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Abstract Cleft lip with or without cleft palate is one of the most common human craniofacial 
congenital malformations. Failure to form a continuous tissue in the upper lip during the early 
embryonic period results in cleft lip. There has been an increasing interest in the possibility of 
in-utero correction of life threatening fetal abnormalities. In the present study, the feasibility 
and efficacy of surgical suturing of the fetal mouse lip was examined by using CL/Fraser mouse 
fetuses (spontaneous of cleft lip) at embryonic 15, 16 or 17 days. The obtained results were as 
follows. 
#1. Abortion rate of pregnant dam applied inhalation of Ethrane was less than that of 
intra peritoneal injection of Nembutal. 
#2. Successful delivery rate of fetal mouse surgically treated at the embryonic 16 day or 17 
day is higher than that on the embryonic 15 day. 
#3. Fusion rate of mouse fetal lip surgically treated on the embryonic 16 day was higher after 
60 hours in dam's uteri than that after 36 hours. 
These results suggest that inhalation of Ethrane is more reccommendable, and that the optimal 
timing of fetal surgery of spontaneous cleft lip in CL/Fr. mouse fetus is an embryonic 16 day, and 
that the avarage time of 60 hours after surgical operation is enough for sutured lip to fuse in dam' 
s uteri. 

Key words: fetal microsurgery, spontaneous incidence of cleft lip, CL/Fr mouse fetus, anesthe-
sia 

はじめに

最近の周産期医療の発展には目覚しいものがあ

る9)10)．超音波検査，胎児鏡などの出生前診断法の

発展により，先天異常の早期発見が可能となった

現在，胎児外科を先天異常の出生前治療に応用し，

形態と機能の両面から正常な新生児として分娩さ

せることが試みられるようになってきた．した

がって発生率の高い先天異常のひとつである口唇

口蓋裂に対する治療法として，胎児期の外科的口

唇閉鎖術を行う選択肢も将来的には考えられる叫

胎児外科の手技は、実験動物を用いた先天性奇形
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について実験的出生前治療法の開発において応用

されてきた．古くはブタに胎児外科を試み成功し

た例から始まり，マウスやウサギの胎児外科も同

様に報告されている叫このように胎児期の治癒

過程を明らかにしようと実験動物を用いた多くの

研究が報告されている1)4)-7)9)11)．催奇形物質を用

いて口唇裂を誘発したマウスと口唇裂自然発症マ

ウスに胎児外科を施した実験系では，催奇形物質

の全身的悪影響を考慮すると，口唇の再癒合のメ

カニズムにおいて相違が生じる可能性が推測され

る． ところが口唇裂自然発症マウス (CL/Fraser

マウス）を用い，胎児マウスの外科的口唇閉鎖術

を試みた研究はいまだない．そこで本研究の目的

は，口唇裂自然発症マウス (CL/Frマウス）を用

いて，胎児マウスの外科的口唇閉鎖術の可能性と

有効性を実験動物学的に検索することにある．

実験動物と実験方法

1.実験動物
口唇裂自然発症マウス (CL/Fr)の口唇裂自然

発症率は約25％である叫本研究ではCL/Fr系統

成獣雄雌マウス間で一晩のみの同居交配を行った．

即ち，発情期にある雌マウスと雄マウスを 1匹ず

つ一晩同ーゲージに入れ，翌朝腟栓の存在によっ

て交尾を確認した．腟栓を認めた日の午前12時

00分を，胎齢0.5日と定義し，妊娠マウスを隔離

飼育した．

2.麻酔法

麻酔法は過去に多く使用されているネンブター

ル腹腔内麻酔法 (20mg／母獣マウス体重）とエト

レン吸入麻酔法の両方についての有効性を検討し

た．

3.手術用器具

妊娠母獣マウスの開腹手術用器械として，眼科

用セーレ，モスキートペアン，ヘーガル持針器，

アドソン有鈎ピンセットを用意した．妊娠母獣マ

ウスの子宮切開ならびに胎児マウスの手術用器械

として， microsurgery用セーレ， microsurgery

用持針器と microsurgery用顕微鏡を用意した．

縫合糸は母獣マウスの開腹手術用に 6-0ナイロン

糸，母獣マウスの子宮閉鎖ならびに胎児マウス外

科的口唇閉鎖術用として 11-0ナイロン糸を用い

た．

4.胎児マウスの外科的口唇閉鎖術法（医1)

実験動物は，次の 4群に分けた．

A群：口唇裂発症マウス外科的口唇閉鎖術群
B群：口唇裂発症マウス非処置群

c群：正常マウス外科的口唇閉鎖術群
D群：正常マウス非処置群

まず妊娠母獣マウスにネンブタール腹腔内麻酔

またはエトレン吸入麻酔を施した（図 1a)．次に

正中背部皮膚に切開を入れ，卵巣及び子宮の位置

を腹膜上より確認した．これを一塊として取り出

した（図 1b)．子宮は極力腹腔内に保ち，乾燥や

冷却などの不都合な刺激を可及的に避けた．子宮

膜を通して，胎児マウスの各部分は判別可能であ

り，顕微鏡下にて子宮外から口唇裂の有無を確認

した．さらに子宮膜の毛細血管の乏しい部位で，

胎児の頭部付近に眼科用メスで切開を加えた．続

いて羊膜，絨毛膜に切開を加え，口唇及び鼻部の

みを露出させた．子宮切開口は術野となる胎児マ

ウスで塞ぎ，羊水の漏出を最小限に留めた．湿生

食水の散布を行い，子宮壁ならびに胎児の低体温

と乾燥を防いだ．胎児マウス上口唇の裂隙端を切

開した後， 11-0ナイロン糸を用いて顕微鏡下で外

科的に縫合閉鎖した（図 1c, d)．次に胎児の口唇

及び鼻部を子宮内に戻し，腹膜を 11-0ナイロン糸

にて縫合した．最後に背部を 6-0ナイロン糸で縫

合し，一連の外科的口唇閉鎖術を終了した．胎児

マウス外科的口唇閉鎖術法に要した平均時間は，

12分であった．その後子宮内での胎児マウスの発

育を促し，分娩直後の新生児マウスを得た．口唇

裂新生児マウスが母獣マウスに食殺されることを

防止するための工夫として，飼育ゲージを二菫底

とした．

5.組織学的検索法

得られた新生児マウスの口唇部を 4%Parafor-

maldehydeで24時間固定した後，ライカ社製ミ

クロトームで約4μmの厚さに薄切した．適法に

従ってヘマトキシリン・エオジンによる 2重染色

法を行い，顕微鏡下にてその組織像を観察した．

結 果

1.胎児マウスの外科的口唇閉鎖術における麻

酔法

胎齢15日齢 (3例）， 16日齢 (3例）および17

日齢 (3例）の妊娠母獣マウスにネンブタール腹

腔内麻酔を施した．口唇閉鎖術後24時間以内に胎



口唇裂自然発症胎児マウスでの外科的口唇閉鎖術 13 

妊娠母獣マウス

図 1 胎児マウスの外科的口唇閉鎖術

成獣マウスにネンブター）レ腹腔内麻酔またはエトレンを用い吸入麻酔を施した（図 1

a)．次に正中背部皮膚に切開を入れ，卵巣及び子宮の位置を腹膜上より確認した．これ

を一塊と して取り出した（図 lb)．子宮膜の毛細血管の乏しい部位で，胎児の頭部付近

に眼科用メスで切開を加えた．続いて羊膜，絨毛膜に切開を加え，口唇及び鼻部のみを

露出させた．口唇の裂隙端を切開した後，11-0ナイロン糸を用いて顕微鏡下で外科的に

縫合閉鎖した（図 1c, d)．スケール ・バーは 1cmである．

児マウスが母獣マウスよ り出産された場合を早産

と定義した．その結果，いずれの胎齢においても

100%（合計： 9例／9例）の早産が生じ，十分に

発達した胎児マウスを得ることが出来なかった．

そこで次にエトレン吸入麻酔法を妊娠母獣マウス

に施したと ころ，胎齢 15日齢(4例）， 16日齢(4

例）および 17日齢 (4例）のいずれの日齢の妊娠

母獣マウスでも，早産は起きることなく 100%（合

計 ：12例／12例） の成功率を得た．

2.胎児マウスの外科的口唇閉鎖術に適した時

期

胎齢 15日齢に外科的口唇閉鎖術を施した胎児

マウスにおいては， 24時間以内に早産するか，ま

たは胎齢 19日齢の満期分娩時までに吸収された

例が 25%(4例／16例） もあり ，必ずしも満足の

いく結果を得ることができなかった．胎齢 16日齢

に外科的□唇閉鎖術を施した胎児マウスにおいて
は，早産率は 2.6% (1例／38例） と低かった．さ

らに胎齢 17日齢に外科的口唇閉鎖術を施した胎

児マウスにおいては，早産率は 0% (0例／23例）

であった．しかし大多数の胎児マウスは胎齢 19日

齢で自然分娩されるため，胎齢 17日齢で外科的口

唇閉鎖術を施された胎児マウスは母獣マウスの子

宮内で発育する時間が不十分であったため，口唇

癒合にいたらなかった．以上の結果より ，胎齢 16

日齢での外科的口唇閉鎖術が，口唇閉鎖術後のロ

唇癒合のプロセスを検索して行く上で最適の時期

であると考えることができた．

3.胎児マウスの外科的口唇閉鎖術後の癒合率

（図 2)

胎齢 16日齢での外科的口唇閉鎖術を施行した

胎児マウスは，A群（口唇裂発症マウスロ唇閉鎖

術群） 19例， B群（口唇裂発症マウス非処置群）

19例， C群（正常マウスロ唇閉鎖術群） 19例， D

群（正常マウス非処置群） 20例の4群に分類し

て，外科的口唇閉鎖術後の癒合率を検索した．外

科的口唇閉鎖術後平均 36時間（土12時間）で分娩

された新生児マウスでは，口唇裂発症マウス外科

的口唇閉鎖術群で 8.3%(1例／12例） のみ口唇の

癒合を認めた．しかし他の口唇裂発症マウス非処
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置群 (0例／9例）や正常マウス外科的口唇閉鎖術

群(0例／10例）では口唇の癒合を認めなった．外

科的口唇閉鎖術後平均60時間 (±12時間）で分娩

された口唇裂発症マウス (7例／7例）， 正常マウ

ス (9例／9例）の外科的口唇閉鎖術群においては

100％の割合で癒痕を伴わない口唇での間葉組織

の癒合を認めた．コントロール群である口唇裂発

症マウス非処置群においては，外科的口唇閉鎖術

後36時間（士12時間）と 60時間（士12時間）の

いずれかにおいても口唇の癒合を認めることはな

かった．

4.胎児マウス外科的口唇閉鎖術後の組織学検

索所見（図 3)

固3aは，両側性口唇裂発症マウス非処置群の

組織像を示している．図3bは，口唇裂発症マウ

ス切開縫合群の外科的口唇閉鎖術後36時間～48

時間経過した組織像を示している．外科的口唇閉

鎖術後36時間～48時間では，口唇上皮が切開部

に移入し，さらに一部では再癒合に関わっている

と思われる間葉細胞の存在を示す組織像が闊めら

れた．図 3Cは，口唇裂発症マウス切開縫合群の

外科的口唇閉鎖術後60時間の組織像を示してい

る．口唇裂発症マウスに外科的口唇閉鎖術を施し

た群では，多くの間葉細胞と細胞外マトリックス

により満たされた組織の癒合がみられた．切開を

加えた直後には赤血球の浸潤を多く認めたが外科

的口唇閉鎖術後60時間経過した組織では搬痕の

原因の一因と考えられる炎症細胞やリンパ球の浸

潤を認めなかった．図3dは正常マウス非処置群

の組織像を示している．皮虞付属器官である小唾

液腺・皮脂腺や毛根などが認められた．△は癒合

部位，▲は口唇裂隙部位を示す．

考 察

ネンブタール腹腔内麻酔法を利用した例では，

100%（合計： 9例／9例）の割合で胎児マウスの

早産（口唇閉鎖術後24時間以内の出産）を認め

た．一方エトレン吸入麻酔法では，胎齢15日齢(4

例／4例）， 16日齢 (4例／4例）， 17日齢 (4例／

4例）のいずれも早産は起きず100％の成功率を

得た．ネンブタール腹腔内麻酔法と比較して，工

トレン吸入麻酔法の成績が良好であった理由とし

ては，母獣マウスの麻酔の深度と時間の調節が可

能であり，母体に与える影響が小さかった点と短

時間での薬物代謝により胎児マウスヘの影響を軽

減できた点などが考えられる．また胎齢15日齢で

胎児マウスの外科的口唇閉鎖術を施すと 25%(4 

例／16例）という割合での早産率を示した．さらに

胎齢17日齢で胎児マウスの外科的口唇閉鎖術を

施した場合は，口唇の癒合に必要かつ十分な在胎

期間を提供できなかった．従って我々は，胎児マ

ウスの外科的に唇閉鎖術後の口唇癒合プロセスを

検索して行く上で適した時期は胎齢16日齢であ

ると判断した．

胎齢16日齢の外科的口唇閉鎖術後24時間～36

時間の間に分娩した新生児マウスについてはA

群の口唇裂発症マウスロ唇閉鎖術群12例中 11例，

c群の正常マウスロ唇閉鎖術群10例中 10例の合
計22例中 21例で口唇が離開していた．この結果

より，口唇裂発症胎児マウスおよび正常胎児マウ

(7/7) (9/9) (10/10) (10/10) 

so 

゜

(0/9) (0/10) (0/10) 

0% 0% 鵡

□ 36時間土12時間
■ 60時間土12時間

口唇裂発症マウス ロ唇裂発症マウス 正常マウス
口唇閉鎖術群(A群） 非処置群(B群） 口唇閉鎖術群(C群）

正常マウス
非処置群(D群）

図2 胎児マウスの外科的口唇閉鎖術後の癒合率
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図3 胎児マウスの外科的口唇閉鎖術後の組織学的所見

ロ唇裂発症マウス非処置群（図 3a), D唇裂発症マウスでの口唇閉鎖術後36時間～48時
間（図 3b)，口唇裂発症マウスでの口唇閉鎖術後60時間（図 3C)，正常マウス非処置群

（図 3d)．スケール・バーは，（a) と (b)で5n1m, (b) と (d)で100μ1nである．

スの外科的口唇閉鎖術後24時間～36時間経過で

は，口唇の裂隙端での組織学的癒合は生じていな

いことが判明した．また外科的口唇閉鎖術後36時

間～48時間では，口唇上皮が切開部に移入し，さ

らに一部では再癒合に関わっていると思われる間

葉細胞の存在を示す組織像が認め られた．また同

両群では，外科的口唇閉鎖術後平均 60時間で

100% (16例／16例）の割合で口唇の間葉組織の組

織学的癒合が認められた．胎児マウスロ唇の裂隙

端の組織的癒合は外科的口唇閉鎖術後平均 60時

間経過するとほぼ完了することを示唆していた．

口唇裂発症胎児マウスの外科的口唇閉鎖術群と同

様に正常胎児マウスの外科的口唇閉鎖術群でも，

癒痕を伴わない癒合を示した．このことから外科

的口唇閉鎖術後の口唇間葉組織の癒合は，口唇裂

発症胎児マウスについてだけではなく正常胎児マ

ウスについても類似した現象であると考えられた．

今回行った胎児外科的口唇閉鎖術は，平均 12分間

（最長 15分間）で一連の外科的口唇閉鎖術を完了

できたことも再癒合率における好成績に貢献した

と考えられる．

胎児マウスの外科的口唇閉鎖術後60時間経過

した組織像では，間葉細胞と細胞外マトリックス

により満たされた組織の再癒合が認められた．し

かし口唇間葉組織の癒合プロセスのメカニズムや

それに関与する因子についての情報は必ずしも多

くない．今後は，胎児マウスの外科的口唇閉鎖術

後の間葉細胞の分裂能や移走能などを中心に癒合

プロセスを分子生物学的に調べる予定である．
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