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Phenytoin誘発マウスロ蓋裂の組織化学的研究

　　　　　　　　　金　　乗泰
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　　　　　（受付：1995年5月2日）
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　Abstract：Phenytoin　is　clinical｝y　used　as　an　anti－epilepsy　drug　and　also　is　known　as　an　inducer

of　cleft　palate　in　the　craniofacial　area．　It　may　be　suggested　that　phenytoin　cause　cleft　palate

through　the　glucocorticoid　receptor　in　the　same　fashion　as　does　steroid　hormone　in　mouse

embryonic　palates．

　In　order　to　investigate　the　teratogenic　mechanism　of　phenytoin　on　the　cleft　palate，　the　present

study　examined　immunohistochemically　with　anti－glucocorticoid　receptor　antigen　and　the

incorporation　of　3H－thymidine　into　the　embryonic　palate　in　which　phenytoin（75㎎／㎏）had　been

intraperitoneally　injected　twice：on　the　day　12th　and　l3th　of　pregnancy　of　ddY　mice．

　The　results　obtained　are　as　follows：In　the　control　group，　palatine　shelves　were　fused　on　the　l4

th　day　of　pregnancy．　On　the　other　hand，　in　most　of　the　phenytoin－treated　animals，　palatine　shelves

were　fused　on　the　l5　day　pregnancy　one　day　later　than　the　control　group．　At　this　stage，　the　failure

of　the　adhesion　of　the　palatine　shelves　caused　the　cleft　palate．　Intense　immunostaining　of

anti－glucocorticoid　receptor　was　observed　on　the　cleft　palates　of　phenytoin－treated　group．　Also，

incorporation　of　3H－thymidine　was　completely　inhibited　in　the　cleft　palates　of　the　phenytoin－

treated　group．　These　results　indicate　that　phenytoin　can　induce　the　cleft　palates　by　inhibition　of

DNA　synthesis　initiated　via　glucocorticoid　receptor．

Key　words：phenytoin，　cleft　palate，　DNA　synthesis，　glucocorticoid　receptor

緒 言

　　Phenytoinは慢性疾患である癩痴患者にた

いして最も使用頻度の高い薬剤であり，しかも

長期にわたる投与が必要とされている。それに

ともなってphenytoinによる催奇形性が問題

となり，現在まで多数の報告がみられる。

　　催奇形性の中でも，顎顔面領域において発生

率が高いとされる口蓋裂がphenytoin1－12）と

glucocorticoidl3）で誘発されることが多数報告

されている。近年，phenytoinの催奇形性の一

部は，口蓋突起に存在するglucocorticoidと

共通のレセプターを介して発現することが生化

学的に示唆されるようになっだ4－16）。

　　しかしながら口蓋裂を誘発する詳細な作用機

序については，いまだ不十分なのが現状であ
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る。そこで本研究では，マウス母体に
phenytoinを投与して，口蓋裂を誘発している

胎仔の口蓋突起について組織化学的に検討を試

みたので報告する。

材料および方法

1．実験材料

　実験動物は生後8週齢の雌雄ddY系マウス

を船橋農場から購入後，岩手医科大学歯学部動

物舎にて一定の環境下（温度：25℃±1℃，湿度

55％±5％）で飼育を行った。実験期間中の飼

育には飼育用固形飼料（オリエンタル酵母工業

株式会社，東京），水を自由に摂取させ，健康状

態に異常のないものを実験に使用した。

2．Phenytoin催奇形性実験

　Phenytoinの催奇形性を調べる目的でマウ

スは，朝9時から正午まで3時間交配させ，膣

栓を確認し，その時点で妊娠0日とした。

Phenytoin　sodium　salt（5，5diphenylhydan－

toin　sodium；Research　Biochemicals　Inter－

national，　MA，　USA）をpH　11の蒸留水に溶か

して，75㎎／㎏を妊娠マウスの12日と13日の

正午に2回腹腔内注射した。また対照群には，

phenytoinの代わりにpH　11の蒸留水を実験

群と同様に腹腔内注射した。対照群，実験群と

もに妊娠14日から生後1日までのステージに

ついて胎仔を採取した。他にphenytoinを長

期連続投与した場合の影響を確認する目的で膣

栓確認後，妊娠マウスの12日から19日まで連

続してphenytoinを上記と同様に腹腔内注射

して，妊娠15日と生後1日マウスの口蓋突起

を観察した。

　胎児は断頭後，プアン固定を7日から14日

間行ってから通法に従い，アルコール脱水，パ

ラフィン包埋を行い，5畑の連続切片を作製

し，H．E染色を行った。

3．3H－thymidine

　対照群と実験群について口蓋突起部細胞の

DNA活性を調べる目的でphenytoinを催奇形

実験と同様の方法で2回腹腔内注射した。3H

・thymidineは投与方法を2群に分けて，第1
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群には屠殺5時間前に，第2群には屠殺24時

間前に各群ともに3．7MBqを腹腔内に注射し

た。また，対照群にはpH　11の蒸留水を腹腔内

注射し，実験群と同様に3H－thymidineを腹腔

内注射した。

　妊娠14日の正午にマウスは頸椎脱臼により

屠殺し，胎仔を実験材料として取り出し，4％ホ

ルマリンで4日間固定を行った。通法に従って

脱水，パラフィン包埋を行い，5μmの連続切片

を作製後，オートラジオグラフ用乳剤（NR－M

2，コニカ社）で処理して4℃で1ヵ月間露出さ

せた。

　銀粒子の計測は，眼球と下顎第一臼歯の歯胚

を目安に口蓋突起中央部分について前後合わせ

て100μmの範囲の連続切片から5μm間隔で15

枚選択し，IBAS（ZEISS社製）にて口蓋突起の

上皮と間葉についてラベルされた細胞数／m㎡を

計測した。

4．免疫組織化学

　口蓋裂を誘発している口蓋突起の
glucocorticoidレセプターの局在を免疫組織

学的に検討する目的で実験2と同様の方法で実

験群にはphenytoinを，対照群にはpH　11の

蒸留水を投与して，胎生15日にマウスを屠殺

して胎仔を採取後，以下の手順により免疫組織

化学を行った。

　プアン固定を行い，パラフィン包埋後，5μm

の連続切片を作製し，ポリエルリジンで処理し

たスライドガラスに組織を貼った。通法に従

い，キシレン，アルコールで脱パラフィン後，

0．3％H202メタノールに30分間浸し，　PBSで

洗浄後，0．2％トリトンXに30分間浸した。

PBSで洗浄後，40℃の蒸留水中にスライドガ

ラスを浸して連続で5分間マイクロウエーブ処

理を行った。PBSで洗浄後，50倍希釈した抗マ

ウスlgG　（Organon　Teknika　Corporation，

Durham，　England）を室温で60分間反応させ，

PBSで洗浄を行った。　ABCブロッキング
（Vectastain）を20分間行った後に，Dr．　Wikstr6m

（Huddinge　University，　Sweden）より分与さ

れたmouse　monoclonal　anti－glucocorticoid
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Table　1．　The　appearance　of　cleft　palate　by　double　injection　of　phenytoin　on　the　12th　and　13th　day　of

　　　　pregnancy．
　　　　Fetuses　were　removed　on　the　l4th，15th，17th　day　of　pregnancy　and　one　day　after　birth．

The　day　of　pregnancy 14 15 17 one　day　after　birth

Total　number　of　pregnant　mice

Total　number　of　fetuses

Total　number　of　dead　or　resorbed　fetuses

Total　number　of　pregnant　mice　with　cleft

palate　fetus（pregnant　mice　with

cleft　palate／total　number　of　pregnant　mice）

Total　number　of　fetuses　with　cleft　palate

（cleft　palate　fetuses／total　number　of　fetuses）

　15　　　　14　　　　9

　141　　　　　　125　　　　　　63

　24　　　21　　　　5

　15　　　　4　　　　3
（100％）　（28．6％）　（33．3％）

　8
　58

　　6

　　3
（37．5％）

　118
（83．7％）

　　　　average　32．3％

　5　　　　3　　　　　　4
（4％）　　　　（4．8％）　　　　　　　　（6．9％）

　　　　average　49％

Table　2．　The　appearance　of　cleft　palate　by　continuous　injection　of　phenytoin　from　12th　to　l5th　or　from

　　　　　12th　to　l8th　day　of　pregnancy．

　　　　Fetuses　were　removed　on　the　15th　day　of　pregnancy　and　one　day　after　birth．

The　day　of　pregnancy 15 one　day　after　birth

Total　number　of　pregnant　mice

Total　number　of　fetuses

Total皿mber　of　dead　or　resorbed　fetuses

Total　number　of　pregnant　mice　with　cleft　palate

fetus（Pregnant　mice　with　cleft　palate／total

number　of　pregnant　mice）

Total　number　of　fetuses　with　cleft　palate

（cleft　palate　fetuses／total　number　of　fetuses）

　　9　　　　　　　　　　　10

　63　　　　　　　　　　　66

　　8　　　　　　　　　　　11

　　2　　　　　　　　　　　3
（22．2％）　　　　　　　　　　　　　　　　　　（30％）

　　　　　average　26．3％

　　2　　　　　　　　　　　3
（3．17％）　　　　　　　　　　　　　　　　　（4．5％）

　　　　　average　3．9％

receptor　antigenを80倍に希釈して一晩反応さ

せた。対照群は，同じく80倍に希釈した正常マウ

ス血清（Chemicon　International　Inc．　CA，

USA）で一晩反応させた。翌日，PBSで洗浄後，

ビオチン化2次抗体で室温30分間反応させ，PBS

で洗浄，ABC複合体で室温60分間反応させた。

PBSで洗浄後，　DAB液を経て，通法に従い脱水

し，封入した。

5．電子顕微鏡による観察

　前記の対照群の口蓋突起が癒合を開始した

14日マウスと実験群では，胎生15日と口蓋裂

を誘発している18日のマウス胎仔について観

察した。胎仔は，2．5％グルタールアルデヒドで

マイクロウエーブ処理を100秒間行い，さらに

2時間，固定を行った。固定後，胎生18日の口

蓋裂を誘発している胎仔は，EDTAにて2週間

脱灰後，0．05Mcacodylate　buffer（pH　7．4）で

一晩洗浄を行い，0．05M　cacodylate　buffer

（pH　7．4）で希釈した1％OsO4で2時間，後固定

を行い通法に従いアルコール脱水を経てEpon

812に包埋した。

実　験　結　果

1．Phenytoinの催奇形成実験

　Phenytoinを妊娠マウスの12日と13日に

75㎎／㎏，2回腹腔内投与を行い，14日から生

後1日まで試料を採取して観察した結果，口蓋

裂の胎仔を有する母体の割合（口蓋裂の胎仔を

持つ母体／全母体）は，妊娠14日で100％，妊

娠15日で28．6％，妊娠17日で33．3％，生後1
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Fig．1．　Palate　of　a　l4－day　embryo　in　the　control　group．

　The　palatine　shelves　were　almost　fused　on　the　l4th　day　of　pregnancy　in　the　control　group．

　Epithelial　searn（arrow）can　be　clearly　recognized　in　the　fused　central　portion．
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Fig．2．　Palate　of　a　14－day　embryo　in　the　phenytoin－treated　group．

　None　of　the　palatine　shelves　in　phenytoin－treated　groups　were　closed　on　the　14th　day　of

　pregnancy．　Short　palatine　shelves　were　still　in　the　vertical　position．
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Fig．3．　Palate　of　a　I5－day　embryo　in　the　control　group．

　　　The　epithelial　seam　has　nearly　disappeared．　The　epithelial　cells　covering　the　nasal　cavity　have

　　　differentiated　into　ciliated－cells（insert　high　magnification），

　　　Note　the　intrarnembranous　ossification　advancing　towards　the　midline（arrows）．

日で37．5％で，平均32．3％あった。また全胎仔

中に口蓋裂の胎仔が含まれる割合は（口蓋裂の

胎仔／全胎仔），妊娠14日で83．7％，妊娠15

日で4％，妊娠17日で4．8％，生後1日で6．9％，

平均約4．9％に口蓋裂が生じた（Table　l）。

　また，phenytoinを胎生12日から出生まで

連続投与した場合でも口蓋裂の発現率は，胎生

12日と13日にphenytoinを2回投与した実

験群とは大きな差がみられず，口蓋裂を有する

母親は平均26．3％で，口蓋裂を有する胎仔は平

均3．9％の出現率であった（Table　2）。

　光学顕微鏡による観察では，胎生13日の対

照群，実験群ともに目立った相異はなく，口蓋

突起は癒合しておらず垂直位にあり，口腔と鼻

腔は交通していた。

　胎生ヱ4日（Flg．1）になると対照群の左右の

口蓋突起は癒合を開始し，鼻腔と口腔を分ける

ようになる。口蓋突起の鼻腔側上皮は1，2層

から成り，背の低い細胞に丈の高い細胞が覆う

形態で，突起の起始部分では，上皮が2，3層

からなる。口腔側上皮は1，2層で立方形の細

胞が並んでいた。また癒合部分には1層の上皮

細胞で形成される上皮索が形成される。この時

期ではまだ口蓋突起の骨形成は認められなかっ

た。

　実験群では（Fig．2），左右の口蓋突起はまだ

癒合しておらず，垂直位にあり，鼻腔と口腔は

交通した状態で，舌が高位にあり胎生13日と

比較して大きな変化は認められなかった。上皮

形態は，対照群と同じで1，2層の細胞からな

る。

　胎生15日（Fig．3）では，対照群の口蓋の癒

合はさらに進行しており，上皮形態は，胎生14

日よりも厚さが増している。上皮索は完全に，

もしくは大部分が消失し，癒合部分の左右側に

間葉細胞の集積が見られた。また口蓋突起の側

方部分では，骨芽細胞が出現し，一部骨化して

いる部分が見られた。

　大部分の実験群胎仔では，左右のロ蓋突起が

対照群より1日遅れの胎生15日で癒合を開始
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Fig．4．　Cleft　palate　of　a　15－day　embryo　in　the　phenytoin－treated　group．

　　　　　The　palatine　shelves　were　not　yet　closed．　Both　palatine　shelves　were　still　in　a　vertical　position．

　　　　　The　nasal　epithelia　have　differentiated　into　ciliated－cells（insert　high　magnification）。
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Fig．5．　Palate　of　a　l7－day　embryo　in　the　control　group．

　　　　　Note　the　intramembranous　ossification　in　the　central（arrow　heads）and　lateral（arrows）side　of

　　　　　the　secondary　palate．　The　epithelial　cells　covering　oral　cavity　have　differentiated　into　thick

　　　　　stratified　squamous　epithelium．
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Fig．6．　Cleft　palate　of　a　17－day　embryo　in　the　phenytoin－treated　group．

　　　The　palatine　shelves　were　not　yet　closed．　The　epithelia　of　the　nasal　and　oral　cavities　were　more

　　　differentiated　than　in　Fig．4．

　　　Note　the　intramelnbranous　ossification　in　the　palatine　shelves（arrows）．

し，正中部分に上皮索が形成されていた。この

癒合の状態は，対照群の胎生14日例に相当し

ている。口蓋突起癒合部分の両側には，間葉細

胞の集積や側方では少量ではあるが，骨芽細胞

が出現し骨化が見られた。また上皮形態は対照

群の胎生14日例と比較して大きな変化が認め

られなかった。

　口蓋裂を生じている実験群胎仔の口蓋突起

は，垂直位にあり，対照群と比較すると口蓋突

起の長さが明らかに短くなっていた（Fig．4）。

上皮形態は口腔側，鼻腔側ともに対照群よりも

薄く数層の細胞層からなり，特に口蓋突起先端

部分では1層の細胞から構成されていた。骨形

成は対照群と比較して同一部位に骨形成は認め

られなかった。

　対照群における胎生17日（Fig．5）の口蓋突

起では，胎生15日で見られた間葉細胞の集積

部分は，骨組織に置換し，鼻腔側，口腔側の上

皮形態の特徴が著明となり，鼻腔側の上皮は線

毛上皮に，口腔側の上皮は，重層扁平上皮に分

化し，角化層の形成が明瞭になってきた。また

口蓋突起の正中部の骨化帯の中に多数の血管が

形成され，この骨を囲むように間葉組織が密集

していた。

　実験群の口蓋裂を有する胎生17日（Fig．6）

の胎仔の口蓋突起は，対照群の胎仔と基本構造

は同じで，口腔側と鼻腔側の上皮は，それぞれ

線毛上皮，重層扁平上皮に分化していたが，口

蓋突起先端部は，薄層で1層の扁平上皮に囲ま

れて，前後の上皮とは多少形態を異にしてい

た。

　口蓋が癒合している実験群胎仔では，対照群

と同様の構造であった。

　生後1日の対照群の口蓋突起の構造は胎生

17日と基本的に差異は認あられないが，口蓋の

骨形成は一段と進み，口蓋突起の線毛上皮に分

化した鼻腔側粘膜の幅と，特に口腔側粘膜の重

層扁平上皮層の角化上皮の増大が著明であっ

た。

　実験群（Fig．7）で口蓋裂を有する新生胎仔
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Fig．7．　Cleft　palate　one　day　after　birth　in　the　phenytoin－treated　group．

　　　The　epithelia　of　both　the　nasa工and　oral　cavities　were　as　well　developed　as　in　the　control　group，

　　　but　they　were　thinner　than　those　of　the　control　group．

　　　The　intramembranous　ossification　was　well　developed　in　a　horizontal　position（arrow　heads）．

　　　Note　the　simple　epithelia　of　the　tip　of　the　palatine　shelves（arrow）．

では，胎生17日よりも骨形成量，口蓋突起の鼻

腔側粘膜の幅と口腔側粘膜の角化上皮の増大が

認められたが，骨は対照群の様に水平に形成さ

れずに，下方に向かって斜に形成されていた。

また口腔側，鼻腔側の上皮形態は対照群よりも

薄いことを除けば，ほぼ同様の構造であった

が，本来癒合するはずであった先端部分の上皮

は1層の立方形の細胞から成っていた（Fig．

7）。

　口蓋が癒合している胎仔の口蓋突起の構造は

対照群と同様の構造であった。

2．電子顕微鏡による微細構造

　観察は主に，対照群で口蓋突起が癒合を始め

た胎生14日の胎仔と実験群では口蓋裂を誘発

している胎生18日の胎仔について，観察を

行った。

　対照群（Fig．8）の口蓋突起正中癒合部では，

上皮が細胞数を減らして1，2層からなる上皮

索を形成していた。上皮索の細胞は，一般に細

胞質が少なく細胞小器官に乏しく，一部にはク

ロマチンの凝縮した不規則な核とライソゾーム

を有する変性細胞の出現が見られる。

　上皮索はサンドウィッチ状に連続した基底膜

に囲まれているが，上皮索の消失を示唆するか

のごとく，一部には基底膜の断裂した部位が出

現してくる。このような形で胎生15日には上

皮索が消失するが，この消失はアポトーシスと

して知られている17謝。これらの所見は対照群，

実験群ともに同様であった。

　一方，口蓋裂を誘発した口蓋突起（Fig．9）で

は，口腔側はデスモゾームで結合する重層扁平

上皮を形成し，鼻腔側は線毛上皮からなるが，

口蓋突起先端部の線毛上皮と重層扁平上皮の移

行部は，核が明調で細胞小器官の比較的少ない

1層の薄い上皮からなり，この部では，線毛上

皮あるいは重層扁平上皮から連続していた基底

膜は，断裂しており，上皮形態も輪郭が不明瞭

であった。
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Fig．8．　Electron　micrograph　of　the　epithelial　seam　for　a　14－day　embryo　in　the　control　group．

　　　Note　the　Iysosomal－rich　cells　and　the　breakdown　of　the　basement　membrane（Insert　a，　b，　c）．

3．3H－thymidine

　対照群と実験群で，14日のマウス胎仔の口蓋

突起について5畑の連続切片を作製後，眼球と

下顎第一臼歯を目安に口蓋突起の中心部分の前

後100μmの範囲の中から15枚の切片を選択し，

上皮と間葉に分けて単位面積当たりのラベルさ

れた細胞数を計測した。対照群では上皮，間葉

ともに3H－thymidine，　5時間処理群よりも24

時間処理群で標識された細胞数の増加が認めら

れ，その増加は間葉に比べて上皮において著明

であった。

　対照群と比較するとphenytoin投与実験群

で各時間ともに細胞数の標識は阻害され，その

傾向は上皮，間葉ともに同様であった（Fig．

10）。

4．免疫組織化学

　対照群の胎生15日のマウス胎仔をmouse

monoclonal　anti・glucocorticoid　receptor

antigenで免疫染色すると口蓋突起の細胞は，

全体的に淡く染まって見られ，口腔側，鼻腔側

の上皮細胞が，特に間葉に比較して強く陽性に

染色されていた（Fig．11A，11B）。

　Phenytoin投与により口蓋裂が誘発された

マウス胎仔の口蓋突起の染まり方は，対照群と

同様であったが，その染色性は強く，特に上皮

細胞は一段と強く陽性に染色されていた（Fig．

lIC，11D）。いずれも正常血清を用いた対照染

色では反応が認められなかった。（Fig．11B，11

D）。

考 察

抗癩痛薬であるphenytoinは，様々な副作
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Fig．9．　Electron　micrograph　of　the　tip　of　the　cleft　palate　one　day　after　birth　in　the　phenytoin－treated

　　　　　group．

　　　　　The　tip　of　the　palatine　shelves　was　sandwiched　between　the　ciliated－epithelia　and　stratified

　　　　　squamous　epithelia　and　was　covered　with　a　thin　cell　layer．

　　　　　Note　the　disruption　of　the　basement　membrane　in　the　tip　area　of　the　palatine　shelves（Insert）．
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Fig．10．　The　histograms　of　3H－thymidine　labe［ed　cells　at　5　and　24　hours　after　the　double　injection　of

　　　　　　phenytoin　on　the　13th　and　14th　day　of　pregnancy，

　　　　　　The　labeled　cells　of　3H－thymidine　in　control　groups　increased　between　5　hours　and　24　hours　in

　　　　　　both　the　epithelium　and　mesenchyma．　In　the　phenytoin－treated　group，　incorporation　of　3H

　　　　　　thymidine　in　completely　inhibited　in　both　cell　types．

　　　　　　c－5H：Control　group　at　5　hours，　c－24H：Control　group　at　24　hours

　　　　　　e－5H：Phenytoin－treated　group　at　5　hours，　e－24H：Phenytoin－treated　group　at　24　hours



岩医大歯誌　20：159～174，1995

戴
縫
　

麟癖繋羅警蕪

箋

簿・1

169

Fig．11．　Palate　for　a　15－day　embryo　treated　with　anti－glucocorticoid　receptor　antibody．

　　　11A：Palate　for　a　15－day　embryo　in　the　control　group．　Note　the　weak　reaction　product　on　both

　　　　　　sides　of　the　epithelia　of　the　fused　palatine　shelves．

　　　llB：Control　specimen，　the　same　as　in　Fig．11A　treated　with　normal　mouse　serum．

　　　　　　Note　the　negat三ve　reaction．

　　　llC：Cleft　palate　for　a　15－day　embryo　treated　with　phenytoin．　Note　the　intensive　reaction　on

　　　　　　the　palatine　shelves．

　　　llD：Control　specimen，　the　same　as　in　Fig．11D　treated　with　norlnal　mouse　serum．　Note　the

　　　　　　negatiVe　reaCtiOn．

用が報告され，特に妊婦に対する処方について

は厳重な注意が必要とされている。Phenytoin

の胎児についての毒性に関してはphenytoin

syndromeを始めとする胎児病が知られ7），な

かでも口蓋裂の催奇形性が歯科領域でおもに研

究されている。

　Phenytoinによって誘発される口蓋裂にっ

いては，様々な研究が行われ，その催奇形性に

っいては多数の報告がある。Phenytoinの催奇

形性実験では，口蓋裂の発現率に関する報

告1－6），投与方法の相異による口蓋裂の発現率に

関する報告8－1°），phenytoinを投与して経時的

に胎仔を観察したものに関する報告1u2）などが

ある。今回行ったphenytoinの催奇形性実験

では，妊娠マウスの12日と13日に2回
phenytoinを投与して胎生14日から生後1日

まで試料を採取した。その結果，対照群では，

胎生13日で口蓋突起は垂直位にあるが，胎生

14日には大部分が癒合している19）。しかし

phenytoinを投与した実験群では胎生14日で

は，いまだ口蓋突起は垂直位にあるが，胎生15

日になると大部分の胎仔で口蓋突起の癒合が始

まった。したがって，対照群と比較すると実験

群の口蓋突起は1日遅れて癒合を始めたことに

なる。しかしながら実験群ではこの時点で胎仔

の約4％に口蓋裂が出現し，phenytoin投与群
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では胎生15日に口蓋裂を生じている胎仔は，

経時的観察結果から，その後も口蓋裂が癒合す

ることなく移行していき，胎生15日以降のもの

を平均するとマウス母体の約32．3％に口蓋裂

の胎仔が生じ，phenytoinを投与したマウス母

体の全胎仔中の約4．9％に口蓋裂が生じた。

　マウスの系で多少の違いがみられるが19），

Poswilloll）やWalker12）の報告によると正常マ

ウスの口蓋は，胎生15日に大部分が癒合する。

本実験では，正常マウスの口蓋突起は胎生14

日には95％以上が癒合していた。本実験の交

配時間は3時間であり，上記の2報告の交配時

間は，一晩中であり，口蓋癒合日数の差異は交

配時間の差異によってもたらされたものと考え

られる。Phenytoin投与実験の報告は，投与量

12㎎／㎏から250㎎／㎏と様々であり，口蓋裂

の発現率も著者の実験と同様に数％から60％

という高頻度の発生率が報告されてい
る1－4・＆11・12）。その内容をみると単回投与a▲6）から

連続投与法L26・1L12）などがみられ，単回投与群に

も数％から数10％の口蓋裂の発生が報告され

ている4）。

　口蓋裂発生率の差異は，使用したマウスの系

によっても多少異なるようであるが，投与量，

投与方法，投与時期によって大きく異なってく

る。Hansen　and　Billingsl°）の報告によると

phenytoinを食餌に混入して摂取させる実験

法と比較して，腹腔内に注射した方が口蓋裂の

発現は有意に高い。

　Miller　and　Becker2）とHarbison　and

Becker6）の報告によると胎生10日までは

phenytoinによる感受性はきわめて低く，胎生

11から14日が口蓋裂催奇性の感受性がもっと

も高くなる。この感受性の高い時期には，

phenytoin低濃度の単回注射といえども，多少

の口蓋裂が出現する。無処置群の胎生15日に

は，ほぼ100％に口蓋の癒合が生じるので，こ

の時期以後のphenytoin投与は口蓋裂催奇性

に効果的ではなく，phenytoin連続処理により

出生後にみられる口蓋裂の出現は，胎生10日

から14日に生じた変化がそのまま継続された
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結果と考えられる。今回の実験でも妊娠12日

から妊娠18日までphenytoinを連続投与した

が，口蓋裂の誘発率は妊娠12日と13日に投与

した場合とあまり差はなかった。妊娠12日と

13日の2回連続投与の本実験で得られた口蓋

裂の癒合は，無処置群の14日に比較して1日

延長され，胎生15日で大部分の口蓋裂の癒合

がみられ，その時の口蓋裂の出現率は約3．7％

であった。この出現率は，ほぼPaulson3）の結

果と一致して多少低くなっているが，出現率の

高い他の報告との差異は，投与回数によっても

たらされたものと推察される。したがって

phenytoin投与による口蓋裂の発生要因は，胎

生14日から15日頃に起因する可能性が考えら

れたので，その時期の口蓋突起の細胞活性と

glucocorticoidレセプターについて検討を

行った。

　Amwayi　and　Luke20）は3　H・thymidineを用

いたマウス胎仔の口蓋突起部の細胞活性実験で

は，正常群のマウス胎仔においては，口蓋突起

が垂直位から水平位になり癒合をする過程で口

蓋突起の将来鼻腔側になる面よりも将来口腔側

になる面の方が細胞分裂活性が高いので口蓋突

起は垂直位から水平位へと起き上がり，癒合を

開始することを報告している。

　Hicksら21）は妊娠マウスの10日にphenytoin

を投与し，23時間3H－thymidineと3H－leucin

処理を行い，phenytoin投与群ではDNA合成

は有意に抑制されるが，蛋白合成はむしろ実験

群で促進されることを報告している。また

Mottら22）は，妊娠11日から4日間，　cortisone

処理により口蓋裂を誘発させ，3H’thymidine

処理により間葉のDNA合成が対照群に比較し

て有意に減少することを報告している。さらに

cortisone処理群の口蓋突起では，単位面積あ

たりの細胞数が増加し，その結果，細胞間質が

減少し，細胞間質が口蓋突起癒合の重要な因子

である可能性を示唆している。

　本研究では妊娠12日と13日の2回phenytoin

を注射し，妊娠14日に屠殺したが，屠殺5時間

前と24時間前に3H・thymidineを注射したと
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ころ上皮，間葉ともに標識細胞数は24時間群

で増加し，その標識細胞数は間葉に比較して上

皮で多かった。しかしphenytoin投与群では

5時間群，24時間群ともに3H・thymidineの取

り込みは完全に抑制され，標識細胞は数％にす

ぎなかった。これらの結果は，Mottら2）の報告

と一致するものであるが，妊娠15日例では

phenytoin投与群においても大部分の胎仔で

は口蓋の癒合がみられ，妊娠15日例での口蓋

裂の発現率は約4％であった。したがって，妊娠

12日と13日のphenytoin投与によるDNA合

成の抑制は，妊娠14日例では著明であるが，妊

娠15日例では，その抑制がとかれて口蓋癒合

へと進展して行く可能性が示唆される。した

がってphenytoinによるDNA合成の抑制は

薬剤投与によって一時的に生じるものであり，

DNA合成の抑制が口蓋裂に関与する時期は胎

生期の一定期間に集中しているように思われ

る。しかし妊娠15日以降でも依然として平均

49％の口蓋裂が出現し，この時期に口蓋裂を

有する胎仔はWalkerの結果12）に示されるよう

に，出生まで口蓋裂が持続されるものと思われ

る。これらのことから，一時的なDNA合成抑

制のみで口蓋裂の成因を推測することは不可能

であり，その他の種々の成因が考えられる。そ

こで，phenytoin投与で口蓋裂を有する胎仔の

口蓋突起におけるphenytoinレセプターにっ

いて検討を行った。

　マウス胎仔に及ぼすglucocorticoidの催奇

形性も多数報告されており，phenytoinよりも

強力に口蓋裂を誘発することが知られてい

る13）。その後，生化学的にphenytoinと

glucocorticoidには共通のレセプターの存在

が知られ，両者によって生じる口蓋裂の催奇形

性は共通のレセプターを介していることが明ら

かになってきだ4－16）。また，口蓋癒合正中部上

皮のアポトーシスはcortisoneとphenytoin

によって阻害されるが，この阻害作用は

anti・glucocorticoidと蛋白合成の阻害剤に

よって阻止されることが判明し，口蓋癒合のア

ポトーシスはglucocorticoidレセプターと蛋
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白合成の関与が示唆されている23）。

　Lauら24）は正常発生マウスのglucocorticoid

レセプターのmRNA発現レベルを検討し，口

蓋の水平位になる時期で，mRNAレベルが

30％減少するすることから，glucocorticoid

レセプターレベルの変化が二次口蓋形成をコン

トロールしていると報告している。また

Abbottら25）は‘ηs‘Zμhybridizationと免疫組

織化学でglucocorticoidレセプターを追究し，

レセプターは口蓋上皮と骨形成周囲の間葉にみ

られ，形態形成の活発な部位に強く発現するこ

とを報告している。上記の報告を参考にして，

本研究ではanti－glucocorticoid　receptor

antigen（ab　250）を用いて，　phenytoin投与の

妊娠15日例で口蓋裂を有する胎仔の免疫組織

化学的染色を試みた。その結果，妊娠15日にお

ける口蓋の癒合した胎仔の対照群，ならびに

phenytoin投与で口蓋が1日遅れて癒合した

胎仔に比較してphenytoin投与でロ蓋裂を生

じた実験群では，口蓋突起上皮に抗体との反応

が強陽性に認あられた。この所見から
phenytoin投与により誘発されたロ蓋裂では，

上記の報告のようにglucocorticoidレセプ

ターの増減が深く関係している可能性が示唆さ

れた。

　近年，染色体17上のH－2遺伝子が口蓋裂に

関与していることが報告され，phenytoinと

glucocorticoidの催奇性は共通の遺伝子と生

化学的作用によって生じると考えられてい

る26－32）。しかしながらInayoshiら15）が報告して

いるようにphenytoin固有のレセプターによ

るglucocorticoidレセプターとは異なる因子

の関与も否定できず，この点に関しては今後の

研究に期待したい。

　口蓋突起が癒合して鼻腔側は線毛上皮に，口

腔側は重層扁平上皮に分化していくが33），本来

は同一の部位から発生した原基が，どのように

して異なる2種類の上皮形態に分化していくの

かも興味のある問題である。

　本研究では，phenytoin投与群の重層扁平上

皮と線毛上皮への移行部と口蓋突起癒合部の上
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皮索の超微細構造にっいて観察した。

　胎生18日の移行部の上皮は一層から成り，

その基底部には大型で不定型の間葉細胞の集積

がみられる。上皮細胞には大型の空胞も出現

し，両側の線毛上皮と重層扁平上皮からの基底

膜もこの移行部では不明瞭となっている。この

上皮形態が出生後どのように変化していくの

か，現在のところ報告がなく不明である。

　一方，口蓋突起癒合部における上皮索の消失

については，アポトーシスとして知られ，その

作用の一つとして上皮細胞からのライソゾーム

の放出が示唆されている1τ18）。このライソゾー

ムの放出は抗炎症作用を有するglucocorticoid

の投与によって抑制され，その結果，上皮索の

崩壊が阻止されることから，上皮索のアポトー

シスにglucocorticoidが関与している可能性

が報告されている叙24）。本研究の電子顕微鏡に

よる観察では，上皮索細胞のライソゾームの増

加とともに基底膜の不連続性が認められた。上

皮索の崩壊については，ライソゾームの放出が

先か，あるいは基底膜の断裂が先かは不明で

あったが，上皮索の崩壊には基底膜の断裂も一

っの大きな要素であると考えられた。

結 論

　マウス母体にphenytoinを投与して胎仔口

蓋突起への催奇形性を検討した結果，次のよう

な結論が得られた。

1）Phenytoin投与により母体の約32．3％に

口蓋裂の胎仔が認められ，また全胎仔に対する

口蓋裂の胎仔が占める割合は，約4．9％であっ

た。

2）Phenytoin投与で大部分の実験群の胎仔の

口蓋突起は1日遅れて癒合するが，残りの胎仔

は口蓋裂へと移行する。

3）Phenytoin投与により口蓋突起の上皮細

胞，間葉細胞ともに3H・thymidineの取り込み

が抑制された。

4）Phenytoin投与群では口蓋裂を有する胎仔

の口蓋突起上皮細胞にglucocorticoid　レセプ

ターの増加が認められた。

岩医大歯誌　20：159－174，1995

5）Phenytoinはglucocorticoidレセプター

に作用して，口蓋突起部細胞のDNA合成を阻

害することにより口蓋突起の成長を阻止し，口

蓋裂を誘発させる可能性が示唆された。

　上記の結果からphenytoin投与により誘発さ

れた口蓋裂にはDNA合成の抑制，　glucocorticoid

レセプターの増加などが関与している可能性が

示唆された。

謝 辞

　稿を終えるにあたり，ご懇篤なるご指導，ご

校閲を賜った恩師，岩手医科大学歯学部口腔解

剖学第二講座　名和橿黄雄教授に深甚なる感謝

の意を表します。併せて抗体を分与していただ

いた岩手医科大学歯学部日腔生化学講座　根本

孝幸先生に厚く謝意を表します。さらに統計処

理に直接ご助言，ご指導を賜りました岩手医科

大学教養部数学科　一戸孝七教授に厚く謝意を

表します。また，数々のご教示，ご助言を戴い

た口腔解剖学第二講座の諸先生方に厚く御礼申

し上げます。

文 献

1）Baratieri，　A．，　Gagliardi，　V．　and　Simonetti，　E．：

Further　studies　on　effect　diphenylhydantoin

sodium　on　oro－facial　tissues　in　offspring　of

female　mice．・Bμ↓L　Gγo砲抗L　Rθc九Sc云Sオ07ηαoL

15：137－151，　1972．

2）Miller，　R．　P．　and　Becke島B．　A．：Teratogenecity

of　oral　diazepam　and　diphenylhydantoin　in
mice．　ToκicoLノゆρL　P』物αcoZ．32：53－61，1975．

3）Paulson，　R．　B．：Phenytoin　and　carbamazepine

in　production　of　cleft　palates　in　mice．

ノ4？℃ノL／Vεz6γoL　36：832－836，　1979．

4）Massey，　K．　M．：Teratogenic　effects　of　diphenyl－

hydantoin　sodium．ノ0励丁力θτP酩㎜αcoJ．2：
380－385，　1966．

5）Martz，　F．，　Failinger，　C．　and　Blake，　D．　A．　l　Phe－

nytOin　teratOgeneSiS：COrrelatiOn　betWeen　em－

bryopathic　effect　and　covalent　binding　of　pu－

tative　arene　oxide　metabolite　in　gestational

tissue・ノP海αηηαcoL　E幼．丁力くη㌔203：231－239，

1977．

6）Harbison，　R．　D．　and　Becker，　B．　A．：Relation　of

dosage　and　time　of　administration　of　diphenyl－

hydantoin　to　its　teratogenic　effect　in　mice．

7ちwατoJogy．　2　：305～312，　1969．



岩医大歯誌　20：159－174，1995

7）田中和彦，鳴戸敏幸，山本　尚，西澤嘉四郎，立

　　入利晴，奥村啓子，島田司己：Phenytoinが脳発

　　育に及ぼす影響に関する実験的研究，脳と発達，20

　　：373－378，　1988．

8）Sullivan，　F．　M．　and　McElhatton，　P．　R．：Terato－

　　genic　activity　of　the　antiepileptic　drugs　pheno－

　　barbital，　phenytoin，　and　primidone　in　mice．：

　　丁已ズゴcoL　Aρρ」．　PんαηηαcoJ．34：271－282，　1975．

9）McClain，　R．　M．　and　Rohrs，　J．　M．：Potentiation

　　of　the　teratogenic　effects　and　altered　disposition

　　of　diphenylhydantoin　in　mice　fed　a　purified

　　diet．7bxづcoJ．ノ1ρρ」．」Fワ2αγ？ηαco4．77：86－93，　1985．

10）　Hansen，　D．　K．　and　Billings，　R．　E．：Effect　of

　　route　of　administration　on　phenytoin　teratogeni－

　　city　in　A／J　mice．／Cm励o吻c鋤GeηθL　Dθ〃．8io1．

　　6　：131－138，　1986．

11）Poswillo，　D．：The　pattogenesis　of　submucous

　　cleft　palate．　Scαηd．ノPZαs直1～θcoη8抗Sμ偲　8　：

　　34－41，　1974．

12）Walker，　B．　E．：Palate　morphology　and　fetal

　　movements　in　mice　after　DPH．∫1）θ批1～θs．58：

　　1740－1747，　1979．

13）Pinsky，　L．　and　Digeorge，　A．　M．：Cleft　palate　in

　　the　mouse：ateratogenic　index　of　glucocorti－

　　coid　potency．　S（元θηcθ．147：402－4G3，　1965．

14）Katsumata，　M．，　Gupta，　C．　and　Goldman，　A．　S．：

　　Glucocorticoid　receptor　IB：mediater　of　anti－

　　inflammatory　and　teratogenic　function　of　both

　　91ucocorticoids　and　phenytotin．ノ4γ℃苑．βiocカθ”2．

　βiρρんys．243：385－395，　1985．

15）Inayoshi，　K．，　Ohsaki，　Y．，　Nagata，　K．　and　Kurisu，

　　K．：The　relation　between　phenytoin－receptor

　　and　glucocorticoid　in　the　induction　of　cleft

　　palate　with　phenytoin　in　mice．ノμ．ノ0πzムB‘oJ．

　　31　：718－723，　1989．

16）Katsumata，　K．，　Gupta，　C．，　Baker，　M．　K．，　Sussd－

　　orf，　C．　E．　and　Goldman，　A．　S．：Diphenylhydan－

　　toin：an　alternative　ligand　of　a　glucocorticoid

　　receptor　affecting　Prostaglandin　generation　in

　　A／Jmice．　Scεθηcρ．218：1313－1314，1982．

17）Greene，　R．　M．　and　Pratt，　R．　M．：Inhibition　of

　　epithelial　cell　death　in　the　secondary　palate　in

　　vitro　by　alteration　of　lysosome　function．

　∫疏s戯っcぬ¢7η．（〉εオoc／2ρ7η．26：1109－1114，　1978．

18）Angelici，　D．　and　Pourtois，　M．：The　role　of　acid

　　phosphatase　in　the　fusion　of　the　secondary

　　Palate．ノ　E〃2b7yoL　1砒ρ．ル猛07ヵんoZ．20：15－23，

　　1968．

19）Walker，　B．　E．　and　Fraser，　F．　C．：Closure　of

　secondary　palate　in　three　strains　of　mice．

　／」E〃2b7yoL勘1）．」レroゆ120L　4：176－189，1956．

20）　Amwayi，　P．　and　Luke，　D．　A．：Effect　of

　　5－fluoro－2’－deoxyuridine　on　cell　proliferation　in

　　the　developing　mouse　palate．、4czα．伽α’．139：

　　304－307，　1990．

21）Hicks，　H．　E，　Johnston，　M。　C．　and　Banes，　A．　J．：

173

　　Maternal　phenytoin　administration　affects
　　DNA　and　protein　synthesis　in　embryonic　prima－

　　ry　Palates．7＞γo’oJogy．28：389－397，　1983．

22）Mott，　W．　J．，Toto，　P．　D．　and　Hilgers，　D．　C．：

　　Labeling　index　and　cellular　density　in　palatine－

　shelves　of　cleft　palate　mice．みDθ砿Rθs．48：263

　－265，　1969．

23）Goldman，　A．　S．，　Baker，　M．　K．，　Piddington，　R．

　　and　Herold，　R．：Inhibition　of　program　cell　death

　　in　mouse　embryonic　palate　in　vitro　by　cortisol

　　and　phenytoin：receptor　involvement　and　re－

　quirement　of　protein　synthesis．：Soc．・翫ρ．βio．

　ノレfρ4．174：239－243，　1983．

24）Lau，　E．　C．，　Li，　Z．　Q．，　Santos，　V．　and　Slavkin，　H．

　C．：Messenger　RNA　phenotype　for　semi－
　quantitative　comparison　of　glucocorticoid　re－

　　ceptor　transcript　levels　in　the　developing　em－

　　bryonic　mouse　palate．ノSτθ7η‘4．、B‘ocカθ初．ルfbL

　8‘o’．46：751－758，　1993．

25）Abbott，　B．　D．，　McNabb，　F．　M．　A．　and　Lau，　C．：

　Glucocorticoid　receptor　expression　during　the

　development　of　the　embryonic　mouse　second－
　ary　palate．ノCπzηiq白（泌J　GρηθL　Dθ〃．8‘oJ．14：

　87－96，　1994．

26）Gasser，　D．　L．，　Goldner－Sauv6，A．，　Katsumata，　M．

　and　Goldman，　A．　S．：Restriction　fragmen　length

　polymorphisms，　glucocorticoid　receptors，　and

　phenytoin－induced　cleft　palate　in　congenic　str－

　ains　of　mice　with　steroid　susceptibility　differ・

　ences．ノCπzπゴq声αcゴαZ　Gρηρ孟」【）θ〃．8‘ol．11：366－

　　371，　1991．

27）Goldman，　A．　S．，　Baker，　M．　K．，　Tomassini，　N．　and

　Hummeler，　K．：Occurrence　of　cleft　palate，　micr－

　ognathia，　and　agnathia　in　selected　strains　of

　cortisone－and　phenytoin－treated　miceJ　Cηzη‘o一

　プヒzc丘z’Gθηθ紘1）θ〃．」BゴoJ．　2　：277－284，　1982．

28）Goldman，　A．　S．　and　Katsumata，　M．：Murine

　glucocorticoid　receptors：new　evidence　for　a

　discrete　receptor　influenced　by　H－2．

　A7℃ノ2．・B‘oc12θ7η．β夕qρノ2ys．249　：316－325，　1986．

29）Gupta，　C．，　Katsumata，　M．　and　Goldman，　A．　S．：

　H－2histocompatibility　region　influences　the　in－

　hibition　of　arachidonic　acid　cascade　by　dexam－

　ethasone　and　phenytoin　in　mouse　embryonic
　palates．∫Cγαπ‘（吻c辺Z　Gθπ砿Z）ω．、B‘oZ．5　：277

　－285，　1985．

30）Kay，　E．　D．，　Goldman，　A．　S．　and　Daniel，　J．　C．：

　Common　biochemical　pathway　of　dysmorpho－
　genesis　in　murine　embryos：use　of　the　glucocぴ

　rticoid　pathway　by　phenytoin．

　　7セπ“㎎　（】α7℃イη㎎」レf14姻θη．10：31－39，　1990．

31）Gupta，　C．，　Katsumata，　M．　and　Goldman，　A．　S．：

　H・2influences　phenytoin　binding　and　inhibi－

　tion　of　prostaglandin　synthesis．

　1加ητμπogθπθ’丘s．20　：667－676，　1984．

32）McDevitt，　J．　M．，　Gautieri，　R．　F．　and　Mann，　D．　E．



174 岩医大歯誌　20159－174，1995

　Jr．：Comparative　teratogenicity　of　col・tisone　and

　phenytoin　in　mice．

　／肪αη72．Sεゴ．70：631－634，　1981．

33）北野　栄一郎：マウスロ蓋の発生および生後発

　育過程における粘膜上皮表面の微細構造変化，

　阪大歯学誌，33：27－53，1987．

34）Goldman，　A．　S．，　Herold，　R．　and　Piddington，　R．：

　Inhibition　of　programmed　cell　death　in　the　fetal

　palate　by　cortisol．　ProcL　Soc．　E泌力．βiol．ルf¢d．166

　：418－424，　1981．


