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Abstract

We have attempted to know the presence of the corneal mitotic and retinal melatonin rhythms

of the Japanese quail, Coturnix coturnix japonica, using embryos sacrificed at every four hours

for three days before and after hatching.  The corneal mitotic rates and retinal melatonin levels

did not rhythmically change in either LD or DD.  The effect of the photoperiod on the devel-

opment of the embryos has further been studied by incubating fertilized eggs in LD（12:12）, DD,

and LL for 5, 10, 15, and 17 days.  As a result, the effect of the photoperiod on the body and

eye weights could not be observed, but the micrographs of the cross sections of the eyes showed

that the thickness of the cornea incubated in LD was greater than those in DD and LL.  Further

study must be required for the explanation of the latter.  It was also found that the hatching time

was accelerated in LL.

1 . 緒　言

　太陽の光の下で進化をしてきた生物にリズム現象があることは早くから知られている。近年、

内因性の様々な概日リズムの存在が見出され、この機構を解明するためにはリズムを支配する
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振動体の存在場所を確認することが重要な課題である。哺乳類の振動体は視交叉上核に存在す

ることが明らかであるが 1）、鳥類では種によって異なり、眼、松果体、視交叉上核に複数の振動

体が存在するとされている。即ち、ニワトリやウズラ 2-4）では眼と松果体に、スズメやブンチョ

ウ5-6）では松果体に、さらにハト7）では眼と松果体以外に視交叉上核にもそれぞれ存在すると推

測される。しかし、このような複数の振動体の相互関係の詳細は明らかでない。

　眼内には網膜メラトニンや角膜上皮細胞分裂の慨日リズムが認められ、眼の当て布実験や視

神経切断実験から、これらは眼内の振動体によって支配されていることが明らかにされている
8-10）。また、ツメガエルの網膜メラトニンリズムの振動体が網膜光受容体に存在するとの報告も

ある 11）。一方、我々はウズラの眼瞼縫合により網膜メラトニンリズムが変化しないにも拘わら

ず角膜上皮細胞分裂リズムが消失することから、網膜メラトニンは角膜上皮細胞分裂に影響を

与えないことを示した 10、12）。しかし、角膜上皮細胞分裂リズムを支配している振動体が眼内の

どこに存在するかは明確にされていない。

　概日リズムの個体発生、即ち発生のどの段階でリズムが発現するのかについてもこれまで十

分には明らかにされていない。哺乳類の胎児の慨日リズムは母親のリズム性に同調するととも

に、母親のメラトニン量の変化が胎児に明暗の情報を伝えているとされている13-14）。鳥類の胚に

おいては母親のメラトニンの影響を受けないが、何らかの内因的要因により慨日リズムが発現

し、胚の成長あるいは孵化等の生理的現象はこのリズムの影響を受ける可能性が考えられる。

そこで、本研究ではLD（明暗12:12）, DD（恒暗）条件下で孵卵したウズラの孵化前後の角膜上

皮細胞分裂数と網膜メラトニン量を測定し、それらのリズム性の有無について検討した。また

LD（明暗 12:12）、DD（恒暗）及び LL（恒明）の 3条件下で孵卵した胚の体重、眼重量、孵化

率、角膜の厚さをそれぞれ測定し、胚の成長と光条件との関係についても考察した。

2 . 材料及び方法

�2.1　材料

　ニホンウズラ（Coturnix coturnix japonica） の有精卵（加藤商店、愛知県豊橋市）を孵卵器

（全慶園製、静岡県浜松市）を用いてそれぞれ明暗（12L／12D）、恒暗（DD）または恒明（LL）

条件下で1時間毎の転卵により孵卵した。この時の温度と湿度は37.3±3℃、50％であった。照

明にはナショナルパルックボール（16W）を用い、卵の表面の照度を40～ 150Lux に保った。

�2.2　観察試料と測定

　以下の 2つの条件で観察試料を作製し、リズムまたは角膜の厚さの測定を行った。

実験 1

　LD（6:00～18:00点灯）及び DD条件で孵卵し、それぞれ孵卵15日目の12:00から17日目の

12:00まで4時間毎に 4～6個の卵から胚を取り出した。体重測定後、左右の眼球を摘出して重

量を測定し角膜とeye cup とに分けた。左の眼球からは網膜を剥離して重量を測定後、凍結保存

（-20℃）した。両眼の角膜を ALFAC solution で24時間固定し、Mayer のヘマトキシリンで染色

後、永久プレパラートを作製した。光学顕微鏡（オリンパス光学、CH）で角膜を観察し、1つ

の角膜当たり10視野で細胞分裂中期及び後期の細胞数を数え、1000細胞当たりの分裂数に換算
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した。 Radioimmunoassay 法9）により網膜のメラトニン量を決定した。体重、角膜上皮細胞分裂

数、そして網膜メラトニン量は t-検定と Fisher PLSD によっていずれも危険率5％で検定し、統

計的に解析した。

実験 2

　LD（3:00～ 15:00点灯）、DD及びLL 条件で孵卵し、孵卵 5日目、10日目、15日目、17日目

のいずれも 9:00（明期）と 21:00（暗期）にそれぞれ 5～7個の卵から胚を取り出した。体重測

定後、5日目の胚の全体を、その他の胚からは眼球を摘出して共にBouin's solution で24時間以

上固定した。5日胚と眼球はそれぞれ厚さ4μmのパラフィン切片としヘマトキシリン・エオシ

ン染色した後、光学顕微鏡下で観察し角膜の厚さを測定した。角膜の厚さについては t-検定と

Fisher PLSD によっていずれも危険率 5％で検定し、統計的に解析した。

3 . 結　果

実験 1

　Table 1 に示すように、孵化前後の胚の体重には LD条件で孵卵したグループとDD条件で孵

卵したグループの間で差違が認められなかった（Unpaired   t-test, p＞ 0.05）。眼重量、相対眼重

Table 1　Weights of the body and eye in the embryos incubated under LD and DD

Body Wt.（g）  Eye Wt.（g） Eye Wt. / Body Wt.（g/mg）
Mean±S.D.（n） Mean± S.D.（n） Mean±S.D.（n）

LD  6.97± 0.76（38） 0.1446± 0.02（72） 20.86±3.03（72）

DD  6.98± 0.76（61） 0.1466± 0.01（104） 21.12±2.33（104）

Fig. 1  Mitotic rhythms in the corneal epithelium before and after  hatching under LD and DD.
→: The time of hatching,   Error bar=±SD
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量（眼重量／体重）及び孵化率は、DD条件の方がLD条件のそれよりわずかに大きいが、いず

れにも有意な差は認められなかった（Unpaired   t-test, p＞0.05）。孵化時間は Fig. 1及びFig. 3

に示すように LD条件の方がDD条件よりおよそ8時間早かった。

　Fig. 1 に示すように、LD条件の角膜上皮細胞分裂数は孵化前において明期の値が暗期のどの

値より低く、明暗に同調したリズム性を示したが（Fisher PLSD, P＜ 0.05）、孵化後の分裂数は

明暗と関わり無く増減して明暗に同調したリズム性を示さなかった。DD条件の角膜上皮細胞分

裂数は常に多くリズムは認められなかった。孵化の前後におけるそれぞれの胚の角膜上皮細胞

分裂数を平均して比較するとLD条件では、孵化後の方が孵化前より有意に多いのに対し、DD

条件では孵化前の方が有意に多かった（Fig. 2）。

Fig. 2  Mitotic rates before and after hatching under LD and DD.
※:Fisher PLSD, p ＜ 0.05,  LD1:before hatching,  LD2:after hatching

Fig. 3  Retinal melatonin rhythms before and after hatching under LD and DD.
→ : The time of hatching,   Error bar=±SD
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　Radioimmunoassay 法により、15日胚から17日胚のすべての網膜からメラトニンが検出された

が、LD、DD いずれの条件においても、網膜メラトニン量に明確なリズムは認められなかった

（Fig. 3）。

実験 2

　体重、眼重量、相対眼重量に光条件の違いによる差異は認められなかったが、孵化の時間は

LL、LD、DDの順にそれぞれ数時間ずつ遅れる傾向であった。また、眼球の組織標本の観察か

ら網膜の形態には光条件の違いによる影響は認められなかった。組織標本の観察から、5日胚で

は網膜や角膜の分化は認められず、孵卵10日以後の胚においては、角膜、レンズそして網膜の

分化が認められた。しかし、10日胚では網膜の光受容細胞の分化は十分でなかった。Table 2 と

Fig. 4  Microphotographs of the corneas stained with hematoxylin-eosin.
A: Epithelium, B: Stroma, C: Endothelium, LD10: 10 day embryo under LD, Scale bar=10μm
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Fig. 4 に示すように、光条件の違いにより角膜の厚さに有意差が認められた。どの光条件で孵卵

した胚においても角膜は、10日胚で最も厚く、15日胚、17日胚と発生が進むに従って薄くなっ

た。また、発生の進行にともなって角膜上皮層は少しずつ厚さを増すのに対し、角膜固有層は

次第に薄くなる。一方、角膜内皮層の厚さはほとんど変化しなかった。10日胚において、LL条

件の角膜は、LD及びDD条件のそれと比較して、有意に厚いと言えた（Fisher PLSD, P＜0.05）。

また、角膜の3層（角膜上皮層、角膜固有層、角膜内皮層）のうち、角膜上皮層と角膜固有層に

有意差が認められた。15日胚ではLD条件の角膜はDD及びLL条件のそれと比較して角膜固有

層が厚かった（Fisher PLSD, P＜0.05）。17日胚ではLD条件の角膜がDD及びLL 条件のそれよ

り厚かったが、有意な差ではなかった（Fisher PLSD, P＞0.05）。

4 . 考　察

�4.1　胚の成長に対する光条件の影響

　今回の2つの実験は、光条件の違いが体重、眼重量、相対眼重量及び孵化率には影響を与えな

い事を示したが（Table 1）、少なくとも孵化時間は DD、LD、LL の順に数時間程度早まる事を

示した。この結果は、Lauber et al. の行ったニワトリの実験15）と一致しており、孵卵時の光が

胚の成長を促進する可能性を示唆している。しかし、Adam et al. 16）は、ニワトリを使って視覚

機能が完成した後の短時間の光が孵化の引き金として同程度に作用する事を示した。従って、今

回、LL とLD 条件の方がDD 条件より孵化が早まったのは、孵卵15日以後の光が孵化の引き金

となったためと判断される。

Table 2　Thickness of the corneas in the embryos incubated under LD, DD and LL

Epithelium（μm）  Stroma（μm） Endothelium（μm） Cornea（μm）
Mean± S.D.（n） Mean± S.D.（n） Mean± S.D.（n） Mean± S.D.（n）

LD-10 10.62± 2.80（4） 132.74±10.11（4） 3.66± 1.03（4） 147.03±10.06（4）

DD-10 12.50± 1.46（4） 123.64±15.82（4） 4.29± 0.83（4） 140.42±15.15（4）

LL-10 15.28± 2.31*（5） 148.61±12.03*（5） 6.28± 1.17（5） 170.17± 9.67*（5）

LD-15 30.14± 3.76（5） 107.55± 8.18*（5） 5.86± 1.17（5） 143.55± 8.75*（4）

DD-15 30.17± 1.47（4） 86.86±14.07（4） 4.29± 0.83（4） 121.32±14.75（4）

LL-15 28.86± 2.44（5） 86.83± 7.21（6） 5.06± 1.87（6） 120.75± 7.31（6）

LD-17 31.21± 5.03（5） 92.42±15.72（5） 5.64± 1.64（5） 129.27±19.28（5）

DD-17 26.78± 2.06（4） 84.99±12.95（4） 4.29± 0.83（4）　116.05±11.87（4）

LL-17 30.92± 2.16（5） 80.63±13.49（5） 4.43± 0.78（5）　115.98±16.10（5）

*Fisher PLSD, p<0.05
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�4.2　角膜上皮細胞分裂リズム

　孵化前後の胚の角膜上皮細胞分裂は明暗周期に同調する明確なリズムを示さなかった。Fig. 1

に示すようにLD条件の場合、孵化前は振幅の小さいリズム性が認められるのに対し、孵化後は

細胞分裂数が明暗と無関係に増減している。一方、DD条件の場合は全体に分裂数は多いが、孵

化後に減少している。これらの結果から、孵化が角膜上皮細胞分裂に何らかの影響を与えてい

る可能性が推測されるので、孵化前後の角膜上皮細胞分裂リズムの有無を決定するためには、孵

化時間を揃えた上での測定が不可決であると判断される。さらに、孵化がリズム現象に何らか

の影響を与えているかあるいは、リズム現象が孵化に大きく関わっている可能性が示唆され、リ

ズムと孵化の関係について新たな問題を提供している。

�4.3　網膜メラトニンリズム

　15日胚から17日胚の網膜よりメラトニンが検出されたが、LDと DD条件のどちらにおいて

も網膜メラトニン量は明暗周期に同調する明瞭なリズムを示さなかった（Fig. 3）。ニワトリの

孵化直前の胚には、網膜メラトニンのリズムの存在が報告されていて 17）、本研究の結果はこれ

と一致しない。これは、種による違いの可能性も否定できないが、主として網膜メラトニン量

の個体差が非常に大きかったことに起因していると推測される。従って、ウズラにおける孵化

前後の網膜メラトニンリズムの確認には、さらなる研究が求められる。

�4.4　角膜の厚さ

　Table 2と Fig. 4 に示すように、角膜の厚さに孵卵時の光条件の影響が認められた。角膜を構

成する3層（角膜上皮層、角膜固有層、角膜内皮層）のうち角膜固有層は、LL条件の10日胚で

特に厚く、これに対して 15日胚と 17日胚では急に薄くなることが観察された。また、15日胚

と17日胚ではLD条件の角膜固有層が他の光条件のそれより厚かった。網膜の光受容細胞がま

だ形成されていない10日胚においては、角膜が受ける光の直接の影響で角膜固有層の成長が促

進される事が推測される。網膜の光受容細胞がすでに形成されている15日胚では、光受容細胞

の光受容によって角膜固有層の成長が抑制されることが考えられる。ニワトリの成体において、

LL 条件下で偏平な角膜が誘導され、角膜上皮細胞分裂の抑制に起因する事が報告されてい

る18-19）。しかし、本研究の角膜上皮細胞分裂数の測定結果から角膜上皮細胞分裂とこれら胚の角

膜の厚さの違いとの関連を見出すことはできない。一方、角膜を切り取る際、LD条件の角膜と

DD条件のそれとは、弾力性が違っていたことから、厚さだけでなく角膜の化学的成分の違いの

可能性が推測され、この点についての究明が必要である。加えて、孵卵時の光条件により胚の

角膜の厚さに違いを生じさせるメカニズムの解明には、角膜の個体発生についての研究も必要

である。

�5 . 総　括

　明暗（LD）、恒暗（DD）、恒明（LL）の光条件下で孵卵したウズラ胚において、孵化前後の

角膜上皮細胞分裂数と網膜メラトニン量測定し、角膜の発生の過程を観察する事によって以下

の結果を得た。

　（1）LD（12:12）及びDD条件で孵卵した胚において孵化前後の角膜上皮細胞分裂数と網膜メ
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ラトニン量にはいずれも明確なリズムが認められなかった。

　（2）角膜上皮細胞分裂リズムに孵化が何らかの影響を与えている可能性が推測された。

　（3）孵卵時の光条件が孵卵時間に影響する事が明らかであり LL条件の場合が最も早かった。

　（4）孵卵時の光条件の違いは体重や眼重量に影響しないが、角膜の厚さに有意な差をもたら

した。孵化時において LD条件の角膜はDD、LL 条件のそれより厚かった。
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