ホ モ

ジ ナ イ ザ ー に て ホ モ ジ ナ イ ズ し 、 16000 Xg

で 30分 4° Cで 遠 沈 し 、 得 ら れ た 上 清 を 使 用 し
1の

● て以下 の よ うに Nex/ら の方 法 を も とに して ラ

ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 な っ た 。

胎 仔 上 清 100μ !あ る い は 0。 1%牛 胎 仔 ア ル

プ ミ ン を 含 む 0。 lMリ ン 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し た レ

セ プ タ ー グ レ ー ド の 標 準  EGF溶 液

( Co::aborative research) loO μ l と 、 同

じ く 0.1%牛 胎 仔 ア ル プ ミ ン を 含 む 0。 lMリ ン 酸

● 緩 衝 液 で 溶 解 し た
1251で

ラ ベ ル し た  ECF(約

100000 cp口 、 ア マ シ ャ ム ・ ジ ャ バ ン 、 東 京 )

100μ :、 お よ び 20000倍 に 希 釈 し た 家 兎 抗

EGF 血 清        ( Col!aborative research)

100μ :を 加 え 、 4° Cで 3日 間 イ ン キ ュ ベ ー

ト し た 。 さ ら に 0。 1%牛 胎 仔 ア ル プ ミ ン を 含 む

●
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°
0。 lMリ ン 酸 緩 衝 液 で 60倍 に 希 釈 し た 正 常 家 兎

血 清 100ル |、 お よ び 10倍 に 希 釈 し た ヤ ギ 抗

家 兎 lgG 100 μ !を 加 え 、 4・ Cで 24時 間 イ ン

キ ュ ベ ー ト し た 。 そ し て 2000X gで 30分 間 違

沈 し 上 清 を 捨 て 、 沈 殿 物 を ガ ン マ カ ウ ン タ ー

(LKB 1282COMPUCAMMA)で 測 定 し た 。

6.ECFの 胎 盤 通 過 性 の 検 討

●  Aノ Jマ ウ ス で 妊 娠 H～ 14日 に 毎 日 一 日 一 回

午 後 4時 頃 約 10000 cpmの :251で
ラ ベ ル し た

EGFを 投 与 し 、 妊 娠 15。 5日 に 羊 膜 を 破 ら な い

よ う に 胎 仔 を 取 り 出 し た 。 そ し て PBS(‐ )で よ

く 洗 浄 し た 後 、 羊 膜 か ら 胎 仔 を 取 り 出 し 胎 盤

を 除 去 し た 。 さ ら に PBS← )で よ く 洗 浄 し た 後 、

ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 放 射 活 性 を 測 定 し た 。

● 7。 胎 仔 上 清 採 取 法

2.の 日 蓋 裂 発 生 率 調 査 の 場 合 と 同 様 に 、

妊 娠 H,12日 の Aノ Jマ ウ ス に  CA+ECF20,CA,

ECF20、 あ る い は 生 理 的 食 塩 水 を 投 与 し 、 妊

娠 13.5日 に 胎 仔 を 摘 出 し た 。 ま た C57BLノ 6Nマ

ウ ス で も A/Jマ ウ ス と 同 様 に 生 理 的 食 塩 水 を

●
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●

●

投 与 し 、 胎 仔 を 摘 出 し た 。 そ し て 胎 仔 の 重 量

の 5倍 量 の 、 5.3口 g/100mlの フ ェ ニ ル メ チ ル

ス ル フ ォ ニ ル フ ル ロ ラ イ ド  (Sigma)を 含 む

PBS← )を 加 え 、 ポ リ ト ロ ン (KINEMATICA,

Switzer!and)を 使 用 し て 4° Cで 30秒 問 ホ モ

ジ ナ イ ズ し た 。 200 Xg 4° Cで 10分 問 遠 沈 し 、

得 ら れ た 上 清 を さ ら に 100000× 84° Cで 30分

間 遠 沈 し 、 そ の 上 清 を 凍 結 乾 燥 し て 使 用 し た 。
11)

な お 得 ら れ た 胎 仔 上 清 は 、 Lowryの 方 法 に よ

り 牛 血 清 ア ル プ ミ ン を 標 準 と し て タ ン パ ク 量

を 測 定 し 、 使 用 す る 際 に は タ ン パ ク 量 が 等 し

く な る よ う に 添 加 し た 。

8。 DNA合 成 の 測 定

3‖ _チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 指 標 と し て DNA

合 成 を 測 定 し た 。 3。 の よ う に し て 準 備 し た

MEP‖ 細 胞 ,HEPM細 胞 の 培 養 液 を 牛 胎 仔 血 清 を

含 ま な い も の に 交 換 し 、 24時 間 培 養 後 、 7.

の よ う に 準 備 し た 胎 仔 上 清 を 含 ん だ DMEMと 交

換 し た 。 胎 仔 上 清 は タ ン パ ク 量 が 10μ g/ml、

200 μ g/mlあ る い は 500 μ g/mlと な る よ う に
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●
し 、 20時 間 培 養 後 3‖ _チ ミ ジ ン l μ Ci/we H

を 加 え 、 さ ら に 4時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。

そ し て 培 義 液 を 吸 引 除 去 後 ほ ぼ 0° Cの PBS← )

で 一 度 洗 浄 し 、 さ ら に 5%ト リ ク ロ ロ 酢 酸 で 3

回 、 メ タ ノ ー ル で 1回 4・ Cで 洗 浄 し た 。 そ の

後 lN NaOHを lml加 え 細 胞 を 溶 解 し 、 そ の う

ち の 0。 4田 !を 10N HCIで 中 和 後 バ イ ヤ ル に 移

し 、 10口 :の シ ン チ レ ー タ ー 液 を 加 え 、 液 体 シ

ン テ レ ー シ ョ ン ス ペ ク ト ロ メ ー タ ー  (LKB

1215RCKBETA)に よ り 放 射 活 性 を 測 定 し た 。

9。 胎 仔 口 菫 突 起 の 器 官 培 養 法

2倍 の 濃 度 に 調 整 し た DME‖ と 、 0.6%寒 天

(Special agar nob!e,Difco laboratories ,

UoSoA.)を 等 量 加 え た も の を 35mmプ ラ ス チ ッ

ク シ ャ ー レ (Corning,UoSeA。 )中 で 硬 化 さ せ 、

そ の 上 に メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ ー (TM‐ 2,東 洋 科

学 産 業 、 大 阪 )を 置 い た 。 メ ン プ ラ ン フ ィ ル

タ ー 上 に 無 処 置 A/Jマ ウ ス お よ び C57BL/6Nマ

ウ ス の 妊 娠 13日 の 胎 仔 口 蓋 突 起 を 片 側 ず つ 、

一 対 の 回 蓋 突 起 が 違 っ た 実 験 グ ル ー プ に な る

●
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よ う に 配 慮 し て 、 鼻 腔 側 が フ ィ ル タ ー に 接 す

る よ う に 置 い た 。 そ し て 7。 の よ う に 調 整 し

た 各 種 胎 仔 上 清 を 、 生 理 的 食 塩 水 を 用 い て タ

ン パ ク 量 が l μ gノ ロ:あ る い は 10μ 8/miと な る

よ う に 希 釈 し て 、 20μ lず つ 加 え て 48時 間 培

養 し た 。 そ し て 可 及 的 に 口 蓋 突 起 の 中 央 部 で

前 額 面 が あ ら わ れ る よ う に し て 、 フ ィ ル タ ー

と と も に 口 蓋 突 起 を バ ラ フ ィ ン 切 片 と し 、 ヘ

マ ト キ シ リ ン 。 エ オ ジ ン 染 色 を 行 な っ て 、 日

蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 の 有 無 を 光 学 顕 微 鏡 下

で 観 察 し た 。

●
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結 果

1。 ECF,CA投 与 の 口 蓋 裂 発 生 率 へ の 影 響

実 験 方 法 2。 に 従 っ て  Aノ Jマ ウ ス 、

C57BL/6Nマ ウ ス で EGF,CA投 与 の 口 蓋 裂 発 生 率

へ の 影 響 を 調 査 し 、 以 下 の よ う な 結 果 を 得 た 。

Aノ Jマ ウ ス (表 1)、 C57BLノ 6Nマ ウ ス (表 2)

と も に 、 着 床 後 吸 収 さ れ た も の の 割 合 は 、 薬

剤 の 投 与 に よ っ て 有 意 な 変 化 は 認 め ら れ な か

っ た 。 生 存 胎 仔 数 か ら 唇 裂 口 蓋 裂 の 発 生 率 を

見 る と 、 Aノ Jマ ウ ス で は 、 唇 裂 を 伴 つ た 口 蓋

裂 の 発 生 率 は ど の 薬 剤 投 与 グ ル ー プ で も 同 じ

で あ つ た 。 一 方 、 CAを 投 与 し た 3グ ル ー プ

(CA,CA+EGF10,CA+ECF20)で は 口 蓋 裂 単 独 の 発

生 率 は 非 投 与 グ ル ー プ に 比 べ て 遥 か に 高 く な

っ た 。 C57BL/6Nマ ウ ス で も CA投 与 に よ り 口 蓋

裂 単 独 を 有 す る マ ウ ス が 見 ら れ た が 、 A/Jマ

ウ ス に 比 べ れ ば そ の 変 化 は 僅 か で あ っ た 。 な

お 、 Aノ Jマ ウ ス で 唇 裂 の み を 有 す る も の 、 ま

た C57BL/6Nマ ウ ス で 唇 裂 を 有 す る も の は 見 ら

れ な か つ た 。

●
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・  Aノ Jマ ウ ス の こ の 結 果 か ら 、 CAに ECFを 併

せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 、 日 蓋 裂 単 独 の 発

生 率 が ど の よ う に 変 化 す る の か を 検 討 し た

(図 1)。  CAに 併 せ て 投 与 す る ECFの 量 を

10μ 8,20μ 8と 増 量 し て い く と 、 そ れ に と も

な つ て 正 常 な 口 蓋 の 割 合 は 増 加 し 、 日 蓋 裂 単

独 の 割 合 は 減 少 し た 。 こ の 結 果 に つ い て カ ィ

ニ 乗 検 定 を 行 な う と (表 3)、 CA投 与 グ ル ー

プ と CA+ECF20投 与 グ ル ー プ の 間 で 回 葦 裂 単

独 の 発 生 率 に 、 1%の 危 険 率 で 有 意 差 の あ る

こ と が 確 か め ら れ た 。

Aノ Jマ ウ ス で 口 蓋 突 起 の 状 態 を 、 組 織 切 片

を 用 い て 観 察 す る と (表 4)、 妊 娠 13日 の 時

点 で は ど の よ う な 薬 剤 を 投 与 し た 胎 仔 で も 日

蓋 突 起 は 舌 に そ っ て 垂 直 方 向 に 存 在 し て お り

違 い は 観 察 さ れ な か っ た 。  コ ン ト ロ ー ル 、

EGF投 与 の 胎 仔 で は 妊 娠 14日 に な る と 、 日 蓋

突 起 の 水 平 方 向 へ の 成 長 の 変 化 (水 平 転 位 )

が 多 数 の 胎 仔 で 観 察 さ れ た (図 2A)

妊 娠 15日 に な る と 、 日 蓋 突 起 が 融 合

ｏ
　
　
　
Ｌヽ
）

そ し て

た も の

●

-15-



|●

が 多 く 認 め ら れ た く 図 23)。 そ れ に 比 較 し て 、

CA,CA+ECF20を 投 与 し た 胎 仔 で は 、 妊 娠 14日

に な つ て も 日 蓋 突 起 が 舌 に そ っ て 垂 直 方 向 に

存 在 し て い る も の が 多 く み ら れ た 。 妊 娠 15日

の 時 点 で の CA投 与 胎 仔 と CA+EGF20投 与 胎 仔 の

違 い は 、 CA+ECF20投 与 胎 仔 で は 、 水 平 転 位 や

口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 葬 薄 化 (図 2C)が 89%の

胎 仔 で 見 ら れ た の に 対 し て 、 CA投 与 胎 仔 で は 、

日 蓋 突 起 が 舌 に そ っ て 垂 直 方 向 に 存 在 し て い

た り (31%,図 20)、 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 葬

薄 化 が 見 ら れ な い も の (46%)が 多 い よ う に 思

わ れ た 点 で あ る 。 な お C57BLノ 6Nマ ウ ス で は 、

Aノ Jマ ウ ス に く ら べ て 比 較 的 早 期 に 口 蓋 突 起

の 融 合 が 観 察 さ れ 、 妊 娠 14日 で 融 合 が 観 察 さ

れ た も の も 多 か つ た 。

唇 裂 口 蓋 裂 の 他 に も 多 指 症 や 短 指 症 、 副 肋

骨 な ど が 数 例 見 ら れ た が 、 CAや ECFの 投 与 と

明 ら か に 関 連 性 の 見 ら れ る も の は な か っ た 。

た だ 、 眼 瞼 開 裂 は 数 %ず つ で は あ る が A/Jマ

ウ ス の 各 グ ル ー プ に み ら れ (図 3)、 そ の 発

●
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● 生 率 は EGFを 投 与 し た グ ル ー プ で は や や 少 な

い よ う に 思 わ れ た 。、一 方 C573L/6Nマ ウ ス で は 、

眼 瞼 開 裂 は 観 察 さ れ な か つ た 。

雌 雄 別 に A/Jマ ウ ス の 回 蓋 裂 単 独 、 唇 裂 を

と も な つ た 回 蓋 裂 、 眼 瞼 開 裂 の 発 生 率 を み る

と (表 5)、 日 蓋 裂 単 独 の 発 生 率 は 雌 雄 で 有

意 差 は 認 め ら れ な か つ た が 、 唇 裂 を と も な っ

た 回 蓋 裂 や 眼 瞼 開 裂 で は 各 薬 剤 投 与 グ ル ー プ

を 合 計 し て み る と 、 雌 よ り も 雄 に 多 く み ら れ

る と い う 結 果 が 得 ら れ た 。 ま た A/Jマ ウ ス に

つ い て 胎 仔 の 体 重 を 測 定 す る と (図 4)、 CA

を 投 与 し た 3つ の グ ル ー プ で 有 意 な 体 重 の 減

少 が み ら れ た が 、 ECFを 投 与 し た こ と に よ る

体 重 の 増 減 は 認 め ら れ な か つ た 。

2。 胎 仔 口 蓋 突 起 の ECF染 色

実 験 方 法 4。 に 従 っ て 胎 仔 回 蓋 突 起 の EGF

を 染 色 し た 。 そ の 結 果 、 日 蓋 突 起 の 融 合 の 前

後 に 関 係 な く 、 無 処 置 の 妊 娠 13日 の C57BL/6N

マ ウ ス の 胎 仔 口 蓋 突 起 後 縁 部 分  (図 5C)、

CA+ECF20を 妊 娠 11日 か ら 13日 の 母 体 に 投 与 し

●
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た Aノ Jマ ウ ス の 妊 娠 14日 の 胎 仔 口 蓋 突 起 (図
5D)、 ま た 無 処 置 の 妊 娠 15日 の A/Jマ ウ ス の

胎 仔 口 蓋 突 起 融 合 部 (図 5F)な ど 、 妊 娠 13日

か ら 15日 の 使 用 し た 6種 類 9胎 仔 の す べ て の

組 織 切 片 で 上 皮 を 中 心 に 茶 色 の 発 色 が あ り 、

ECFの 存 在 が 考 え ら れ た 。 な お 抗 EGF血 清 の

か わ り に 正 常 家 兎 血 清 を 使 用 し た ネ ガ テ ィ プ

コ ン ト ロ ー ル で は 、 明 ら か な DA3に よ る 発 色

は 見 ら れ ず (図 5E,G)、 ま た EGFを 産 生 し て

い る 生 後 約 10週 の 雌 の C57BL/6Nマ ウ ス の 顎 下

腺 を 使 用 し た ポ ジ テ ィ プ コ ン ト ロ ー ル で は 茶

色 の 発 色 が 見 ら れ た (図 5A)。

3.ECF,CA投 与 の 胎 仔 EGF濃 度 へ の 影 響

実 験 方 法 5。 の よ う に 標 準 ECF溶 液 を 使 用

し た 結 果 か ら 標 準 曲 線 を 求 め (図 6)、 そ れ

を 利 用 し て 各 種 処 置 胎 仔 の EGF濃 度 を 測 定 し

た (表 6)。 そ の 結 果 EGF(0。 8 μ gノ g bOdy

weight)を マ ウ ス 母 体 に 投 与 し て も 、 胎 仔 中

の ECF濃 度 は 変 化 し な い こ と が 示 さ れ た 。 ま

た 、 羊 水 中 の  EGF濃 度 も EGF投 与 胎 仔 4例 、

●
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● ECF非 投 与 胎 仔 5例 で あ わ せ て 測 定 し た が 、

す べ て 0。 3p田 01′ 口lの 測 定 限 界 以 下 で あ つ

た 。

4.ECFの 胎 盤 通 過 性 の 測 定

実 験 方 法 6.の よ う に し て 測 」定 し た 結 果

(表 7)、  :251を 投 与 し た 胎 仔 で は 55.2cpm

で あ り 、 妊 娠 11‐ 14日 に 生 理 的 食 塩 水 を 投 与

し た コ ン ト ロ ー ル で は 48。 6cpmで あ つ て 、 有

意 差 は み ら れ な か つ た 。

5。 胎 仔 口 蓋 問 葉 細 胞 の DNA合 成 に 対 す る 胎

仔 上 清 の 影 響

実 験 方 法 8.の よ う に  MEPM細 胞 、  ‖EPM

細 胞 を 用 い て  DNA合 成 を 測 定 し た 。 そ の 結

果 、 MEPM細 胞 で は  (図 7)、 タ ン パ ク 量 が

10μ gノ 田|と な る よ う に 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 、

A/Jの CA+ECF20処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た も の 、

Aノ Jの CA処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た も の 、 A/Jの

無 処 置 胎 仔 上 清 を 加 え た も の の 順 に DNA合 成

は 多 か つ た 。 タ ン パ ク 量 が 200μ gノ ロ!と な る

と 各 胎 仔 上 清 間 の DNA合 成 の 差 は 少 な く な つ

●
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た 。 HEP‖ 細 胞 で は (図 8)、 胎 仔 上 清 を タ ン

パ ク 量 が 10μ gノ ロlと な る よ う に 加 え る と 、

A′ Jの CA+EGF20処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た ほ う が 、

そ の ほ か の Aノ Jの CA処 理 胎 仔 や 無 処 置 胎 仔

の 上 清 を 加 え た も の 、 ま た 胎 仔 上 清 を 加 え な

か つ た も の よ り も DNA合 成 は 促 進 さ れ た 。

6.器 官 培 養 に お け る 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 消 失

に 対 す る 胎 仔 上 清 の 影 響

実 験 方 法 9。 の よ う に 胎 仔 口 蓋 突 起 の 器 官

培 養 を 行 な い 、 各 種 胎 仔 上 清 の 正 中 縁 端 上 皮

消 失 に 対 す る 影 響 を 観 察 し た (表 8)。 A/J

マ ウ ス 胎 仔 口 蓋 突 起 を 使 用 し た 場 合 は 、 タ ン

パ ク 量 l μ gノ ロ|で 胎 仔 上 清 を 加 え る と 、 A/J

の CA処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 に は 、 50%の

回 蓋 突 起 で の み 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 が 見

ら れ た (図 9A)の に 対 し て 、 Aノ Jの CA+ECF20

処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 に は 、 100%の 口

蓋 突 起 で 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 が 見 ら れ た 。

同 じ く 、 タ ン パ ク 量 が 10μ・8/mlと な る よ う に

加 え た 場 合 で は 、 A/Jの CA処 理 胎 仔 上 清 を
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● 加 え た 場 合 に は 、 38%の 回 蓋 突 起 で の み 口 蓋

正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 が 見 ら れ た の に 対 し て 、

Aノ Jの CA+EGF20処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 に

は 、 60%の 回 蓋 突 起 で 回 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消

失 が 見 ら れ た 。 こ の よ う に CA処 理 胎 仔 上 清 と

CA+ECF20処 理 胎 仔 上 清 で 差 が 見 ら れ た の に 対

し 、 C57BLノ 6Nマ ウ ス 胎 仔 口 蓋 突 起 を 使 用 し

た 場 合 に は 、 タ ン パ ク 量  l μ gノ ロlで 上 清 を

加 え る と 、 Aノ Jの CA処 理 胎 仔 上 清 を 加 え た 場

合 に は 83%、 A/Jの CA+ECF20処 理 胎 仔 上 清

を 加 え た 場 合 に は 79%の 回 蓋 突 起 で 口 蓋 正 中

縁 端 上 皮 の 消 失 が 見 ら れ 、 消 失 率 に 差 は み ら

れ な か つ た 。 ま た  Aノ Jマ ウ ス 胎 仔 口 蓋 突 起 に

Aノ Jマ ウ ス 無 処 置 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 や 、

C57BL/6Nマ ウ ス 胎 仔 口 蓋 突 起 に C57BL′ 6Nマ ウ

ス 無 処 置 胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 に は 、 い ず れ

も ほ ぼ 全 例 で 上 皮 の 消 失 が み ら れ た 。

●
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●

考 察

in vivoで 回 蓋 裂 の み の 発 生 率 、 唇 裂 を と

も な っ た 日 蓋 裂 の 発 生 率 を 調 べ る と 、 CA,EGF

の 投 与 に よ っ て 両 者 〔は 大 き く 違 っ た 反 応 を し

た 。 Aノ Jマ ウ ス で は 、 回 蓋 裂 の み の 発 生 率 は

CA,ECFの 投 与 に よ つ て 変 化 し た の に 対 し て 、

唇 裂 を と も な つ た 日 蓋 裂 で は 、 CA投 与 に よ っ

て も 発 生 率 は コ ン ト ロ ー ル と ほ ぼ 同 じ で 変 化

し な か つ た 。 ま た 、 C57BL/6Nマ ウ ス で も CA投

与 に よ つ て 口 蓋 裂 だ け が 観 察 さ れ 、 コ ン ト ロ ー

ル と 同 様 に 唇 裂 を と も な っ た 日 蓋 裂 は み ら れ

な か つ た 。 し た が つ て CA,ECF投 与 は 日 蓋 裂 の

み の 発 生 率 に 大 き く 影 響 す る が 、 唇 裂 を と も

な つ た 回 蓋 裂 の 発 生 率 に は ほ と ん ど 影 響 し な

い と 考 え ら れ た 。 そ こ で CA,EGFの 影 響 を よ り

明 確 に 評 価 で き る よ う に 唇 裂 を と も な っ た 日

蓋 裂 を 除 き 、 日 蓋 裂 の み の 発 生 率 に つ い て

Aノ Jマ ウ ス で 検 討 し た 。 そ の 結 果 コ ン ト ロ ー

ル 、 CA処 置 ま た EGF処 置 で も Bedrickら と は

ぼ 同 様 の 結 果 で あ り 、 コ ン ト ロ ー ル と ECF処

●
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中

置 と の 間 で 回 蓋 裂 の み の 発 生 率 に 有 意 差 は み

ら れ な か つ た 。 し か し Bedrickら の EGF 40

μ gノ g body weightを CAに あ わ せ て 投 与 し た

結 果 と 逆 に 、 ECF O.8 μ gノ g body weight

を CAに あ わ せ て 投 与 す る と 口 蓋 裂 発 生 率 が 減

少 し た 。 そ し て EGFの 量 を 0.4 μ gノ g body

leightこと し た 場 合 と  0。 8μ gノ g body weight

に し た 場 合 を 比 較 す る と 、 後 者 の ほ う が よ り

回 蓋 裂 発 生 率 は 減 少 す る 傾 向 が み ら れ た 。 こ

の よ う に ECFは 、 単 独 で は ほ と ん ど 口 蓋 裂 発

生 率 に 影 響 な い が 、 CAに よ っ て 誘 発 さ れ る 口

蓋 裂 の 発 生 に は 0。 8 μ g/g body weightで

抑 制 的 に 働 き 、 日 蓋 裂 発 生 に 関 与 す る こ と が

示 さ れ た 。

こ う し た 薬 剤 投 与 に よ る 口 蓋 裂 発 生 率 の 変

化 を 形 態 的 な 面 か ら 考 え て み た 。 A/Jマ ウ ス

で は ECFの み を 投 与 し た 時 は 、 無 処 置 の 時 と

ほ ぼ 同 様 に 水 平 転 位 ・ 正 中 縁 端 上 皮 の 葬 簿 化

が 観 察 さ れ た 。 こ れ は EGF単 独 投 与 グ ル ー プ

が コ ン ト ロ ー ル と 同 様 な 口 蓋 裂 発 生 率 を 示 し

●

―- 23 ‐―



● た こ と と よ く 一 致 し て い る 。 一 方 A/Jマ ウ ス

に CAを 投 与 し た 時 、 日 蓋 突 起 の 水 平 転 位 は 遅

れ 、 妊 娠 15日 で も 69%し か 水 平 転 位 を し て お

ら ず 、 正 中 縁 端 上 皮 の 葬 簿 化 は 54%で あ つ た 。

そ れ に 対 し て CA+EGFを 投 与 し た グ ル ー プ で は

妊 娠 15日 で 融 合 の 起 こ っ て い る も の は な い が 、

水 平 転 位 ・ 正 中 縁 端 上 皮 の 葬 簿 化 は ほ ぼ コ ン

ト ロ ー ル と 同 様 に 起 こ つ て い た 。

両 側 の 口 蓋 突 起 の 接 触 な し に 、 つ ま り 接 触

と は 関 係 な し に 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 が 起 こ る

20)‐ 22)

こ と か ら 、 日 蓋 突 起 が 水 平 転 位 し た 際 に 時 期

を あ わ せ て 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 が 起 こ る こ と

は 口 蓋 形 成 に 重 要 で あ る と 思 わ れ る 。 ま た 、

in vivoで は  CAを 投 与 し て も 正 中 縁 端 上 皮
23,

の 非 薄 化 は 起 こ る と い う 報 告 か ら 、  CA投 与

グ ル ー プ を 中 心 に 妊 娠 15日 で 正 中 縁 端 上 皮 の

消 失 が 見 ら れ な か つ た 口 蓋 突 起 は 、 葬 簿 化 が

起 こ ら な か つ た の で は な く 、 非 簿 化 の 時 期 が

遅 延 し て い る と 考 え る べ き で あ ろ う 。 こ れ ら

の こ と は 、 水 平 転 位 ・ 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 の

争
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時 期 が  CA投 与 に よ っ て 共 に 遅 れ る と い う こ

と で 、 日 蓋 突 起 の 融 合 に 対 し て 合 目 的 性 が あ

る よ う に 思 わ れ る が 、 両 者 の 遅 延 の 程 度 が 都

合 よ く 一 致 す る と は 限 ら な い こ と 、 ま た あ ま

り 遅 く な る と 頭 蓋 全 体 の 成 長 と の 関 係 か ら 口

蓋 突 起 が 接 触 で き な く な る 等 の 理 由 か ら 、 や

は り  CA投 与 に よ つ て 回 蓋 裂 発 生 率 は 上 昇 し

た よ う に 考 え ら れ る 。 ま た 、  CA単 独 投 与 に

よ つ て 水 平 転 位 。 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 と い っ

た 一 連 の 現 象 の つ な が り が 不 完 全 に な つ た も

の が 、  EGFを あ わ せ て 投 与 す る こ と に よ っ

て 多 少 と も 改 善 さ れ 、 日 蓋 裂 が 減 少 し た と 思

わ れ る 。

A/Jマ ウ ス と  C57BL/6N マ ウ ス の 違 い に

つ い て 考 察 す る と 、 こ れ ま で の 報 告 で は 、

C573L/6Nマ ウ ス に く ら べ て A/Jマ ウ ス で は 口

蓋 突 起 の 水 平 転 位 が 遅 く 、 そ う し た 事 か ら グ

ル コ コ ル チ コ イ ド 投 与 に よ つ て 日 蓋 突 起 の 成

長 ・ 水 平 転 位 が 遅 れ た 時 、 C57BLノ 6Nマ ウ ス で

は ま だ 融 合 の 可 能 性 が あ る が 、 A/Jマ ウ ス で

●
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は 左 右 の 回 蓋 突 起 が 接 触 で き な く な る 可 能 性

が 非 常 に 高 く な り 、 そ の た め に A/Jマ ウ ス で

は 回 蓋 裂 が 頻 発 し や す い と 考 え ら れ て い 7:D

今 回 の 結 果 で も 、 コ ン ト ロ ー ル の C57BL/6Nマ

ウ ス で は 妊 娠 14日 で 融 合 し て い る 日 蓋 突 起 が

み ら れ る な ど 、 コ ン ト ロ ー ル の A′ Jマ ウ ス に

く ら べ て 水 平 転 位 、 融 合 は 早 く み ら れ 、 こ の

仮 説 を 肯 定 す る 結 果 が 得 ら れ た 。

次 に 、 雌 雄 別 の 唇 裂 口 蓋 裂 、 眼 瞼 開 裂 の 発

生 率 に つ い て み て み る と 、 唇 裂 を と も な っ た

口 蓋 裂 、 眼 瞼 開 裂 で は 雌 雄 別 発 生 率 に 違 い が

み ら れ 、 日 蓋 裂 単 独 で は 雌 雄 差 が な い と い う
1●D

結 果 で あ っ た 。 Nexφ ら の 報 告 等 と 同 じ よ う に 、

今 回 の 実 験 結 果 か ら ECFあ る い は ECF様 物 質

が 口 蓋 突 起 を 含 め 胎 仔 中 に 存 在 す る こ と が 確

認 さ れ た 。 そ し て こ の ECFの 産 生 ・ レ セ プ タ ー

26)                           2● I)

の 調 整 に ア ン ド ロ ゲ ン 、 エ ス ト ロ ゲ ン が 関 与

し て お り 、 雌 雄 で ECF濃 度 が 違 う こ と 、 ま た

28)

Brownら に よ る と 子 宮 内 で 、 あ る 胎 仔 の 両 側

が 雄 で あ る か 雌 で あ る か に よ っ て 、 そ の 胎 仔

●
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・ の ECF濃 度 に 高 低 が あ る こ と が 報 告 さ れ て い

る 。 こ う し た こ と か ら 考 え る と 、 ECFあ る い

は EGFと 同 様 に ア ン ド ロ ゲ ン 等 に よ っ て 調 節

さ れ る な ん ら か の 物 質 が 、 雌 雄 に よ っ て 違 つ

た 量 含 ま れ て お り 、 そ の 物 質 の 回 蓋 突 起 に 対

す る 作 用 に よ つ て 雌 雄 差 が お こ る と も 考 え ら

れ る 。 日 蓋 裂 単 独 の 発 生 率 に は 雌 雄 差 は な か

0っ た が 、 こ れ は CA投 与 が 性 差 以 上 に 強 力 に 口

蓋 裂 を 発 生 さ せ 、 そ う し た 胎 仔 が 口 蓋 裂 単 独

の グ ル ー プ に は 多 く 含 ま れ て い る た め と も 考

え ら れ る 。

と こ ろ で 、 マ ウ ス で は 通 常 新 生 仔 の 目 が 感

染 や 傷 を う け 、 構 造 ・ 機 能 に 異 常 を 生 じ る こ

と を 防 ぐ た め 、 眼 瞼 は 閉 鎖 し て 誕 生 し て く る 。

ほ こ の 眼 瞼 の 開 鎖 は 妊 娠 17日 頃 ま で に 完 成 し 、

誕 生 後 約 14日 ま で ふ た た び 開 か な い と さ れ て
20)

い る 。  Watney ら は 、 眼 瞼 開 裂 が 頻 発 す る

Lidgap‐ Mil:er(lgM・ )マ ウ ス を 使 用 し 、 そ の

胎 仔 の 眼 瞼 開 裂 が グ ル コ コ ル チ コ イ ド の 投 与
20)30p

に よ つ て 減 少 す る こ と を 報 告 し て い る 。 こ れ

●
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● に 対 し て 今 回 の 結 果 で は 、 胎 仔 数 が 少 な い の

で き ら に 胎 仔 数 を 増 さ な い と 断 定 で き な い が 、

CA投 与 で は 特 に 眼 瞼 開 裂 の 発 生 率 に は 変 化 な

い よ う に 思 わ れ た 。 一 方 ECF投 与 で は 眼 瞼 開

裂 が や や 減 少 し た よ う に 思 わ れ た 。 Lidgap‐

Mi Herマ ウ ス の 結 果 と 違 い 、 CA投 与 で 眼 瞼 開

裂 は 減 少 し な か っ た が 、 他 に も コ ル チ ゾ ン 投

与 に ほ と ん ど 反 応 し な い マ ウ ス が あ る こ と も
3:)

報 告 さ れ て お り 、 Aノ Jの 眼 瞼 開 裂 に つ い て は

さ ら に 研 究 を 進 め て い く 必 要 が あ る と 思 わ れ

る 。 た だ 、 上 皮 の 消 失 が な い 点 が 異 な る に し

て も 、 日 蓋 と 同 様 に 融 合 が お こ る 眼 瞼 で ECF,

CAが 関 与 し て い る と 考 え ら れ る こ と は 、 興 味

あ る と こ ろ で あ る 。
32)

さ て 、 こ れ ま で 免 疫 組 織 化 学 の 技 法 を 用 い
33)‐つ

て 、 組 織 中 の EGFを 染 色 し た 報 告 は 数 多 く あ

る が 、 そ の 多 く は 顎 下 腺 を 染 色 し た も の で あ

る 。 日 蓋 突 起 の EGFの 局 在 を 調 べ た も の は な

く 、 ECFレ セ プ タ ー の 局 在 を オ ー ト ラ ジ オ グ
:の

ラ フ を 用 い て 示 し た も の が あ る に す ぎ な い 。

●
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●
今 回 著 者 は 酵 素 抗 体 法 (PAP法 )を 用 い て 口 蓋

突 起 で の  ECFの 存 在 の 有 無 を 調 べ た 。 そ の

結 果 上 皮 を 中 心 に 妊 娠 13日 か ら 15日 の 染 色 に

用 い た す べ て の 回 蓋 突 起 で ECFの 存 在 が 認 め

ら れ 、 EGFが 直 接 口 蓋 形 成 に 関 与 し て い る 可

能 性 が 高 い と 考 え ら れ た 。 ま た 、 CA,ECFな ど

投 与 薬 剤 の 違 い に よ る 染 色 性 の 違 い は 観 察 さ

れ な か つ た 。 今 回 の 染 色 法 は 定 量 的 な 話 を す

る に は 十 分 で は な い が 、 各 薬 剤 投 与 グ ル ー プ

で ECFの 分 布 ・ 量 に 顕 著 な 違 い が な か っ た こ

と は 言 え る で あ ろ う 。 ま た 今 回 の 結 果 か ら 、

上 皮 に 特 に 多 く の  EGFが 存 在 し て い る と 考

え ら れ 、 こ の こ と は 前 述 の  ECFレ セ プ タ ー

の 局 在 を 調 べ た 報 告 で 、 上 皮 部 分 に ECFレ セ

準 プ タ ー が 多 く み ら れ た と い う 事 実 と 、 一 致 し

て い る 。

こ の よ う に ECFの 局 在 を 調 べ た 結 果 、 胎 仔

口 蓋 に EGFが 存 在 す る こ と が 示 さ れ た 。 そ こ

で こ の ECFが 、 CAや ECFを 母 体 に 投 与 す る こ

と に よ っ て 胎 仔 中 で 増 減 す る か 調 べ る こ と と

0
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● し た 。 今 回 の 実 験 で は 口 蓋 突 起 の み の 濃 度 を

測 定 す る こ と は 、 必 要 と さ れ る 多 量 の サ ン プ

ル を 集 め る こ と が 困 難 で あ っ た の で 、 胎 仔 全

体 を 用 い て ECF濃 度 を 測 定 し た 。 す で に 正 常
l●D

マ ウ ス 胎 仔 中 の ECF濃 度 は Nex/ら に よ っ て 報

告 さ れ て い る 。 今 回 の 結 果 は 彼 ら の ラ ジ オ イ

ム ノ ア ッ セ ィ の 結 果 (0.12pmol/8 Wet weight

)よ り 数 倍 高 い 値 、 ラ ジ オ レ セ プ タ ー ァ ッ セ

イ と ほ ぼ 等 し い 値 (0.62pmol′ g wet weight)

で あ つ た 。 測 定 の 結 果 母 体 に EGFを 投 与 し て

も 胎 仔 中 の ECF濃 度 に 変 化 は な く 、 し た が っ

て 母 体 に ECFを 投 与 し て も 胎 仔 中 の ECF濃 度

は 上 昇 し な い と 考 え ら れ た 。 な お 、 以 上 の 結

果 は ECF投 与 後 約 24時 間 た っ て か ら 胎 仔 を 摘

出 し 上 清 を 得 て い る の で 、 か な り 母 体 血 中

ECF濃 度 は 減 少 し て い る と 考 え ら れ る 。 そ こ

で EGFを 母 体 に 静 脈 注 射 後 1時 間 で 胎 仔 を 取

り 出 し 、 0.05Mの 酢 酸 中 で 胎 仔 を ホ モ ジ ナ イ

ズ し 遠 沈 し た 上 清 で も EGF濃 度 を 測 定 し た が 、

結 果 は EGF投 与 後 24時 間 経 過 し た 胎 仔 を 使 用

●
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● し た も の と 同 じ 傾 向 を 示 し 、 EGFの 投 与 に よ

る 胎 仔 中 の EGF濃 度 の 上 昇 は 見 ら れ な か っ た 。

コ ル チ ゾ ン は 代 謝 さ れ ず そ の ま ま 胎 盤 を 通

36)
過 し 、 胎 仔 に 達 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。

ECFも こ れ ま で 述 べ た よ う に 母 体 に 投 与 し て

も 胎 仔 中 で 濃 度 が 増 加 せ ず 、 胎 盤 を 通 過 し な

い 可 能 性 が 高 い と 思 わ れ た 。 そ こ で そ の 点 を

よ り 明 確 に す る た め に 約 10000cpmの las lで ラ ベ

ル し た  ECFを 妊 娠 H日 か ら 14日 の 4日 間 母 体

に 投 与 し た 。 そ の 結 果 胎 仔 で の 放 射 活 性 の 有

意 な 上 昇 は 測 定 さ れ ず 、 EGFの 胎 盤 通 過 は 非

常 に 困 難 で あ る と 考 え ら れ た 。  3edrickら
■) 3■)

の 報 告 の 他 に 、  Calvertら は マ ウ ス 母 体 に

ECFを 投 与 し 胎 仔 の 酵 素 活 性 の 変 化 を 報 告 し

● て い る が 、 EGFの 胎 盤 通 過 が 非 常 に 困 難 で あ

る こ と か ら 、 本 研 究 の 結 果 を 含 め  'Bedrick,

Calvertの 結 果 も EGFが 直 接 胎 仔 に 作 用 し て

起 こ っ た も の で は な く 、 ECF投 与 に よ っ て な

ん ら か の 物 質 が 増 減 し 、 そ の た め に 起 こ っ た

現 象 で あ る と も 考 え ら れ た 。

●
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EGFが 口 蓋 突 起 を 含 め て 胎 仔 中 に 存 在 す る
■)'の‐じ〕つ

と い う 今 回 の 結 果 や こ れ ま で の 報 告 か ら ヽ

EGFは 直 接 胎 仔 の 口 蓋 形 成 に 関 与 し て い る と

考 え ら れ て い る 。 し か し 今 回 の 母 体 に ECFを

投 与 し た 場 合 で は 、 こ れ ま で の 考 察 か ら そ の

EGFは 直 接 胎 仔 の 回 蓋 突 起 に 働 く の で は な く

EGFを 母 体 に 投 与 す る こ と に よ っ て 胎 仔 中 で

な ん ら か の 物 質 の 増 減 が あ り 、 そ れ に よ っ て

口 蓋 裂 の 発 生 が 減 少 し て い る と 考 え 、 こ の 点

に つ い て き ら に 調 べ る こ と と し た 。 CA投 与 に

よ つ て 発 生 す る 口 蓋 裂 が EGFを あ わ せ て 投 与

す る こ と に よ っ て 減 少 す る こ と か ら 、  CAと

CA+EGFを そ れ ぞ れ 投 与 し た 時 の 胎 仔 口 蓋 突

起 か ら 得 た 上 清 で 両 者 の 差 を 比 較 す る と よ り

良 い と 思 わ れ た が 、 EGF濃 度 測 定 の 場 合 と 同

様 に 、 日 蓋 突 起 の み か ら 十 分 な 量 の 上 清 を 集

め る こ と は 困 難 で あ っ た の で 、 胎 仔 全 体 か ら

上 清 を 得 て in vitroで 実 験 を 進 め た 。

胎 仔 口 蓋 突 起 の 融 合 で は 、 日 蓋 突 起 の 増 殖
39〕■り                     ]D:り

・ 形 態 の 変 化 、 上 皮 と 問 葉 組 織 の 関 係 、 細 胞

●
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41) 42)439
の 接 着 、  programmed cell death  な ど

の 点 が 融 合 が 完 成 す る 過 程 で 重 要 と 考 え ら れ

種 々 の 報 告 が な さ れ て い る 。 今 回 は こ れ ら の

中 か ら 特 に 重 要 と 思 わ れ る 日 蓋 間 葉 細 胞 の 増

殖 。 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 に つ い て 、 cA,

CA+ECF20を 投 与 し た 胎 仔 上 清 を 中 心 と し て 各

種 胎 仔 上 清 の 影 響 に つ い て 検 討 し た 。

3‖ ‥ チ ミ ジ ン の 取 り 込 み を 指 標 と し て DNA

合 成 能 を 測 定 し 、 日 蓋 問 葉 細 胞 の 増 殖 に 与 え

る 影 響 に つ い て 検 討 し た 結 果 、 MEPM細 胞 で は

タ ン パ ク 量 を 10μ g/ml含 む よ う に 加 え た 場 合

CA+ECF20,CA,無 処 置 胎 仔 上 清 の 順 に
3‖ _チ ミ

ジ ン の 取 り 込 み は 多 が っ た 。 in vitroで 回 蓋

間 葉 細 胞 に グ ル コ コ ル チ コ ィ ド の み を 投 与 す

る と 、 増 殖 が 抑 制 さ れ る こ と が 知 ら れ て い る
口)各)
が 、 今 回 A/Jの CA投 与 胎 仔 上 清 を 添 加 し た ほ

う が 、 Aノ Jの 無 処 置 胎 仔 上 清 を 加 え た も の よ

り 取 り 込 み が 多 か っ た が 、 そ の 理 由
.と

し て 次

の よ う に 考 え た .胎 仔 は 最 後 に CAを 投 与 し て

か ら 24時 間 後 に 摘 出 さ れ て お り 、 そ の た め に

●
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● 胎 仔 上 清 中 の CA濃 度 は 、 CA投 与 直 後 に 比 べ て

か な り 低 下 し て い る と 思 わ れ る 。 ま た 、 胎 仔

中 に は ECF・ が 存 在 し て お り 、 EGF存 在 下 で CA

が あ る 程 度 低 濃 度 で 存 在 す る と 、 こ れ ま で に
12)45p

報 告 が あ る よ う に 、 CAが 存 在 し な い 場 合 よ り

回 蓋 問 葉 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る 。 こ の た め に

CA投 与 胎 仔 上 清 を 添 加 し た ほ う が 無 処 置 胎 仔

。 上 清 を 添 加 し た も の よ り も 取 り 込 み が 多 か っ

た の で あ ろ う 。 さ ら に そ の CA投 与 胎 仔 上 清 に

く ら べ て CA+ECF20投 与 胎 仔 上 清 を 加 え た 方 が

DNA合 成 を 促 進 す る こ と か ら 、 EGFを 投 与 し

た こ と に よ っ て 産 生 さ れ た な ん ら か の 物 質 を

介 し て 、 MEPM細 胞 の 増 殖 が 促 進 さ れ た こ と が

示 唆 さ れ た 。 ま た 、 HEPM細 胞 を 用 い た 実 験 で

中 も MEPM細 胞 と 同 様 な 傾 向 を 示 す 結 果 が 得 ら れ

た 。 よ っ て 、 MEPM細 胞 。 ‖EPM細 胞 を 用 い た 実

験 結 果 か ら 、 母 体 に CAを 投 与 す る 際 EGFを あ

わ せ て 投 与 す る と 、 ECFの 働 き に よ っ て 回 蓋

突 起 の 成 長 が 促 進 さ れ る こ と が 予 想 さ れ た 。

実 際 in vivoの 組 織 像 観 察 の 結 果 を み る と 、

●
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● CA+ECF20投 与 グ ル ー プ の 方 が  CA投 与 グ ル ー

プ よ り 水 平 転 位 が よ く 起 こ つ て お り 、 こ の こ

と は 上 記 の よ う な 作 用 に 関 係 あ る か
・も し れ な

もヽ  。

in vivo組 織 像 観 察 の 結 果 、 Aノ Jマ ウ ス で

は 妊 娠 15日 ご ろ 、 C573L′ 6Nマ ウ ス で は そ れ よ

“

)
り 早 く (Aノ Jよ り 約 12時 間 早 い と い う 報 告 が

あ る )、 日 蓋 突 起 正 中 縁 端 上 皮 の 非 簿 化 。 融

合 が 起 こ つ た 。 そ こ で 口 蓋 正 中 縁 端 上 皮 の 消

失 に つ い て は 、 A′ Jマ ウ ス ・ C573L/6Nマ ウ ス

と も に 葬 簿 化 ・ 融 合 が 起 こ つ て い な い 妊 娠

13.5日 の 無 処 置 マ ウ ス の 回 蓋 突 起 を 摘 出 し 、

器 官 培 養 を 行 な っ て 検 討 し た 。 A/Jマ ウ ス の

口 蓋 突 起 を 使 用 し た 場 合 で は 、 A/Jの CA投 与

胎 仔 上 清 を 加 え た 場 合 、 日 蓋 突 起 正 中 縁 端 上

皮 の 消 失 が 半 数 で し か 認 め ら れ な か っ た 。 こ

れ に 対 し て Aノ Jの 無 処 置 胎 仔 上 清 、  A/Jの

CA+ECF20投 与 胎 仔 上 清 、 Aノ Jの ECF 20投 与 胎

仔 上 清 を 加 え た 場 合 で は 85%以 上 で 上 皮 の 消

失 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら 母 体 に 投 与 さ

●

●

●
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・ れ た ECFは な ん ら か の 物 質 を 介 し て 、 CA投 与

に よ っ て 阻 害 さ れ る 正 中 縁 端 上 皮 の 消 失 を 正

常 に 行 な わ せ る 働 き が あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

こ の こ と も  in vivoの  CA投 与 グ ル ー プ と

CA+EGF20投 与 グ ル ー プ の 、 非 簿 化 の 達 成 率 の

結 果 に 類 似 し て お り 、 母 体 に ECFを CAに あ わ

せ て 投 与 す る と 、 こ の 作 用 か ら も 口 蓋 裂 発 生

を 抑 制 し て い る 可 能 性 が あ る 。 ま た 、  A/J

マ ウ ス に く ら べ て 口 蓋 裂 が 発 生 し に く い

C57BL/6Nマ ウ ス の 回 蓋 突 起 を 使 用 し た 場 合 に

は 、 同 じ A/Jの CA投 与 胎 仔 上 清 を 使 用 し て も 、

83%で 上 皮 の 消 失 が 見 ら れ 、 A/Jの 無 処 置 胎

仔 上 清 を 使 用 し た 場 合 と 有 意 な 差 は 認 め ら れ

な か つ た 。 日 蓋 突 起 の 器 官 培 養 を 行 な つ て コ

ル チ ゾ ー ル を 投 与 し 、 A/Jで は 正 中 縁 端 上 皮

の 消 失 が 阻 止 さ れ た が C57BL/6Nマ ウ ス で は 阻
22)

止 さ れ な か つ た と い う 報 告 と 同 様 に 、 こ れ は

A/Jマ ウ ス と C57BL/6Nマ ウ ス の グ ル コ コ ル チ

コ イ ド に 対 す る 感 受 性 の 違 い を 表 わ し て お り 、

こ の 違 い は 、 C57BLマ ウ ス で は 回 蓋 突 起 中 の

●
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●

グ ル コ コ ル チ コ イ ド レ セ プ タ ー が A/Jマ ウ ス

よ り 少 な い た め に 起 こ る の で は な い か と 考 え
49)‐ f4)

ら れ て い る 。

以 上 の 考 察 か ら 、 母 体 に ECFを 投 与 す る こ

と に よ っ て な ん ら か の 物 賀 を 介 し 、 日 蓋 突 起

の 融 合 が 促 進 さ れ る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た が 、

こ の 物 質 は ど の よ う な 物 で あ ろ う か 。

母 体 と 胎 仔 を 隔 て て い る も の は 胎 盤 で あ り 、

そ の 胎 盤 に は EGFレ セ プ タ ー が 多 く 存 在 す る
509‐Sの

こ と が 知 ら れ て い る 。 そ し て 、 EGFは 正 常 胎

盤 細 胞 や 繊 毛 膜 癌 腫 細 胞 を 培 養 し た 結 果 か ら 、

胎 盤 性 ラ ク ト ゲ ン 、 絨 毛 性 性 腺 刺 激 ホ ル モ ン

ま た プ ロ ゲ ス テ コ ン の 分 泌 を 促 進 す る こ と が
,:)51… 59)

知 ら れ て い る 。 ECFは 妊 娠 中 こ の よ う な 機 序

を 通 し て 、 胎 仔 の 成 長 に 関 与 し て い る と 考 え

ら れ て い る 。 今 回 の 口 蓋 裂 が 減 少 し た と い う

結 果 も EGFの こ う し た 作 用 に よ る と 推 察 さ れ

る 。 ま た 胎 盤 を 培 養 す る 上 で 、 高 濃 度 の ECF

を 投 与 す る と 、 か え っ て 胎 盤 に 有 害 で あ る と
由)

す る 報 告 や
I、
チ ロ キ シ ン は 先 天 異 常 発 生 を 抑

●

-37-



6の 61)

・ 制 す る よ う に 関 与 し て お り 、 そ し て EGFが チ

ロ キ シ ン の 合 成 抑 制 。 濃 度 低 下 に 関 与 し て い

62D`リ

る と い う 報 告 を あ わ せ て 考 え る と 、 著 者 の 結

果 と  Bedrickの 結 果 の 違 い を 少 し は 推 測 で

き る と 思 わ れ る 。 つ ま り 、 EGFが 低 濃 度 (0。 8

μ gノ g body weight)の 場 合 に は 、  ECFの

各 種 作 用 の 中 で 胎 仔 の 成 長 を 促 進 す る よ う な

o働 き が 主 と な つ て い る と 考 え ら れ 、 逆 に

Bedrickの よ う に 高 濃 度 (40 μ gノ 8 bOdy

weight)に な る と ECF自 身 の 細 胞 為 害 性 、 ま

た EGFの 投 与 に よ る 各 種 物 賀 の 増 減 に よ る 先

天 異 常 の 誘 発 が 起 こ つ た と も 考 え ら れ た 。

総 括

マ ウ ス 母 体 に  CA,ECF を 投 与 し 口 蓋 裂 発

生 率 の 変 化 を 調 べ 、 ま た そ の 口 蓋 形 成 に お よ

ぼ す 作 用 に つ い て 検 討 し 次 の よ う な 結 論 を 得

た 。

1。 CAに あ わ せ て  EGF(0。 8 μ gノ g body

weight)を 腹 腔 内 に 注 射 す る と 、 日 蓋 裂 の み

,
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を 有 す る 胎 仔 の 発 生 率 は 減 少 し た 。 一 方 、 唇

裂 と 口 蓋 裂 を 有 す る 胎 仔 の 発 生 率 は 変 化 し な

か つ た 。

2.CA,ECF20を 投 与 し た 際 の A/Jマ ウ ス の 胎

仔 口 蓋 突 起 を 観 察 す る と 、 EGF 20投 与 グ ル ー

プ で は コ ン ト ロ ー ル と 同 じ よ う な 変 化 を 示 し

た 。 そ れ に 対 し て 、 CA投 与 グ ル ー プ で は 口 蓋

突 起 の 水 平 転 位 が 遅 れ た が 、 CA+ECF20投 与

グ ル ー プ は 正 常 と 同 様 の 変 化 を 示 し た 。 ま た

コ ン ト ロ ー ル の C57BLノ 6Nマ ウ ス で は コ ン ト ロ

ル の A′ Jマ ウ ス よ り は や く 口 蓋 突 起 の 融 合 が

お こ つ た 。

3。  妊 娠 13日 か

EGFが 存 在 す る

15日 の 胎 仔 口 蓋 突 起 に は

と が 明 か と な っ た が 、 母 体

２
つ
　
　
　
こ

に ECFを 投 与 し て も 胎 仔 中 の ECF濃 度 は 変 化

せ ず 、 EGFの 胎 盤 通 過 は 非 常 に 困 難 で あ る と

考 え ら れ た 。
′

4。 CAを 投 与 し た Aノ Jマ ウ ス の 胎 仔 上 清 よ り

CA+EGF20を 投 与 し た Aノ Jマ ウ ス の 胎 仔 上 清 の

ほ う が タ ン パ ク 量 10μ g/mlで MEPM細 胞 ・ HEP‖

●
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牛

細 胞 の DNA合 成 を 促 進 し た 。 こ の こ と か ら 母

体 に 投 与 し た ECFが 口 蓋 突 起 の 増 殖 と い う 点

か ら 口 蓋 裂 の 発 生 を 抑 制 し た 可 能 性 が 示 さ れ

た 。

5.胎 仔 口 蓋 突 起 を 用 い た 器 官 培 養 で も 、 タ

ン パ ク 量   l μ gノ ロ!の CA投 与 胎 仔 上 清 を 加

え た 場 合 に は 約 半 数 で し か 正 中 縁 端 上 皮 の 消

失 が み ら れ な か っ た の に 対 し 、 タ ン パ ク 量

l μ gノ ロ|の CAttECF20投 与 胎 仔 上 清 を 加 え た 場

合 に は 全 例 で 上 皮 の 消 失 が み ら れ 、 in viv0

と 似 た 結 果 が 得 ら れ た 。 よ っ て 、 こ う し た 上

皮 消 失 の 面 か ら も 母 体 に 投 与 し た EGFが 口 蓋

裂 の 発 生 を 抑 制 し た 可 能 性 が 考 え ら れ た 。

以 上 の よ う に マ ウ ス 母 体 に EGF(0。 8μ gノ g

body weight)を 投 与 す る と 、 そ の ECFは 直 接

胎 仔 に 作 用 す る の で は な く 、 な ん ら か の 物 質

を 介 し て 胎 仔 内 で 作 用 を 及 ぼ す と 思 わ れ た 。

そ し て 、 そ の た め に CAに よ っ て 誘 発 さ れ る 日

蓋 裂 が ECF(0.8μ  gノ g bOdy weight )を あ わ

せ て 投 与 す る こ と に よ っ て 減 少 し た と 考 え ら

中
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れ た 。 さ ら に そ の 作 用 は 回 蓋 突 起 の 増 殖 、 正

中 縁 端 上 皮 の 消 失 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 示

さ れ た 。

稿 を 終 え る に あ た り 、 本 研 究 課 題 を 与 え ら

れ 、 御 指 導 と 御 校 閲 を 賜 わ っ た 、 大 阪 大 学 歯

学 部 口 腔 外 科 学 第 二 講 座 作 田 正 義 教 授 に 深 く

感 謝 致 し ま す 。 ま た 、 本 研 究 の 実 施 に あ た り

ひ と か た な ら ぬ 御 指 導 と 御 助 言 を 頂 い た 口 腔

外 科 学 第 二 講 座 菅 原 利 夫 講 師 に 心 か ら 謝 意 を

表 わ す と と も に 、 先 天 異 常 の 研 究 に つ い て 幅

広 い 御 助 言 を 頂 い た 大 阪 大 学 医 学 部 放 射 線 基

礎 医 学 講 座 野 村 大 成 助 教 授 に 深 謝 致 し ま す 。

さ ら に 組 織 切 片 作 製 に つ い て 御 助 言 を 頂 い た

歯 学 部 附 属 病 院 検 査 部 の 方 々 に 深 謝 致 し ま す 。

最 後 に 本 研 究 を 進 め る に あ た り 、 御 援 助 、

御 協 力 を 頂 い た 回 腔 外 科 学 第 二 講 座 教 室 員 諸

兄 に 深 謝 致 し ま す 。

,
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Effects  of lntra―peritoneal Administration of  EPidermal

・     Growth   Factor   to  Maternal  Mice  on   the   Palatal

Morphogenesis of Fetuses。

――‐Concomitant Administration with cortisone Acetate― ――

Yasuyuki  Kano

The Second Department of Oral and Maxll10facial surgery

Osaka University Faculty of Dentistry

・     1-8  Yamadaoka, Suita, Osaka, 565, 」apan

Key   words:Cleft

glucocorticolds

Palate ・ epidermal growth   factor.

Pregnant A/J mice each were given an lcP.  inJectlon of

O。 8  Jlg/g  Of epldermal growth factor (ECF) and/or  10o

Jlg/g  Of COrtisone acetate (cA〕 during days ll to 14  of

gestation  and  fetuses  were  removed  at  18  days  Of

gestation.   EGF,  when  injected  into  pregnant  mice.

decreased  the  incidence  of cleft palate  〔CP) in  CA

treated  mouse  fetuseSo  EGF  alone,  however,  had  no

apparent  effect on the incidence of cP◆   Delay Of  both

Palatal   shelf   el evation  and   Palatal   medial― edge

epithellum 〔MEE)thinning was observed in CA treated A/」

mice.  And when EGF was injected with CA, delay of these

palatal changes were improved.

Immunohistochemica1  localization  of  EGF  in  Palatal

費

●



shelves was studiedo EGF was detected in Palatal shelves

especially  in  the  epithellum both  before  and  after

Palatal  fuslonolt,  therefore,  seens that EGF plays an

imPortant  role in Palatal growth  and  differentiatlon.

However,    radlolmmunoassay    indicated    that    the

immunoreactive  ECF  concentration in mouse fetuses  did

not increase even if EGF was inJected in maternal  mice.

From these results above mentloned,  it is presumed that

EGF  inJected  in  maternal mice changed  the  level  of

substance  ・・X00,  which decreased the incidence of CP  of

fetuses.

To  exanine and clarify the influence of substance  ・・X“

on  Palatal growth and differentiation,  fetus  extracts

were  prepared as followso  Pregnant A/」 mice each  were

given  an  inJection of  CA alone or CA  with  EGF,  and

fetuses    were   removed   and homogenized.    After

centrifugat10n, the supernatant fluid of each of fetuses

was   lyophilized.   By  using  both  human  and  murine

embryonic  Palatal mesenchymal cells,  it  was  observed

that  CA with EGF inJected fetus extract  enhanced  cell

growth more than CA injected fetus extracto  And Palatal

organ culture studies demonstrated that the breakdown of

Palatal  MEE  occurred  on most of A/J  Palatal  shelves

treated  with  CA with EGF inJected  fetus  extract.  In

contrast,  on more than half of A/J shelves treated with
●



タ

CA inJected fetus extract,  the breakdown of palatal MEE

was inhibited。

The results of these studies suggest that EGF localizes

in  the fetus Palate and may be important for the growth

and differentiation of the Palateo  However maternal EGF

cannot  affect  fetuses  directly.   It  is,  therefore,

speculated  that  EGF decreases the CP incidence  of  cA

treated  A/」  mice fetuses through the  intermediary  of

substance "X・・,   and that the role of ・・X“  is related  to

palatal growth and the breakdown of palatal MEE。●

●
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脚注

大阪大学歯学部口腔外科学第二講座 (主任 :作田正義教授 )

本論文の要旨は、第 39回 日本国腔科学会総会 (昭和60年 5月

、仙台)お よび第30回 日本口腔外科学会総会 (昭和 60年 9月

、東京 )において一部発表 した。
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表

図表の説明

AノJマ ウスでのCA,EGF投与の唇裂口蓋裂発生率への影響
A/Jマ ウスに下記の薬剤を妊娠 11日 から 14日 まで腹腔内に注射
し、妊娠 18日 に胎仔を摘出して観察した。
コン トロール :生理的食塩水0.2田 !

CA :cortisone acetate 100 μgノg body weight

E G F10    :epidermal growth factor O.4 μgノ g bOdy weight

E G F20    :epiderttal growth factor O.8 μgノg bOdy weight

生存胎仔数の割合はコントロールに比較して他の4グループで有意差

は認められなかつた。また唇裂と口蓋裂を有する胎仔の割合は、コン

トロールにくらべてすべての薬剤投与グループで有意差は認められな
°
かった くカイニ乗検定、表 3参照)。

表 2 C57BLノ6Nマ ウスでのCA投与の唇裂口蓋裂発生率への影響
C57BL/6Nマ ウスに生理的食塩水 0。 2ml(コ ン トロール )
あるいはCA(100 μg′g body weight)を 妊娠 11日 から 14日 に
腹腔内に注射し妊娠 18日 に胎仔を取 り出して観察した。CAを 投与し
ても、生存胎仔の割合に有意差はみられなかつた くカイニ乗検定)。

しかし口蓋裂のみを有する胎仔数は有意に増加した(pく 0。 01 Fisher正

確確率検定 )。

表 3 AノJマ ウスでのCA,ECF投与による日蓋裂発生率の変化についてのカイニ

乗検定結果

各種薬剤を妊娠 11日 から 14日 まで腹腔内に注射し、妊娠 18日 に

'    胎仔を摘出して観察した結果について、カイニ乗検定を行なつた。CA
(100μ 8ノg body weight)と コン トロール (生理的食塩水 )、 CAと

EGF20(0。 8μ 8ノ g body weight)、 CA+EGF20と コン トロール、CA+EGF20

とEGF20お よびCAと CA+ECF20間 で、口蓋裂のみを有する胎仔数に有意

差を認めた。

表 4 CA,ECF投与による妊娠 15日 目のA′Jマ ウスでの口蓋突起の水平転位 。上

皮葬薄化への影響

母体に妊娠 11日 から 14日 に各種薬剤を投与し、妊娠 15日 に胎仔を
摘出した。そして組織切片を作製し口蓋突起の状態を観察した。表は

その結果を

●

詰言軍艦毛Eじ等干憲鴛諄裁
皮の非薄
tβ
/缶察胎仔数

で表わしたものである。

(9イ )
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CA(100 μ g/8 bOdy weight)を 投与した場合、妊娠 15日 の胎仔で回
蓋突起の水平転位 。上皮の葬薄化の観察されたものはそれぞれ 69%,
54%で あつたが、ECF20(0.8 μgノ g bOdy weight)を CAに併用するとコ

ン トロール (生理的食塩水)と ほぼ同様に水平転位・ 上皮の葬薄化が

観察された。

表 5 ECF,CA投与によるA/Jマ ウス胎仔 (雌雄別)の先天異常発生率への影響
母体に妊娠 11日 から 14日 に各種薬剤を投与し、妊娠 18日 に胎仔を
摘出して観察した。表はその結果を

各先天異常の発生した胎仔数/観察胎仔数   (%)

で雌雄別に表わしたものである。

CA ( 100′ιgノ g body we:ght)、  ECF20(0。 8 μ8′8 bOdy weight)、  生Lコ里

的食塩水 (コ ントロール)等を投与したグループおよび無処置のグルー
プすべてを合計して胎仔の雌雄別先天異常発生率を調べた。その結果

唇裂を伴つた回蓋裂の発生率、眼瞼開裂の発生率に有意な雌雄差が認

められた。しかし回蓋裂のみを有する胎仔の発生率に有意差は認めら

れなかつた。

表 6 ECF,CA投与のマウス胎仔 EGF濃 度への影響
妊娠 11日 ,12日 にマウス母体に各種薬剤を腹腔内に注射し、妊娠
13日 に胎仔を摘出した。 3～ 5匹の胎仔をホモジナイズ後遠沈し、得
られた胎仔上清を用いて本文中に記述した方法でラジオイムノアッセ

●    イを行ないEGF濃度を測定した。A/Jマ ウスのコン トロール (生理的
食塩水)では5回、CA(100 μgノg bOdy weight)投与グループでは
4回、EGF 20(0。 8 μgノg body weight)投与グループでは3回、
CA+ECF20投与グループでは 1回、またC57BLノ 6Nマ ウスのコン トロール

では 1回このようにECF濃度を測定した。コン トロールに比較してCA

、EGF20を投与してもECF濃度の有意な変化は測定されなかった (t

検定 )。

表 7 A/Jマ ウス母体に投与 したECFの胎盤通過性の測定結果
1%l‐ ECF約 10000cpmを 妊娠 H日 から14日 に 2匹のA/Jマ ウス母体に4
回腹腔内に注射した。そして妊娠 15日 にその胎仔を2匹と3匹それぞ

れ取 り出し十分洗浄した後、胎仔 1匹ずつ放射活性を測定した。その
中    結果と、同様に生理的食塩水を投与した2匹のA/Jマ ウスから得た5

匹のコン トロールの胎仔の結果には、有意差は認められなかつた (t
検定)。

中
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胎仔上清の器官培養における日蓋正中縁端上皮消失への効果

妊娠 13日 の胎仔口蓋突起を片側ずつメンプランフィルター上で48時間

培養した。表はその結果を

明らかに上皮の消失の見られた回蓋突起数/観察口蓋突起数 (%)

で表わしたものである。

A/Jマ ウス胎仔口蓋突起にA/Jマ ウスのCA(100 μg/8 bOdy weight)

投与胎仔上清をタンパク量が l μg/mlの濃度で添加した場合、50%で
のみ上皮の消失が認められたのに対して、Aノ Jマ ウスの CA+ECF20
(0。 8 μgノg bOdy weight)投与胎仔上清を添加した場合には、すべ
ての口蓋突起で上皮が消失し有意差が認められた(*,pく 0。 02,Fisher正

確確率検定 )。 しかしC57BL/6Nマ ウス胎仔口蓋突起にAノ Jマ ウスのCA
投与胎仔上清をタンパク量が l μg/mlの濃度で添加しても83%の 回蓋
突起で上皮の消失がみられ、A/Jマ ウスの CA+EGF20投与胎仔上清や
AノJマ ウスの無処置胎仔上清を添加した場合と有意差は認められなか
つた くFisher正確確率検定)。

A/Jマ ウスのEGF,CA投 与による日蓋裂発生率の変化
表 1よ り各薬剤投与グループでの、正常口蓋を有する胎仔 (□ )、 日

蓋裂のみを有する胎仔 (■ )の割合を表わした。CA(100 μg/g
body weight)に E G F20(0.8 μgノg body weight)を 併用するこ
とによって、正常口蓋を有する胎仔の割合は増加し、日蓋裂のみを有

する胎仔の割合は減少した。CA投与グループとCA+EGF20投 与グループ

に有意差を認めた (pく 0.01、 カイニ乗検定、表 3参照)。

図 1

●

図 2 A

B

C

D

妊娠 14日 無処置A/Jマ ウス胎仔口蓋
口蓋突起の水平転位がみられる (倍率40倍 )。

妊娠 15日 無処置A/Jマ ウス胎仔口蓋
口蓋突起が融合しつつある (倍率40倍 )。

妊娠 15日 EGF+CA投 与A/Jマ ウス胎仔口蓋
口蓋突起正中縁端上皮の非簿化がみられる (倍率 100倍 )。
妊娠 15日 CA投与A/Jマ ウス胎仔口蓋
水平転位が観察されなかった回蓋突起 (倍率40倍 )。

図3 A/Jマ ウスでのCA,ECF投与による眼瞼開裂発生率の変化
●    A/Jマ ウスに各種薬剤を妊娠 11日 から 14日 まで腹腔内に注射し、

妊娠 18日 に胎仔を摘出して唇裂口蓋裂の有無を調査すると同時に、
すべての胎仔で眼瞼開裂の有無を観察した。その結果コン トロール

(生理的食塩水)、 CA(100 μgノg bOdy weight)投与グループで



それぞれ生存胎仔数の5.2,6Q6%に 眼瞼開裂がみられたのに対 して、E
G F20(0.8 μgノg bOdy welght)投与グループでは、 1。 5%と やや少
ないように思われた。しかし有意差は認められなかった。

図 4 CA,ECF投与によるA/Jマ ウス胎仔の体重の変化
in vivoでの唇裂口蓋裂の発生率の調査時 (妊娠 18日 )に、すべての
マウスで胎仔の体重測定を行ない、その平均値士SoD.を 図に表わした。

A/Jマ ウスではコン トロール (生理的食塩水)に比較して、CAを
投与した 3グループ (*)で有意な ( pく 0.05、 t検定)胎仔の体
重減少が認められた。しかしE G F20(0。 8μ 8ノg bOdy weight)の

みの投与では、コン トロールと有意差は認められなかった。

図5 本文中に記述した方法で組織中のECFを PAP法を用いて染色した。
A メスC57BL/6Nマ ウス顎下腺中のEGFの 染色
EGFを 産生している顎下腺をポジティプコン トロールとして染色し
た。 3匹の顎下腺で実施し、同様の結果が得られた く倍率200倍 )。
B Aの コン トロール
Aと同一の 3顎下腺で抗EGF家兎血清のかわりに正常家兎血清を使
用すると茶

t色
の発色は認められなかった。 (ネ ガティプコン トロー

ル、倍率200倍 )。
C 無処置のC57BL/6Nマ ウスの妊娠 13日 目の胎仔口蓋突起後縁

部のEGFの 染色
上皮を中心に茶色の発色があり、ECFの局在が認められた (1胎仔
で実施、倍率400倍 )。 右上挿入写真は、上皮の拡大像を示す (倍
暑髯1000金雪) 。

D CA+ECF20を妊娠 H日 から13日 に投与 したA/Jマ ウスの妊娠 14日 目
の胎仔口蓋突起中のEGFの 染色
上皮を中心にわずかではあるが、ECFの局在が認められた。 2胎仔
で実施し、同様の結果が得られた (倍率400倍 )。
E Dの ネガティプコン トロール
Dと ほぼ同一部位を使用したが、茶色の発色は認められなかった

(倍率400倍 )。
F 無処置のA/Jマ ウス妊娠 15日 目の胎仔口蓋突起融合部のEGFの
染色

左右の回蓋突起が写真では上下からのび、中央で融合している。融

合部の上皮、これから吸収されるであろう上皮残遺物で茶色の発色

がみられ、ECFの局在が認められた。 2胎仔で実施し、同様の結果
が得られた く倍率400倍 )。
G Fの ネガティプコン トロール
Fと ほぼ同一部位を使用したが、茶色の発色は認められなかった



(倍率400倍 )。

●

図6 ラジオイムノアッセイ標準曲線

図 7 CA,ECF投与胎仔上清のMEPM細 胞での DNA合 成に対する効果
2し 5X104個 /デ ィッシュのMEPM細胞を17mmデ ィッシュに接種し5日
間培養後、培養液を牛胎仔血清を含まないものに交換 し、24時間培養

後培養液を胎仔上活を含んだものに交換した。20時間インキュベー ト
したのち l μCi′ ディッシュの

3‖ _チ ミジンを加え、さらに4時間イ
ンキュベー トした。そして本文中に記載した方法に従って、3H_チ ミ
ジンの取 り込みを測定した。各胎仔上清各濃度について 3デ ィッシュ
ずつ 1回測定し、その平均値±S.D。 を図に表わした。
・ 胎仔上清をタンパク量 10μ gノmlで添加した時、 3グループ間で 3‖ _

●    チミジンの取 り込みに有意差が認められた (*pく 0。 05,★ pく 0。 01
t検定 )。

図 8 CA,ECF投与胎仔上清のHEPM細 胞ごりDNA合 成に対する効果
MEPM細胞と同様に2X104個 /デ ィッシュのHEP‖細胞を17mmデ ィッシ
ュに接種 し3日 間培養後、牛胎仔血清を含まない培養液中で24時間培
養し、培養液を胎仔上清を含んだものに交換した。20時間インキュベー

トしたのち l μCiノ ディッシュの
3H_チ
ミジンを加え、さらに4時間

インキュベー トし
3H_チ
ミジンの取 り込みを測定した。各胎仔上清に

ついて 8デ ィッシュずつ く無添加は4デ ィッシュ)1回 測定し、その
平均値±So D.を図に表わした。

中     胎仔上清無添加の場合に比較して、A/Jマ ウスのCA(100 μg/g
body weight)十 EGF20(Oe8 μgノg body weight)投与胎仔上清を
添加したもので、有意な

3‖ _チ ミジンの取 り込みの増加が認められた
(*pく0。 05、 t検定)。

図9 A 器官培養で回蓋突起の正中縁端上皮の消失の認められた一例 (倍率
200 喘警) 。

B 器官培養で回蓋突起の正中縁端上皮の消失の認められなかった一例
(倍率200倍 )。

脅
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表 1

％る
％
す
る
対
す
に
対
数
に
仔
数
胎
床
存
着
生
Ｌ
２
。

投与薬剤
(苺蚕簸)

生存胎仔数 (%)1 るす

・

有
ン
を
％
み
く
の裂
数
蓋
仔
口
胎

す

・

有
ン
を
％
裂
く
蓋回
数
と
仔
裂
胎
唇
る

CONTROL
ヽ
ノ

６

６

２

１

１

＜
96(76) 3  (3) 15 (15)

CA ４

４

７

２

１

く
122(70) 85 (70) 14L (1 ヽ

ノ
■
■

CA+EGF10
ヽ
ノ

９

２

９

１′ヽ

69(70) 43 (62) 11 (16)

CA+ECF20
ヽ
ノ

８

５

３

１

１

く
95(69) 49 (52) 12 (13)

EGF20
ヽ
ノ

４

１

８

１′ヽ

67(80) 1   (1) 7 (10)
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表 2

％る
％
す
る
対
す
に
対
数
に
仔
数
胎
床
存
着
生
Ｌ
２
。

投与薬剤
(意蚕数) 生存胎仔数(%ゞ

るす

。

有
ン
を
％
み
く
の製
数
蓋
仔
口
胎

す

。

有
＞
を
％
裂
く
蓋回
数
と
仔
裂
胎
唇
る

CONTROL
ヽ
ノ

２

２

０

１

１
く

92(91) 0  (0) 0  (0)

CA
ヽ
ノ

５

９

８

１

１

く
118(87) 13 (11) 0  (0)
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着床したが

吸収された数

対

生存胎仔数

表 3

正常回蓋を

有する胎仔数

対

異常な唇 。日蓋

を有する胎仔数

対

その他のすべて

の生存胎仔数

対

その他のすべて

の生存胎仔数

0

1唇裂と口蓋裂を 1口蓋裂のみを

1有する胎仔数  1有する胎仔数

CONTROL

CA+ECF20  CONTROL

対

EGF20

El「20 CA+EGF20

CA CA+ECF20

対
|

*:Yatesの 補正を行なつたもの

♯ :有意差ありpく 0。 01

0.02* |
|

CA
p  
対

96。 09*♯

54。 16*♯

78.35*♯

43。 87*♯

7.40 ♯

対

対

●

0。 37 1.36 0.91

1.36 84◆ 12 ♯ 0。 80

1.78 40。 69 ♯ 0。 35

2.69 84。 33 ♯ 0。 05

3。 16

0。 06

43.90 ♯ 0。  18

7.91 ♯ 0。 07
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表 4

投与薬剤 CONTROL CA CA+EGF20 E G F20

口蓋突起の水平転

位・ 正中縁端上皮

の葬薄化の観察さ

れたもの  (%)

水平転位 葬簿化 水平転位 葬簿化 水平転位 葬簿化 水平転位 葬簿化

9/10

(90)

8/10

(80)

9/13

(69)

7/13

(54)

8/9

(89)

8/9

(89)

11/11

(100 )

10/11

(91)
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表 5

投与薬剤 先天異常発生率 (%)

口蓋裂のみ
オス   メス ォ買裂と口茸勢 眼瞼開裂

オス   メス
無処置 2/57(4)    0/49(0) 7/57(12)  4/49(8) 7/57(12)  1/49(2)

生理的食塩水 1ノ52(2)    2ノ44(5) 10/52(19) 5ノ 44(11) 5/52(10) 0/44(0)

EGF20 1/29(3)    0/38(0) 6ノ29(21)  1ノ 38(3)+ 0/29(0)  1ノ 38(3)

CA+ECF20 18/45(40)  31/50(62) 7/45(16)5ノ 50(10) 3/45(7)  1ノ 50(2)

CA+ECF10 20ノ40(50)  23/29(79) 9/40(23)  2ノ 29(7) 1/40(3) 2/29(7)

CA 45/70(64)  40ノ 52(77) 10/70(14) 4/52(8) 5/70(7) 3′ 52(6)

合計 87′293(30)96ノ262(37) 49ノ293(17)21ノ 262(8)* 21/293(7)8/262(3)|

♯,*,+:雌 雄間で有意差を認めた
(1:18:器 'li覇:F望権纏峯晨電贅

定).
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表 6

マウスstrain A/J C57BLノ6N

投与薬剤 CONTROL CA EGF20 CA+ECF20 CONTROL

平均値±S.D.
〕molノ g wet weight

0。 88± 0。 42 0。 87± 0。 14 0.76± 0。 21 0.80 0。 56
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表 7

125
I― EGF CONTROL

55。 2」ヒ3.7 cpロ 48。 6」ヒ6.3 cpm

●

●
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口蓋突起を摘出したマウスのstrain

Aノ J(l μgノロl) A/J(10 μ gノロl〕 C57(l μg/m!〕

無添加 6/6 (100) 5/5  (100)

Aノ J CA投 与胎仔上清 4/8 ( 50)1 3′8   (38) 10ノ 12   (83)

AノJ CA+EGF20投 与胎仔上清 11ノ 11 (100)1 6/10   (60) 11ノ 14  (79)

A/J ECF 20投与胎仔上清 11/13  (85) 3ノ4   (75)

A/J無処置胎仔上清 9/10   (90) 4′4  (100) 7ノ7  (100)

C57BL/6N無処置胎仔上清 11/12   (92)

1。 :添加上清中のタンパク量
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