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は し が き

平成13～16年 度科学研究費補助金(基 盤研究C)の 助成を受けて行われた

研究 「放射線誘発の染色体異常は受精卵の初期発生過程でどう推移するか」(課

題番号13680615)を 終え、ここに研究成果をまとめることになった。

放射線の遺伝的影響を知る上で、染色体異常誘発率はよい指標となる。また、

精子や卵子は次世代(新 個体)を 形成する細胞であり、これらの細胞での放射線

影響評価はきわめて重要である。近年、配偶子での染色体研究が発展し、成熟精

子や排卵直前の卵細胞が放射線に対して敏感である(染色体異常を起こしやすい)

ということが数種の動物で明らかにされた。しかし、被曝した配偶子が受精した

場合、放射線誘発の染色体異常が初期発生の過程でどのような運命を辿るのか、

その全貌はほとんど明らかにされていない。その最大の理由は、成功率の高い染

色体標本作製技術が初期胚で確立されていないことにある。

本研究のねらいは、受精卵のもつ放射線誘発染色体異常のうち、どのような異

常が発生後期まで残存し続けるのかを明らかにすることである。特に、モザイク

型染色体異常胚は比較的高い生存能 ・発生能をもつので、新生仔期まで残存する

遺伝的影響という観点からその調査が重要である。

研究の初年度に当たる平成13年 度は、まず研究の基礎となるマウス初期胚(1

～8細 胞胚、胚盤胞)の 染色体標本作製技術の開発 ・改良を行った。次年度(平

成14年 度)は 、確立した染色体標本作製法を用い、放射線照射精子の受精によ

って生じた1細 胞胚および4細 胞胚の染色体分析を行った。続いて平成15年 度

には2細 胞胚および4細 胞胚の染色体分析を行うとともに8細 胞胚と胚盤胞にお

ける発生異常胚出現率の調査を行った。最終年度となる平成16年 度には、初期

着床胚(10-11日 齢胎仔)に おける染色体異常胚、発生異常胚出現率の調査と

後期着床胚(16～17日 齢胎仔)に おける発生異常胚出現率の調査を行った。4

年間の研究期間内では8細 胞胚と胚盤胞の染色体分析を行うことができなかった

が、それでも胚発生の過程で染色体異常がどのように推移するかの全体像はほぼ

把握することができた。
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【研究結果】

1.マ ウス初期胚染色体標本作製法の開発

本研究課題 「放射線誘発の染色体異常は受精卵の初期発生過程でどう推移する

か」を解明するための実験動物としては、マウスを用いることにした。この動物

は放射線や化学物質の影響評価の研究に最も一般的に用いられており、豊富な基

礎データが蓄積されているからである。しかし、すでに 「はしがき」の項でも述

べたように、研究の最も基礎となる染色体標本作製技術がまだマウスでは確立さ

れていなかった。そこでまず最初にこの技術開発に取り組んだ。

我々はすでにチャイニーズハムスターの初期胚を用いて成功率の高い染色体標

本作製法(漸 進固定空気乾燥法)を 確立しているので(MikamoandKamiguchi,

1983)、 この技術をマウス初期胚用に修正、適用するという方法で技術開発を進

めた。以下に、各発生段階の初期胚で最終的に確立された染色体標本作製法につ

いて述べる。

1.1細 胞 胚

(1)実 験 動物

8-16週 齢 の成熟 マ ウス(B6D2F1)を 用 いた。 実験 まで の間 、動物 は14

時間 明期(15:00-19:00)-10時 間 暗期(19:00-5:00)の 照 明条 件下 で飼育

された。

(2)過 排卵 処理、体外 受精お よび受 精卵培養(表1)

頸椎脱 臼法 に よ り雄 を屠 殺 して精巣上体尾部を摘出し、精子塊を絞 り出 した。

精子塊をTYH液 中に移 し、5%CO2,37.5℃ の条件下 で1.0-1.5時 間培養 し

て精 子 に受精能 を獲得 させた。

一方、多数の未受精卵を採取するために、8～15週 齢の成熟雌 の腹腔内 に卵

巣刺 激ホル モン(PMSGとhCG)を48時 間間隔 で注射 して過 排卵 を誘発 し

た。hCG注 射後15.5時 間 目に輸卵 管か ら未受 精卵 を回収 し、上述の受精能

獲得精子で媒精 した。精子 と卵子 を2時 間共培養 した後 に、CZB液 中で卵 を

洗浄 して余 剰の精子 を除去し、新鮮なCZB液 中で受精 卵 の培養 を継続 した。
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この方法での受精率は88%(122/139)と 高率で あった。

(3)染 色体標本作製

媒精後6-10時 間 目に0.006μ9/mlの ビンブ ラスチ ン(細 胞分裂 阻害剤)

を含むCZB液 中に移 し、培養 を継続 した。第1卵 割 中期 に達 した1細 胞胚(媒

精後18-20時 間 目)を0.5%ア クチナーゼ溶液 で6～8分 間(室 温 下)処 理 し

て透明帯 を溶解 した(次 の低張 処理 で卵 を十分 に膨 潤 させるため)。 この受精

卵 を低張液(30%牛 胎仔血清 と1%ク エ ン酸ナ トリウム溶液 を等 量混合 した溶

液)中 で10分 間(室 温 下)処 理 して染色体 の細胞 質内分散 を促 した。最後に、

低張処理 した卵 を漸進固定空気乾燥法にて標本化 した。すなわち、①1細 胞胚

を固定 液1(メ タ ノール:氷 酢 酸:水=5:1:4)中 に移 して穏 や か に固定 し、

② 固定 された胚 をスライ ドグラス上に載せて固定液 皿(メ タ ノール:氷 酢酸

=3:1)を 静 か に覆 い被せ て胚 をス ライ ドに定着させ
、③そのスライ ドを固定

液皿(メ タ ノール:氷 酢酸:水=3:3:1)に 移 して胚 を再 固定 し(胚 の細 胞質

が軟 化す る)、 ④ 最後 に、 ノズル か ら吹 き出 させた温湿風でスライ ドをゆっく

り乾燥 させた。 この操作によって胚は薄 く扁平に押 し広げ られ、染色体は細胞

質中に分散する。

(4)染 色

①ギ ムザ染色:こ の乾燥標本 を軽 く水 洗い した後に2%ギ ムザ液(pH6.8)

で8分 間染色 し、通常 の核型分析 を行 った(図1)。

②Cバ ン ド分染:ギ ムザ染色標本 にCバ ン ド分染 を施 して動原 体部分 を特異的

に染色 し(図7)、 よ り詳細 な染色 体 異常 の解析(数 的異常 と構造 異常の識

別)を 行 った。Cバ ン ド分染法 の手順 は次 の通 りである。④標本 を50℃ で

1-2時 間処理 して卵 を固化 させ る。⑤0.2NHC1で30分 間処理 す る(室 温

下)。 ◎ 水洗後、45℃ の5%Ba(OH)2・7H20で3-4分 間処理 する。⑥ 水

洗後 、45℃ の2×SSC(standardsalinecitrate:0.3MNaC1+0.03M

クエ ン酸 ナ トリウム)で5分 間処理す る。◎水洗後 、4%ギ ムザ液(pH6.8)

で10分 間染色 す る。

③FISH(fluorescenceinsituhybridization)法 によ る動原体 およびテ ロメア

の検 出:染 色体 の末端部分 にあるテ ロメアと動原体 を同時に検出することに

よって、Cバ ン ド分染法 の場合 よ りもさ らに詳 しく構造的染色体異常の由来

や成因を解析することができる。培養体細胞で確立 されているこの方法が、

厚い細胞質をもつ初期胚染色体標本に応用できるか どうか検討 した。
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図11細 胞胚 の染色体標本(ギ ムザ染色).

♀:雌 性 前核染色体(n=20),♂:雄 性前核染色体(nニ20).
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図2DAPI染 色 した1細 胞胚 の染色体核板(n=20)(左)及 び同 じ核板 を動原

体FISH法 で染色 した もの(右).動 原体部 の蛍光 シグナルが 明瞭 であ る.
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④動原体FISH:FITC(fluoresceinisothiocyanate)で ラベル され たDNA

プローブ(MousePan-CentromericPaint,Calbio社 製)を 用 いた場合、

染色体標本 作製法 を特に変更 しなくても、製造元のプロ トコールにしたが

って良好な動原体 シグナルを得ることができた(図2)。

⑤ テ ロメアFISH:上 と同様 に初期胚染 色体 に対 して ビオチンでラベルされ

た合成ヌクレオチ ドプローブ 〔(TTAGGG)7お よび(CCCTAA)7,北 海道

システ ムサ イエ ンス社〕 を作 用させてFISHを 行 ったが、 いまの ところ明

瞭な シグナルを確認できていない。今後、試薬や実験手順の見直 しをする

とともに、よ り高性能の蛍光顕微鏡や画像解析装置の導入も検討 しなけれ

ばならない。

2.2細 胞 胚

(1)実 験 動物 お よ び過排 卵処 理 ・体 外 受精 ・受精卵培養の手順(表1)は1細

胞胚 の場 合 と同様 で ある。ただ、胚発生の時間経過の都合により、染色体標本

作製開始時刻(第2卵 割 中期 到達時刻)は 深夜 とな る。

(2)染 色 体標本作 製:媒 精後32-33時 間 目に2種 類の分裂 阻害剤(0.01μg/ml

ビンブラスチ ン と3.0μg/mlノ コダ ゾル)を 含 むCZB液 中に2細 胞胚 を移

し、第2卵 割 中期 まで培養 を継続 した。約3時 間後 、実体顕微鏡 下で2割 球 と

も核 膜が消失 して いる胚(卵 割 中期 到達胚)を 選別 し、 コンカナ バ リンA(10

μg/ml)を 含 む0.5%ア クチナ ーゼ溶液 で処 理 して透 明 帯を溶解 した。コン

カナバリンA処 理 に よって割球 どう しの接 着が強固にな り、透明帯溶解後 も2

つの割 球細 胞が離散 しな いので、0度 に5～10個 の胚 をいっ しょに酵素処理す

る ことが可能とな り、標本作製の作業効率が格段に上がった。2細 胞胚 ーは1

細胞胚 や4細 胞胚 と比べて低張処理 による染色体の細胞質内分散がうまくゆか

ず、質のよい標本ができなかった。しか し、低張液の組成を色々工夫した結果、

40%牛 胎仔血清:1.0%ク エ ン酸ナ トリウム=3:2の 混合 液で10分 間処理 す る

とい う条件 で最 も良好 な標本が得 られた(図3)。 低張処理 後 の胚 の 固定法 、

空気乾燥標本作製法は1細 胞 胚の場合 と同 じであ る。 上述 した2つ の大 きな改

良に よって 染色体 分析の成功率は60-70%ま で 高め られた。
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図32細 胞胚 の染色体標本(ギ ムザ 染色).2割 球 とも染色体分 析可能

(2nニ40).両 割 球の間(上 方)に 第2極 体 の核がみ られ る.

3.4細 胞 胚

(1)実 験 動物 お よび過 排卵 処理 、体外 受精、受精卵培養の手順(表1)は1細

胞胚 の場合 と同様 であ る。

(2)染 色体標 本作 製:手 順 は低張 液 の組 成 に変 更 を加 えた以外 、基本的には2

細胞胚 の場合 と同様 で ある。すなわち、媒精後42-43時 間 目に ビ ンブ ラスチ

ン(0.01μg/ml)を 含 むCZB液 に4細 胞胚 を移 し、培 養 を継 続 した 。媒精

後48-55時 間の間に実体顕微鏡下 で個 々の胚を観察 し、4つ の割球細胞 すべ

て にお いて核膜が消失している(細 胞 分裂 中期 に達 して いる)胚 を選別 した。

これ らの胚 を コンカナバ リンA(10μg/m1)含 有0.5%ア クチナ ーゼ溶液 で

処理 して透 明帯 を軟化 し、60%牛 胎仔 血清 と1.2%ク エ ン酸 ナ トリウム溶液 の

4:1混 合液 中で10分 間低張処理 を した。標本作 製の手順は1細 胞胚 の場 合 と

同 じであ り、 良好な染色体標本が得 られた(図4)。 これ らの改 良 によ って 染

色体分析の成功率は80～90%に 達 した 。
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図4A:4細 胞胚 の染色体 標本 の全体 像(ギ ムザ 染色).4割 球 のす べてで染

色体 分析可能(2nニ40).矢 印の染色体核板 だ けに転座染 色体が ある.

B:転 座染色体 を もつ核板 の拡 大像.正 常 なマ ウス染色体 ではすべて の

染色体で動原体 が末端部 にあ るが,こ の例 では転座 によ り,大 形 で

しか も中央 に動原体 をもつ染色体(矢 印)に 変化 して いる.

4.8細 胞 胚

(1)過 排卵処理、体外受精、受精卵培養の手順:手 順は1細 胞胚の場合と同様

である。この発生段階になると個々の胚が細胞分裂中期に到達する時刻にかな
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りのばらつきが出てくるので、それに応じて染色体標本作製の所要時間も長く

なる。この標本作製時間帯を研究者の勤務時間内に設定するためには、過排卵

処理～分裂阻害剤添加までのタイムスケジュールを1～4細 胞胚の場合から大

幅に変更する必要があった。最終的には表1に 示した手順が最もよい(細 胞分

裂中期像が多い)と 判明した。

(2)染 色体標本作製:媒 精後58-59時 間目にビンブラスチンを含むCZB液 に

胚を移し、60～61時 間から標本作製を開始した。透明帯除去に伴う割球細胞

の離散は8細 胞胚から起こりにくくなるのでコンカナバリンA処 理は不要であ

る。この時期の胚でも割球細胞が分裂中期に到達しているかどうかを核膜消失

によって確認できるが、各割球の細胞周期が同調しなくなるので、8割 球すべ

てに染色体を出現させることは難しくなる。低張処理、標本作製の手順は4細

胞胚の場合と同じで、染色体の広がりの良好な標本が得られた(図5)。
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図58細 胞胚 の染色体標 本(ギ ムザ染色).8つ の染色体核板 が観察

され る.矢 印 は第2極 体 の核.

しかし、それでも8細 胞胚の染色体標本作製には体外受精のステップを夜遅

く行わなければならず、かなりの労力を要するためにまだ十分な染色体分析の
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例数が積み上がっていない。

5.胚 盤 胞

(1)過 排卵処理、体外受精、受精卵培養の手順:手 順は1細 胞胚の場合と同様

である。この時期では胚を構成する細胞数がかなり多くなるため、あまり標本

作製の時刻を限定しなくても比較的多数の分裂中期像を得ることができる。実

験開始から染色体標本完成まで8日 間を要する長丁場の実験ではあるが、表1

のタイムスケジュールにしたがえば、途中の作業が深夜になることはなく、比

較的楽に実験できる。

(2)染 色体標本作製:媒 精後98-99時 間目にビンブラスチンを含むCZB液 に

胚を移し、101～102時 間から標本作製を開始した。低張処理、標本作製の手

順は8細 胞胚の場合と同じである。

,、 纏

図6胚 盤胞の染色体標本(ギ ムザ染色).栄 養芽細胞層(標 本の辺縁部)

では染色体の分散が良好であるが,内 部細胞塊(標 本の中心部)で

は染色体の分散が不十分である.

一14一



この時期の胚では、栄養芽細胞(将 来、胎盤に分化する細胞群)と 内部細胞

塊(将 来、胎仔本体に分化する細胞群)が 区別される。染色体標本を作製して

みると、栄養芽細胞では染色体の広がりの良好な分裂像が得られるが、内部細

胞塊では周囲の栄養芽細胞の圧迫によって分裂中期細胞の染色体が十分には広

がらない(図6)。 低張液の組成や処理時間その他をいろいろ工夫してみたが、

いまのところ内部細胞塊の染色体分析に適した方法が見つかっておらず、今後

の課題として残されている。
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H.1細 胞胚の細胞遺伝学的調査

研究の初年度に当たる平成13年 度 は、 まず研 究の土 台 とな るマ ウス初期胚の

染色体標本作製法の開発に取 り組み、成功率 ・信頼度の高い方法の確立に成功 し

た。そ こで、2年 目に 当た る平成14年 度 は、 この技術 を用いて1細 胞胚 の細胞

遺伝学的調 査(染 色 体分析)を 行 った。

精子 に放 射線 を照 射 してもその運動能や受精能は障害 されず、受精卵に精子由

来の構造的染色体異常が高頻度に出現することはすでに数種の哺乳動物で報告さ

れている(Matsudaetal.,1985;Kamiguchietal。,1990;Tatenoetal.,

1996;KamiguchiandTateno,2002)。 本研究 の 目的 は、受精卵 の もつ各種染

色体異常が初期発生過程でどのように推移す るのかを調査する ことであるから、

かな りの割合の受精卵に染色体異常が生 じていることが望ましい。そ こで、高線

量の γ線 を精子に照射 し、被曝精子 を正常卵子と体外受精 させ、胚発生のスター

ト時点(受 精卵)で の染色体 異常の種 類 と出現頻度をまず明 らかにした。

【材料と方法】

(1)γ 線 照射装 置(ガ ンマセル40)を 使用 して10～16週 齢 の成熟 雄マ ウスの

精巣部位へ2.oGyお よび4.oGyの γ線(線 量率:約o.95Gy/分)を 単一一

照射 した。照射後24時 間以内に雄 を屠 殺 して精子 を採取 した(成 熟精子への

照射 とな る)。

(2)体 外 受精 お よび受精 卵 の染色体 標本作製の詳細は 「研究結果」1に 示 した

とお りで ある。

【結果 と考察】

対照群503例 、2.OGy照 射群317例 、4.OGy照 射群350例 の合 計1,170

例 の1細 胞 胚 を染色体分 析 した(表2,3)。 我 々の開発 した染色 体標本作製 法

を用いた場合、80～90%の 胚 で精 子 由来 ゲ ノム と卵子 由来ゲノムを区別して核型

分析する ことができる(図1)。 しか し、今 回の研究 の 目的 が受精卵のもつ染色

体異常を初期発生過程で追跡することであ り、また、2細 胞期以降 は卵子 由来染

一16一



色体 と精子由来染色体を区別できなくなることもあるので、表2と3で は あえて

精子 ・卵子 両ゲ ノムの染色体異常を区別せずに1細 胞胚全体 の異常頻度 と して集

計 した。因みに、2.OGy照 射群 で出現 した構 造的染色体 異常をもつ胚82例 中、

精 子 と卵子 のゲ ノム を別 々に分析できた胚は70例(85.4%)で あった。そ の う

ち、精子 ゲ ノム側 の異常が70例 、卵子 ゲ ノム側 の異常が0例 で あった。す なわ

ち、放射線 照射 を受けていない卵子の染色体に生 じている構造的異常の頻度はか

な り低率である。

表2γ 線照射精子由来の1細 胞胚における染色体異常出現率

線 量 分析数 正常胚

(Gy)(%)

染色体異常をもつ胚(%)

異数性 構造異常 計

o.o

2.0

4.0

503486

(96.6)

317231

(72.9)

350225

(64.3)

9

(1.8)

4

(1.3)

O

o.o)

8

(1.6)

82

(25.9)

125

(35.7)

17

(3.4)

86

(27.1)

125

(35.7)

異数性を示す胚の頻度は精子への放射線照射によって増加しなかったが、一方、

構造的染色体異常をもつ胚の出現率は線量依存的に顕著な増加を示した(表2)。

放射線照射の2群 で観察された構造的染色体異常で最も出現頻度の高かったのは

切断型の異常で(表3,図7A,図8)、 全異常の約70%を 占め、染色体型切断

は染色分体型切断の約2倍 の出現頻度を示した。染色分体型切断をもつ胚は第1

卵割を経て2細 胞期には正常割球細胞と染色体切断をもつ割球細胞から構成され

るモザイク型染色体異常胚に変化すると考えられる(図9)。 この異常胚は正常

細胞をもつがゆえに高い発生能をもち、個体発生の後期まで生き残る可能性をも

っている。

精子への放射線照射によって二動原体染色体(表3,図7B,図8)も 比較的

高い頻度で誘発された(20-30%)。 成熟精子自身は放射線誘発のDNA損 傷を

修復する能力をもっていない。しかし、精子DNA損 傷の一部は受精後に卵子の
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図71細 胞 胚 の精子 由来 ゲ ノム にみ られ た γ線誘発 の染色体 異常(Cバ ン

ド染色).

A:染 色体型切断(矢 印)の 例.太 い矢印 の切 断片が濃染 しているの

で,動 原体 を含 む ことが分か る.一 方、細 い矢印の方は動原体 を

もたな い切断片.図 の中央部 には,卵 表面 に到達 したが受精 でき

なか った精子 の頭部(*)が み られる.

B:二 動原体 染色体(太 い矢 印)の 例.細 い矢 印は派生染色体断片 を

示す.図 の 中央部 にY染 色体 が ある.
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図8γ 線照射精子 由来の1細 胞胚で観察された構造的染色体異常のタイ

プとそれらの頻度.
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切 断

鑓
二動原体

i ◎

欠失 欠失
十

断片

二動原体 転座

十

欠失

一
断 交

図9種 々の構造的染色体異常をもつ1細 胞胚がモザイク型の構造異常をもつ

2細 胞胚に変化する過程を示 した模式図.

もつDNA修 復系によって修復される。二動原体染色体はこの時の修復のミスに

よって生じたものと考えられる。この異常染色体は動原体を2ヶ 所にもつため、

細胞分裂(卵 割)の 際に染色体不分離を起こしたり、途中でちぎれて新たな構造

異常に変化した りしてモザイク型の染色体異常胚に変化する可能性が高い(図

9),

以上のように、モザイク型染色体異常に変化する可能性の高い異常が放射線照

射によって比較的高い頻度で受精卵に生成することが分かったので、それらの異

常が2細 胞期以後の発生過程でどのように推移するかに注目しつつ染色体研究を

進める必要がある。
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皿.2細 胞胚の細胞遺伝学的調査

放射線を照射された精子の受精によって生じた1細 胞胚にどのような染色体異

常がどのくらいの頻度で出現するかの調査(研 究結果の皿)に 引き続き、それら

の染色体異常が第1卵 割を経て2細 胞期にはどのように変化するかを調査した。

染色体に及ぼす放射線の影響を2細 胞胚で研究した報告は世界的にみてもほと

んどない。唯一の報告はWeissenbornandStreffer(1988,1989)の ものであ

るが、彼らは2細 胞胚の割球をばらばらにしたうえで、多数の胚の割球をいっし

ょにまとめて染色体標本にしているために個体(胚)ご との染色体異常出現頻度

が不明である。また、染色体標本作製技術が低いために得られたデータの信頼性

が低いという問題点もある。

一方、我々は染色体標本作製過程で人為的な染色体流失の起こりにくい新しい

方法(漸 進固定空気乾燥法)を 開発し、割球細胞どうしの離散を防ぐ技術(コ ン

カナバリンA処 理)も 開発して2細 胞胚の研究に取り組んでおり、本研究は染色

体異常出現率を個体単位で明らかにした世界で初めてのものである。

【材料 と方法】

マウス精子への放射線照射、体外受精法は1細 胞胚の場合と同様である。また、

2細 胞胚の染色体標本作製法もすでに記載したとおりである(研 究成果1参 照)。

【結果 と考察】

第1卵 割 中期 に達 した2細 胞胚 の割合 は放射線 照射 の2群 とも99%と い う高

率で あった こ とか ら、 この時期までは染色体異常の存在が胚発生にほとんど影響

していないと考えられる。

対照群131例 、2.oGy群132例 、4.oGy群133例 の合計396胚 を染色体

分析 した(表4)。1細 胞期 と同様 に、染色 体異 常を もつ胚の出現率は線量依存

的に増加 した。2細 胞 期で観察 され た構 造的染色体異常の多 くは染色体型であり、

染色分型異常はほんの少数 しか出現 しなかった。構造異常のタイプ別では、1細

胞 期 と同様 に、切断/断 片や二動原体 染色体 が高頻度 に観察 された(表5)。
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表4γ 線照射精子由来の2細 胞胚における染色体異常出現率

線 量 分析数 正常胚

Cry)C%)

染色体異常をもつ胚(%)

数的異常 構造異常 計

異数性 モザイク 通常型 モザイク型

o.o

2.0

4.0

1311231

(93.9)(0.8)

132996

(75.0)(4.5)

1338114

(60.9)(10.5)

2

(1.5)

4

(3.0)

2

{1.5)

1

(0.8)

3

(2.3)

10

(7.5)

4

(3.1)

20

(15.2)

26

(19.5)

8

(6.1)

33

(25.0)

52

(39.1)

o

.
議

ノ

〆、
難

～

,

鰯

図10γ 線照射精子 由来の2細 胞胚 で観察 された低数性 の例.2本 の染色体

(矢印)が 分裂 後期移動遅延 を起 こし,2割 球 とも核 板の染色体数 は

38本 に減少 している.pb:第2極 体 の核.
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図11上 段:γ 線照射精子 由来 の2細 胞 胚で観察 された低数性 の例(ギ ムザ

染色).分 裂後期移動遅延 を起 こ し,退 化 しかけて いる2本 の
一分染色体(monad)と 染色体 断片(矢 印)が 両割 球 の間 にみ

られ る.pb:第2極 体 の核.

下段:左 右の割球細胞 の核 型(Cバ ン ド染色).2nニ39.
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また、2細 胞期では転座や欠失も線量依存的に増加していた。欠失は、1細 胞

胚でみられた切断の一部が第1卵 割の過程で切断片を失った結果生じたものと考

えられる。マウスの染色体は端部着糸型染色体であり、欠失を正確に検出するこ

とが難しいという事実を考慮すれば、実際には欠失の頻度は観察値よりもかなり

高いものと推測される。

《 豫

ゆ 魯

翻 撃

24

蟻 轡 毒

25-32

一

《零 慮 醜2稗

輩 螺 §

17-24

嘆 遭 驚

1<<r

33-40-一 一 一一一一一一一一

図12構 造 異 常 を伴 うモ ザ イ ク型 の 数 的 異 常 を もつ2細 胞 胚 の 核 型(Cバ ン ド染 色).

左:2n=39,右:2n=40,1dic,2csb.

2細 胞胚の染色体分析結果の集計では、2つ の割球細胞間で同じタイプの構造

的染色体異常をもつものを 「通常型」、異なるタイプの構造異常をもつものを 「モ

ザイク型」と区別し、また、数的異常も 「異数性」(2割 球とも同じタイプの数

的異常をもつ)と 「モザイク」に分類して、それらの出現頻度を比較 した(表4)。

その結果、放射線照射群でみられた構造異常の多くはモザイク型であり、第1卵

割の際に異常染色体が2つ の割球に不均等に分配されたものと思われる。また、
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表6正 常細胞と染色体異常細胞から成るモザイク型染色体異常の

2細 胞胚出現率

線量 分析数

(Gy)

モザイク型染色体異常胚の数(%)

40139>★40140+構 異**計

全異常胚中に

占める割合

0.01312(1.5)4(3.1) 6(4.6) 6/8=75.0%

2.01325(3.8)9(6.8)14(10.6}14/33=42.4%

4.01331(0.8)9(6.8)10{7.5}10/52=19.2%

★正常細胞(染 色体数40)と 低数性細胞(染 色体数39以 下)の モザイク

**正 常細胞(染 色体数40)と 構造的染色体異常をもつ細胞のモザイク

1細 胞期では低率だった数的異常が2細 胞期の放射線照射群で増加した。数的異

常の大部分は低数性異常であり、それらのなかには1～ 数本の染色体が2割 球細

胞核のどちらにも含まれずに分裂後期移動遅延(anaphaselagging)を 起 こし

ている例が認められた(図10)。 なかには、それらの移動遅延染色体が退化しか

かけている例もあり(図11)、 染色体の両極移動に引き続いて起こる細胞質分裂

の過程で移動遅延染色体が割球細胞質外に取 り残されてしまったのかもしれな

い。このような分裂後期移動遅延の原因としては、動原体部にある紡錘糸付着タ

ンパク(キ ネ トコア)の 機能消失が考えられ、また、染色体構築異常の原因とし

ては、中期染色体の骨格タンパクであるトポイソメラーゼHの 異常や染色体の構

造的安定性に関わっているテロメアの異常などが関係している可能性もある。し

かし、現在のところ、異常生成のメカニズムは不明である。表4の 数的異常には

構造異常を伴わない例だけを分類したが、これに匹敵するくらいの頻度で、構造

異常を伴うモザイク型の数的異常も出現していた(表 では構造異常に分類した)

(図12)。 これらの異常は1細 胞期の構造異常(二 動原体染色体など)か ら二次

的に生じた数的異常と思われる。また、モザイク型染色体異常胚のなかには、染

色体異常をもつ割球細胞と正常割球細胞から成る異常胚も含まれており、その出

現率は照射群で8-10%程 度あり、全異常胚のなかに占める割合は20-40%に 達

していた(表6)。 正常細胞を含むこれらの異常胚は比較的高い生存能 ・発生能

をもつ可能性があるので、新生児期まで残存する遺伝的影響という観点から、そ

の出現頻度の追跡調査が必要である。
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IV.4細 胞胚の細胞遺伝学的調査

放射線被曝精子の受精によって生じた1細 胞胚および2細 胞胚における染色体

異常出現率の調査(研 究結果Hお よび皿)に 引き続いて、4細 胞胚の染色体分析

を行った。

この時期の胚における染色体研究もStreffer(1993>の 報告以外には見当たら

ない。彼らの研究方法の問題点は研究結果皿ですでに述べたとおりであり、4つ

の割球細胞すべてを染色体分析した結果に基づく染色体異常の解析は世界で初め

てのものである。

【材料と方法】

マウス精子への放射線照射方法、体外受精法は1細 胞胚の場合と同様である。

また、4細 胞胚の染色体標本作製法もすでに記載したとおりである(研 究結果1

を参照)。

【結果 と考察】

4割 球すべてが細胞分裂中期に達した胚の割合は2.OGy群 で97%、4.OGy

群では少し低下して92%で あった。これらの値と対照群での97%の 間に有意差

はなく、染色体異常をもっていても4細 胞期までの発生能はほとんど低下しない

ことが分かった。

4細 胞胚で観察された染色体異常は2細 胞胚の場合と同様に4つ のタイプ、す

なわち、異数性、モザイク、通常型構造異常、モザイク型構造異常に分けて集計

された(表7)。 その結果、異数性、構造異常を伴わない数的モザイクおよび通

常型構造異常の出現率は低く、対照群と放射線照射群の間で有意差を示さなかっ

た。一方、モザイク型の構造異常は他の3タ イプの異常と比べて圧倒的に高い出

現率を示し、照射群で線量依存的な増加を示した。すなわち、1細 胞期にみられ

た染色体異常の大部分は2回 の卵割を経てモザイク型の構造異常に変化したとい

える。モザイク型構造異常胚のなかには、2細 胞期に観察されたと同様に二動原

体染色体の不分離によって生じた異常例や(図13)、 一部の割球細胞の核板に凝
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図13構 造異常 を伴 うモザイ ク型の数的異常 を もつ4細 胞 胚の核型(Cバ ン ド

染色).4つ の割 球細胞 のうち,染 色体 異常 を もつ2つ の細胞 の染色体

核板(上)と 核型(下)を 示す.

A:二 動原体 染色体(矢 印)を 含んでお り,Cバ ン ド陽性 を示す動原体

部位が41あ る(2n=40,1dic).

B:Cバ ン ド陽性部位 が39認 め られ る(2n=39).

これ ら2つ の異常細胞 は二動原体 の不分離 によ って 生 じた もので ある.

他の2割 球細胞 の核型 はいず れ も正常(2n=40)で あ った.
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A:動 原体(Cバ ン ド陽性部位)は あ るが、毛羽立 って いて退化 的な

染色体(矢 印)を もつ割球細 胞の例.

B:凝 縮異常 を起 こして細長 いままの染色体(矢 印)を もつ細胞 の例.
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表7γ 線照射精子由来の4細 胞胚における染色体異常出現率

線 量 分析数 正常胚

(Gy)(%)

染色体異常をもつ胚(%)

数的異常 構造異常 計

異数性 モザイク 通常型 モザイク型

0.02001400

C70.o)Co.o)

2.0173931

(53.8)(0.6)

4.0164780

(47.6)(0.0)

の

8

4(

の

6

a(

の

4

2(

①

0

0(

)2

2

1(

)2

2

1(

52

(26.0)

71

(41.0)

80

(48.8)

60

(30.0)

80

(46.2)

86

(52.4)

縮不全や高次螺旋構造のほぐれなどにより構築異常となった染色体を含む例(図

14)も 観察された。これらの異常染色体は4細 胞期以降の細胞分裂の過程で消

失し、胚が低数性モザイクに変化する可能性をもっている。染色体構築異常の原

因は未だ不明であるが、染色体の凝縮に関わっているトポイソメラーゼの活性低

下や染色体の構造的安定性に関わっているテロメアの異常が関係している可能性

も考えられる。

構造異常のタイプ別では、各異常とも2細 胞期の場合とほぼ等しい出現頻度を

示し、切断/断 片や二動原体染色体の割合が高かった(表8)。 これら2種 の異

常とともに転座や欠失にも線量依存的増加が認められた。ただ一つ2細 胞期での

観察結果と異なる点は、染色分体型の切断/断 片の出現頻度がかなり高かったこ

とである。この異常は線量依存的増加を示さず、非照射対照群でもかなり高頻度

に観察されたので、培養条件など実験系そのものに原因があるかもしれない。こ

のことを明らかにするためには、雄との交尾によって得られた体内受精の4細 胞

胚を用いて染色体分析を行い、結果を比較する必要がある。

これまで1細 胞胚、2細 胞胚、4細 胞胚で調査した結果を基にして染色体異常

胚の純出現率を計算し、初期発生過程における染色体異常胚出現率の推移を解析

した(表9)。 異常胚の純出現率(本 来正常の核型をもつはずの初期胚が、精子

へのγ線照射によってどれだけ染色体異常胚に変化したか)は 表の脚注に示した

計算式を用いて算出された。また、表の結果をグラフ化して図15に 示した。表
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表9γ 線照射精子由来のマウス初期胚における染色体異常胚の純出現率

線 量 胚発生

(Gy)段 階

数的異常 構造異常 計

異数性 モザイク 通常型 モザイク型

2.01細 胞 期 一〇.5

2細 胞 期3.81.5

4細 胞 期0.6-0.02

4.01細 胞 期 一1.8

2細 胞 期9.8-0.6

4細 胞 期0.0-1.6

24.7

7.5

1.2

34.7

6.8

1.2

云
》

ハ」

(∠

0

」1

(∠

(U

Ω
U

7

0

」ー

ハ」

24.6

20.1

23.2

33.5

35.1

32.1

一 常一 一)=1-〕 一

9中 にあるマイナスの数値は、照射群における染色体異常出現率が対照群より低

いということ、すなわち、放射線照射によって染色体異常が減少したということ

を意味している。しかし、4細 胞期までは染色体異常胚は正常胚と変わらぬ発生

能をもち、染色体分析率も高率で対照群と照射群の間に差がないので、数値がマ

イナスの値をとるとは考えられず、実験誤差によるものと思われる。したがって、

図15で はそれらの数値を`純 出現率0%'と して取 り扱った。

図から分かるとおり、2.OGy群 、4.OGy群 ともに観察された全染色体異常胚

の割合は1細 胞期～4細 胞期の間でほとんど差がなかった。すなわち、この間に

染色体異常胚の淘汰は起こっていない。しかし、染色体異常のタイプ別にみると

かなりの変化がみられる。受精卵(1細 胞胚)に 存在した構造的染色体異常の多

くは第1卵 割を経て2細 胞期にはモザイク型の構造異常に変化した。その理由は、

二動原体染色体や、動原体をもたない染色体切断片が2つ の割球に不均等に配分

されたためと思われる。同時に2細 胞期では、分裂後期移動遅延に起因すると思

われる異数性異常(低 数性)が 新たに出現した。また、2つ の割球とも同じタイ

プの異常をもつ通常型構造異常も低率ながら出現した。しかしながら、第2卵 割

を経て4細 胞期になると、異数性の出現率が大幅に減少し、通常型構造異常も減
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2Gy群

1細 胞期

2細 胞期

4細 胞期

4Gy群

1細 胞期

2細 胞期

4細 胞期

0 10 20 30 40

口 異数性

圏 モザイク

國 通常型構造異常

■ モザイク型構造異常

図15γ 線照射精子由来のマウス初期胚(1～4細 胞胚)に おける各種染色体

異常の純出現率の比較.

少し、モザイク型構造異常の割合が大幅に増加した。モザイク型構造異常が増加

した理由としては、①2細 胞期には染色体異常として現れなかった0部 のDNA

損傷が第2卵 割を経て顕在化した(遅 延型染色体異常の出現)、 ②2細 胞胚の一

方の割球で構造異常染色体が二次的に別の構造異常に変化した、③第2卵 割過程

で一方の割球細胞の染色体に凝縮不全や高次螺旋構造のほぐれなどの構築異常が

生じたなどが考えられる。
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V.胚 盤胞の発生学的調査

本研究を計画した当初は、8細 胞期および胚盤胞期においても染色体分析を行

う予定であった。しかし、研究結果1で 述べたように、8細 胞期の調査は胚発生

の都合(実 験が早朝 ・深夜になる)に より、また、胚盤胞期の調査は染色体標本

作製法の開発が不十分なことにより、細胞遺伝学的データを積み上げることがで

きなかった。しかし、染色体標本作製技術の開発研究に付随して発生学的なデー

タは得ることができた。そこで、このデータを1～4細 胞胚の染色体分析結果と

比較することによって、染色体異常をもつ胚がどのくらいの割合で胚盤胞期まで

発生することができるのかの推定を試みた。

【材料と方法】

マウス精子への放射線照射、体外受精法は1細 胞胚の場合と同様である。表1

に示した染色体標本作製スケジュールにしたがって受精卵を培養して胚盤胞期ま

で発生させた。媒精後101～102時 間目の染色体標本作製時点で個々の胚の形態

を顕微鏡下で観察し、発生停止 ・遅延を起こしている胚(8細 胞期～桑実胚期に

留まっている胚)の 出現率を調査した。

【結果と考察】

発生異常胚の出現率は表10に 示す とお りであ る。 比較 のため に2細 胞期で の

発 生学的 データ も示 した。2細 胞 期で は対照群 、実験 群 とも発生異常胚はほとん

ど出現 しないが、胚盤胞期になると放射線照射群で発生異常胚が増加 し、4.OGy

群 では統 計学 的に有意 な増 加 とな った(P〈0.001)。 非 照射 対照群 で も発生異 常

胚が出現するので、表の脚注に示 した計算式を用いて放射線照射の影響による発

生異常胚の純出現率を求めた結果、胚盤胞期の2.OGy群 で は7.3%、4.OGy群

では14.8%と い う値 が得 られ た。仮 に これ らの発生異常胚のすべてが染色体異

常胚 と仮定 して、それ らの値を4細 胞期 にお け る染色体異 常胚 の純出現率(表9

:23.2%お よび32.1%)か ら差 し引 くと、染色 体異常 をもっていたにもかかわ

らず胚盤胞期まで発生した胚の推定値が得 られ、それ らは2つ の照射群で15.9%
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表10γ 線照射精子精子由来のマウス未着床胚における発生

異常胚の出現率

線量 調査卵

(Gy)数

発生異常胚の数(%)異 常胚の純出現率★

2細 胞期 胚盤胞期2細 胞期 胚盤胞期

0.01570(0.0)11(7.0)

2.01455(3.4)18(12.4)

4.01495(3.4)31(20.8)

3.4

3.4

7.3

.・

一 の純出現率(%)一 〔1一
正常胚数/調 査胚数(照 射群)

正常胚数/調 査胚数(対 照群)
〕×1・・

お よび17.3%と な った。つ ま り、4細 胞期 にお ける染色体 異常 胚の少な くとも

5割(4.OGy群)～7割(2.OGy群)は 染色体 異常 をもったまま、正常胚 と同

様に胚盤胞期まで発生すると推定 される。マウス初期胚では、染色体異常につな

がる放射線誘発のDNA損 傷 を修復す るための細胞周期 チ ェックポイン ト機構も

異常細胞 を排除するアポ トーシス機構も働いていないように思われる。この こと

はマウスが多胎の動物であることと関連 している可能性がある。すなわち、DNA

修復 のため に細胞 周期 を停 止 させれ ば、それだけその胚の発生が遅れ、結局、わ

ずかな時間しか開いていない着床ウィン ドウに飛び込めない ことにな り、DNA

修復 を行 って胚 を正常 に復帰 させ た意味が損なわれることになる。多胎動物では

初期胚のもつ多少のDNA損 傷(染 色体異常)に は 目をつぶ り、 とにか く受 精卵

のすべて を着床させ るということが優先されているように思われる。もしそうで

あれば、ヒ トのような単胎の動物では染色体異常胚の発生はマウスとは違った形

を取るのかもしれない。
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V【.初 期着床胚の発生学的 ・細胞遺伝学的調査

未着床胚(1細 胞期～胚盤胞期)の 研究により、γ線誘発の染色体異常をもつ

初期胚の5～7割 は正常胚と同等の発生能を示し、胚盤胞期に到達すると推定さ

れた。しかし、胚盤胞の染色体標本作製技術の開発が不十分であったため、染色

体分析による直接的証拠を得ることができなかった。

そこで、研究期間の最終年度に当たる平成16年 度は、当初の研究計画(染 色

体異常の初期発生過程における推移の調査)を 変更し、着床後間もない初期着床

胚(10～11日 齢胎仔)の 発生学的、細胞遺伝学的調査を行うことにした。この

調査によって、染色体異常をもつ胚盤胞が着床を経てどの程度胎仔期まで残存し

ているか、また、染色体異常が胎仔の形態異常とどのように関係しているのかを

解析することができる。

【材料 と方法】

(1)実 験 動物お よび γ線 照射方 法:研 究 結果1お よび 皿の項 に記 載 した とお り

である。

(2)胎 仔 の発生学 的調 査:γ 線 照射 後4日 以 内 に雄 マ ウス を非照 射正 常雌 と1

晩同居 させ て交配 を行 った。交尾の成否は膣プラグの有無によって確認 した。

交尾に成功 した雌 を単独飼育 し、交尾確認後後10～11日 目に頸 椎脱 臼によっ

て屠殺 した。 開腹 して卵巣 と子宮を摘出 し、妊娠黄体の数(排 卵数)、 着床数

お よび胎仔 の発 生異常 を調査 した。

(3)胎 仔細胞 の染色体分析:妊 娠母獣 の子宮 内か ら採取 した10～11日 齢 の生存

胎仔(図16A)をMEM培 養 液(10%牛 胎仔血 清 を含む)に 移 し、細 ロ ピペ

ッ トで吸 引、 吐出を繰 り返す ことによって胎仔組織 を破砕 した。浮遊 してきた

細胞を、コルセミド(0.1μ9/ml)を 含 むMEM培 養 液 に再懸 濁 させ、短 時

間(30-60分 間)培 養 した 。そ の後 は、通 常の体細胞染色体標本作製法と同

様に0.075MKCI溶 液で30分 間低張処理 した後 、酢酸 アルコールで固定 し、

スライ ドグラスへ滴下して自然乾燥 させた。通常のギムザ染色標本(図16B)

で染色体分析 を行 った後、 さ らにGバ ン ド分染お よびQバ ン ド分染(図16C,

D)を 施 して詳 しい核 型分析 を行 った。
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【結果 と考察】

1.発 生学 的調査

γ線照射 精子お よび非照射精子由来の10～11日 齢胎仔 にお ける発 生異常 出現

率は表11に 示す とお りであ る。着床 前死亡胚の数は黄体数(排 卵 数)か ら着 床

数 を減 じた値 として算 出 された。 まず高線量(4.OGy)照 射群 か ら実験 を開始

したが、2.OGy群 の実験 は最終 年度内 に行 うことができなかった。

照射群における着床前死亡胚の出現率(29.4%)は 対 照群 の場 合(20.4%)

と比較 して増 加 の傾 向 を示 し(0。1〈P〈0.2)、 それ は胚 盤胞期 で み られ た発 生遅

延 ・停止胚の出現率(20.8%)を 超 える もので あ った。 この ことは、胚盤胞期

の発生異常胚の大部分が着床に到 らずに死亡するであろうということを示唆 して

いる。着床後の発生異常に関してみると、異常をもつ生存胚は対照群のみな らず

照射群でもまった く出現 しなかった。一方、着床後の死亡胚は照射群で有意に増

加 していた(P〈0.001)。 これ らの死 亡胚 の大 部分 は胎 仔 の形態 を残 して いない

退化受胎産物(degeneratedconceptus)で あ り、着 床直後(胚 の器 官形成期

以前)に 死亡 した胚 と思わ れる。照射群 で増加 した全発生異常胚(着 床 前死亡胚

+着 床 後死 亡胚)の 出現率(55.9%)は 、4細 胞胚 でみ られ た染 色体 異常 胚 出

現率(52.4%)に ほぼ等 しい ことか ら、大部 分 の染色体異常胚 は着床後まもな

い時期までに死亡すると推定 される。

表11γ 線照射精子 由来の マウス胎仔(10～11日 齢)に おける発 生異常 出現率

線量 母獣数 黄体数 着床数 正 常

(Gy)(平 均)(%)胎 仔数 着床前

(%)死 亡胚

発生異常胚数(%)

着床後の発生異常 計

生存胎仔 死亡胎仔

0.09937471190322

(10.3)(79.6)(76.3)(20.4)(0.0}(3.2)(23.6}

4.012136966040*'036*276*2

(11.3)(70.6)(44.1)(29.4)(0.0}(26.5)(55.9)

*10
.1〈P〈0.2,*2P〈0.001
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しかし、2細 胞期 ・4細 胞期には染色体異常細胞と正常細胞から成るモザイク

型の染色体異常胚も観察されており、それらは高い生存能をもつ可能性があるの

で、胎生10～11日 目に観察された形態正常胎仔の中にそのような染色体異常胚

が実際に出現するか否かを細胞遺伝学的に調査した。

表12非 照射精 子 由来 のマ ウス胎仔(10～11日 齢)の 染色体分析

個体 性 分 析 染色体分析の内訳

番号 細胞数 く3839404142〈2n40,csb
1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

♂

♂

♂

♂

♂

♀

♂

♀

♀

♂

♀

♀

♂

♂

♀

♀

♀

♂

♂

♂

♂

♂

♂

♂

♂

♀

♀

♀

♂

♂

♂

♀

8

7

0

2

5

2

7

1

3

1

4

0

5

5

5

2

4

1

2

2

7

5

0

6

2

2

3

8

4

2

4

9

2

3

3

3

4

2

3

2

2

1

2

3

2

2

2

2

2

2

3

2

2

2

2

2

1

2

2

1

2

2

2

3

FO

i
.

(∠

∩∠

i
・

-

1

1

1

1

3

5

8

6

0

1

2

0

2

1

3

7

4

4

3

1

2

0

1

0

7

5

0

5

2

2

3

8

2

1

3

9

3

2

2

4

2

3

2

2

1

2

2

2

2

2

2

2

2

3

2

2

2

2

2

1

2

2

1

2

2

2

3

0

1

1

4

3

2

4

1

1

6
∠

-

∩
∠

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

4
置
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表13γ 線(4Gy)照 射精子 由来の マ ウス胎仔(10～11日 齢)の 染色体分析

個体 性 分 析_____染 色一 _____一
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

♂

♀

♀
♀

♀

♀
♂

♀
♂

♂

♂
♂

♀
♀

♂
♂

♀

♂

♀
♂

♀

♀

♀

♀

♀
♀
♂

♂

♂
♂

♀
♀

♀
♂

♀
♂

♂
♂

♂

♂

♂
♂

♀
♂

♂

♀
♂

♂

♀
♂

♀
♂

♂

27

23

8

19

20

12

29

5

8

28

21

13

48

28

42

54

30

36

23

29

14

35

78

40

42

44

37

42

32

28

21

36

27

24

23

28

30

12

12

21

12

17

22

28

21

33

20

29

26

20

26

17

22

1

2

2

1

1

2

2

1

1

2

6

2

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

2

1

1

1

2

2

2

2

1

1

5

3

3

3

2

2

1

2

2

1

2

1

1

2

1

2

1

1

25

23

8

19

18

12

27

5

7

27

21

11

43

25

40

51

29

32

19

28

12

29

73

33

36

40

31

38

30

28

20

34

27

23

22

25

28

11

12

18

11

14

20

25

21

30

17

27

26

19

21

17

22

1

1

1

2

1

1

3

1

1

1

1

1

1

1

1
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2.細 胞遺伝学的調査

表11に 示 した正 常胎仔(対 照群71個 体 、4.OGy群60個 体)の うち、本報

告 書作成時点 までに対照群32個 体か ら得 た818細 胞(個 体 当た り平 均25.6±

7.o細 胞)お よび4.oGy群53個 体 か ら得 た1,422細 胞(個 体 当た り平均26 .8

±12.6細 胞)を 染色 体分析 した(表12お よび表13)。

非 照射対 照群 にお いて低 数性 異常(2n=39)が1例(個 体 番号1)出 現 した

が、それ以外 の個体 はすべて正常であり(表12)、 照射群 の胎 仔 もすべ て正常 で

あ った(表13)。 す なわち、各個体 に は異数性細胞、倍数性細胞あるいは構造的

染色体異常をもつ細胞が少数観察 されたものの、大多数の細胞は正常核型を示し

ていた。染色体異常の存在が疑われる核板についてはG一 バ ン ドお よびQ一 バ ン ド

分染 による詳細な分析 を行ったが、それにもかかわ らず、構造的染色体異常の胎

仔 はモザイク型の例 も含めて1例 も観察 されなか った。分析胎仔数はまだ少ない

ので、今後 さらに例数を積み上げて染色体異常胎仔(特 にモザ イ ク型異常)の 出

現頻度 を正確 に調べ る必 要が あるが、現時点で結論づければ、γ線照射精子由来

の構造的染色体異常をもつ胚の大多数は着床直後に死亡し、発生後期胎仔期まで

はほとん ど残存 しないということになる。
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「皿
.後 期着床胚の発生学的調査

初期着床胚(10-11日 齢胎仔)の 発生学的 ・細胞遺伝学的調査の結果(研 究

結果V【)か ら、γ線照射精子由来の構造的染色体異常をもつ胚の大多数は着床直

後に死亡し、発生後期胎仔期まではほとんど残存しないと推定された。しかし、

初期着床胚の細胞遺伝学的調査の例数がまだ十分ではなく、正常細胞と染色体異

常細胞から成るモザイク型染色体異常胚が少数ながら残存している可能性もまだ

残されている。このようなモザイク型異常胚は器官形成期以降の後期発生過程で

局所的な奇形をもつ発生異常胎仔になる可能性も秘めている。

そこで、初期着床胚での調査を補足する意味で、後期着床胚(16～17日 齢胎

仔)の 発生学的調査を行った。

【材料 と方法】

(1)実 験 動物 お よび γ線 照射 方法:研 究結 果1お よび 皿の項 に記 載 した とお り

である。

(2)胎 仔 の発 生学 的調査:発 生学的調査 の方法 は10～11日 齢胎仔 の場合 と同 じ

で(研 究結果VIの 項 に記載)、 母獣 は妊娠16～17日 目に開腹 された。

【結果 と考察】

対照群および2つ の照射群(2.o,4.OGy)に お ける発生異常胚 の出現率は表14

に示す とお りであ る。着床前 に死亡 した胚の数は黄体数(排 卵数)か ら着 床数 を

減 じた値 として算 出 された。放射線照射群における着床後の発生異常 としては、

着 床直後 に死亡 して胎仔 の形態 を留めて いな い退化受胎産物(degenerated

conceptus)(図17A)、 比較 的 発 生後 期 に発 生 を停 止 ・死亡 した浸軟胎仔

(maceratedembryo)(図17B)、 腹壁破裂(gastroschisis)を もつ生存胎

仔(図17C)な どが観 察 された。

着床前後 の死亡胚 と発生異常胚を合計した異常胚出現率は対照群と比較 して2

つ の照射群 とも有意 に増加 して いた(P〈0.001)。 異常 の 内訳 をみ る と、発生異

常 をもつ生存胎仔の出現率は非常に低くて対照群 と照射群の間で有意差を示さな
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図17γ 線照射精子 由来の16-17日 齢マ ウス胎仔 にみ られ た発生異常.

A:正 常胎仔(右)と4つ の退化 受胎産物(左),

B:正 常 胎仔(左)と 死 亡浸軟胎仔(右),

C:正 常 胎仔(左)と 腹 壁破裂 をもつ胎仔(右).
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表14γ 線 照射精子 由来の マ ウス胎仔(16～17日 齢)に おける発生異 常 出現 率

線量 母獣数 黄体数 着床数 正 常

(Gy)(平 均)(%)胎 仔数 着床前

死亡胚

発生異常胚数(%)

着床後の発生異常 計

生存胎仔 死亡胎仔

0.0192431951834811160

(12.8)(80.2)(75.3)(19.8)(0.4}(4 .5)(24.7)

2.01319214211650*'125*s76*a

(14.8)(74.0)(60.4)(26.0)(0.5}(13.0)(39 .6)

4.02026118111480*2166*a147*a

(13.1)(69.3)(43.7)(30.7)(0.4}(25.3)(56 .3)

*'0 .1<P<0.2,*2P<0.02,*sP<0 .01,*aP<0.001

か った。一方、着床 前死亡胚 は2.oGy群 で増加傾向 を示 し(o .1〈P〈o.2)、4.oGy

群で有意 に増加 した(P〈0.01)。 最 も顕 著な増加 を示 したの は着 床後死亡胚で(2

照射群 ともP〈0.001)、 その大部 分は退化受胎産物(着 床 直後 に死亡 した胚)で

あった。これ らのデー タを初期着床胚のデータ(表11)と 比較 してみる と、4.OGy

群 にお ける着床前死 亡胚 の出現率 も着床後の発生異常胎仔の出現率もほ とんど同

率であった。すなわち、着床後の発生過程で異常はほ とんど増加 しないというこ

とが分かった。この結果は、研究結果VIの 推論 、すなわ ち、構 造的染色体 異常を

もつ胚の大多数は着床直後に死亡 し、発生後期まではほとん ど残存 しないという

ことを強く支持するものである。
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V皿.ま とめ

成熟精子は比較的高線量の放射線照射を受けても受精過程で淘汰されず、受精

卵に構造的染色体異常が高頻度に生じることは種々の動物で知られている。この

ようにして生じた染色体異常胚の発生運命や、初期発生過程で二次的に生じる染

色体異常の実態を明 らかにすることは、放射線の遺伝的(継 世代的)リ スクを評

価するうえで重要な課題である。マウスは放射線影響評価の研究に広く使用され、

発生遺伝学的基礎データも豊富であり、本研究課題を行うのに最も適したモデル

動物であるが、初期卵割胚における染色体標本作製技術が開発されていないため

ほとんど研究が行われていなかった。そこで、我々は、まずマウス初期胚染色体

標本作製技術の開発から着手し、放射線誘発染色体異常の初期発生過程における

推移を調査した。4年 間の研究内容は以下のとおりである。

13生 度:マ ウス1細 胞胚、2細 胞胚、4細 胞胚、8細 胞胚で染色体分析の

成功率の高い染色体標本作製法を確立した。胚盤胞では内部細胞塊での染色体

の広がりが不十分で、標本作製法のさらなる改良が必要である。

盤 度:前 年度に開発した方法を用い、γ線(2.o,4.OGy)照 射精子由

来の1細 胞胚および4細 胞胚(非 照射対照群のみ)の 染色体分析を行った。

15生 度:昨 年度に引き続き、2細 胞胚および4細 胞胚(照 射群)の 染色体

分析を行い、初期卵割期における各種染色体異常の出現率の推移を解析した。

3・ 度:研 究計画当初には8細 胞胚および胚盤胞の染色体分析を行う予定

であった。しかし、標本作製法の開発が不十分だったことと胚発生の都合で実

験が深夜になることから、着床胚(10～11日 齢および16～17日 齢胎仔)の 発

生学的、細胞遺伝学的調査に研究を変更した。

これらの研究の成果の概要を表15に 示した。すなわち、4.OGyγ 線照射群

を例にとって、染色体異常胚の純出現率(本 来正常核型をもつはずの胚が放射線

照射の影響でどれだけ染色体異常になったか)を 計算し、胎仔期での優性致死率

(本来正常に発生するはずの胎仔が放射線の影響でどれだけ死亡したか)と 比較

し、異常胚の発生に伴う推移を解析した。

(1)初 期胚(1～4細 胞胚)に おける染色体異常出現率は32～35%と 、ほぼ一一

定していたが、異常の中味をみると発生に伴ってモザイク型構造異常が増加
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し、4細 胞期では全異常の9割 を超えた。

(2)放 射線の影響によって胚盤胞期までに発生停止 ・遅延を起こした胚は15%

であった。この発生異常胚のすべてが染色体異常胚とは限らないが、仮にそ

うだと仮定して、初期胚における染色体異常胚出現率からこれを差し引いて

みると、残りの約20%の 染色体異常胚(全 異常の5～6割 に当たる)は 胚

盤胞期まで発生しているという計算になる。

表15γ 線(4.OGy)照 射精子 由来 マ ウス胚 にお ける発 生 ・

染色体異常率の推移

胚発生の時期 異常の指標 異常胚出現率

1細 胞期

2細 胞期

4細 胞期

胚盤胞期

初 期 胎 仔 期

(10-11日 齢)

染色体異常

染色体異常

染色体異常

発生停止 ・遅延

優性致死:着 床前死亡

優性致死:着 床後死亡

生存胚中の染色体異常

後期胎仔期 優性致死:着 床 前死 亡

(16-17日 齢)優 性 致死:着 床後死亡

33.5

35.1

32.1

14.8

11.3

34.9°/a

O.0

46.2

(0/53)

13.6%46
.332

,7%

染色体異常出現率(%)-6一 議 麗 蒙灘 農i巽 畿

発生停止・遅延出現率(%)モ ー

優性致死 ・着床前死亡率(%)一 〔1一

〕X1・ ・

歪驚 畿器 灘 〕X1・・

着床数/排 卵数(照 射群)

着床数/排 卵数(対 照群) 〕 ×1・・

晒 死・一 亡率(%)一〔1一麦毒農綴 チ欝1騰 〕X1・・
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(3)胎 仔 期 の調査 で み る と、着 床前 の胚死亡率は胚盤胞期までに発生停止 ・遅

延を起 こした胚の出現率 とほぼ一致 してお り、着床前死亡の正体は、短時間

のみ開いている着床windowに 飛 び込 めなか った異常胚 と思わ れる。

(4)着 床 まで辿 り着 いた残 り20%の 染色体 異常胚 はそ の後 ど うなったか?初 期

胎仔 期 におけ る着 床後死 亡胚 の出現率は35%で あ り、後 期胎仔期 にお いて

その 出現率が増加することはない。また、死亡胚の大部分は退化妊娠産物(着

床直後 の死亡)で あ り、生存胎仔 の染色体 分析か らは1例 も染色体異常個体

が発 見 されなかった(調 査例数 は まだ十分 ではな いが)。 したが って、着床

まで辿 り着 いた染色体異常胚は着床直後に効率よく淘汰 されて、発生後期ま

ではほ とんど残存しないと結論される。

それでは発生初期 に観察された、正常細胞 と染色体異常細胞か ら成るモザイク

胚(高 い発生能 を もつ可能性 がある)は どこへ行 った のか 。0つ の可能性 として

は、器 官形成期 に染色体異常細胞の存在が障害 となって胚死亡を起 こしたかもし

れない。他の可能性 としては、胚発生の過程で染色体異常細胞のみが選択的に死

亡 ・排除されて正常胚に復帰 したかもしれない。 この可能性 と関連 して興味深い

考えとして、胚盤胞期では染色体異常細胞が栄養膜細胞層(将 来、胎盤 とな る)

に取 り残 され、正常細 胞のみが 内部細胞塊(将 来 、胎仔 の本体 とな る)を 形成す

る とい う説が ある(Hardyetal。,1989;KaufmanetaL,1995;Jennyand

Menezo,1996)。 しか し、これ を否定す る報告(Evsikovandverlinsky,1998;

Maglietal.,2000)も あ り、解 明は今 後 に残 され た課題である。我々が現在改

良中の胚盤胞期染色体標本作成法が確立されて、内部細胞塊 と栄養膜細胞の両方

で染色体分析できるようになれば、 この問題に対 して直接解答を与えることがで

きるだろう。

マウスで得 られた今回の結果がヒ トへ外挿できる普遍的な現象か どうかを確認

するために、チャイニーズハムスター(CH)を 用 いて 類似 の実験 を行 い、今 回

の結 果と比較 してみた(立 野 、未発表デ ータ)。 すなわ ち、x線(1.82Gy)を

照射 した雄 と交尾 させた雌か ら妊娠12.5日 目に得 た正常胎仔 の染色体分析 を行

った結果、9.5%(7/74個 体)に 染色体異常 が観察 され た(相 互転座3例 、逆

位3例 、高数性1例)。 出現頻度 は低下す るものの、妊娠後期(18.5日 齢胎仔)

で も3.9%(2/51個 体)の 異常 がみ られた。 このよ うな動物種 による大きな差

の原因がどこにあるのか。我々は以前の研究で、CH精 子 にお け る放射線誘発の

交換 型染色体異常出現率がマウス精子で報告されている値よ りも2.5～3倍 も高
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く、交換型異常 と切断型異常の出現率がほぼ1:1で あることを報告 した

(Tatenoetal,1996)。 一方、今回の研究から、マウス精子では交換型異常と

切断型異常の出現比率がほぼ1:3で 、切断型異常の割合がかなり高いことが分

かった。切断型異常が少なくて交換型異常が多いほど、発生後期まで残存し得る

安定型染色体異常(逆 位、相互転座など)が 生じやすいことになるので、このよ

うな動物種差が着床後に残存する染色体異常胎仔出現率の種差(マ ウス0%vs

CH9.5%)の 理由と考えられる。

被曝精子由来のヒト受精卵において出現する構造的染色体異常の様相がマウス

型であるのかCH型 であるのかはいまだ不明である。ヒト受精卵の染色体分析

が行われる機会はきわめて少なく、ましてや被曝精子を体外受精させたヒト胚の

染色体研究は倫理的問題もあってほとんど不可能であろう。実験動物からヒトへ

の外挿の一つのアプローチとしては、カニクイザルやリスザルなどの霊長類の受

精卵を用いた染色体研究なども必要であろう。
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