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寄 稿

実験動物の出生前医学における役割

田中 修1),橋本 龍樹1),帯刀 而豊子2)

島根医科大学第-解剖学教室1) 島根医科大学生物学教室2)

1.は じめ に

ひとつの個体が,たったひとつの細胞である受

精卵より始まるという生命誕生の謎について,人

類は未だ解明していない部分が多く残されている

現在,その謎について解明しようと多くの実験動

物を用いて行われている｡ 発生途上にある初期肱

から胎仔に人為的操作を加え,それによって引き

起こされた変化や結果を解析するという発生工学

も,この謎の解明-のアプローチの一つと考えら

れる｡ また,近年妊娠動物に与えられた環境因子

が,どのような影響を出生前や出生後にその子孫

に及ぼすかという成因の究明も重要な課題である｡

ここでは我々の教室で行っている催奇形実験に

ついて紹介し,今後の発生工学の展望について考

えてみたい｡

2.環境要因としての催奇形実験

催奇形因子としてまず医薬品がある｡ 1960年代

に起こったサ リドマイド禍はあまりにも有名であ

る｡鎮静睡眠薬サ リドマイドを妊娠中に内服した

母親より生まれた児にあざらし四肢奇形が生じた

ことにより,催奇形実験の重要性が叫ばれるよう

になった｡現在では医薬品のみならず,本来ヒト

が摂取しないと思われている重金属 ･有機化合物

等の化学物質,また放射線や高熱などの物理的要

因,風疹ウイルス ･サイトメガロウイルス ･トキ

ソプラズマ ･梅毒スピロ-一夕一等の感染要因,

糖尿病のような病態が催奇形因子としての環境要

因と考えられる｡

最近では催奇形因子のみ作用させるのではなく,

同時に催奇形性を修飾するような物質を投与する

試みも行われている1)｡アルキル化剤であるクロラ

ムブシルや Ⅹ線照射を妊娠マウスに施すと,その

胎仔に口蓋裂や乏指等が発生することが知られて

いるが,同時に免疫賦活剤である PSKなどを投

与すると,胎仔の奇形発生の頻度が減少するとい

う抗催奇形作用があることを認めている2) (表 1,

2)0

一方,5-アザシチジンを妊娠マウスに投与する

と,外脳症 ･顔面裂等が胎仔に発生するが,同時

にサイトカインであるIL-1を作用させると,有

意に奇形発生の頻度が増加し催奇形性の増強する

ことも認めた3)(表 3)0

2種類以上の催奇形因子を作用させた場合の相

互作用には,次のような分類ができる4)0

Table1 EffectofPSKonthechlorambucilorX-raytreatedmice

Treatment No.of No.of Live Mean Mean Sexratio No.ofmalformed

Teratogen PSK(mg/kg) litter implant fetuses(%) CRL(mm) B･W･(9) (含/早) fetuses

A X ray(51.6mC/kg) O
B Xでay(51.6mC/kg) 200(IP)

C X-ray(51.6mC/kg) 1000(PO)×10

D CA(4mg/k9) O

E CA(4mg/k9) 200(IP)

F CA(4m9/k9) 200(IP)×3
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94(81.0%)

51(43.2%)=
80(64.0%)' '

85(64.4%)

74(57.4%)

71(56.8%)

3(3.6%)

Kaトsquaretest ** :P<0.01
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Table2 EffectofPSKonthemalformedfetusesinducedbyX-ray

Group ｡I.rsrea(diactiok:) (mpg;Eg) N Microphthalmia Short kinky
Cleftpalate Oligodactyly Syndactyly

A 51.6 0 116

B 51.6 200(IP) 118

C 51.6 1000(PO)
×10

125

75 29 18 17
(64.7%) (25.0%) (15.5%) (14.7%)

14** 14日 13 13
(ll.9%) (ll.9%) (ll.0%) (ll.0%)

14** 14** 13 12
(ll.2%) (ll.2%) (10.4%) (9.6%)

5 1
(4.3%) (0.8%)

1 1
(0.8%) (0.8%)

7 1
(5.6%) (0.8%)

Kai-squaretest =:P<0.01

Table3 Effectofinterleukin1onthemalformedfetusesinducedby5-azacytidineorchlorambucil

Group
No.oflive No.ofmalformed Exencephaly Facialcleft Eyeabnormality
fetus (%) fetus (%) (%) (%) (%)

a)5AZ

b)5AZ+IL-1

C)CA

d)CA+IL-1

e)IL-1

f)Saline

g)Cottonseedoil

83(69.2) 67(80.7)

41(34.2) 41(100.0)

52(54.2) 8(15.4)

30(66.7) 6(20.0)

96(95.0) 0

113(93.4) 1 ( 0.01) **

39(86.6) 1( 2.6)

コ*
…97諾S:;巨 ≡…‡三g:三三
3(5.8) 0
1(3.3) 00 0
0 0
0 0

コ*
34(41.0)

38(92.7)

1(1.9)0
0
0
0

コ*

*P<0.01,Chi-squaretest

**Tubercleattheheadregion

i)干渉 :二つの因子を作用させた場合,いず

れか一方を単独に与えたときより奇形出現の頻度

が低い場合｡ ii)相互作用 :二つの因子を作用さ

せたとき各々の作用の和に等しい場合｡iii)相乗

効果 :奇形の出現頻度が各々単独作用させたとき

の和より越える場合｡iv)催奇形作用がほとんど

ない2つの因子を同時に作用させると催奇形作用

が出現する場合｡

3.生後発育の観察による実験奇形学

出生時にはまだ未熟なため,あたかも奇形のよ

うに観察される臓器が,その後の発育 していく過

程において正常に変化していく様子を観察する方

法である｡例としてナキウサギ(ochotonarufescens

rufescens)の新生仔期の心臓について観察すると,

約10%に膜性心室中隔欠損症が認められるが,坐

後 3週齢では2%にみとめられた｡新生仔期に高

頻度に認められた膜性中隔欠損の大部分は,生後

発育の初期段階に自然閉鎖することが示唆された5)0

これは,実験動物による奇形の修復過程をしる上

で貴重な資料 となり得る｡一方,出生前に摂取し

た環境因子が生後の発育,特に行動などにどのよ

うな影響を及ぼすかという問題については,いわ

ゆる行動奇形学がある｡ 一例 として,クロラムブ

ジルの4mg/kgを妊娠11日目に ICRマウスに与え

ると,その仔に小頭症が生 じる｡この仔の生後発

生を観察すると,open fieldtestによると high

emotionalあるいは hyperactiveを示した｡また

シャトル回避箱を用いた能動的回避学習において

は,成獣時に能動的回避事態に対する学習を低下

させるのではないかと指摘 した6)0

4.肱移植による催奇形実験 (発生工学的研究)

同一の催奇形因子を作用させた催奇形実験を行

った場合,発生した奇形の形や出現頻度が動物種

によって大きく異なる｡インスリン依存型糖尿病

モデル動物であるNOD (non-obese-diabetic)マ

ウスをもちいて,奇形発現に関わる実験動物の遺

伝的素因と環境要因の相互作用を解析した｡

NODマウスは,糖尿病が発病した母体からの13

日齢胎仔では神経管閉鎖不全など約40%と高頻度

の奇形が出現することを確認している｡一方,糖
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Table4 Embryotransfertotheuterinehorns

Embryo Recipient
No.of No.of Implant Viable Exen- Spina Kinkyvertebral Other Total

recipients embryos (%) (%) cephaly bifida column anomalies (%)

NOD･DM ICR 13 175 123
(70.3)

ICR NOD･DM 19 321 167
(52.0)

ICR ICR 10 130 103
(79.2)
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尿病が発症していない母体からも約 8%の出現が

あった｡NODマウスはICRマウスより発見,系

統化されたことから,対照群のICRマウスでの奇

形は0%であった｡このことは NODマウスがす

でに自然奇形発現の素因があり,これに妊娠中の

母体環境が作用して高率な奇形発現を示すものと

考えられた｡この奇形発現の原因が環境要因か遺

伝的素因かのいずれかを解明するために,肱付子

宮内移植法を行った｡まず受精卵提供マウスの雌

に排卵誘発剤 (PMS,HCG)を使って排卵させた

のち雄 と交尾させ,受精卵を採取する｡ それを桑

実期から腫胞期まで培養 した｡一方仮親マウスと

なる雌に排卵誘発剤を使った後,精管結紫した雄

と交尾させ偽妊娠状態をつ くり,そこに培養 して

いた受精卵を子宮内に移植 した｡すなわち発症

NODマウス (NOD-DM)の受精卵を ICRマウ

スの子宮に移植 し,ICRマウス (NOD･DM)の受

精卵を ICRマウスの子宮に移植 し,ICRマウス

の受精卵をICRマウスの子宮に移植した対照群の

と比較検討した7) (表 4)0

ICRマウスの子宮内で発生したNOD-DM の肱

から,自然発生奇形として特徴的に出現した同様

の神経管閉鎖不全がみとめた｡一方,DM-NODの

子宮に移植されたICRマウス膳に奇形が生じたが,

その頻度は NODマウスの自然発生率より低 く,

神経管閉鎖不全のほか脹弓異常が出現した｡

一方,NOD-DM マウスの染色体分析の結果,着

床前期膳の染色体異常は有意に増加しないが7)8),

着床後期である12日齢胎仔の染色体分析より奇形

胎仔では分裂中期像の減少及び20%の染色体異常

がみとめられた10)0

以上の結果より,NOD-DM の子宮内環境は催奇

形作用を月割こ及ぼすが,必ずしも神経管閉鎖不全

を特異的に高率に起こす環境とは言えない｡した

がって,NOD-DM の奇形仔自然発生率の高さは,

腔の遺伝的素因と糖尿病の代謝異常によって二次

的に起こった,と考えられる卵巣及び子宮の器質

的変化など11)の子宮環境との相加的効果によるもの

で,特に後者の影響が大きいと考えられた｡なお,

この器質的変化が吸収肱の増加,着床率の低下を

来すのではないかと考えている｡

5.人エキメラ動物による催奇形実験

人工キメラ動物とは人為的操作により遺伝子型

の異なる2種以上の細胞群から構成される動物個

体のことであるが,作成方法として卵割期にある

2個以上の膳を培養液中で集合させる集合法と,

培養液中の肱盤胞の腔内に他の細胞を注入する注

入法がある｡

人工的に誘起排卵させたC57BL/6N雌マウス

とDBN/2N雄マウスと交尾させた後,受精卵を

採取し,マイクロマニピュレイションにより雄性

前核を抜取 り培養 し,雌性前核を2倍体にする｡

BALB/cA マウスまたは BALB/cA 雌マウスと

ICR雄マウスから得られた8細胞期の肱をプロナ

ーゼによってばらばらにし,雌性由来の染色体よ

りなる細胞と共に,フイトアグルチニンPによっ

て集合させた後,仮親の子宮に移植し,妊娠20日

目に帝王切開にて胎仔を取 り出した｡この操作に

よって得られたキメラマウスとBALB/cAマウス

と交配させることにより単親性の遺伝子座が100%

ホモ型の完全遺伝的ホモ型マウスができた12) (義

5)0

マウス肱盤の内部細胞塊に由来する腫幹細胞

(ES細胞)は,外中内腫葉のいずれの腫菓由来の

細胞にも分化することができる多分化能を持った

幹細胞である｡この ES細胞を未分化のままで培

養し,培養中にDNAを導入する｡ その細胞を正
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Table5ChimerarormaLionbetweentliparelltaland

normalembryo

Stral11 Aggregated Stng】e M】ce ChlmeraS
Lrnlparental Norma】 Embryos morulzl born (MF)''

C57BL/6N

BALB/cA q1 70 4L' 2(-2 0)
DBA/2＼

C37BL/6汁 BALB/cA
ヽ ＼

UBA/2N ICl‡
3】 38 LG :!日 日

● lncludescon【rolpupsdellVered

‥ M ma一e ド temale.

常マウスの旺盤胞に注入しキメラマウてをつくる｡

キメラマウスの生殖細胞に ES細胞由来の細胞か

分化 していれば ES細胞の性質が子孫に伝達され

ていき,導入された遺伝子 ももっていることにな

るoそれを確かめるためには,導入した遺伝子を

プローブとして insituhybridization法によって

その遺伝子を持つ細胞を特定することかできる｡

次に,遺伝的疾患モデル動物 と｣E常動物 とのキ

メラ個体を作 rHtiすことにより,その疾患の原因

について解析か可能となる｡この様にキメラ動物

では一つの個体の中に遺伝子型の異なる細胞が共

存しているため,発生分化の過程における細胞間

の相互作用や細胞の系譜を解析することができる

ことから,正常発生の理解に役立つとされる｡

6.トランスジェニックマウス

遺伝子工学によって調整された遺伝子を実験動

物,主にマウスの受精卵に導入し,外来遺伝子導

入マウス (トランスジェニックマウス)を作成す

る｡

方法としてマウスの受精卵の融合する前の雄性

前核に既知の合成 DNA溶液を注入し,その肺を

偽妊娠の雌の卵管または子宮に移植 し,妊娠19日

日に帝王切開にて出産させる.導入された遺伝-F

の有無は,生後 4週頃に仔マウスの尾を切断し,

DNA を抽出して導入遺伝子の DNAのサザンブ

ロット法によって検出する｡

また,致死的な遺伝子機能が胎生期に発現 しト

ランスジェニックマウスが得 られない場合が時々

あるが,導入する遺伝子を工夫することにより可

能 となる｡勝木ら13)は導入遺伝子の構造を,遺伝子

発現調節領域 と発現させたい遺伝子領域 とを別々

に分けて,トランスジェニックマウスを作成 した｡

/･'1'彦 左 it瀞 p;ly ‥ ､フ' ､一 一､二 ､..I-.:iL,:I,::::+.I.!㌦ ･･..::

図1IL-2遺伝子導入マウスの生後6日の小脳矢状断面

写真o小脳皮質表面の脳膜陛内.特に血管周囲領域

に,リンパ球を主体とした細胞浸潤が観察される｡
Vは血管を示す｡ 1bは1aの矢頭部分の拡大像で
ある｡(1a,×23.1b,×115)

発現させたい遺伝子が致死性の遺伝子であっても

出現せず正常なまま子孫を残すことができる｡ し

かし相互の交配によりFlをつ くると,胎仔期に致

死遺伝子を発現させ ることができる｡このことを

導入遺伝子のデジタル化 と命名 している｡

我々は トランスジェニックにおける発生異常の

マウス形態形成の解析 を行っている｡

ヒトインターロイキン2(IL-2)遺伝子導入マ

ウスでは出生時,外表異常もなく対照動物 との間

にも外見上行動上の差を特に認めなかったが,坐

後 3-4週にかけて特徴的な運動失調が出現 した｡

本例は肉眼的に小脳が顕著に萎縮 してお り,組織

学的には脳膜側に強 く,血管周囲にリンパ球浸潤

などの強い炎症性変化により小脳皮質の構築が広

範に破壊され,髄質も罪薄化 していた (図 1a,

1b)Dこれは生後発生の初期に小脳周囲の限局さ

れた部位にヒトlL-2遺伝子が発現 し,その二次

的効果として炎症性変化が起こったものと疑われ
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た14)｡マウスミエ リン塩基性蛋白質 (MBP)遺伝

子導入マウスでは,出生時に種々の程度の小耳症

を呈 した(図2)｡発生 9-11日目のこのマウス月杢

仔を観察すると,第-と第二咽頭弓及び第一咽頭

溝を中心に耳介結節の癒合状態を検索した15)｡本症

は MBP遺伝子導入による挿入突然変異と考えら

れた｡現在,この小耳症 トランスジェニックマウ

スにおける外来 DNA挿入領域の構造解析を行っ

ている16)o

Tcelトreceptor(,遺伝子導入マウスでは,生後

1-2週で眼球が乾燥 し白色に変化 した｡涙腺や

唾液腺を組織学的検索をすると,導管周岡に り/

パ球浸潤が認められた｡このことはシューー7､しン

症候群 との関連が推測された17)0

導入遺伝子のDNAが,染色体に組み込まれる

位置が不規則であり,導入遺伝子そのものの発現

によるものと,正常遺伝子中に外来遺伝子が割 r)

込むことによる挿入突然変異の結果,奇形か出現

することがある｡いずれにせよ導入された遺伝子

の塩基配列が既知であり,この手かか りを便･-'て

先天異常の解明の重要な手段になると共に,ヒト

疾患モデル動物の開発に も役立つ と思われる｡

7.invitroにおける催奇形実験

環境因子の催奇形性の有無についての動物実験

には invivoにおける捕乳動物による試験が必須

である｡ しかし,その作用機序や発生過程 を研究

図2 マウスミエリン塩基性蛋白質遺伝子導入マウスの背
側写真｡矢頭は小耳症を示すo

するには invitro実験が適 しており,現在ではさ

かんに行われるようになった｡実験系 としては,

i)細菌やその他の単細胞生物,il)細胞培養,iii)

組織培養,iv)器管培養,Ⅴ)仝胎芽培養などがあ

る｡

特に全腫培養に関しては,D.A.T.Newによっ

て開発された回転培養法により,日齢9.5日～11日

のラットやマウス胎仔を最高72時間培養すること

が効率よく行われるようになった｡

谷村18)はその利点と不利な点を次のように述べて

いる｡利点として,a)母体,栄養,ホルモンなど

の因子を除外できる｡胎盤通過性の動物種差が避

けられる｡b)化学物質の濃度をより容易に決定で

き,化学物質への作用時間を系統的に変更できる｡

C)invivo研究より簡単な実験条件が設定できるO

例えば口蓋の培養において舌の影響を除外するこ

ともできる｡d)生化学的研究,例えば放射性同位

元素での標識が容易である｡e)invivo研究より低

い標準偏差が得られる｡f)発生の時期を正確に決定

できる｡g)多くの両側性器官 (肢芽や中腎など)

では, 1個体で対応対照がとれて実験群 と比較で

きる｡h)顕微鏡手術的技法が応用できるci)経時的

に胎芽発生を観察することができる｡不利な点 と

しては,a)invivoにおける複雑な相互作用が見ら

れない｡b)化学物質の代謝物の効果が認識し難い｡

C)偽陽性や偽陰性の所見が起こる｡d)細胞培養で

は表現型の特性が失われ易い｡

トラン71/ユニりクマウスやキメラマウスなど

は, in vivoと invitroの札l互乗入れの典型的な

実験であり,これからの催奇形実験として不可欠

な分野と思われる｡

8.お わ り に

以上述べてきた催奇形実験において得 られた結

果が,ヒトに外挿できるかどうかという問題は医

学において非常に重要であるO動物実験はあくま

でも仮定どまりであり,基本的な制約がある｡ し

かし,人類は古代より ｢ヒトとは何か ?｣を問い

続け,今まで宗教や哲学がそれに答えてきた｡ ヒ

トを実験に使 うことは決して許されないことから,

現在の自然科学の進歩により動物実験を通 して,

その謎に近づこうとしており,発生工学的アプロ
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-チはその方法の一つと考えられるO

また人工授精やホルモン等生理活性物質の産生

等これまでに得られた発生工学の技術が医学に応

用され,胎児の出生前治療 という試みも始まって

いる｡ 今後ヒトの遺伝子情報の解析や,生命の誕

生のメカニズムも解明されてくるものと思われる

が,そのためには科学的に真実性のある動物実験

のデータの蓄積が必要であると考えられる｡
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