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緒　　言

　我々の周囲には生命の本体であるDNAに障害を与える放射線や化学

物質などの環境変異原物質が多数存在している。それらの環境変異原物

質が体細胞に突然変異を生じさせた場合は、癌や奇形などを誘発し、一

方、生殖細胞に突然変異を誘発した場合はヒトに見られるような常染色

体優性、常染色体劣性、伴性優性、伴性劣性遺伝病などのメンデル性の

単純遺伝病、多因子遺伝病および染色体異常などの遺伝的障害を子孫に

おいて引き起こす可能性が考えられる。ある遺伝的障害は世代を経るに

従って集団中に拡散し、究極的には集団全体の問題となる可能性もある。

　化学物質による突然変異作用はマスタードガスをショウジョウバエに

作用させたAuerbachとRobsonの実験により、明らかになった（1947）。

その後サリドマイドによるアザラシ症が世界各地に発生して、化学物質

の安全性に関して調査を行う必要性が強く要望されるようになってきた。

特に最近、発がん物質は短期検出法により検出された突然変異原物質と

相関性が高いことが明らかとなり、突然変異に対する認識が高くなって

きた。今日では遺伝物質でおこる変化を全て突然変異とよんでいる。突

然変異の原因となる化学物質としては、工業生産関連その他の各種排出

物、医薬品、食品添加物、農薬、化粧品などのなかに含まれるさまざま

なものが考えられる。

　環境変異原研究の目的の一つにはヒトにおける遺伝的障害の事前評価．

がある。かかる事前評価にあたり、膨大な数の環境化学物質の中から遺

伝的障害を誘発する物質を検出するために、サルモネラ菌、酵母、アカ

パンカビ、カイコ、哺乳動物の培養細胞などを用いた数多くの検出法が

考案されてきた。これは突然変異のおこるターゲットがウィルスからヒ

1



トにいたるまで共通のDNAであるためである。しかし、環境変異原物

質の突然変異原性を検出する目的は、ヒトの生殖細胞のDNAに変化を

誘発する可能性を明らかにする点にある。ヒトに対する遺伝的障害を問

題とする場合は、実態に立脚した条件を考慮して、それらに近接させる

必要があり、化学物質が生体内に取り込まれる際の制限、体内での代謝

活性化や失活化、細胞内への透過性やDNA障害の修復などの問題を考

慮する必要がある。哺乳動物の雄個体に化学物質を投与すると、血液一

精巣関門（Setchellら，1967，1969）によって化学物質の生殖細胞への

接触は防がれるが、場合によって生殖細胞に到達することもある。さら

に生殖細胞は減数分裂という体細胞と異なる複雑な分裂様式をとる。減

数分裂過程においては、染色体の構造も複雑に変化すると同時にそれぞ

れの発育段階の生殖細胞は生理・生化学的にも変動する。哺乳動物に対

する環境変異原の遺伝的障害の特異性を明らかにすることはヒトへの外

挿に際して重要な情報を提供してくれるものと考えられる。以上の点を

考えた場合、突然変異のおこるターゲットがウィルスからヒトに至るま

で変わりないとしても、やはり哺乳動物の生殖細胞を用いた検出系が必

要である。遺伝的障害の検出系としては、一世代の期間が短く、繁殖性

が良く、個体レベルで大量にしかも手軽に使用できる哺乳動物が望まし

い。従って、ウシ、ウマ、ブタ、イヌを検出系として用いることは困難

である。マウスは系統が確立されており、遺伝的障害の検出系として適

している。

　遺伝的障害は多種多様で、単一の検出法で全ての遺伝的障害を検出す

ることは不可能に近い。遺伝的障害は一般に遺伝子と染色体レベルの2

種類に大別される。遺伝子突然変異には塩基置換、塩基削除、挿入、主

鎖切断などがあり、一方、染色体異常には数的および形態的変化がある。
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マウス生殖細胞の虚伝子突然変異の検出系としては主に特定座位試験が

採用されている（W．LRussell，1951；Searle，1984）。染色体異常の検

出系としては優性致死試験（Batman，1966；R6hrborn，1970）や遺伝性

転座試験（Falconerら，1952）が知られている。

　優性致死試験は他の哺乳動物を用いた検出系に比べミュータント系の

動物を必要とせず比較的簡単で所要期間も短く、また判定も簡単なこと

から遺伝毒性試験の領域で重要視されている。優性致死突然変異（do皿i

nant　Ietha1皿utations）とは、精子または卵子どちらか一方の配偶子の

DNAに障害が生じた場合、ヘテロ接合型の卵が発生の途中で死亡して

しまう現象をいい、結果的に優性致死試験では流産が測定の対象となっ

ている。化学変異原物質による優性致死突然変異はX線照射の場合（Ehl

ing，1971）と異なり、全ての精子形成過程に誘発されるわけでは無く、

化学変異原物質の化学的特性により優性致死突然変異を生じる時期が異

なることが報告されている（Ehlingら，1968；Ehling，1977）。また、

優性致死突然変異の原因は受精後の初期胚に検出される数的あるいは構

造的な染色体異常が原因であろうと考えられている（L．B．Russel，1962）。

哺乳動物の優性致死誘発機序に関し、優性致死が配偶子の障害によるも

のであることを直接証明したのはBreωenら（1975）であった。　Breωenらは

methy1皿ethanesulfonate　（MMS）を雄マウスに投与し、交配させ、

1細胞期胚の染色体を観察した結果、染色体異常の誘発時期と精子形成

過程における優性致死誘発時期とが一致したことを報告している。また、

MatterとJaegar（1975）、　HitotumachiとKikuchi（1977）およびB董rkiと

Sheridan（1978）はtriethylenemela皿ine（TEM）を雄マウスに投与し、

交配して得られた4細胞期胚から胚盤胞の初期胚について染色体や胚の

発生を調査した結果、染色体異常、卵割遅延、小核形成などが観察され、
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それらの誘発時期は優性致死作用の見られる時期と一致することを報告

している。しかし、MMSやTEMは正数分裂後の精子細胞や精子に対

して優性致死を誘発する化学変異原物質であり、減数分裂前の精原細胞

や精母細胞に作用して誘発する優性致死の誘発機序、また優性致死試験

で観察される着床前と着床後の初期死胚の差異などの機序については明

らかでない。さらに投与時の雄生殖細胞の組織学的あるいはDNAレベ

ルの影響と優性致死との関係についても明らかでない。

　遺伝性転座試験は親の生殖細胞から誘発された交換型の染色体異常が

原因で子孫に転座ヘテロ個体が検出されるかどうかを観察する系である。

実際に次世代のF1個体を用いて行うので遺伝的障害の検出系として重

要視されているが、実験の規模が大きく簡便ではない。転座ヘテロ個体

の不妊現象は、転座ヘテロ個体の雄生殖細胞から染色体構成の不調和な

配偶子が減数分裂時において50％の確立で生じるため、正常な雌個体と

交配した場合、接合型の半数は死胚となり結果的に半不妊になるためと

考えられている（L．B．Russell，1962）。この転座ヘテロ個体の誘発は、

放射線照射による場合だけでなく、優性致死突然変異を誘発する種々の

化学変異原物質を雄マウスに投与した場合においても次世代のF1に高

頻度に検出されることが報告されはじめている（Generosoら，1980）。

また、優性致死突然変異作用のある化学変異原物質がすべて次世代のF

1に高頻度の転座ヘテロ個体を誘発するとは限らないことも報告されて

いる（Generosoら，1979a）。優性致死突然変異と転座ヘテロ個体との関

連性をみる上においても、化学変異原物質の雄マウス投与による1細胞

期胚の染色体異常の誘発所見等について検討する必要性がある。

　以上の優性致死試験と遺伝性転座試験は生殖細胞において誘発された

DNA障害を染色体レベルの異常として検出する系である。しかし、生
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殖細胞の染色体を直接観察している系ではない。とくに減数分裂後の雄

生殖細胞に誘発されたDNA障害を染色体異常として観察するには、受

精後の1回忌DNA合成期を経過した第1卵割期の染色体の観察におい

てのみ可能である。幸いマウスの1細胞期胚の染色体は第1卵割獄前に

おいて精子および卵子由来の染色体の融合はなく、また卵子由来の染色

体の凝縮の程度は精子由来の染色体よりも先行するので、精子由来と卵

子由来の染色体の識別が可能である（Donahue，1972b）。しかし、これ

まで化学変異原物質の雄生殖細胞に対するDNA障害を1細胞期胚の染

色体分析で検出した報告例は少ない。このことは従来の初期胚染色体標

本作製法は、技術的にまた結果の評価においても問題があるためと考え

られる。

　染色体異常の誘発機序に関し、体細胞の染色体に対する放射線と化学

変異原物質の作用は異なる。放射線を細胞周期のG1期に作用させた場

合はおもに染色体型異常が誘発され、化学変異原物質を作用させた場合

はおもに染色分体型が誘発されることが知られている（Benderら，197

4）。一方、生殖細胞の精子細胞や精子は体細胞の細胞周期のG1に相

当する。精子細胞や精子にMMSを作用させ、1細胞期胚の染色体分析

を行った結果、おもに染色分体型の異常が観察され（Brewenら，1975）

、TEMを作用させた場合は染色体型の異常が検出された（BurkiとSher

idan，1978）という報告がある。化学変異原物質による生殖細胞の染色

体異常誘発機序についてさらに検討する必要性がある。

　以上の問題点を解決するために、今回の研究においては、おもに精原

細胞や精母細胞に対して優性致死作用を示すmito皿ycin　C（Ehling，19

71）とprocarbazine　hydrochloride（Ehling，1974）、おもに精子細胞

と精子に対して優性致死作用を示すmethy1皿etbanesulfonate（Ehling
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ら，1968）、・y・1・ph・sph・皿id・（B・itti・g…1966）およびt・imethy1P

hosphate（LorkeとMache皿er，1975）、おもに精子のみに対して優性致

死作用を示す，it・・gen　mstard＋・xid・hyd…hl・・id・（Ehli・g・197

4）、すべての生殖細胞に対して優性致死作用を示す　Z60propyl　meth

anesalfonate（Ehling，1972）のアルキル化剤を用いた。

　今回の研究ではまず雄生殖細胞に誘発されたDNA障害を1細胞期胚

の染色体検査によって検出する目的で、マウス1細胞期胚の染色体標本

作製法についての基礎的研究を行い、従来のTarkoωski法（1966）の改良

．開発を行った．次に上記の既知のア・レキル化剤を雄マウスの腹腔内に

投与し、投与時‘こおける駐殖細胞あるし・は受精後の1細胞期胚から次

世代のF1個体題る種々の障害を分析し・且つそれらの障害が1細胞

期胚で検出される染色体異常とどのような関連性があるかを検討した。

さらに1細胞期胚の染色体分析は環境変異原物質による優性致死あるい

は次世代‘こおける転座ヘテ姻体の誘発搬を予測できる簡便な検出系

になるうるのかどうかを検討することを目的とした。
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第1章　マウス1細胞期胚の染色体標本作製法の改良

　高等動物の発生は一個の精子と一個の卵子が合体した1細胞期胚から

始まる。精子形成過程における減数分裂、卵子形成過程における減数分

裂と排卵、受精という選択・淘汰機構の網を通り抜け選ばれてきた精子

あるいは卵子のDNAに障害が生じていた場合、そのDNA障害を有し

た1細胞期胚は発生の途中、致死に至らなければ次世代への体細胞のみ

ならず生殖細胞へと分化発生し、DNA障害は伝達されていく。従って、

1細胞期胚以降に伝達されていく染色体レベルの遺伝的障害は、1細胞

期胚の染色体分析により検出される可能性が考えられる。

　哺乳動物を用いた遺伝毒性試験においては、化学物質のDNAに対す

る影響を評価するために、一般に化学物質を雄個体に投与する。また、

雄生殖細胞のDNA障害を染色体レベルで検出するには、受精後の第1

卵割期の精子由来の染色体の観察において可能である（Donahue，1972b）。

優性致死誘発機序に関し、L．B．Russell（1962）は初期胚における数的あ

るいは構造的な染色体異常が優性致死を引き起こすという仮説を提案し、

またBre験oenら（1975）は皿ethyl皿ethanesulfonate　（MMS）を雄マウス

に投与し、1細胞期胚の染色体分析を行い、優性致死は1細胞期胚の染

色体異常が原因であることを初めて証明した。MMSによる優性致死作

用は、おもに減数分裂後の精子細胞や精子に対してみられるが、その他、

減数分裂前の精原細胞や精母細胞、また精子形成過程全般に対して優性

致死作用を示す化学変異原物質がある。これらの各種の化学変異原物質

により誘発される優性致死はすべて1細胞期胚の染色体異常によるもの

なのかどうか、また優性致死試験において特に減数分裂前と後に作用し

誘発される着床前の胚の損失は同じ1細胞期胚の染色体異常に起因して
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いるものなのか明らかでない。また最近、優性致死作用を示す化学変異

原物質の雄マウス投与により、次世代のF1において転座ヘテロ個体が

検出され、その転座ヘテロ個体の誘発頻度は化学変異原物質の種類によ

り異なることが報告されている（Generosoら，1980）。特に飴opropyl

methanesulfonate　（ゼPMS）の雄マウス投与では、高頻度の優性致

死作用を誘発するにもかかわらず、次世代のF1における転座ヘテロ個

体の誘発頻度は、非常に低いことが報告されている（Generosoら，1979

a）。また化学変異原物質による転座ヘテロ個体の誘発は1細胞期胚の染

色体分析で観察されるどのような種類の染色体異常に関係しているのか

全く明らかでない。染色体異常の誘発機序に関し、一般に体細胞の細胞

周期のG、期に化学変異原物質を作用させた場合は、おもに染色分体型

の異常が誘発されることが知られている（Bender，1974）が、雄生殖細

胞に作用させた場合、1細胞期胚においてどのような種類の染色体異常

が観察されるのかについても詳細な報告がない。

　以上の問題点を明らかにするため、雄生殖細胞に対して異なった優性

致死作用を示す各種の化学変異原物質を雄マウスに投与し、1細胞期胚

の染色体分析と優性致死試験を同一一条件下で同時に行ったが、この章で

は、とりあえず1細胞期胚の染色体分析に限定して重点的に検討した。

　1細胞期胚の染色体分析を行うにあたり、1細胞期胚の染色体標本作

製の技術的な問題がある。従来、哺乳動物の初期胚の染色体標本作製法

にはTarkoωskiの方法（1966）が用いられてきた。しかし、この方法によ

る標本は、染色体の低数性の出現頻度が高く（Donahue，1972a；Luthardt，

1976）、　標本作製時の染色体の流出が問題となっている。また、この

標本作製法は1胚ずつ1枚のスライドグラス上に微量の低張液とともに

移し、固定液を滴下し固定するので、1枚のスライドグラスに1胚のみ

8



しか標本作製ができず、操作が煩雑で時間がかかる。従って一度に多数

の胚の標本作製は不可能である。さらに排卵は排卵誘発剤により行われ

ているが、安全性評価の研究においては排卵誘発剤の前処理による影響

（TakagiとSasaki，1976；MaudlinとFraser，1977）や、また投与した

化学物質との相互作用をできるだけさける観点から自然排卵が望ましい

と思われる。最近、染色体分析の可能な標本作製の成功率が高い方法が、

チャイニーズハムスターの初期胚を用いて開発されている（上ロら，19

78）。しかし、この方法もやや標本作製の操作が煩雑で、一・度に多数の

胚の標本作製が不可能である。

　そこで今回の研究においては、まず排卵誘発剤を使用せず、¢ηり勿。

の条件下で第1卵割期の1細胞期胚を効率よく採集する目的で、排卵時

刻と第1卵割時刻について検討した。また、それらに基づいて、胚の固

定が簡単でしかも標本作製時の染色体の流出がなく、1枚のスライドグ

ラスに6～12個の胚の標本作製ができ、一度に多数の胚の染色体標本作

製我可能な方法について改良・開発を試みた。

1．1．　無処置マウスにおける実験

　哺乳動物の排卵は、交尾排卵（copulation　ovulation）‘こよるものと

マウスのような自然排卵（spontaneous　ovulation）と‘こ分類される。自

然排卵動物の排卵は性周期と密接な関係があり、マウスのような不完全

性周期（incomplete　estrous　cycle）の動物では、24時間を周期とする

明暗交代のリズムが性周期を制御し、人工的に昼夜を逆転すると性周期

に伴う全ての現象が新しい時間帯へと移動することが知られている（江

藤ら，1964）。この特性を利用し、性周期を支配することにより、排卵
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時刻を任意に設定できる。今回の実験では、排卵時刻を限定し、　伽

麗〃。　において染色体像が観察される1細胞期胚を回収するため、照明

時間を18：00か日翌朝10；00に昼夜逆転した明期と暗期（LD）が16：8の飼

育条件下で、BDF　1マウスにおける排卵時刻と第1卵割時刻について調査

し、1細胞信証の染色体標本作製のため、交尾マウスへのコルヒチン

（紡錘糸形成阻害剤）投与時刻および1細胞期胚の採集時刻について検

討した。さらに染色体標本作製において、一・度に40～50個の1細胞期胚

を固定し、また1枚のスライドグラスに6～12個の1細胞期胚の標本作

製ができ、しかも、染色体の流出を防ぐため、水を含ませた固定液を用

いてスライドグラス上に胚とともに移した固定液が拡散しないように改

良し、一度に多数の1細胞期胚の染色体標本作製を可能にした。この改

良・開発した方法により標本作製した結果について検討した。

1．1．1．　材料と方法

　1．1．1．1．　動物と飼育条件

　　今回の実験に用いたマウスは6週齢の性成熟（sexua1皿aturation）

に達した雌雄マウスを静岡県実験動物農業共同組合から購入し、購入後

さらに3週間の順化期闇を経た9週齢のものを実験に用いた。

　マウスの系統は、遺伝的に純粋な近交系を用いることが望ましいし、

さらに無処置群において着床前の受精卵の損失（prei皿plantation　loss）

　や着床後の胎仔死亡（postimplantation　Ioss）は少なく、且つ排卵数

が安定した系統が好ましい。これらの条件を満足するものとして近交系

やクローズド・コロニーにより近交系間のF1のSlc－BDF1（C57BL／2　X

　DBA／2）が適していることが報告されている（渋谷ら，1976）。従って

10



今回の研究全般にわたりSlc－BDF1を用いた。

　飼育条件はSPF動物舎で、温度23±1℃、湿度50±5％、換気回数は

時間あたり10回以上、明暗サイクルは明期と暗記（L：D）が16：8（18：00

点灯、翌朝10：00消灯）のSPF動物舎で、飼育ケージは木製チップを入

れたTPX樹脂製（チャールズリバー社）を用い、1週間に1回ケージ交

換をした。原則として10：00～18：00の消灯中の動物室内の作業は一切

行わなかった。雄マウスはケージ当たり1匹で飼育し、交配は雄マウス

の入ったケージに雌マウスを入れ同居させた。交配した雌マウスは3匹

飼とした。飼料はマウス繁殖用固形飼料CMF（オリエンタル酵母工業株

式会社）を、飲料水としては水道水を自由に摂取させた。

　1．1．1．2．排卵時刻の検討方法

　　暗期直前の10：00前に雄マウスの入ったケー・ジに雌マウスを入れて

同居させ、16：00に懐中電灯で膣栓を観察した。膣栓が確認された雌マ

ウスは暗期終了時の18：00を0時間とし、その前後1時間おき［1時間

前（一1hr），　0時間（Ohr）、1時間後（＋1hr）］に頚椎脱

臼により屠殺した。屠殺後、雌マウスの卵巣、卵管、子宮の一部を牛胎

仔血清（GIBCO社）が20％含まれるEagleのMEM培地（日水製薬株式会

社）中に摘出し、卵管のみを眼科用ハサミで切り出し、別の培地中に移

した。そして卵管膨大部の前後を切除し、卵管膨大部の片側をピンセッ

トで固定し、先を曲げた有柄針で卵塊をしごきだした。卵塊は穎粒層細

胞（granulosa　layer　ce11）を除去するため0．25％トリプシン溶液（三

光純薬株式会社）中に移し、2～3分間処理後、MEM培地申で2回洗

浄し、函数を調べた。
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　1．1．1．3．第1卵割時刻の検討方法

　　暗期直前の10：00前に雄マウスの入ったケージに雌マウスを入れて

同居させ、暗期終了後の18：00直後に膣栓を観察した。膣栓が観察され

た雌マウスは排卵時刻の18：30を0時間とし、排卵後15．5、16．5　、

17．5、　18．5時間目に頚椎脱臼により屠殺し、卵管、卵巣、子宮の一部

を摘出し、眼科用ハサミで卵管膨大部の前後を切断した。卵管膨大部の

片側をピンセットで固定し、先を曲げた有二二で卵管膨大部から1細胞

期胚および2細胞期胚をしごきだし、1細胞期胚および2細胞期胚の数

を観察した。

　1．1．1．4．　1細胞面高の染色体標本作製方法

　　i）　1細胞期胚の採卵：　膣栓が確認された雌マウスは三期終了

15時面目（9：00）にコルヒチン（最終濃度が0．5mg／皿1になるよう注射

用生理食塩液で溶解、）3皿g／kgを腹腔内に投与した。暗期終了後18時

間目（12：00）に頚椎脱臼により屠殺し、卵巣、卵管、子宮の一部を摘出

し、眼科用ハサミで卵管膨大部の前後を切断した。卵管膨大部の片側を

ピンセットで固定し、先を曲げた有柄針で卵管膨大部から1細胞期胚を

しごき出した。不受精卵が混在し二二層細胞が観察される場合には、0．

25％トリプシン溶液で2～3分間処理し、穎粒層細胞を除去した。

　　ii）　低張処理：　深型3穴ホローグラスに低張液（最終濃度が4

0％になるように蒸留水で希釈した牛胎仔血清）を入れ、すでに培地申

に採集されている1細胞院試を実体顕微鏡下でマウスピースに接続した

ガラスピペットを用いて吸引し、1個体から採集した8～12個前後の1

細胞期胚を低張液中に移し、室温で19～15分間低張処理した。

　　iii）　固定：　深型3穴ホローグラスを固定液で満たし、その深型
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3穴ホローグラスの底に低張液を0．15皿1注入し・その注入した低張液

の中に低張処理した8～12個の1細胞期胚を低張液とともに移し、室温

で5分間固定した。1細胞期胚は徐々に白濁し固定された。次に別の深

型3穴ホローグラスに固定液を入れ、その中に白濁し固定された1細胞

期胚を移し、数秒間1細胞内胚が透明がかるまで再固定した。尚、固定

液はメチルアルコール：氷酢酸：蒸留水＝3：1：4の割合に混合した

ものである。氷酢酸の濃度は染色体標本作製時の室温、湿度に応じて適

宜その調製比率を変更した。例えば晴天の時は氷酢酸の量をややすくな

めにした。

　　iv）　スライドグラス上への1細胞期胚の移行：　1細胞期胚が再

固定されている櫛型3穴ホローグラス中の1細胞田富1個を固定液とと

もにガラスピペットに吸入し、この1細胞期胚を裏面に試料を載せる目

印として直径5皿m前後の円を描いておいたスライドグラス上の所定の位

置に固定液とともに1詠ずつ素早く移した。この場合あい固定液はスラ

イドグラス上の所定の場所に水滴様の状態として留まり、拡散・移動は

認められない。スライドグラス上に移す固定液の量は裏に描いておいた

円内におさまる程度とする。尚、再固定液に1細胞期胚を移した後、30

秒以内にスライドグラス上への1細胞期胚の移行を終了しないと、再固

定液の中で1細胞紅雨が破壊し易くなる。また、この染色体標本作製成

績の良否はスライドグラスの準備如何にかかっており、そのためスライ

ドグラスは洗剤で洗浄した後、1枚ずつ十分に水洗し、使用直前まで恒

温器（50℃）で乾燥させた。使用直前に恒温器からスライドグラスを取

り出し、メチルアルコールをしみこませたキムワイプS－200（十条キン

バリー株式会社）でスライドグラスの表面を一回拭いた。このように準

備されたスライドグラス上に固定液を一滴おいて、固定液が拡散・移動
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せず、所定の場所に水滴状態として留まるかどうかを確認し、固定液が

高く盛り上がった場合、あるいは流れ出すようなスライドグラスは洗浄

が不十分であると判断した。

　　v）　1細胞六三の定位置への移動：　1細胞期胚をスライドグラ

ス上に移し、約2分後に1枚のスライドグラス上の全ての1細胞期胚が

それぞれの固定液の円内においてスライドグラスのフロスト部側になる

ように有柄針で移動させた。再固定液からスライドグラス上に移した直

後の1細胞期胚は固定液中で活発に動いているので、1細胞期胚がスラ

イドグラス上に静止した時点で有柄針を用い一定の方向に移動したほう

がよい。尚、スライドグラス上に1細胞期胚を移した後、5分間以上経

過した後に有柄針で移動すると1細胞期胚は破壊し易くなる。

　　vi）　乾燥一1：　スライドグラス上の1細胞期胚の位置が固定液

の円内において上方にくるようにするため・スライドグラスのフロスト

部側が高くなるようにヘマトクリット管上にスライドグラスを配列した。

実体顕微鏡下で時々観察しながら、固定液の周囲が乾燥しはじめるまで

放置した。

　　v沿　　乾燥一H：　固定液の周囲が乾燥開始したスライドグラスは

40℃の保温器のプレート上で固定液が完全に消失するまで乾燥させた。

尚、保温器のプレートはやや傾斜させておき、固定液の円内の1細胞期

胚の位置が上方になるようにスライドグラスを置き乾燥させた。

　　樋ii）染色：　ギムザ染色液（メルク社）を6％になるように燐酸緩

衝液（M／15，pH6．8，　ヤトロン株式会社）で希釈した溶液申で3分間染

色した。

　　lx）　水洗・乾燥・封入：　染色を終了したスライドグラスは蒸留

水で数秒出すすぎ、室温で一晩乾燥させ・スライドグラス上にオイキッ
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ト（高橋技研硝子株式会社）を3滴落としカバーグラスをかけて封入し

た。

　　x）　鏡検：　固定液の乾燥の跡を示すリング状の小円が薄青く染

色されるので、その円内の染色体を観察した。染色体は流出せずしかも

小円内で観察される。染色体は数的異常と構造異常について分析した。

1．1．2．　結果

　1．1．2．1．　排卵時刻

　　今回の実験では、卵管膨大部に最低1個の卵が観察された時刻をそ

のマウスの排卵時刻とした。結果はTable　1に示した。　BDF1マウスの排

卵数は＋1hrの欄に見られるように9．8個前後であった。一1hrで排卵

が観察された個体は認められず、Ohrでは10匹のうち7匹が排卵し、7

匹のうち9個近くの卵が排卵していない個体は2匹であった。＋1hrで

は全ての個体において排卵が終了していた。

　1．1．2．2．　第1卵割時刻

　　排卵後15．5、16．5　、17．5　および18．5時間目の胚の発生段階を

Table　2に示した。排卵後15．5時間目では0％、16．5時間目では28％、

17．5時間目では31％：18．5時間目では94％が2細胞期胚に卵割していた。

　1．1．2．3．　1細胞期胚の染色体標本作製

　　今回の研究で改良・開発したマウス1細二期胚染色体標本作製法に

よる結果をPhoto．1およびTable　3に要約した。　Photo．1に示したよう

にマウスの1細胞期胚の染色体は精子由来と卵子由来の染色体の融合は

なく、また卵子由来の染色体の凝縮の程度は精子由来の染色体よりも先
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Photo. 1. Normal chroTnosome set at the 1.cell stage of
a mouse embryo.' Paternal and maternal chromosome sets
can bb distinguished from each other by difference in
chromosome condensation.
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行し、両者の染色体の識別は可能であった。またTable　3に示したよう

に膣栓が確認された雌マウス62個体から1細胞期胚が496個採集され、

1個体当たり平均8個であった。採集された496個のうち、418個が染

色体像を有した1細胞期胚で、染色体分析が可能であったものは357個

で、85％の成功率であった。分析を行うことができなかった139個の内

訳は、分裂間期で染色体像が観察されなかった1細胞期胚（50個，36％

）、分裂して2細胞期にのもの（18個，12．9％）、標本作製中に紛失し

た1細胞期胚（5個，3．6％）、染色体が重なり分析不可能な1細胞期

胚（55個，39．6％）、染色体が拡散してしまった1細胞期胚（11個，7．

9％）などであった。

　染色体異常は数的異常と構造異常とに分類され、観察可能であった35

7個の1細胞漏壷のうち2n－1の記数性（hypoploidy）の1細胞期胚が2

個、2n＋1の高数性（hyperploidy）の1細胞期胚が1個観察された。また

分裂間期の1細胞期胚でまだ染色体異常として観察できなかったが前核

の形態の差異（Rugh，1968）により多精子侵入（polyspemy）と判定される

3nの倍数体（polyploidy）の1細胞期胚が491個中5個観察された。構造

異常については、357個中、染色分体型のギャップが2個、染色分体型

の切断が5個観察された。

1。1．3．　考察

　排卵時刻の結果（Table　1）から、今回の実験条件下での排卵は主とし

て血温終了後の18：00から19：00の間におこることが推察された。それ

ゆえ以後、排卵時刻と記述した場合は18：30を意味する。

　コルヒチンの投与時刻については、コルヒチンの他の器官への影響も

20



考えられるので第1卵割開始直前がよいと考えられる。しかし、排卵後

15．5時間目では2細胞期胚への発生は観察されていないが、すでに紡錘

糸形成が開始されている可能性が考えられる。従って、認り加。での1

細胞期胚染色体標本作製においては紡錘糸形成が開始していないことが

推察される排卵後14．5時間目に、膣栓が確認された雌個体の腹腔内にコ

ルヒチンを投与し、排卵後18．5時間目に1細胞期胚を卵管膨大部より採

集することにより、染色体像が観察される1細胞期胚を効率よく回収で

きうることが推察された。しかし、コルヒチン投与によって分裂中期の

1細胞期胚の状態で長時間放置しておくと、染色体が凝縮しすぎて構造

異常の分析および精子、卵子由来の染色体の識別が困難になる。さらに、

配偶子合体（synga皿y）前で染色体がまだ凝縮してない状態の1細胞期胚

をできるだけ多く採集する必要がある。従って、排卵後17．5時間目に採

集することがよいと推定された。しかし、雄個体に変異原物質を投与し、

交尾後1細胞期胚の染色体分析を行う場合は投与物質のため第1卵割時

刻の遅延が予測されるので、あらかじめそれぞれの化学変異原物質投与

による第1卵割時刻を調べる必要があると思われる。

　1細胞面心の染色体分析において、分析を行うことができなかったも

ののなかには、分裂間期の1細胞期胚が多数観察された。これについて

は実体顕微鏡下で仁が消失するまで1細胞期胚をCO2インキュベー

ター内で培養すれば染色体像が観察できると思われた。また標本作製中

の1細胞宮島の紛失などの失敗は、標本作製の練習によりさらに成功率

が高くなるものと思考された。

　これまでマウス1細胞温品の染色体標本作製の報告例は少なく、特に

標本作製の結果において、採集された胚の数や低数性の出現頻度を明確

に記述した報告は非常に少ない。Donahue（1972a）とLuthardt（1976）
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の報告ではマウス1細胞期胚の染色体分析において、採集された胚の数

と端数性の出現頻度の記載があり、また標本作製法は従来のTarkowski

法を用いていたのでこれらの結果と今回の実験の結果とを比較し、Tabl

e4に示した。　Table　4からも明らかなようにTarkowski法は成功率が

低く、また画数性の染色体の出現頻度が高い。低数性の出現頻度が高い

ことに関し、DonahueやLuthardtも認めているように、標本作製中の固

定時における染色体の流出が原因と考えられる。Tarkowski法はマウス

の第1卵母細胞から胚盤胞の初期胚の染色体標本作製用に開発された方

法であり、第1卵割以後の胚の染色体標本を作製する場合は、排卵誘発

剤により排卵させ、コルセミドを投与した雌マウスから採集した胚を1

％クエン酸ソーダで5～15分間低張処理する。低張した胚を低張液とと

もにスライドグラス上に移し、アルコール：酢酸＝・3：1の固定液を胚

の上から滴下し、風乾する方法である。このTarkowski法と比較すると、

ここに改良・開発されたマウス1細胞期胚染色体標本作製法は、排卵誘

発剤を使用せず、明暗時間を調節することにより実験に適した排卵時刻

や第1卵割時刻を自由に設定でき、効率よく第1卵割期の染色体像を有

した1細胞歯胚を採集できる。また標本作製過程で、1細胞期胚を含む

固定液をスライドグラス上に滴下しても固定液は拡散することなく乾燥

するので、染色体の流出を防ぐことができる。さらに固定処理は簡単で

しかも1枚のスライドグラス上に6～12個の1細胞診胚の標本が作製で

きる。これらの点から、従来のTarkoωski法に比較して、信頼度、成功

率、さらに簡便性の点で優れたマウス1細胞診胚染色体標本作製法であ

ると考察される。なお、この方法は他の哺乳動物の初期胚の染色体標本

作製にも適用できると考えられる。
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1．1．4．　小括

　マウス1細胞期胚染色体標本作製を改良・開発するに当たり、まず染

色体像が観察される1細胞期胚を効率よく採集するためしD　16：8の照明

条件下でBDF　1マウスを飼育し、排卵時刻、第1卵割時刻を推察し、コル

ヒチン投与および1細胞期胚の採集時刻を検討した。排卵時刻は暗期終

了後の18：30、また第1卵割は排卵16．5時間以後より開始されたので、

コルヒチン投与は排卵14．5時間目、また1細胞期胚の採集は排卵17．5時

間めが最適であると結論された。また今回の実験で改良・開発したマウ

ス1細胞期胚染色体標本作製法は低数性が少なく、信頼度、成功率、簡

便性の点で優れた方法であることが証明された。

1．2．　化学変異原物質の雄マウス投与における実験

　マウス1細胞期胚の染色体分析は雄生殖細胞に生じたDNA障害を直

接染色体異常として観察できる利点がある。今回の研究においては、主

に減数分裂前の精原細胞や精母細胞に対して優性致死作用を示す皿ito皿y

cin　Cとprocarbazine　hydrochloride、減数分裂後の精子細胞や精子に

対して優性致死作用を示す皿ethyl皿ethanesulfonate、cyclophospha皿i

de、　trimethylphosphateおよびnitrogen皿ustard－N－oxide　kydrochl

oride、また全ての生殖細胞に対して優性致死作用を示す飴opropy1皿e

thanesulfonate　のアルキル化剤を雄マウスに投与し、種々の化学変異

原物質は各段階の生殖細胞に対してどのようなこれらの染色体異常をど
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の程度誘発するのかを検討するため、1細胞期胚の染色体分析を行った。

1．2．1．　材料と方法

　実験に用いた化学変異原物質はTable　5に列挙した：7種類で、それぞ

れの化学変異原物質は投与直前にTable　6に示した溶媒で調製した。そ

れぞれの化学変異原物質の投与量は最大耐量に近くしかも交尾能力に支

障をきたさないい濃度を用いた。また、化学変異原物質と比較検討する

目的でX線を用いた。X線の照射は診療用の装置（Nelac　1004，　NEC　Co．

Japan）　を用い富源から80　cmの距離（200　rad／min）で500　radを照射

した。

　動物室の消灯直前に、雄マウスの腹腔内にそれぞれの化学変異原物質

を投与し、投与直後より雌マウスと同居させ、1週間に雄1匹に対して

1～2匹の雌マウスと交配させた。各種の化学変異原物質の投与後の交

配期間はTable　7に表示した。また投与後の日数と交配期間および精子

形成過程との関係はOakberg（1956a，1956b）およびOakbergとDiminno

（1960）の報告を参考にしてTable　8に示した。暗期終了後の18：00に

膣栓を確認し、膣栓が確認され　た雌マウスは3匹ずつ別のケージに移

し飼育した。膣栓が確認されなかった雌マウスは消灯直前まで別居させ、

消灯直前にまた同一の雄マウスと同居させ、4～5日間膣栓が確認され

るまで交配を繰り返した。膣栓が確認された雌マウスから1細胞期胚を

採集し、1L1．1．の方法に従って染色体標本を作製した。染色体の観察は

精子由来の染色体の構造異常について行った。また、卵は排卵時に第1

極体を放出し、第2減数分裂の状態で受精を待ち、受精後に第2極体を

放出する。従って不受精卵においては第2減数分裂時の染色体が観察さ
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Table 5

List of chemica1 compounds used in the experiments

cornpoundlsourcelcoavnerciallstructuralformula(Abbreviation)

i'llnameiiboiecu?llidlweight
References

ofdominan
lethatest

Eh1ing
(1971)

MitomycinCIKyowaHakkoIMit(xnycinkyowas1･

,.,,
/T/co''L'D'/11illl':il,H,]

N4OsL334.33

CHtOCONHi

OCH3

NH

i;,iiigi,;,,,i,.hbab,Z,i.;:,:eg):'Rpo"RocheNa`"ia",gH">cHc,:'HH,E,:,:lllHciC.H2sN7H7N6HC""Ci Eh1ing
(1or4)

,".e
,l,ettY,g'..,IIIi,lgQEI{li,:l:?,,.111iTcH3-o-sei-cH,(MMS)l'iliCH3so,ocH3=110.13

Eh1ing

etal.
(1968)

cyclo-i'sigmaICytoxanlCl-CHa-CHa.ma-CHap?o,sp,ha.rns'dei/86'f}f,iiEl,lrl'llici.cH,.t'H'.-P<'8-ck?"

lli,iiCgHisClaNi02P=as1･10

Brittinger
(1966)

:r?ol:{,mlpe.it/liyi;:ll-ilii,tt{,;gtti/.g,,/ii/i'i,,,[ii'lltlll3?.,

i'ILTD'illil(cH,o),8gtlii4o･os

Lorkeand
hachaner
(1975)

Nitrogeni'yoshitomi1iNitrominlC1･CH.･CH2N
/.,,S
/d,`a,rd,,,,:/i//o.-,&'fE'I,EITfi9"`'ca',C8,i,7s,[:IZ,ioi.,',,C",3,"C':::

Eh1ing
(197e

iso-PropyliifastemanlilCH3pCHew)aCH3
,me,l?g:g-,,'/Tll/gEif2LfTD.Il'ch,(iPMS)iliii'iCH,so3(CH,)ilss.19

en]ing

etal.
(1972)
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Table 7.
Experimemtal conditions
ehromosomal aberrations
doaLnant lethal test

for
in
 chemically･-induced
the i-cell embryos

---pt-------ptN------
   Chem±cal Chemical Mating                      dosek after
                      (mglkg) (days)

and

------" period
treatment

------------------"---------------   Cont.(D.;J.) O 1-41
                       400 12-19
                        200 12-19
--p--"d--------"------"-"--------------ww-------d--
Cont.(Hanks)
MC

o

5

O-42
O-42

-"--w-------   Cont.(Hanks)
   MMS

  o
100

-pt---h"- --------
           O-42
           O-42

h--i---pd---------p---"-----tupt----"-p--"-"-"nv---------
Cont.(Sal±ne)

CPA ,
  O O--41
240 O--41
120 4-7, 16--19
 60 4-7, i6･-19

--N---pta---------
   Cont.(Saline) ,
   TMP

 "
   o
3000
1500
 750

 -"---

ptb-

-------d--b---t-------------

   Cont.(Saline)
       i   HN2--O

  o
100
 50
 25

 p-p-----p--p
      O･-19
      O-l9

      O･-6 '
      O-6

--- ----pt-

------d-"--pt----
O-41
O--41

4-10
4-10

         -

-p "-----------t---pWpt- t--
   Cont.(Hanks) O O-39

O-39

-----------------be--- ------N-p-pt--
t All chemtcals were d±ssolved in each
  injected intraperitoneally (i.p.) in
  20 ml/kg.

 --N-----i--tpt--
solvent and
amount of
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れるので、第2減数分裂の染色体像（染色分体が開いて40本の蛇行した

染色体として観察される）の有無を観察し、不受精卵の頻度も求めた。

1．2．2．　結果

　化学変異原物質またはX線を雄生殖細胞に処置し、1細胞期胚の染色

体分析を行った結果、精子由来の染色体において染色体異常が観察され

た（Photo．2）。各々の化学変異原物質投与による雄生殖細胞の染色体

異常の誘発頻度および観察された構造異常の種類を分析し、その結果を

Table　9～16に示し、またFig．1に要約した。1細胞期胚の染色体分析

で、第2減数分裂中期（M－H期）の染色体が認められた卵は不受精卵

と判定し、その頻度も求め、Fig．1　に示した。各種の化学変異原物質

は精子細胞あるいは精子に対して顕著な染色体異常を誘発し、その染色

体異常誘発頻度は生殖細胞の発生しつつある段階によって以下に記した

ように顕著に変動することが明らかになった。即ち精子細胞のX線に対

する染色体異常誘発頻度は精子のそれに比較して高かった（Table　9）。

MCの染色体異常誘発作用は前期精子細胞から後期精子細胞にかけて低

下し、精子に至って作用が殆どみられなくなった（Table　11）。PCの

染色体異常誘発作用はMCの作用と類似するが精子に対しても作用が認

められた（Table　10）。

　MMS（Table　12）、CPA（Table　13）、およびTMP（Table　1

4）は生殖細胞に対する作用が類似しており、前期精子細胞から精子お

いて最大に達した。HN2－0は他の化学変異原物質と比較して染色体

異常の誘発頻度は後期精子細胞から精子にかけて極端に増加し、投与直

後の精管内の精子に対して染色体異常誘発作用が最も高く現れる特徴が
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Photo. 2. Chromosome aberrations detected in paternal
chromosome sets at the 1.cell stage after treatrnent of
postmeiotic stage of male mice with chemical mutagens.
(a) Normal chromosome. (b･-d) Paternal chromosome sets
showing structural aberrations such as breaks,
fragments, dicentric and rings.
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観察された（Table　15）。ゼPMSの精子細胞と精子に対する染色体異

常誘発作用は低く、生殖細胞の発生に伴って顕著な変動は認められな

カ、つた（　Table　16）　。

　減数分裂前の精原細胞あるいは精母細胞に各種の化学変異原物質を処

置し、1細胞期胚の染色体分析を行った結果、2通りのケースが観察さ

れた。その1つはMMSおよびTMPを精原細胞あるいは精母細胞に処

置した場合、顕著な染色体異常および不受精卵の観察されなかったもの

と、第2のタイプはX線、PC、MCおよびゼPMSなどを精原細胞あ

るいは精母細胞に処置した場合のように不受精卵が高頻度に観察された

ものとである（Fig．1）。

　次に観察された染色体異常の種類（構造異常）について分類した結果、

PC（Table　10）およびMC（Table　11）は染色分体型異常を主に誘発

し、一方、MMS（Table　12）、CPA（Table　13）、TMP（Table

14）、HN2－0（Table　15）、でPMS（Table　16）およびX線（Ta

ble　9）は染色体型異常を主に誘発した。なお、各々の変異原物質により

生じた生殖細胞の発生に伴う染色体異常の種類については特に変動は認

められなかった。

1．2．3．　考察

　化学変異原物質を雄生殖細胞に処置した場含、1細胞期胚において染

色体型の異常が観察された事実は重要な発見であり、前述したように、

遺伝学的にも非常に重要な問題である。体細胞の染色体に対する放射線

と化学変異原物質の作用の違いは、放射線を細胞周期のどの時期に作用

させても染色体異常が観察されるのに対し、化学変異原物質はいずれの
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細胞周期に処置しても染色体異常の誘発には、処置される細胞が少なく

とも1回以上のDNA合成期を経過する必要があり、そこに誘発される

染色体異常は染色分体型であるといわれてきた（Benderら、1974）。Br

eωenら（1975）は、精子細胞および精子にMMSを処置し1細胞期胚にお

いて染色分体型の異常を検出し、G1期に相当する雄生殖細胞に化学変

異原物質を処置した場合、1回のDNA合成期を経て出現する染色体異

常は主に染色分体型であるというBenderら（1974）の仮説を支持する成績

が得られた。一方、今回の研究において、マウスの精子細胞あるいは精

子を化学変異原物質で処置し、受精後1回のDNA合成期を経過した1

細胞期胚の染色体分析を行ったが、体細胞の場合やBreωenらの報告して

いる結果とは一致しなかった。また、Breωenらの場合と同様にMMSを

精子細胞および精子に処置し1細胞期胚の染色体分析を行ったが、今回

の研究においては染色体型の異常がおもに観察されたが、この差異につ

いての原因は明らかでない。しかし、後述のとおり、MMS投与による

遺伝性転座試験においてはX線と同様に高頻度の転座ヘテロ個体が誘発

され（LangとAdler，1977）、染色分体型の異常から高頻度の転座ヘテロ

個体が誘発されるとは考えられない。Breωenらの報告では、生じた異常

の種類が分類されておらず、検出された異常が染色分体型か染色体型で

あるかが明確でない。一方、triethylene皿ela面neを精子細胞および精

子に処置し、1細胞期胚の染色体分析を行った場合には主に染色体型の

異常が観察されることが報告されている（鴎rkiとSheridan，1978）。

今回の研究から最終的な結論を引き出すにはまだデータは十分ではない

が、体細胞と異なり、精子細胞や精子に化学変異原物質を処置した場合、

体細胞へのX線処置と同様に染色体型の異常が誘発されやすく、染色分

体型の異常を誘発する化学変異原物質は稀であることが推察された。
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　精子細胞や精子に化学変異原物質を処置し染色体異常が誘発される機

構は、ヒトリンパ球細胞やショウジョウバエの精子などで観察されてい

る貯蔵効果（storage　effect）による（Generosoら，1982）可能性も考

えられる。しかし、もし貯蔵効果が減数分裂後の精子形成過程に存在し、

その結果、微小なDNA傷害がDNAの二重鎖切断へと拡大されると仮

定するならば、すべての化学変異原物質の投与による染色体異常の誘発

頻度はpcおよびMC投与の場合のように（Fig．1）、投与後の日数と

ともに増加するものと考えられる。さらに構造異常の種類も投与後の日

数とともに徐々に染色分体型異常から染色体型異常へと変化することが

推察される。しかし、¢PMS投与では投与後の日数とともに染色体型

異常の誘発頻度は増加せず、また投与後の日数とともに染色体異常の増

加を示すPCおよびMCは染色分体型異常を誘発した。また、MMS、

CPAおよびTMPは投与後の日数にともなう構造異常の種類別の差が

認められずおもに染色体型異常を誘発した。さらにHN2－0による染

色体異常の誘発頻度は投与後の日数にともなって増加せず、逆に極端に

減少する傾向さえみられた。上記の実験結果から、化学変異原物質を精

子細胞および精子に処置した場合の染色体型異常の誘発は貯蔵効果によ

るのではないかとの見解は妥当ではないように思われる。

　SegaとOwens（1978，1983）は減数分裂後の精子細胞や精巣の精子およ

び精巣上体や精管内の精子にトリチウムでラベルした［3H］MMSお

よび［3H］EMSを処置し、経時的に精管内の精子を回収し、精子頭

部からDNAおよびプロタミンを抽出し、それぞれのメチル化あるいは

エチル化の程度を測定した。その結果DNAよりもプロタミンのメチル

化およびエチル化のパターンは、染色体のピストンがプロタミンにおき

かわる時期（Bellv6ら，1975）と一致し、その時期のプロタミンに特異
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的にアルキル化が起こること、また、その時期へのEMSおよびMMS

処置で、1細胞面立における染色分体型および染色体型異常が観察され

るのは、DNAよりもプ直訴ミンのアルキル化が一本鎖および二本鎖の

DNA切断へと増幅するためと考察している。また、　Segaと0ωens（198

3）は皿ethyl　nitrosourea（MNU）を例にとり、MNUによる優性致死

作用はMMS処置の場合と異なり、染色体のピストンがプロタミンにお

きかわる時期よりもそれ以前の精子細胞にも強い優性致死作用（Parkin

ら，1973）を示すことを考察している。また、MNUの場合、ピストン

がプ幅出ミンにおきかわる時期において、プロタミンのアルキル化は増

加しないことを述べている（Segaら，1983）。従って、すべての化学変

異原物質がプロタミンをアルキル化にさすことにより染色体障害を誘発

するとは限らないと結論している。今回の研究ではMMS、CPAおよ

びTMPに関しては後期精子細胞から初期精子細胞において染色体異常

の出現頻度が増加し、染色体型の異常を誘発したことによりSegaの説が

支持される。しかし、PC、HN2－0およびゼPMS投与の場合、染

色体異業誘発頻度は後期精子細胞から精子において特異的に増加せず、

雄生殖細胞における染色体異常はプロタミンのアルキル化とは直接結び

つかないと推察された。

　以上記述したように、投与された変異原物質の種類によって発生中の

生殖細胞の染色体に与える異常は必ずしも同一ではなく、また従来は比

較的少ないと考えられていた染色体型異常が多く誘発されること等が観

察された。

　いずれにしても、精子形成過程の細胞や染色体DNAに形態的、機能

的変化が生じた結果と考えられ、このことは各々の化学変異原物質のD

NAに対する作用機序がそれぞれ異なること・さらに傷害をうけた各細
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胞の発生レベルにおけるDNAの修復機構の違い等が示唆される結果が

得られた。

1．2．4．　小括

　各種の化学変異原物質を雄生殖細胞に処置し、その結果生じたDNA

障害を有する精子が受精にあずかった場合、どのような染色体異常とし

て観察されうるのかを検討した。染色体異常の誘発頻度は生殖細胞の発

生過程の違いに伴って顕著に左右され、また化学変異原物質の種類に

よっても生殖細胞に対する作用が異なることが明らかになった。

　ゼPMS、　PC、MCおよびX線を精原細胞および精母細胞に処置し

た場合、これを交配に用いたときには不受精卵が観察され、一方、MM

S、CPA、TMP、　HN2－0、¢PMSおよびX品等を精子細胞お

よび精子に処置した場合、おもに染色体型の異常が観察され、PCおよ

びMC処置では主に染色分体型の異常が観察された。このように化学変

異原物質を精子細胞および精子に処置した場合は、体細胞の場合と異な

り、染色体型の異常が誘発されやすいことが示唆された。
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第2章　優性致死突然変異に関する検討

　Bate皿an（1966）は化学物質安全性評価の一つの生物学的指標として優

性致死法を提唱した。優性致死（do皿inant　lethal）または優性致死突然

変異（do皿inant　lethal皿utation）とは精子または卵子のどちらか一方の

配偶子に障害が生じた場合、ヘテロ接合型の受精卵が発生の途中で死亡

する現象をいう。一般に哺乳動物においては雄生殖細胞に変異原物質を

処置し、無処置雌と交配し以後12～13日目の妊娠中期に開腹し、子宮に

着床できなかった胚の損失（prei皿plantation　loss）‘こよる着床数の減

少や着床後に発生が停止し胎盤遺残（plancetal　re皿nant）になった二死

（posti皿plantation　loss）数の増加として観察でき、優性致死試験では

これらの流産が測定の対象になる。優性致死突然変異は一般に受精後の

初期胚に検出される数的あるいは構造的な染色体異常が原因であろうと

考えられている（L．B．Russe11，1962；Bateman，1966）。MatterとJaeg

ar（1975）、HitotumacbiとKikuchi（1977）　およびB董rkiとSheridan

（1978）はTEMを精子細胞や精子に処置し、交配後4細胞期胚から胚

盤胞の初期胚を調査し、染色体異常、卵割遅延、小論形成などを観察し、

それらの発現時期は優性致死誘発時期と一致することを報告している。

しかし、TEMと異なった精子形成過程に優性致死誘発作用を示す化学

変異原物質や、また、化学変異原物質と異なり体細胞に対して染色体型

の異常を誘発することが知られているX線を雄生殖細胞に処置した場合

の着床以前の初期胚の影響については明らかでない。今回の研究におい

ては、優性致死誘発機序を解明するため、特に着床以前の胚の損失ある

いは着床後の胚死について明らかにするため、まず、着床以前の胚の発
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生について検索し、次に着床後の胚の発生停止時期について調査した。

また、1細胞期胚の染色体異常が優性致死の直接的な原因であるかどう

かを解明するためには、1細胞期胚の染色体分析と優性致死試験を同一一

条件下で同時に実験する必要がある。また、精子形成過程に対してさま

ざまな優性致死誘発作用を示す化学変異原物質あるいは化学変異原物質

の対照としてX線を用いた実験が必要である。今回の研究においては既

知の優性致死誘発作用のある化学変異原物質あるいはX線を用い、第1

章の1細胞期胚染色体分析と同一条件下で同時に優性致死試験を行い、

1細胞期胚の染色体分析の結果と比較し、1細胞期胚の染色体分析は優

性致死の結果を事前に評価できる系であるかどうかをも検討した。

2．1．　着床前後の胚発生への影響

　精子細胞および精子を高濃度のMMSで処置した優性致死試験では、

おもに着床胚の減少をひきおこし（Ehlingら，1968）、また、　¢PMS

の高濃度処置では精子細胞から後期精子細胞に対して着床後の胚死を高

い割合でひきおこす（Ehlingら，1972）ことが報告されている。そこで

今回の研究においてはMMSおよび¢PMSで後期精子細胞および精子

を処置した。また化学変異原物質と比較するためX線で精子細胞および

精子を処置した。これらの処置動物は交配させ着床以前の胚を回収し、

卵割状態について観察した。また、ゼPMS用いて着床後の胚の発生停

止時期についても調査し、さらにそれぞれの変異原物質による発生への

影響と1細胞期胚の染色体異常との関連性について検討した。

2．1．1．　材料と方法

47



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
信
O
咽
引
O
ω
「
口
咽
　
．
【
o
口
ω
唱
O
り
咽
旨
ω
畠
置
目
U
口
咽
　
“
‘
O
咽
θ
雨
】
創
ω
一
口
咽
5
℃
燭
　
一
雨
O
咽
∈
①
‘
0

1
5
1
5
－
l
l
l
量
1
ー
ー
I
I
－
1
膣
1
－
－
1
1
9
1
9
1
1
1
9
1
1
1
1
1
1
量
－
塵
1
星
置
量
1
1
旦
－
1
－
l
l
I
塵
1
1
6
■
置
■
膠
量
一
1
菅
－
糞
I
1
1
1

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
q
9
一
！
の
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ぐ
⊥
　
　
　
　
窯
」
O
O
の
　
　
　
　
　
台
￥
．
×

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
l
　B
－
　重
　
1
　
5
窟
　
量
　
l
　
l
－
　I
　
I
　－
　

l
　l
　
－
　
1
　
1
　
重
　－
　

1
　量
　

1
　－
　

1
　
－
　
9
　

9
9
　
1
　1
　
1
　
1
　
1
　
1
　量
　

1
　
5
　
1
　1
巳
　I
　
l
　
l
　l
雪
　1
　
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
0
一
一
O
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
O
O
N
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
9
リ
リ
幽
函
咽

　
　
　
　
　
　
．
匂
O
H
‘
N
卜
　
　
　
l
I
ー
ー
ー
ー
l
l
－
1
1
1
1
－
I
I
I
l
I
1
1
1
1
1
1
1
1
－
1
1
1
1
1
1
1
－
1
－
I
l
i
l
I
l
ー
ー
ー
ー
I

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
O
一
I
O
　
　
　
　
　
O
O
一
　
　
　
　
　
　
　
　
　
匂
っ
莞

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
　
I
1
　
5
1
1
9
9
　
9
　
1
5
　
－
1
一
塵
5
1
　
墨
I
　
l
－
I
1
　
5
－
　
8
9
　
1
1
1
1
　
1
　
履
－
1
　
－
－
　
塵
一
　
ー
ー
　
1
9
　
1
1
一
窟
曇
量

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
●

響
　

量
一
　
量
　
一
　

1
　一
　

ー
ー
　
1
　一
　
一
　

I
　
1
　9
　
－
5
　
1
　墨
　

1
一
　一
　
I
　
l
　艮
　

I
l
　
奮
　
豊
　
且
　

－
　
量
　

－
　
喜
　

一
　
1
　
1
　
皿
　－
　
艮
　

1
　
－
　
1
　
9
　
1
　
1
　
9
　
1
　

1
1
　
9
　
1
　－
　
I
　
I
　－
　

l
　
l
　
！
　
l
　
I
I
　
1
　
9
　
9
　
1
　1

1
1
o
」
i
■
●
I
I
l
ー
ー
ー
9
1
1
1
1
1
1
1
1
9
1
1
5
1
9
1
1
1
1
1
1
一
且
1
－
9
9
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
－
l
I
l
1
1
9
1
葦
一
1
量
I
I
1
5

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
〇
一
一
O

口
。
ご
ヨ
ヨ
。
」
ε
罵
　
　
　
　
　
（
。
・
貯
で
）

　
　
　
　
　
。
。
。
ご
』
5
旧
0
　
9
5
ε
田
』
θ
旨
①
θ
旧
。

震
コ
き
＝
8
＝
o
O
　
「
o
で
巴
。
o
輯
諾
Σ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
」
¢
ω
日
ω
鳥
ω
H
J
　
h
馴
6
」
1
×
　
旨
O

　
g
励
ω
一
“
5
昌
‘
飼
咽
3
”
ω
“
“
5
E
①
り
咽
巨
〇
一
如
巨
①
旧

　
　
　
　
①
‘
引
　
℃
口
弱
　
ω
①
6
0
明
日
。
唇
　
ω
b
o
o
ロ
〉
雨
ω
一
〇
　
ω
‘
り

　
　
H
鳴
。
隔
巨
①
二
〇

E
o
」
旧

　
　
名
。
¢
‘
o 　

　
　
O
　
　
　
　
（
o
肇
メ
ロ
弱
＝
）
芒
8

（
。
。
ミ
。
。
E
）

　
　
　
　
ω
g
り
。
℃

山
雨
。
咽
E
o
二
〇
　
　
　
　
　
一
司
り
咽
E
ω
‘
O

　
　
　
　
　
　
O
θ
　
℃
ω
習
O
ω
「
ρ
5
0
0
　
h
一
亀
。
う
O
哨
〉
①
旨
畠

℃
2
。
①
二
8
。
。
。
台
の
5
旧
。
き
咽
↑
咽
ω
9

　
　
　
0
回
目
ω
口
O
“
引
田
℃
口
O
O
　
一
q
o
θ
口
ω
E
咽
H
ω
α
×
国

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
ト
一
〇
一
ρ
“
6
↑

48



　Table　17に表記したように、　MMS、　曇PMSおよびX線を雄マウス

に投与または照射し、交配した。交配後膣栓が確認された雌個体は排卵

後72時間目に卵巣、卵管、子宮をMEM培地中に摘出し、卵管膨大部、

卵管紙面（istbms　of　uterine）および子宮の3部に分けた。卵管膨大

部および卵管狭壷中の胚は卵管を有柄針でしごき、一方、子宮中の胚は

子宮卵管接合部（uterotubal　junction）にMEM培地を入れた26Gの注

射針付の1皿1の注射筒を挿入し、MEM培地で洗いだし、胚の回収部位

を調査した。また回収した胚は1細胞期胚の染色体標本作製法（1．1．1

．）に準じて標本作製し、顕微鏡下で胚当たりの核数を計測した。

　次に着床後の胚発生停止時期の観察を行った。　諺PMS200皿g／kgを

雄個体の腹腔内に投与し、投与後7～15日間処女雌マウスと交配した。

妊娠後8、9、10、11日目に雌マウスを解剖し、子宮を摘出後、胚の発

生停止時期について観察した。

2．1。2．　結果

　採集された胚は1、2、3～4、5～8、9～16（皿orula）、17～31（e

arly　blastocyst）、32細胞以上（blastocyst）の7つに分類し、　Table

18に示した。溶媒対照群は1細胞から皿orulaまでの胚は観察されず、す

べての胚はearly　blastocystおよびblastcystであった。　MMS群では

3から8細胞の胚がほとんどで、それらの胚には小高や退化した核が観

察された（Photo．3）。また、　early　blastocyst　およびblastocystは

ほとんど観察されなかった。¢PMS群は対照群に比して、　blastcyst

が著しく減少し、皿orulaおよびearly　blastocystが増加した。特にear1

49



1
1
1
　
1
1
1
ー
ー
ー
ー
9
－
I
l
I
l
I
ー
ー
I
I
l
1
1
9
ー
ー
1
巳
I
I
i
9
塵
l
1
1
1
1
i

　
　
　
　
　
　
　
　
　
n
．
O
〔
　
　
　
　
　
　
N
．
o
o
“
　
　
　
　
　
　
0
9
．
o
o
一
　
　
　
　
　
ひ
．
O
　
　
　

O
．
O
　
　
　oo

D
一
　
　
　
〇
．
O

　　

@　

@　

@　

@
o
9
．
耐
O
　
　
　
　
　
　
N
。
の
∩
　
　
　
　
　
　
O
。
一
　
　
　
　
　
　
〇
．
一
　
　
　
〇
．
O
　
　
　
O
．
O
　
　
　
O
．
O

－
I
1
1
1
－
1
－
1
ー
ー
1
ー
ー
ー
ー
：
旦
1
ー
ー
ー
ー
1
犀
書
1
－
l
i
－
1
5
ー
ー
9
－
l
i
■
　
　
　
　
　
　
　
1

　　

@　

@　

@　

@［

D
o
N
　
　
卜
．
＄
　
　
　
“
．
〇
一
　
　
。
。
．
o
　
O
．
O
　
o
．
o
　
o
．
O

　　

@　

@　

@　

@
『
o
　
　
　
o
．
一
　
　
　
の
よ
　
　
　
h
．
尋
　
N
．
鴇
　
O
．
O
　
O
．
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
．
m
。
。
　
　
　
『
£
　
　
　
O
．
O
　
　
　
O
．
O
　
O
．
O
　
O
．
O
　
O
．
O

l
l
．
一
1
9
1
1
ー
ー
「
－
i
l
－
l
l
ー
ー
聖
5
1
1
1
1
－
5
－
I
l
I
l
－
1
－
l
l
l
l
l
ー
ー
l
I
l

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
一
ω
あ
り
O
飼
ω
司
一
』

　　

@　

ﾂ
塁
8
り
。
。
・
，
＝
）
　
』
＝
・
，
①
）
　
（
噂
一
コ
」
。
5

　　

@　

@　

@　

g
N
〔
　
　
需
よ
一
　
　
〇
〒
ひ
　
　
。
。
－
の
　
マ
n
　
N
　
　
一

　
　
　
一
l
l
ー
ー
ー
l
I
－
1
－
I
l
I
I
I
－
I
　
　
　
　
l
ー
ー
－
l
l
l
－
1
－
1
－
l
l
ー
ー
1
1
1
一

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（
」
ヨ
ε
…
＝
8
ε
。
o
二
℃
」
0
8
吋
）

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@
切
O
あ
」
ρ
巨
O
　
旧
O
　
o
●
O
凶
◎
5
d
o
①
　
ω
◎
o
司
》
司
〇
一
〇
　
旧
O
　
属
O
咽
り
5
ρ
咽
」
引
◎
ロ
咽
℃
　
N

I
　
I
　
－
　
5
　
唇
　
「
「
l
　
1
5
　
一
且
一
　
l
　
l
l
　
l
1
　
8
1
　
－
　
l
I
－
1
ー
ー
ー
1
9
－
I
I
I
I
I
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
l
1
8

　
　
一
碍
U
咽
E
①
‘
り
　
O
り
　
「
ω
U
り
O
「
♪
コ
ω
　
あ
一
〇
①
コ
O
唄
♪
O
」
α
　
ω
〇
一
〇
5
　
‘
一
“
3
　
「
O
ω
一
日
　
の
〇
一
扇
巨
O
旧
　
巨
O
」
一

一
I
l
ー
ー

　
　
　
　
　
り
．
o
◎

・
　
　
の
．
O

璽

N
＝

頃
〇
一

n
「

一
一

oo
鼈
黷
肢

碍
1
一

唱
司
」
O
O
嶋

ー
ー
ー
l
i

詮
」
一
×

ひ
．
o
o

一
．
o
o

n
．
ひ

噌
n
一

n
O
一

〇
n
一

噌n舶〔一　夢圃　●■4

〇
一
一
O

O
一
一
O

O
一
I
O

O
O
N

O
O
一

1

．

　
　
　
o
り
Σ
島
咽

　
　
　
　
駒
嚇
受

一
〇
」
飼
ロ
o
O

〇
一
如
6
0
旧
」
o
氏
　
一
喝
“
o
↑

l
I
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
i

　
℃
O
り
O
O
肖
一
〇
〇
’
㎝
O
h
】
ρ
属
国

　
　
　
　
　
　
一

　
　
　
◎
o
コ
一
α
．
　
　
　
　
（
切
h
司
唱
）

一
粥
＝
咽
◎
o
O
＞
　
　
口
O
嘱
ω
O
O
「
口
咽

　
　
　
‘
ω
咽
3
　
　
　
　
　
1
り
吻
O
畠
　
　
（
o
o
メ
、
凶
5
）

。噛

@
一
差
£
　
　
。
。
。
0
5
言
Σ
．
　
0
8
Ω

i

θ
口
ω
日
ω
◎
o
」
↑

℃
ω
乞
。
コ
8
ゴ
。
コ
3
，
き
」
。
ω
蝋
・
5
切
」
，
2
N
h

“
吋

・。

盾
ｲ
ρ
冨
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
1

●
ω
口
ω
百
7
“
偲
O
」
ω
　
h
超
」
一
×
　
」
O

U
o
3
。
。
q
言
。
。
。
・
。
孟
・
δ

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
o
o
一
〇
三
開
↑

50



                         s-.-. J                 '                        P ..

                        ･:il . ,                    '                                             '.;].ielee/ii.i." ,''-,e:"e,)i' ,,,,

./,';'`r" ,.･,sX ,.a, -' ., .,,･b'.ti
 'i-.-ii.h '.+f. -' tt.: ''1''.-, ... ... ,,n

Photo. 3. Blastomere nuclei in 3-day embryo obtained
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yblastocystが顕著に増加した。また1～8細胞の胚はほとんど観察さ

れなかった。一方、X線群において、照射後1～4日目に交配した場合

の胚は、対照群に比べややblastocystが減少しearly　blastocystが増加

した。投与後15～18日目に交配した場合の胚は、投与後1～4日目に交

配した場合と比べさらにblastocystが減少し、皿orulaおよびearly　blas

tocystが増加した。以上のようにMMS群では顕著な胚の発生停止が観

察され、ゼPMS群およびX線群では発生遅延が観察された。

　次にfPMSによる着床後の胚の発生停止時期について検査した結果、

Photo．4に示したように、交配後10日目に顕著な発生停止が観察された。

2．2．　優性致死試験

　一般に優性致死試験は生殖細胞に誘発されたDNA障害を胚死の有無

や程度による生物学的指標で妊娠13日目前後に観察する。DNA障害を

有した1細胞期胚が発生し即死に至る過程は各種の変異原物質のDNA

障害の種類により多種多様であると思われる。染色体異常を有した1細

胞期胚からのみでなく染色体レベル取下の障害によっても優性致死が発

現される可能性が考えられる。しかし、これまでのMMS（Breωenら，

1975）およびTEM（B込rkiとSheridan，1978）を用いた1細胞期胚の

染色体分祈の報告は1細胞重恩の染色体異常の誘発時期が他の報告者に

よる優性致死試験の報告における優性致死誘発時期と一致したというこ

とを報告しているのみで、どの程度1細胞血続の染色体異常の発現頻度

と優性致死誘発頻度が一致しているのか明らかでない。今回の研究にお

いては、種々の優性致死誘発作用を示すことが知られている既知の化学

変異原物質を用いて、優性致死試験を行い、第1章（1．2．）の1細胞期
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胚の染色体分析の結果と比較検討し、1細胞期胚の染色体異常が優性致

死の直接的な原因になっているかどうかを明らかにした。

2．2．1．　材料と方法

　膣栓が確認されるまでの操作はすべて第1章（1．2．1．）の1細胞期胚

の染色体分析と同様に行った。膣栓が確認された雌は膣栓確認日を0日

とし、妊娠13日前後に頚椎脱臼により屠殺後、卵巣、卵管、子宮を摘出

し、着床数、生存胎仔数、着床後の胚死（胎盤遺残）数を調査した。そ

れぞれの数値は交配期間の3～4H間毎に集計し、下記の式により優性

致死率を求めた。

優性致死率（％）＝

　　　　処置群の膣栓が確認された雌当たりの生存胎仔数

（1一　　　　　　　　　　　　　　　　　）X100
　　　　溶媒対照群の膣栓が確認された雌当たりの生存胎仔数

2．2．2．　結果

　優性致死試験においてはPhoto．5に示したように、着床後の出直の指

標となる胎盤遺残やまた着床数の減少が観察された。各種の変異原物質

処置による優性致死試験の結果をTable　19～26に示し、またFig．2に要

約した。PCの優性致死誘発作用（Table　20）は投与後0日目から観察

され、投与後16日目まで増加し、以後90％以上の優性致死誘発作用が投

与後41日目まで観察された。MCの優性致死誘発作用（Table　21）もP

Cの場合とほぼ同じであったが、投与後10日目まで顕著な優性致死誘発

作用が観察されず、投与後11日目から投与後31日目まで徐々に増加し、
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以後42日目まで100％の優性致死誘発作用が観察された。MMSの優性

致死誘発作用（Table　22）は投与後7～19日の100％の優性致死誘発作

用をピークに投与後0日目から18日目まで顕著な優性致死誘発作用が観

察された。投与後19日目から42日目まで、優性致死誘発作用は観察され

なかった。CPAもMMSの優性致死誘発作用と同じような優性致死誘

発作用であったが、投与後36～41日においてやや高い優性致死誘発作用

が観察された（Table　23）。TMPもMMSの優性致死誘発作用とほぼ

同じような優性致死誘発作用（Table　24）が観察された。　H　N　2－0に

よる優性致死誘発作用（Table　25）は投与直後より90％以上の高頻度の

優性致死誘発作用を発現し、投与直後より徐々に投与後19日目まで減少

した。¢PMSの優性致死誘発作用（Table　26）は投与直後より投与後

22日目まで65％前後の優性致死誘発作用が観察され、投与後23日目から

26日目まで増加し、以後35日目まで10％の優性致死誘発作用が観察され

た。X線照射の優性致死誘発作用（Table　19）は照射後0日から50％近

くの優性致死誘発作用が観察され、照射後10日目まではやや減少を示し、

照射後11日目から26日目では90％近くまで増加し、照射ご27日目から42

日目までは10％の優性致死誘発作用が観察された。

　変異原物質の投与およびX線画前後20日以内に観察された優性致死誘

発作用は未着床胚によるものと着床後の面心によるものであった。しか

し、¢PMS（Table　26）およびX線照射（Table　19）による優性致死

誘発作用は他の優性致死誘発作用と異なり、主に着床後の回忌によるも

のであった。一方、投与および照射後20日以降に観察された優性致死誘

発作用は未着床胚によるものであった。

2．3．　考察
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　着床前後の胚発生の観察結果（Table　18）から、優性致死試験で着床

胚の減少を主にひきおこすMMSは、8細胞期以前で発生が大部分停止

し、娘核や退化した核が観察され、これらの胚は細胞死をひきおこし、

優性致死試験において着床前の胚の摘失を生じることが推察された。一

方、着床後の干死を主にひきおこす¢PMS群（Table　26）およびX線

群（Table　19）は対照群に比べearly　blastocystが増加し、これらの胚

は着床後に胚死となる可能性が示唆された。

　優性致死試験の結果をFig．2に要約した。各種の変異原物質の精子形

成過程に対する優性致死誘発作用は大きく3種類に分類できた。第一は、

X線、PCおよびMCのような投与後の日数とともに精子、精子細胞、

精母細胞、精原細胞の順に優性致死誘発作用が高くなるタイプ。第二は、

MMS、　CPA、　TMPおよびHN2－0のように精子細胞および精子

の時期をピークに精母細胞の時期では優性致死誘発作用が減少するタイ

プ。第三は、¢PMSのように全ての精子形成過程において優性致死誘

発作用が発現するタイプであった。これらの結果は、これまでのX線

（Ehling，1971）、PC（Ehling，1974）、MC（Ehlinhg，1971）、　M

MS（Ehling　ら，1968）、CPA（Brittinger，1966）、TMP（Lor

keとMache皿er，1975）、HN2－0（Ehling，1974）および諺PMS

（Ehlihngら，1972）の優性致死試験の報告における優性致死誘発パ

ターンとほぼ一致した。

　次に1細胞期胚の染色体異常が優性致死の直接の原因であるかどうか

を解明するため、Fig．3に染色体異常を有した1細胞期胚の出現頻度、

および1細胞腫胚の染色体分析で観察された不受精卵の頻度と優性致死

誘発頻度を図示した。Fig．3からも明らかなように精原細胞および精母
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細胞をX線、PC、MC、CPA、¢PMSで処置した場合の優性致死

誘発頻度は不受精卵の頻度とほぼ一致し、これらの物質が両生殖細胞に

作用した場合の優性致死試験で観察された着床数の減少はおもに不受精

卵によるものであることが明らかになった。またkratochvilova（1973）

も精原細胞および精母細胞をMCで処置し交配させ、胚を回収した結果、

不受精卵の増加が観察されたことも報告している。一方、精子細胞およ

び精子をPC、MC、MMS、　CPA、TMPおよびHN2－0で処置

した場合、それぞれの化学変異原物質による染色体異常を保有している

1細胞期胚の誘発頻度は優性致死率とほぼ一致し、また顕著な染色体異

常を有した1細胞期胚は卵割が停止することから（Table　18）、優性致

死試験において観察される着床以前の胚の損失は着床数の減少によるも

のと推察される。これらのことから化学変異原物質で精子細胞および精

子を処置した場合の優性致死誘発作用は明らかに1細胞期胚の精子由来

の染色体において観察される染色体異常に起因するものと考えられ、1

細胞期胚の染色体異常が優性致死をひきおこす直接的な原因であること

が明らかになった。

　以上の結果からも明らかなように減数分裂を境にして優性致死誘発作

用は2種類に分けられた。即ち、減数分裂前に発現する優性致死誘発作

用は不受精卵によるものであり、一方、減数分裂後にみられる優性致死

誘発作用は染色体異常によるものであった。また、減数分裂後の精子細

胞や精子のDNAに1細胞期胚でみられる顕著な染色体異常を発現する

ような障害を保有するような精子でも受精能には影響のないことが明ら

かになった。しかし、ゼPMSで処置した場合は染色体異常と優性致死

誘発率とは必ずしも一致をみなかった。すなわちゼPMSで精子細胞お

よび精子を処置し、染色体分析と優性致死試験を行った結果、優性致死
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誘発率は65．3％（Table　26）で、一方、染色体異常の誘発頻度は7．6％

（Table　16）と低く、優性致死と染色体異常の発現頻度は一致しないこ

とが明らかになった。このfPMSによる優性致死誘発作用の特徴は、

他の化学変異原物質と異なり着床後の二死が主であった。この現象から、

¢PMSの高濃度の優性致死誘発作用、特に着床後の二死は1細胞期胚

で観察される精子由来の染色体異常に起因するものでなく、光学顕微鏡

下で観察できない微小な染色体の構造異常に起因した程度の低い卵割遅

延をひきおこし（Table　18）、妊娠10日目に胚の発生停止を生じる（Ph

oto．4）ものと推察される。また：このような微小な染色体の構造異常は

数回またはそれ以上のDNA合成サイクルを経た胚に初めて染色体異常

として観察されうる可能性が考えられる（菊地ら、1982）。

2．4．　小括

　化学変異原物質による優性致死誘発作用は1細胞期胚の染色体分析に

より事前評価できるかどうかを解明するため、着床以前の初期胚の発生

についての検索、着床後の発生停止時期についての調査、および優性致

死試験を行い、それぞれの結果について比較検討した。

　雄生殖細胞を各種の変異原物質で処置し、優性致死試験を行った結果、

精子形成過程の減数分裂前に作用させた場合の優性致死誘発作用は主に

不受精卵によるものであり、一方、減数分裂後に発現する優性致死誘発

作用は1細胞期胚で観察される染色体異常によるものであった。しかし、

ゼPMSの場合は例外で、染色体異常を有する1細胞期胚の出現頻度と

優性致死誘発率とは一致せず、1細胞期胚で観察される染色体異常レベ

ル以下の微小な異常により、着床前に初期発生の卵割遅延が生じ、妊娠
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10日目に胚の発生停止がみられ、着床後の胚死は1細胞期胚で観察され

る染色体レベルで判別できる程度の障害以下の微細な異常により高頻度

に起こることが推察された。一方、顕著な染色体異常を有した1細胞期

胚が発生した場合、8細胞期胚以前で細胞死をおこし、優性致死試験に

おいては着床前の胚の損失という未着床胚現象になることが推察された。

　以上のことから、大部分の化学変異原物質による優性致死誘発作用は、

1細胞期胚の染色体分析により、事前評価できることが結論された。
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第3章　遺伝性転座に関する検討

　有性生殖を営む生物には様々なレベルの選択・淘汰機構がある。優性

致死誘発作用も一つの選択・淘汰機構と考えられる。しかし、優性致死

試験で致死に至らず生存胎仔として観察されるものの申には、次世代に

伝達される遺伝性転座を保因した胎仔が存在する可能性が考えられる。

実際に次世代のF1個体を観察することにより親の生殖細胞に誘発され

た障害が原因で子孫に転座ヘテロ個体が発現されるかどうかを調査する

試験系として遺伝性転座試験がある（LeonardとAdler，1984）ρ一般に

X線を雄生殖細胞に処置した場合、次世代において高頻度の転座ヘテロ

個体が発現される（LeonardとDeknudt，1968）。最近、優性致死誘発作

用のある化学変異原物質で雄生殖細胞を処置した場合、転座ヘテロ個体

個体を高頻度に発現することが報告されではじめている（Generosoら，

1980）。

　転座ヘテロ個体の発現と関係すると考えられる染色体異常には、染色

分体型の相称性の交換型異常（相称性の四放射状交換型異常）と染色体

型の交換型異常（相互転座）があり、これらの染色体異常が1細胞期胚

で観察されるはずである。染色分体型の相称性の交換型異常を一個有し

た1細胞期胚が2細胞期胚に卵割した場合、生存可能な染色体構成を持

つ2細胞期胚は50％の確立である。しかし、すでに染色体型の交換型異

常である相互転座染色体を有した1細胞期胚が発生した場合は全て相互

転座を有した細胞から構成される生存可能な胚へと発生し、転座ヘテロ

個体としせ出産される。しかし、これまで化学変異原物質で体細胞を処

置した場合、発現される染色体異常は主に染色分体型であり、X線で処
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置した場合に観察されるような染色体型異常は発現しにくいとされてき

た（Benderら，1974）。そのため、雄生殖細胞を化学変異原物質で処置

した場合、次世代のFlにおいて発現される転座ヘテロ個体は、1細胞

期胚で観察される染色分体型の交換型異常より派生していると考えられ

ている。しかし、今回の第1章における1細胞期胚の染色体分析の研究

においては雄生殖細胞を化学変異原物質で処置し、1細胞期胚の染色体

分析を行った場合、主に染色体型の異常を発現させる化学変異原物質が

多く、体細胞を化学変異原物質で処置した場合と雄生殖細胞に対して処

置した場合とでは染色体異常の発現作用が異なることが明らかになった。

すなわち1細胞期胚の染色体型異常の発現は次世代における転座ヘテロ

個体の発現と密接に関係していると考えられる。今回の研究においては、

雄生殖細胞を化学変異原物質で処置した場合の次世代における高頻度の

転座ヘテロ個体の誘発は1細胞期胚に発現される染色体型の交換型異常

に起因していると考えられるが、これを証明するため、第1章の1細胞

期胚の染色体分析で主に染色体型の異常が観察され、しかもまだ遺伝性

転座試験が行われていないHN2－0を用いて遺伝性転座試験を行った。

3．1．　妊孕性への影響

　転座染色体は構造異常の一・つで、染色体の一部が切断されて、同一染

色体の異なった位置、あるいは他の染色体と癒着する現象で、非相同染

色体間で相互に交換した場合を相互転座（reciprocal　translocation）

という。相互転座を保有した転座ヘテロ個体の生殖細胞は減数分裂時に

染色体構成が正常な配偶子、転座を持つ配偶子、欠損（deletion）あるい

は重複（duplication）を示す不調和な配偶子が1：1：2の割合で分離
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する（L．B．Russell，1962）。従って、転座ヘテロ個体の雄個体と正常な

雌個体とを交配すると、その1腹の産仔数は正常の半数が着床後の胚死

となって観察される。これは不調和な配偶子によって受精された胚が必

ず致死となるためである。このような妊孕性を示す雄個体を半不妊個体

（semi　sterile）といい、また全くの不妊（sterile）となる場合もある。

従って遺伝性転座試験においては、妊孕性が転座ヘテロ個体の指標と

なっている。

　今回の研究では50％の優性致死誘発率（Table　25）を示す25皿g／kgお

よびその1／2の12．5mg／kgのHN2－0を用い、妊孕性を指標とし、遺

伝性転座試験を行い、転座ヘテロ個体が高頻度に発現されるかどうかを

検討した。

3．1．1．　材料と方法

　HN2－0を12．5　mg／kgおよび25皿g／kg　それぞれ雄マウスの腹腔内

に1回投与し、投与直後より投与3日目まで、雌マウスと交配し、出産

させた。出産したF1雄個体を9週齢まで飼育し、1匹の雄マウスは3

匹の雌マウスと交配し、雌マウスについて膣栓を確認後、妊娠13日前後

に子宮を摘出し、着床胚の有無、生存胎仔数、着床後の二死数を調査し

た。各々の雌マウスの胎仔調査の結果はCarterらの方法（1955）に従って

正常、半不妊、不妊個体に分類し、さらにF1雄個体の妊孕性に関する

総合判定はFordら（1969）の判定基準に基づいて正常、半不妊、不妊個体

に分類した。

3．1．2．　結果
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　妊孕性試験での着床数は溶媒対照群とほとんど差異は無かったが、着

床後の胚死数が溶媒対照群に比べて半数前後の半不妊雄個体と着床が全

く観察されない不妊雄個体とが観察された。その結果をTable　27に示し

た。溶媒対照群の99匹のFl雄個体の中で半不妊および不妊を示した個

体は発現されなかった。12．5皿g／kg処置群では103匹のうち4匹が半不

妊個体で、8．7％の誘発率であった。25皿g／kg処置群では119匹のうち、

11匹が半不妊個体、8匹が不妊個体で、16％の誘発率であった。

3．2．　遺伝性転座個体精巣の組織学的所見

　転座ヘテロ個体は半不妊あるいは不妊を指標として選抜される。妊孕

性試験において半不妊あるいは不妊と判定されたF監転座ヘテロ個体の

精子形成はどのようになっているのか、特に不妊個体においては精子形

成が行われていないのかどうかを検査するため、精巣の組織学的検索を

行い、妊孕性との関連性について検討した。

3．2．1．　材料と方法

　遺伝性転座試験で半不妊および不妊と判定された雄マウスを頚椎脱臼

により屠殺し、右側の精巣を摘出した。摘出した精巣はプアン（Bouin）

液で1時間固定し、精巣の両端を切り落とし、さらに1時間固定の後、

70、80、90、95および100％のアルコール系列およびキシロールを通し

て脱水、脱アルコール、パラフィン包埋、薄切後、切片を作製した。標

本作製はヘマトキシリン・エオジンニ重染色法により染色した。即ち、
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キシロールを通して脱パラフィンし、100、95、90、80および70％アル

コール系列を通し、水道水で水洗し、ヘマトキシリンで10分聞染色した。

水洗後、塩酸アルコールで分別し、水洗した。エオジンで6分間染色後、

水洗、70、80、95および100％アルコール系列およびクレオソート・キ

シロール、キシロールを通して脱水し、カナダバルサムで封入した。精

巣精細管組織標本はClemont（1963）の報告に基づいて観察し、精細管内

の生殖細胞の発生状態について調査した。

3．2．2．　結果

　精巣の精細管組織標本の分析結果をTable　28に要約した。妊孕性試験

で半不妊と判定された1転座ヘテロ個体の精巣を除いては肉眼的にも精

巣の萎縮は観察されず、組織学的にも精子形成過程における異常は観察

されなかった。不妊と判定された精巣は肉眼的にも萎縮が観察され、ま

た組織学的にも精細管の萎縮が観察された。また不妊と判定された大部

分は減数分裂前の移動期、厚糸期および合糸期の精母細胞では精子形成

が阻止されていた（Photo．6）。

3．3．　転座染色体の観察

　減数分裂は体細胞分裂と異なり、相同染色体の対合、乗り換え、染色

体数の半減がおこる。また精母細胞のM－1期の染色体像は体細胞分裂

の中期像とはかなり異なり、十字型に開いた像が観察される。非相同染

色体間に転座が生じるとキアズマの数とキアズマの形成される位置によ

り移動期およびM－1期において鎖状および環状四価染色体（皿ultiple
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chromoso皿e）像が観察される。今回の研究では雄生殖細胞をHN2－0

で処置し、F画商個体の妊孕性試験で半不妊および不妊雄個体が誘発さ

れた。これらの半不妊個体が転座ヘテロ個体であるかどうかを確認する

ため、半不妊個体および不妊個体の精母細胞の染色体分析を行い、鎖状

および環状多価染色体などの有無について検討した。また、精母細胞の

移動期および中期の染色体が観察されない不妊個体については、骨髄細

胞の染色体標本を作製し、転座染色体の確認を行った。

3．3．1．　材料と方法

　精母細胞の第1分裂中期（M－1期）の染色体標本作製は以下のよう

におこなった。妊性試験で半不妊および不妊個体と判定された雄マウス

の腹腔内にコルヒチン3皿g／kgを投与し、2時間後頚椎脱臼により屠殺

後、左側の精巣を摘出し、染色体標本をSasakiとMakino（1965）の方法に

準じて作製した。即ち、精巣を切開し、組織を小型シャーレの申にとり

だし、鋭利な小型ハサミで細切後、遠沈管に回収し3皿1の0．075瓢のKC

l溶液で20分間低張処理した。低張処理後、6皿1のカルノア液を静かに

加え重層しぐ20分間放置した。ついで下方より静かにピペッティングし、

1200r．p．m．で5分間遠沈した。上澄を捨て、カルノア液を8皿1加えピ

ペッティングした後同一条件下で再度遠沈分離した。この操作を2回繰

り返し、最終的に1～3皿1の細胞浮遊液とし、それを2～3滴スライド

グラス上に滴下し、火炎乾燥した。火炎乾燥した標本は6％ギムザ染色

液で3分間染色、蒸留水ですすぎ、風乾後オイキットで封入した。標本

作製後、精母細胞のM－1期の染色体像を検鏡し、転座ヘテロ個体に見

られる鎖状および環状の多価染色体の有無を調査した。
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　次に骨髄細胞の染色体のG一バンド法による標本作製は以下のように

行った。すなわち妊孕性試験において不妊個体と判定された雄マウスの

腹腔内に1匹当たりコルヒチン3皿g／kgを投与した。コルヒチン投与後

2時間後に頚椎脱臼により屠殺し、左右の大腿骨および下腿骨を摘出し、

両骨端を切除し、3皿1の0．07MのKC1低張液で骨髄細胞を遠沈管に洗い

だし、20分間低張処置した。以後の固定、乾燥までの操作は、さきに記

述した精母細胞の染色体標本作製方法と同様に行った。かくしてできた

標本はG一染色をSeabrightのトリプシン法（1971）で行った。即ち、標

本を0．025％トリプシン溶液で70秒間処理し、PBS（pH　6．8）および蒸留

水で水洗し、6％ギムザ染色液で6分間染色し、軽く水洗し、自然乾燥

後オィキットで封入した。良く広がった分裂中期像を写真撮影し、Cowe

ll（1984）の方法により核型分析を行い転座染色体を検出した。

3．3．2．　結果

　HN2－025皿g／kg処理群で半不妊および不妊の雄が19個体観察さ

れたが精母細胞の精子形成が阻害され、移動期および中期の染色体が観

察されず分析不可能な個体があったため、13個体についてのみ染色体観

察を行った。Table　29およびPhoto．7に示したように、半不妊および不

妊個体からは非相同染色体間の相互転座とみなされる鎖状および環状の

四価染色体がおもに観察された。なお、性染色体と常染色体間の転座染

色体は観察されなかった。

　また、組織学的で合糸期の精子形成が阻害されていた動物番号23（Ta

ble　29）の不妊個体の骨髄細胞の染色体の核型分析を行った：結果（Phot

o．8）、第18染色体の末端が切断しておりこれが第6染色体に転座して
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Photo. 7. Abnorrnal meiotic configurations of the
primary spermatocytes of semi･-sterile males. (a and b)
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of 4 chrornosomes.

82



,

I

.

1
g

2

.

3 4

.
te

1
A
x

5

N
e
 .

6
.

7

t
"

8

i
v

9 IO

I
I

An

I
2

e )

I3 I
4

a
'e

I5

g

As
I6

e
s
e
'

I7

"
.

I
8

.
e

I
9

e

yx

Photo. 8. G･-banded chromosomes in the bone marrow of a
sterile male produced using HN2-O treated sperm, as
detected in a heritable translocation test. The
translocated chromosome is situated between chromosomes
6 and 18.

'

83



した。

3．4．　考察

　LyonとMeredith（1966）およびCacheiroら（1974）は半不妊あるいは不妊

を呈するFI雄個体のM－1期の染色体分析において、環状よりも鎖状

四価染色体が高頻度に観察されたことを報告している。今回の研究にお

いて、鎖状と環状四価染色体の発現頻度には差がなく、観察された染色

体異常のタイプと半不妊との間には関連性がないように思われた。この

ように半不妊個体において鎖状あるいは環状四価染色体が観察され、そ

れらの半不妊個体の精巣は組織学的検索（Table　28）において、減数分

裂を通過し、精子発生が正常通り進行している所見が観察された。従っ

て、このことは、相互転座を保有しているF1個体の減数分裂の過程で、

安定型または不安定型の4種類の染色体構成を持つ配偶子が生じ、その

うち安定型の染色体構成を有する精子によって受精された胚は生存胎仔

となり、他方、不安定型の染色体構成を有する精子によって受精された

胚は着床後の胚死になると考えられる。また、妊孕性試験で、半不妊個

体が観察され、半不妊個体の組織学的所見において精子形成の異常が観

察されないことより、安定型の転座染色体は減数分裂という選択・淘汰

機構の網を通過できうる場合もあることが確認された。半不妊個体の着

床後の胚死は不安定型の染色体構成に原因があると考えられる。。

　一方、不妊個体はHN2－0の25皿g／kg処置群で8個体観察されたが、

そのうち6個体は精母細胞の移動期より後の精子形成が阻害されていた

ために、M－1期の染色体分析は不可能であった。そこで残りの2個体

について分析した。動物番号53の雄個体は4つの非相同染色体間の切断

84



よりなる2組の相互転座染色体を構成していた。即ち2つの鎖状、2つ

の環状あるいは1つの鎖状と1つの環状四価染色体が観察れる複合転座

（multiple　translocation）が観察された。一方、動物番号30の個体も

不妊であったが、動物番号53の個体のような2組の相互転座を示す染色

体は観察されず、1組の鎖状あるいは環状四価染色体が観察された。

従って、非相同染色体間における2組の転座染色体が減数分裂前後の精

子形成を阻害することは想定しにくく、むしろ1組の転座染色体の存在

によっても減数分裂前後の精子形成を阻害することが推察された。この

不妊個体における精子形成過程の厚糸期および移動期以後の精子形成の

阻害は、相同染色体間の分離やキアズマの末端化が阻害されることに原

因があるのではないかと推察された。さらにM－1期の染色体分析が不

可能であった動物番号23（Table　29）の骨髄細胞の染色体の核型分析よ

り転座が観察された（Photo．8）。これらのことからも、不妊個体は転

座染色体に起因する事実が確認され、妊孕性試験において半不妊のみな

らず、不妊現象も転座ヘテロ個体の検出の指標になることが示唆された。

　妊孕性試験の結果（Table　27）から、　H　N　2－0で精子を処置した場

合、次世代のF1雄個体において転座ヘテロ個体が高頻度に発現される

成績が得られた。Falconerら（1957）はHN2－0の類似化含物であるni

trogen　mustard’ iHN2）の遺伝性転座試験に関して報告している。こ

の報告によると投与後9～18日目と34～41日目の間に交配し、そさぞれ

の期間において29匹および42匹のF且雄個体を得、それぞれの群におい

て、半不妊が1匹ずつ検出されている。この報告において転座ヘテロ個

体の発現頻度が今回の実験結果に比べ低いのは、優性致死を発現しない

精子細胞及び精原細胞に対して処置したためと推察される。雄生殖細胞

をCPAで処置した場合、精子形成過程における転座ヘテロ個体の誘発

85



時期（SotomayorとCumming，1975）と優性致死の誘発時期（Fig．3）と

の間には高い正の相関関係が認められたことから、これら2つの現象は

密接に関係していることが推察された。さらに精子をHN2－0で処置

した場合、1細胞期胚の染色体分析で主に染色体型の異常が観察され

（Table　15）、遺伝性転座試験で高頻度に転座ヘテロ個体が誘発された。

HN2－0の1細胞期胚の染色体分析の結果（Table　15）において、遺

伝性転座試験に用いたHN2－0の25　mg／kg処置群の投与後0～3日に

おいては、これまで転座ヘテロ個体の誘発と関係すると考えられてきた

染色分体型の交換型異常である相称性の交換型異常は全く観察されず、

50および100皿g／kg処置群においてもそれぞれ4個と1個しか観察され

なかった。ところで1細胞期胚の染色体は染色分体間が開いてなく、ま

た動原体の位置が明瞭でないので、非相称性か相称性かが判別できず、

染色分体型の非相称性と相称性の交換型異常をまとめてquadriradials

としてTable　15に集計してある。また、　Table　15に観察されたquadrira

dialsがすべて相称性の交換型異常としても、遺伝性転座試験において

10％以上の転座ヘテロ個体を誘発するには、quadriradialsが少なくと

も10％以上観察されてくてはならない。一方、染色体型の交換型異常の

10ng（1細胞期胚の染色体は染色分体間が明瞭でないので動原体の位置

が判別できず、二動原体および多動原体か判別できない。1細胞期胚の

染色体分析では、染色体が転座し、正常よりも長い染色体をlongとして

Table　15に表示した）やringが高頻度に観察された。1細胞期胚の染色

体分析においては相互転座染色体であるかどうか明瞭に識別できない。

しかし、染色体型の交換型異常が高頻度に観察されることより、相互転

座染色体も高頻度に誘発されている可能性が高い。従って、HN2－0

により転座ヘテロ個体が次世代において高頻度に誘発されたことは、す
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でに1細胞期胚において相互転座染色体が効率よく形成されている可能

性が推察される。Tanaka，　KatohとIwahara（1983）も、　MMSを交尾直

後の雌マウスに投与し、1細胞期胚の染色体型異常と転座ヘテロ個体の

誘発とは相関関係があったことを報告している。以上のことから、1細

胞期胚の染色体分析の結果より次世代の転座ヘテロ個体の誘発頻度を推

測することができる。

3．5．小忌

　化学変異原物質で雄生殖細胞を処置した場合の次世代における高頻度

の転座ヘテロ個体の誘発は1細胞期胚で観察される染色体型の交換型異

常に起因していることを証明するため、主に染色体型異常が観察される

HN2－0による遺伝性転座試験を行った。

　精子にHN2－0を12．5　および25皿g／kgを処置し、投与直後より3

日目まで無処置雌マウスと交配し、F1雄個体を得た。得られたF1雄

個体は溶媒対照群99個体、HN2－0の12．5　mg／kg処置群では103

個体、25mg／kg処置群では119　個体で、それぞれの雄個体に対して妊

孕性試験を行った。妊孕性試験の結果、溶媒対照群で誘発された転座ヘ

テロ個体は0個体（0％）、HN2－0の12．5皿g／kg処置群では半不妊

個体が4個体、不妊個体が5個体で合計9個体（8．7％）、HN2－0の

25皿g／kg　処置歯では半不妊個体が11個体、不妊個体が8個体で合計19

個体（16％）であった。これらの半不妊および不妊個体の精母細胞の移

動期および中期（M－1期）の染色体分析を行った結果、非相同染色体

間の転座を示す鎖状および環状四価染色体などの複合染色体が観察され

た。またM－1期の染色体分析が不可能であった不妊個体の骨髄細胞の
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染色体の核型分析からも、転座染色体が確認れた。

　以上の結果から、HN2－0で雄生殖細胞を処置した場合、1細胞期

胚の染色体分析で主に染色体型の異常が観察され、次世代のF董の雄に

転座ヘテロ個体が高頻度に誘発されることが明らかになった。従って、

1細胞期胚の染色体分析により、次世代の転座ヘテロ個体の誘発頻度を

推測することができる。
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第4章　精巣ならびに精子に及ぼす影響

　生物は親から受け継いだ遺伝情報を次の世代に伝達するためにいろい

ろな様式をとっている。有性生殖によって種の保存を行っている哺乳動

物の雄生殖細胞関連器官はいろいろな器官からなっているが、なかでも

精巣は精子形成とandrogen分泌との2種類の機能をつかさどる重要な器

官である。精子形成は精細管内で行われ、精細管の精上皮はセルトリ細

胞（Sertoli　cell）と生殖細胞（gem　cell）とに分けられる。

　セルトリ細胞は生殖細胞の支持、栄養をつかさどり、また、薬物侵入

の防御機構（血液一精巣関門、Blood－Testis　Barrier；Setche11，1967．

1969）としての重要な働きを持っている。動物に薬物が投与された場合、

吸収され全身循環後、精巣の毛細管から間質部（interstitial　space）に

入り、精細管の外側から精細管粥を浸透して精原細胞の周囲を通ってセ

ルトリ細胞との間隙（血液一精巣関門，Faωcett，1970）に到達する。

よって精原細胞は外部からいろいろな経路で吸収された有害物質に侵さ

れやすい。しかし、血液一精巣関門を通過する薬物は制限され、精母細

胞、精子細胞、精子とは容易に接触できない・しかし・ある種の薬物は

血液一精巣関門を通過し、精母細胞、精子細胞、精子に接触することが

ある（奥村，1984）。

　マウスの雄生殖細胞は精原細胞から精母細胞、精子細胞を経て精子へ　，

の形成に約35日間を要することが知られている（Oakberg，1956a，1956

b）。ある種の化学変異原物質は血液一精巣関門を通過し、いずれの発

育段階の生殖細胞とも接触し、優性致死などを誘発する。そして生殖細

胞は処置された化学変異原物質の種類により異なった優性致死誘発作用
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を示すことが知られている。しかし、化学変異原物質を雄個体に投与し

た場合、生殖細胞に対してどのような組織学的影響が観察されるのか、

また、それぞれの生殖細胞が精子に分化した場合の精子形態異常への影

響、生殖細胞のDNA傷害とその修復、配偶子の受精時における影響、

及びこれらの一連の影響と1細胞期胚の染色体異常および優性致死との

関連性についての詳細な報告はない。

　今回の研究においては上記の点を明らかにするため、化学変異原物質

を雄個体に投与し、処置当代個体の精巣における組織学的影響、精子の

形態異常、不定期DNA合成について調査し、それらの結果と1細胞期

胚の染色体分析の結果との関連性について検討した。

4．1．　処理当代個体精巣への組織学的影響

　雄マウスにMCを投与した場合、おもに減数分裂前の精原細胞および

精母細胞に対して優性致死誘発作用が観察される（Ehling，1971）。ま

たMMSは減数分裂後の精子細胞や精子に対して優性致死誘発作用を発

現する（Ehlingら，1968）。ところが、¢PMSはいずれの雄生殖細胞

に対しても優性致死誘発作用が観察される（Ehling，1972）。これらの化

学変異原物質によ，る精子形成への組織学的影響と受精および1細胞期胚

の染色体異常、あるいは優性致死誘発時期との関連性等については詳細

な報告はみあたらない。そこで今回の実験では異なった優性致死誘発作

用を示す3種のアルキル化剤を雄マウスに投与した場合、それぞれの精

管内の生殖細胞に対してどのような組織学的影響をひきおこすのか、ま

たそれらの組織学的影響は受精および1細胞期胚の染色体異常、優性致

死誘発時期とどのような関連性があるかについて検討した。
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4．1．1．　材料と方法

　¢PMS（150mg／kg）、MMS（100皿g／kg）およびMC（5mg／kg）

を単味で雄マウスの腹腔内に一回投与し、ゼPMS群では投与後、1、

3、6、9、10、11、12、13、20および121日目に、MMSおよびMC

群は投与後1、4、8、12、16、20、24、28、32、36、40および121日

目に精巣を摘出した。以後の操作は第3章（3．2．1．）と同様に行った。

4．1．2．　結果

　溶媒対照群およびMMS群の精巣には投与後1～40日目まで、肉眼

的異常所見は観察されなかった。一方、MC群およびfPMS群では投

与後1～13日目までの異常所見は観察されなかったが、MC群では投

与後16～40日目に、また、ゼPMS群では64日目に精巣は対照群の1／2

程度に萎縮した。

　組織学的所見をTable　30，31およびPhoto．9，10に要約した：。溶媒対

照群およびMMS群の精巣組織は投与後1～40日目まで何ら異常は観察

されなかった。¢PMS群およびMC群では、1～3日目において精原

細胞の変性や減少が観察された。投与後3あるいは4日目においては、

精原細胞は影響されず、投与後6日目には細糸期の精母細胞が減少しは

じめ、投与後8～12日目には厚糸期（pachytene）の精母細胞が著しく減

少し、細糸期（leptotene）および合糸期（zygotene）の精母細胞はほとん

ど観察されなかった。しかし、MC群においては投与後12日目頃から精
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Photo. 9. Testis seetion at various ttmes after
treatment of male mice w±th 5 mglkg of MC. (a) Control
male. (b-h) MC-treated mice; damaged spermatogente
cells are indicated by allows. (b) Necrosis and loss of
spermatogonia are evidents, lday after trestment. (c)
Loss of spermatogonia and spermatocytes, 12 days after
treatment. (d) Loss of spermtids can be seen but the
regeneration of spermatogonia and spermatocytes occured
20 days after treatment, (e) Loss of spermatids is
apparent but not regeneration of spermatogonia or
spermatocytes. (f) Loss of sperm.atids and
spermatocytes was observed, 32 days after･treatment.
(g) Loss of sperm is apparent no regeneration of
spermatogonia, spermatoeytes and spermatids could be
noted, 40 days after treatment. (h) Complete
regeneratSon in spermatogenesis occurred 12i days after
treatmente

i
;
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Photo. 10. .Testis seetion at various times after
treatment of male mice with Z50 mglkg of IPMS. (a)
Necrosis of spermatogonia was observed, 1 day after
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原細胞が観察されはじめ、また主に精子細胞と精子が観察され、精母細

胞は観察されなかった。投与後20日目のMC群では精原細胞、精母細胞

の一部と精子が観察され、精子細胞は観察されなかった。さらに投与後

40日目では精子はほとんど観察されなかった。しかしこれらの変化は、

投与後121日目には完全に回復されていた。一方、投与後13日目のゼP

MS群では精子細胞と精子のみが観察された。　fPMS投与群の121日

目では生殖細胞は全て消失しセルトリ細胞のみが観察され、精細管の萎

縮が認められた。

4．2．　精子形態および機能への影響

　X線による精子の形態異常誘発についてはBruceらにより報告され、

ついで化学変異原物質による精子の形態異常の誘発（WyrobekとBruce，

1975）が報告され、精子の形態異常と遺伝的障害との関連性が問題視さ

れる至った。精子の形態異常が遺伝的障害と直接関係があるならば、¢η

麗り。での遺伝的障害の検出系として簡便でしかも有用な系になると思

われる。この検出系の研究が進展し、遺伝的障害の検出系として確立さ

れるならば、ヒトの精子を用いてヒトの遺伝的障害を直接モニタリング

することが将来可能になると考えられる。しかし、精子の形態異常と1

細胞期胚の染色体異常および優性致死誘発作用との関連性については明

らかでない。また無処置の場合の精子の形態異常の頻度はマウスの系統

差によっても異なることが知られている（北爪ら・1983）ので・同じ系

統を用いて比較検討する必要がある。マウスの精子は頭部・頚部・中片

部、尾部に分けられ、頭部はカギ状を呈し・しかも遺伝物質を梱包して

いる。放射線に対して頭部は感受性をもち・一方・丁丁部および尾部の
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異常は一過性で放射線の効果とはそれほど関係がないと考えられている

（北爪ら，1983）。

　今回の実験では雄生殖細胞に対して異なった優性致死誘発作用を示す

ことが知られているMC、　MMS、ゼPMSおよびX線をBDF1雄マウス

に投与あるいは照射し、投与後優性致死誘発作用が観察される時期に精

子を回収し、精子頭部について観察した。さらに精子形態異常が1細胞

期胚の染色体異常とどのような関連性があるかについて検討した。

4．2．1．　材料と方法

　雄マウスの腹腔内にMC（5皿g／kg）、　MMS（100皿g／kg）　および

¢PMS（200　mg／kg）　を投与し、　MC群は投与後　1、4、8、12、

16、24、28、32、36および40日目に、またMMSおよびゼPMS群は投

与後9日目に頚椎脱臼により屠殺した。また、X線（500　rad）照射群は、

照射後　4および19日目に同様に屠殺した。精管摘出後、精管内の精子

をMEM培地中にピンセットでしごきだし、ビペッティング後精子浮遊

液を2000r．p』．で10分間遠沈した。遠沈後上澄を捨て、ピペッティン

グした精子浮遊液をスライドグラス上に一滴落として塗抹し・室温乾燥

した。乾燥後蒸留水中でスライドグラスを上下させ水洗し、ヘマトキシ

リン液で20分間染色、水洗を行い、エオジン液で6分間染色後、水洗、

乾燥を行って、封入した。マウス精子の形態異常の判定はωyrobekとBr

uce（1974）に基づいて、1個体のマウス当たり1000　個の精子頭部の形

態異常について調査分析を行った。

4．2．2．　結果
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Table 32.
Sperm-shape abnormalities after treatment of male mice with
chemical or X-ray.
-----------et-t------d--------d-------t---t-----p-------------tp--t----t----t-t---------e------------t----d--t-e-

Group
(dose)

Control

MC
(5 mg/kg)

Days
after
treatment

Number of
ma1es

4

8

12

16

20

24

3

3

3

3

3

3

Number of
spe rm
observed

5000

3000

3000

3000

3000

3000

3000

3000

Number

sperm
sperm

   7.8

 of abnormal
per 1000
(Mean ± S.D.)

 ± 1.5

8.0± 2.0

10.0± 2.0

8.0± 3.5

9-.3± 3.1

21.3± 3.1

61.0 ± 25.1

57.7 ± 20.2

28 3 3000 66.0 ± 31.5

32 3 3000 85.7 ± 54.3

36 3 3000 201 .O ± 92.6

                40 3 3000 219.7±62.1
--------------------------lb--p------------p--------------Pd-b-------p---pt---4-d-----------ptt-----t--------"-

   (100 mg/kg)
t---d------------t------------------------------tp-e--e----l-----t---e----d-e-e----------------------

   (200 mglkg)
-----------------e------t-e---------------{-----------------e-----t---bt---e-----db---.----------t--e---t------

   (500rad)19 5'5000 16.6±7.3----------e-----l-----------------d----d-----dp-e----t-----d-t-h---------d----------b--------p--t------
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　結果をTable　32に示した。　MMS群（投与後9日目）、ゼPMS群

（投与後9日目）およびX線群（照射後4日目）では、精子頭部の形態

異常は観察されなかった。しかし、MC群では投与後16日目から投与後

40日目、またX線群では照射後19日目に採取した精子において形態異常

の頻度が増加した。

4．3．　不定期DNA合成について

　変異原物質によるDNA障害、それにつずく修復は微生物、培養哺乳

動物細胞などにおいてよく研究されているが、哺乳動物の生殖細胞につ

いては検討の余地がある。雄マウス生殖細胞をEMSで処置すると不定

；期DNA合成（UDS）が誘発されることがSega（1974）によって最初に

報告された。マウスにおいて最後のDNA合成が行われている前細糸期

の精母細胞から精子までは約28日間を要し（Oakberg，1956a，1956b）、

精巣から精巣上体、精管へと1週間で移行する。UDSの観察には変異

原物質と同時にthy皿idine一皿ethyl－3　Hを精巣に投与し、それぞれの時期

に精管より精子を回収し、取り込まれたthymidine－methyl－3Hをカウン

トすることにより、各精子形成時期におけるUDSの程度を測定するこ

とが可能である。化学変異原物質で雄生殖細胞を処置した場合・諸程の

優性致死誘発作用が観察される．しかし・投与後日数の経過とともに優

性致死誘発作用を有するMCおよびPCで処置し醐合のUDSに関す

る報告はない．またMCおよびPCで雄生殖細胞を処置し・1細胞期胚

の染色体分析を行った場合は他の化学変異原物質で処置し二合と異な

り、染色分体型の異常が発現されることが第1章（1・2・）で明らカ’に
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なった。これまでの報告においては、UDSと1細胞期胚の染色体異常

との関連性については明らかでない。

　今回の実験においては、UDSと1細胞期胚の染色体異常との関連性

を明らかにするため、すでにUDS関する報告があるMMSを用い、ま

た、まだ報告のないPC、MCおよび染色体型の異常を誘発するTMP

で雄生殖細胞を処置し、UDSの誘発実験を行った。

4．3．1．　材料と方法

　不定期DNA合成（UDS）の実験に用いたマウスは放射性同位元素

実験室（RI室）で床が網製のケージを用い10匹ずつの集団で飼育した。

その他の飼育条件は第1章（1．1．1．）に記述したSPF動物舎のそれと

同一条件で飼育した。

　雄マウス生殖細胞におけるUDSの検出はSega（1974）の方法に基づい

て行った。まず、精巣へのthymidine一皿ethyl－3H（［3H］dT，比活性

が40～60Ci／皿mo1，　New　England　Nuclear　Co．）投与容量は30μ1が技

術的に限界であったため、化学変異原物質投与後1日目から24日目まで

の実験群では1精巣当たり30μCi（1m1Ci／1m1）をマイクロシリンジで直

接精巣へ注入した。また、多量の［3H］dTが精子形成に影響を及ぼす

可能性を考慮し、化学変異原物質投与後28日目より40日目までの処置群

の精巣には［3H］dTを15μ1ずつ投与した。

　［3H］dTと同時に溶媒対照群としてHanks液または蒸留水を腹腔内

に投与した。化学変異原物質の投与辞としてMMS（100　mg／kg）、　MC

（5皿9／kg）、　PC（800皿9／kg）およびTMP（3000皿9／kg）をそれぞれ

腹腔内に投与した。MMSとMC群はそれぞれ投与後1～40日間4日毎

に3個体ずつ解剖した。またPCとTMP群は投与後12・16・20およ
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び24日目に3～4個体ずつ解剖した。精管摘出後、生理食塩液中に精子

を採取し、ビペッティング後2000r．p．m．で20分間遠沈し上清を取り除

き、この操作を4回繰り返した。最後に0．5mlの精子浮遊液とし、スラ

イドグラス上に塗抹して乾燥させ標本を作製した。標本は蒸留水ですす

いだ後、1晩乾燥させた。

　オートラジオグラフ用乳剤（Sakura　NR－M2）は50℃に温め、使用直前

に蒸留水じ2倍に希釈し、50℃に保温した状態で標本をディッビング後、

20日間露出し、現像処理後、乾燥した。この標本をヘマトキシリンで20

分間染色、水洗、エオジンで6分間染色、水洗、乾燥し、封入した。銀

粒子数の測定はMMSとMCの処置群は1個体当たり2000個の精子頭

部について、またPCとTMP群は1個当たり500個の精子頭部につい

てそれぞれカウントし、精子当たりの銀粒子数を算出した。

4．3．2．　結果

　精子のオートラジオグラフによる銀粒子数のカウントの結果はTable

33　およびPhoto．11に示した。溶媒対照群では投与後1日目より32日

目まで銀山二二の増加は認められなかったが、投与後36および40日目に

おいて多数の銀粒子数が急激に増加し、これは精原細胞および前細糸期

の精母細胞における定期DNA合成によるものと推察された。MMS群

においては後期精子細胞および精子の時期に相当する投与後1から12日

目までは溶媒対照群と顕著な差は認められなかったが・投与後20日目を

ピ＿クに投与後16～24日目までの精母細胞から精子細胞において銀粒子

数が顕著に増加した。投与後28日目の細糸期および合糸期の精母細胞の

時期において、やや銀粒子数は減少したが・投与後32日目では再び増加
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Photo. 11. Grains in sperm heads showing unscheduled
and scheduled DNA synthesis in germ cells of male mice
after treated with 100 mg/kg of MMS. (a) Vnseheduled
DNA synthesis in early spermatids was noted 20 days
after MMS treatment. (b) Scheduled DNA synrhesis in
sperrnatogonia, 40 days after treatmept.
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し、投与後36日目と40日目の前細糸期の精母細胞および精原細胞の時期

において溶媒対照群と同じく急激に銀粒子数が増加した。これらの溶媒

対照群およびMMS群の結果はSega（1974）およびSegaら（1976）の報告と

一致した。またPC群およびTMP群において、銀粒子数は投与後20日

目をピークに投与後16から24日目まで溶媒対照群よりも顕著に増加し、

細糸：期の精母細胞から精子細胞の時期においてUDSが観察された。M

C群では投与後1より40日目までの精子形成の全過程において、UDS

も定期DNA合成も観察されなかった。

4．4．　考察

　組織学的所見の結果（Table　30，31）からMCおよびゼPMSは精子

形成過程のDNA合成が行われている精原細胞や全細糸期の精母細胞に

作用し、細胞死および分裂阻害を誘発することが分かった。これらの時

期のMC処置による細胞死は染色体異常によるものであると考えられて

いる（ManyakとSchleiemacher，1973；Adler，1976）。一方、　D　N　A合

成が完了した大部分の細糸期、合糸期、厚糸期の精母細胞は分裂が進行

し、精子細胞、精子へと発生していることが観察された。また、MC処

置による精原細胞の分裂阻害は一過性で、精子減少症（01igospemia）

を呈するが、ゼPMS処置の場合は精原細胞のstem　cells（type　AI　sp

ematogonia）にも強く作用し、無精子壷（aspemia）を誘発するものと

思われた。CPAによっても一時的な精原細胞の分裂阻害が組織学的に

観察されている（Schleiemacher，1970）。

　MMS、MC、ぢPMSは精子細胞に作用して優性致死を誘発する

（Ehling，1971，1977）にもかかわらず・組織学的所見からは異常は観
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察されず、優性致死を誘発するようなDNA障害を有した精子細胞や精

子の異常は組織学的所見では観察できないことが示唆された。しかし、

DNA合成の進行している精原細胞の障害は観察可能であった。このよ

うに精原細胞に対して顕著な組織学的障害が観察されたのは、精原細胞

が血液一精巣関門（セルトリ細胞）の外側に位置（Setchell，1967，196

9）し、血液中に取り込まれた有害物質に接触しやすいため、精母細胞、

精子細胞、精子よりも細胞死および分裂阻害を引き起こしやすいものと

推察された。一方、後期精母細胞へのMCおよびゼPMS処置では投与

後1～8日目の組織学的所見において分裂前後に変性した精母細胞は観

察されず、精子細胞へと正常に発育していた。この成育した精子細胞が

精子へと発生した場合、形態異常として観察される可能性が推察される。

　精子の形態異常の観察結果から、MC処置の場合の精子の形態異常の

誘発時期は減数分裂前の精原細胞および精母細胞の時点での細胞の形態

異常誘発頻度が高く、特にDNA合成期の前細糸期の精母細胞と精原細

胞において精子の形態異常の誘発頻度が高いことが示唆された。

　この観察結果は、組織学的検索でのMC群で観察されたDNA合成期

の前細糸期の精母細胞および精原細胞の細胞死や分裂阻害の時；期と一致

し、精子数の減少の時期と精子の形態異常とは正の相関性のあることが

示唆された。一方、MMS、客PMSおよびX線の精子処置では優性致

死試験において優性致死が誘発されるが、精子の形態異常は観察されず、

精子のDNA障害と精子頭部の形態異常との直接の関連性は認められな

かった。すなわち精子形態異常が直接遺伝的障害の検出系となりえない

ことが考えられる。

　精子の形態異常の生成機序については、変異原物質を投与した雄マウ

スとの交配の結果得られたF1個体のなかに精子の形態異常を有した個
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体が観察され（HugenholtzとBruce，1983）、遺伝子突然変異あるいは相

互転座などの染色体異常に起因していることが推察されている。しかし、

精子の形態異常は飼料摂取量などの飼育条件にも関係のあることが報告

されている（Komatsuら，1982）。このように精子の形態異常の発生機構

は未だ十分明らかにされていないが、異常精子におけるクロマチンの化

学的性質の変化、精子形成過程におけるDNAとタンパク質との結合上

における何らかの欠陥が原因ではないかと考えられている。また、精原

細胞および精母細胞にMCを処置した場合、精子の形態異常の増加と1

細胞期胚の染色体分析で観察された不受精卵の増加とが一致し、精子頭

部の形態異常は受精能と直接関係していることが示唆された。

　不定期DNA合成の有無等の実験結果（Table　33）から、　MC群によ

る定；期DNA合成が観察されなかったことは、精巣の組織学的所見（Ta

ble　30）からも明らかなように、前細糸期の精母細胞および精原細胞に

おける細胞死および一時的な分裂阻害によるものと推察された。

　今回のUDSの実験で、MMS、　CPAおよびTMPで精母細胞およ

び精子細胞を処置した場合、UDSが誘発された。また、　CPA（Sotom

ayorら，1978）、HN2－0（Soto皿ayorら，1978）、ゼPMS（Sega

ら，1976；Tapaka，1979）およびX線（Segaら，1978）で精母細胞およ

び精子細胞を処置した場合にもUDSが観察されることが報告されてい

る。しかし、今回の実験ではMCで精母細胞および精子細胞を処置した

場合は観察されなかった。MC処置によりUDSが観察されなかったこ

とは、MMS、　PCおよびTMPなどのアルキル化剤を処置した場合の

DNA障害がUDSを指標とするような除去修復によるのに対し、MC

のようなDNAとクロスリンクするDNA障害は・UDS型の修復機構

では修復されないのではないかと思われた。
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　今回のUDSの実験で、精子をMMSおよびMCで処置した場合、U

DSは誘発されなかった。またSega（1974）もEMSで精子を処置した場

合はUDSの誘発は観察されなかったことを報告している。精子におけ

るUDS発現の欠如はChevaillierとPhillipe（1976）がDNAポリメ

ラーゼを精子形成過程において測定し、精子の時期にはその活性が低い

ことを報告していることから、精子は修復に関与する酵素や修復の場を

欠いているためとも推定される。いずれにしても精子は形態的、生化学

的に大きな変化を伴い受精のための機能を持った配偶子として分化して

いることが修復能の欠如に強く関与しているのではないかと思われる。

精子形成過程におけるUDSと優性致死の誘発時期についてはMMS、

CPA、TMPおよびHN2－0によるそれぞれの処置によって、UD

S能の見られない精子では優性致死誘発頻度は高く、UDSが観察され

た精子細胞および精母細胞では優性致死誘発頻度は低かった。この結果

から、UDSは表面上は優性致死の誘発頻度を減少させるように作用し

ていると考えられる。しかし、PCや皆PMS処置およびX線照射の場

合、UDS能の欠損した精子よりもUDSが観察された精子細胞におい

て、優性致死の誘発頻度が高い傾向がみられた。また、MC処置では精

母細胞、精子細胞および精子においてUDSは観察されなかったが、精

子、精子細胞、精母細胞の順に優性致死誘発頻度が増加した。これらの

点に関し、Sega（1979）も論じているように、精子形成過程における優性

致死を含む各種の遺伝的障害の減少とUDSの誘発とは直接関連性がな

く、UDSの誘発と優性致死誘発とはDNA障害レベルと染色体レベル

の障害の差によるものであることが示唆された。

　減数分裂前の精原細胞あるいは精母細胞を各種の化学変異原物質で処

置し1細胞期胚の染色体分析を行った二言、2通りのケースが観察され
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た。その1つはMMSおよびTMPで精原細胞あるいは精母細胞を処置

した場合、顕著な染色体異常および不受精卵が観察されなかったものと、

第2のタイプはX線、PC、MCおよびfPMSなどを精原細胞あるい

は精母細胞に処置した場合のように不受精卵が高頻度に観察されたもの

とである。前者の現象は、精原細胞や精母細胞のDNAに傷害をうけて

も、UDSのような修復機構により効率よく修復され、減数分裂の過程

で選択・淘汰されず、受精能は保持しているものと推察された。一方、

後者の原因としては、MC処置時に観察されたように、精原細胞におけ

る一時的あるいは半永久的な定期DNA合成の阻害、あるいはMCおよ

びfPMS処置時の精巣組織で観察されたように、精原細胞での分裂阻

害により精子減少症や無精子症を生じたためと思考された。さらに、M

CおよびゼPMS処置時の精巣組織の障害およびMC処置での精子形態

異常等は修復不可能な大きなDNA障害、あるいは精子の形態異常等を

引き起こすようななんらかの障害をうけた大部分の精母細胞が減数分裂

過程での選択・淘汰をそれほどうけず、精子細胞へと発生したものと思

われる。しかし、精子変態時に精子形態異常を誘発し、受精機能に障害

を生じた結果、1細胞期胚の染色体分析において不受精卵が高頻度に観

察されたものと推察された。また、遺伝子レベルのような微小な異常や

安定性の高い相互転座などを保有した細胞は減数分裂を通過できうると

も推察された。

　以上のことから、精巣の組織学的所見、精子の形態異常およびUDS

は1細胞期胚の染色体異常および優性致死誘発作用と密接な関係は見ら

れず、化学変異原物質の次世代への影響の評価には適切な検出系ではな

いことが結論された。
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4．5．　小括

　処置当代における精巣の精細管の組織学的影響、精子の形態異常およ

び不定期DNA合成（UDS）の誘発程度と1細胞期胚の染色体分析の

結果および優性致死誘発作用との関連性の有無について検討した。精細

管内の組織学的所見では、精原細胞および前細糸期の精母細胞をMCお

よびゼPMSで処置した場合、一時的あるいは長期間にわたり分裂が阻

害され、精細管萎縮がおこり、精子減少症や無精子症が誘発された。一

方、後期精母細胞、精子細胞に化学変異原物質を処置した場合、精子形

成に対する組織学的影響は観察さなかった。精子の形態異常については、

精子を化学変異原物質で処置しても精子頭部の形態異常は認められな

かった。またUDSに関してはMCを除き、他のMMS、　TMPおよび

PCは精母細胞から精子細胞におけるUDS誘発を促進した。

　以上の結果から、精巣の組織学的所見で障害が観察された時期、精子

の形態異常の誘発時期およびUDS誘発の時期は1細胞期胚の染色体異

常および優性致死誘発時期と必ずしも正の相関傾向は見られず、精巣の

組織学的所見、精子の形態異常の観察およびUDSの観察は化学変異原

物質の次世代への遺伝的障害の事前評価に適切な検出系でないことが結

論さた。
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第5章　射出精液を介した化学物質の雌体内への搬入について

　化学変異原物質を哺乳動物の雄個体に投与し、雌個体と交配した場合、

投与した化学変異原物質が精子とともに雌個体へ持ち込まれる可能性は

少ないと考えられる。事実かかる問題に取り組んだ研究の報告には接し

ていない。哺乳動物を対称とした優性致死試験は、一般的に雄個体に化

学変異原物質を投与するのであるが、一方、雌にこれを投与した場合、

その化学物質が母体に作用したのかあるいは卵のDNAまたは卵細胞質

に作用したのかは区別しがたい（Tanaka，1981）。Ehling（1979）は雄マ

ウスに合成発情ホルモン剤であるdiethylstilboestro1の誘導体のfosf

estrol（DSDP）を雄マウスに投与し、投与直後の精巣上体および精

管内の精子に対してのみ優性致死誘発作用が観察され、その大部分は着

床後の一死であったことを報告している。優性致死試験において、投与

直後の精巣上体および精管内の精子に対してのみ影響をおよぼす化学変

異原物質の例は非常に稀なケースである。さらに、一般の化学変異原物

質の投与では処置濃度が高くなるとともに着床胚をなくなるのに対し、

DSDPはそのような傾向は認められていない。従って、DSDPの作

用は遺伝的要因域外の機序による可能性も考えられる。例えば雄マウス

に投与したDSDPが、射出精液とともに雌マウスに持ち込まれた後、

母体に作用し、その結果、二次的に優性致死様の現象を呈するのではな

いかと想定された。この点を明らかにする目的で以下の実験を行った。

5．1．　射出精液申のDSDPの検出
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　DSDPはエストロゲン作用を示すので、生物学的手法により射出精

液中のエストロゲン物質の検出を行った。また、対照として卵巣摘出マ

ウスの山内に0．008～125ngのDSDPを試験群同様4回注入、DSD

Pに対する感受性曲線を作り、試験群の反応度をこれと比較した。

5．1．1．　材料と方法

　射出精液中のDSDPの検出はSulman法（大地，1962）に準じて行っ

た。まず、ホルモンのバイオアッセイ用として6週齢の雌マウスの卵巣

を摘出し、2週間後に4日間倭心の所見を検査し、膣垢（estrous　cycle）

が発情休止期像（diestrous　stage）であることを確認した後、蒸留水で

希釈した合成発情ホルモン（水溶性ロバール2号，中外製薬株式会社）

を5μg／0．1皿1を朝タ2回皮下注射を行った。最初の皮下注射後2日目

～8日目まで膣垢の検査を行い、感受性のそろった卵巣摘出マウスを作

製した。

　一方、DSDP（ホンバン注射剤，杏林薬品株式会社）は注射用生理

食塩液で溶解し、　300mg／kgを雄マウスの腹腔内に20皿1／kgの容量で投

与し、11：00～16：00の間同居・交配させ、膣栓が確認された雌マウス

を16：00直後に開腹し、子宮から射出精液を回収後、蒸留水で2倍に希

釈した。この希釈した射出精液を朝タ2回、連続2日間、計4回卵巣摘

出マウスの膣内に注入した。最初の注入より48時間後から156時間まで

12時間おきに歯垢検査を行い、発情期像（estrous　stage）の有無を検査

し、射出精液中にDSDPが含まれているかどうかを判定した。また、

DSDPの0．008、0．04、0．2、1、5、25および125ngをそれぞれ朝

タ2回、連続2日間、合計4回卵巣摘出マウスの膣内に注入し、その後
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連続して膣垢を検査し、卵巣摘出マウスに発情期像が観察されるかどう

かを検査した。

5．1．2．　結果

　DSDP処置雄の射出精液を注入した場合、卵巣摘出マウスの20個体

のうち17個体が発情期像を示した（Table　34）。また、対照群として卵

巣摘出マウスの膣内に非常に低濃度のDSDPすなわち0．008ngを4回

注入した場合でも発情期像が観察された。

5．2．　DSDPの雌個体への生物学的影響

　DSDPを雄マウスに投与し交配させた場合、射出精液中にDSDP

が検出された。従って、DSDPが射出精液を介して雌体内に持ち込ま

れた場合、母体にどのような影響が観察されるのか、母体側の作用につ

いて検討した。

5．2．1．　材料と方法

　雄マウスにDSDPを投与し、投与直後から投与後2日目まで交配さ

せ、排卵後20．5時間目に卵巣および子宮を剖検した。次にこの個体の卵

巣および子宮の所見が正常な一般発情期（estrus）における所見と比べ

て、差異があるかどうかを確認するため、無処置の雄および雌マウス同

志を交配させ、膣栓が認められた雌マウスを排卵時（今回の実験条件で

は18：30）に開腹し、卵巣および子宮を剖検しその所見を確認した。すな

116



Photo. 12.
treatment.

Swollen uterus resulting from DSDP
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わちDSDPを投与された雄マウスの精液中のDSDPの影響を調べる

ためである。また、雄マウスにDSDPを投与し、その雌マウスについ

て別に行った実験すなわち、交尾雌マウスにDSDPを投与し無処置の

雄マウスを交配させ、20．5時間目の所見と比べ同様かどうかを確認した。

膣栓が観察された雌マウスの腹腔内にDSDPを100mg／kg投与（排卵

7時間前）し、卵巣および子宮を剖検した。

5．2．2．　結果

　雄マウスにDSDPを投与した後記配させ、排卵後20．5時間目に剖検

したが卵巣および子宮は、Photo．12に見られるように、溶媒対照群と

異なり子宮が膨満し、帯白色の子宮液の貯留や卵巣のう（ovarian　bursa）

の膨満が観察された。これと同様の所見は、無処置の雄マウスと交配さ

せ、膣栓が認められた雌マウスの排卵時の卵巣および子宮、あるいは交

尾雌マウスの腹腔内にDSDPを投与した場合の卵巣のう、および子宮

にもみられ、雄マウスにDSDPを投与した後交配させた雌マウスの排

卵後20．5時間目の卵巣および子宮の剖検所見と同様であった。

5．3．　DSDPを雄に投与した場合の優性致死作用

　一般的に優性致死試験は雄個体に化学物質を投与した場合・雄生殖細

胞のDNA障害が観察できるという理論の基で行われており・射出精液

を介して雌個体に化学物質が持ち込まれるためではないかと考えられて

いる。しかし、前述したように、雄マウスにDSDPを投与し交配した

場合、射出精液中にエストロゲン物質が検出され・また母体への影響が
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観察され、雄個体に投与したDSDPが、射出精液を介して雌個体に持

ち込まれている可能性が得られた。そこで雄マウスにDSDPを投与し

た場合、優性致死試験においてどのような結果が得られるかどうかにつ

いて検討した。

5．3．1．　材料と方法

　DSDP300皿g／kgを雄マウスの腹腔内に投与し、投与直後より投与

後39日目まで毎日雌マウスと同居させ、第2章（2．2．1．）における優性致

死試験と同様な方法を用いて実験を行った。しかし、交尾雌マウスの解

剖日は後述のとおり異なった日程で行った。一般にマウスの優性致死試

験においては、膣栓確認日を0日とした場合、解剖は妊娠12～13日目に

行う。しかし、DSDP投与の場合においては、発育遅延が観察され妊

娠12日目では胎仔が小さく、生死の判別が困難であった。すなわちDS

DPを投与した雄と交配し解剖した場合、妊娠16日目の胎仔は溶媒対照

群の雄によって受胎した雌の妊娠13日目の胎仔の大きさに相当した。

従って、DSDP投与による優性致死試験の場合における解剖は、対照

群では13日目に、一方、DSDP処置群においては妊娠16日目に行った。

5．3．2．　結果

　優性致死試験の結果はTable　35に見られるように・妊娠率・着床数・

生存胎仔数および優性致死誘発率は投与後0～15日の間では日数の経過

と共に次第に滅少した。一方、処置された精原細胞および精母細胞が精

119



一
1
－
l
l
I
ー
ー
ー
ー
ー
重
1
ー
ー
1
ー
ー
量
－
墨
一
1
ー
ー
1
菖
ー
ー
，
1
ー
ー
1
亘
I
I
I
－
5
－
1
ー
ー
ー
ー
量
真
I
I
－
1
ー
ー
1
1
1
1
1
ー
ー
ー
ー
1
5
－
1
ー
ー
ー
1
ー
ー
鼻
量
1
1
1
1
1
唇
1
一
童
一
1
－
1
ー
ー
ー
ー
ー
ー
1
一
量
l
I
－
l
l
l
l
I
I
昌
1
1
1
1
量
1
－
1
ー
ー
1
一
，

　
　
　
　
　
　
●lnOOON一創㌔ρh卜．ll●●。・・●。●●●1ひ一「㍉頃h一ひNいの1卜oo卜門一　　一ll

　
　
　
　
n
．
O

　
　
　
　
n
．
〇

　
　
　
　
一
．
O

　
　
　
　
n
．
O

　
　
　
　
n
．
O

　
　
　
　
n
．
一

　
　
　
　
N
．
O

　
　
　
　
“
．
〇

　
　
　
　
一
．
O

　
　
　
　
頃
．
O

　
　
　
　
n
．
O

　
　
　
　
　
℃
①
“
嚇
5

①
一
u
o
日
。
旧
」
o
“

　
　
　
　
　
　
「
．
6
0
”

　
旧
O
」
①
ρ
日
5
Z

N
．
ひ

N
。
ひ

O
．
h

O
．
h

O
．
o
っ

N
．
h

O
．
頃

O
．
N

O
．
一

〇〇

D
一

ト
．
o
◎

ω
一
⑩
5
①
旧

　
　
　
　
頃
よ

　
　
　
　
い
よ

　
　
　
　
ト
．
卜

　
　
　
　
N
．
o
◎

　
　
　
　
ひ
．
o
o

　
　
　
　
頃
．
g
o

　
　
　
　
o
o
．
頃

　
　
　
　
岬
．
N

　
　
　
　
h
．
一

　
　
　
　
n
．
囚

　
　
　
　
O
．
い

　
　
　
　
　
℃
①
θ
扇
巨

〇
一
頓
0
5
0
嗣
」
①
“

　
　
切
θ
ロ
面
一
畠
E
咽

　
旧
O
」
O
』
5
9
呂

））））
ぐ1ひ一頃n卜αo「㍉oo　oohl祠一　 一一一一一一一一lI

OOIO　N貯hooひoo　oひooOl“斡一耐一一一N－N－1

ひ
n
I
O
n

の
n
I
N
n

一
n
－
o
o
N

h
N
一
“
N

n
N
－
O
N

O
一
一
〇
一

頃
一
一
N
一

一
祠
一
o
o

h
一
ぐ

門
一
O

ひ
n
－
O

O
O
n

一
1
ー
ー
5
ー
ー
1
1
1
1
1
－
1
－
1
5
5
1
1
1
－
1
－
1
ー
ー
－
1
ー
ー
1
－
l
l
ー
ー
I
I
重
1
－
1
－
1
3
一
量
I
I
ー
ー
l
I
ー
ー
ー
I
B
I
I
－
I
I
量
1
1
1
ー
ー
ー
1
一
虚
－
墨
ー
ー
j
B
－
1
，
一
B
3
1
1
ー
ー
ー
I
I
－
I
1
3
－
1
ー
ー
，
‘
量
1
一
墨
I
I
唇
5
1
1
1
1
1
1
直

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
　
　
一
〇
」
“
二
〇
り

「
ー
ー
－
I
I
l
I
l
一
匿
I
I
－
9
8
1
1
－
1
－
－
I
l
－
l
1
8
－
1
，
置
1
1
1
1
菖
ー
ー
置
I
I
1
8
曇
一
I
1
8
露
一
1
量
8
－
I
I
ー
ー
1
匿
一
1
1
，
1
巳
豊
I
1
1
一
，
，
1
墨
1
，
9
1
，
l
I
1
8
墨
ー
ー
巳
－
，
－
1
8
，
，
1
蓼
8
1
1
8
1
5
3
1
‘
一
－
阻
量
－
量
l
I
l
I
直
1

　　

@　

@　

@
　
（
ご
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
刃
言
5
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
（
。
・
壽
3

　
　
　
　
g
馳
一
〇
‘
θ
ω
一
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
」
①
島

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@
。
。
o
h
お
語
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ε
壽
一
含
蝋
　
　
　
　
℃
2
震
　
　ロ
。
コ
8
「
5

　　

@“

e
弱
仁
歪
。
℃
　
　
。
。
θ
ロ
。
己
一
含
嘱
　
　
　
　
　
　
。
。
ロ
㌢
二
　
　
　
　
　
　
　
　
　
ε
餐
。
。
σ
一
置
。
旧
　
　
　
・
陰
ω
一
・
5
巨
ω
旧
　
　
　
　
↓
。
。
a
　
　
（
。
。
ミ
凶
ε

　
　
　
　
℃
①
o
，
「
‘
目
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
旧
o
k
ω
の
5
ρ
Z
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
鞠
。
」
ω
』
E
，
Z
　
　
　
旧
。
』
①
ρ
§
老
　
　
　
　
切
◎
o
露
コ
u
5
二
　
　
　
　
①
o
ゆ
。
〔
【

1
一
置
1
5
5
－
1
，
眞
I
l
I
I
I
I
l
l
I
置
－
巳
塵
一
1
，
鼻
I
I
，
一
8
1
1
1
1
1
9
1
5
1
1
1
1
1
1
1
1
1
9
－
1
1
1
1
1
8
蓼
融
一
重
量
8
3
8
1
5
1
1
，
1
膨
3
L
r
I
l
駄
B
量
婁
量
1
，
8
1
8
邑
－
墨
暮
－
一
B
3
重
蓼
3
1
，
1
6
1
重
1
1
P
I
1
9
1
1
馨
睡
童
I
I
，
1
，

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
山
（
【
o
り
O
‘
●
咽
3
0
0
嘱
日
ω
一
雨
自
旧
。
θ
ロ
①
∈
一
〇
〇
」
d
」
①
飼
鞠
①
祠
。
雇
①
ω
一
u
5
‘
」
〇
一
θ
‘
鳴
ロ
咽
5
0
0

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
頃
n
O
一
ρ
娼
↑

120



子レベルに達する投与後20～39日目での交配では妊娠率、着床数、生存

胎仔数および着床後の胚死数の影響は観察されなかった。

5．4．　交尾直後の半腹腔内へのDSDP投与による優性致死作用

　雄マウスに対し、DSDPの投与による優性致死試験において、着床

前の胚の損失は射出精液を介してDSDPが、母体に持ち込まれ、その

ための影響が生じたと仮定するならば、交尾直後の雌マウスにDSDP

を投与することによって、同じような結果が期待できる。そこで交尾直

後の雌マウスの腹腔内にDSDPを投与し優性致死試験を行った。

5．4．1．　材料と方法

　昼夜逆転した飼育照明条件下（18：00点灯，翌朝10：00消灯）で、1

3：00か日14：00までの1時間、無処置の雌雄個体を同居させ、膣栓が

確認された雌マウスにDSDPを1．5、3、5、12、25及び50mg／kgの

用量で腹腔内投与し、妊娠16日前後に子宮を摘出し、着床数、生存胎仔

数、着床後の胚丁数を調査し、優性致死率を求めた。

5．4．2．　結果

　Table　36に示したように、処置濃度の増加にともない、妊娠率、着床

数および生存胎仔数の顕著な減少が観察された。また、DSDP投与に

よる優性致死誘発作用は主に着床前の胚の損失によるものであった。
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　　5・5・　雄へのDSDPが1細胞期胚の染色体におよぼす影響

　DSDPを雄個体に投与した場合の優性致死誘発作用は染色体異常に

よるものであるのかどうか調査するため、1細胞期胚の染色体分析を

行った。

5．5．1．　材料と方法

　DSDPを300皿g／kg雄マウスに投与し、以下第1章（1．2．1．）と同

様の方法で1細胞期胚の染色体分析を行った。

5．5．2．　結果

　採卵時の1細胞期胚は穎粒層細胞で覆われ、また外見的に退化し始め

ているような形態を示す1細胞期胚であった。この1細胞期胚の染色体

標本はPhoto．13に示したように、精子由来の染色体のみでなく、卵子由

来の染色体および極体の核も染色性が悪く、退化傾向が示唆されるよう

な状態であった。従って、Table　37に要約したように、全採卵数のうち

染色体分析が可能な1細胞期胚の数は減少した。投与後0～19日間にお

いて1細胞期胚の染色体分析ができた胚においては顕著な染色体異常（

構造異常）は観察されなかった。また、不受精卵は投与後4～19日目に

おいて低頻度に観察された。

5．6．　DSDPの雄マウス投与による卵割への影響
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　雄マウスにDSDPを投与し、交配後の1細胞期胚の採卵時において

母体や胚に遺伝的障害とは異なったエストロゲン作用と思われる影響が

観察された。また、DSDP投与による優性致死試験において着床胚の

減少が顕著に観察された。そこで1細胞期胚が発生した場合、着床以前

の初期胚に卵割遅延などの影響があるのではないかと考えられるので、

初期発生への影響について検討した。

5．6．1．　材料と方法

　雄マウスにDSDPを300皿g／kg投与し、投与直後から投与後2日目

までの間、交配させ、排卵後72時間目の卵を回収し、胚の回収部位や卵

割状態について観察した。胚の採取方法および胚の標本作製は第2章

（2．1．1．）と同様に行った。

5．6．2．結果

　結果はTable　38に要約した。溶媒対照欝において、139個の胚全てが

子宮から回収され、ほとんどの胚が31細胞から40細胞の胚盤胞であった。

しかし、DSDP処置群では大部分の胚が卵管膨大部および卵管狭部か

ら回収され、ごく少数の胚が子宮から回収された。初期胚の発生状態は

21～30細胞の胚が増加し、溶媒対照群に比べ、低頻度であるが卵割遅延

が観察された。

5．7．　DSDP投与の精子形態《の影響
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　DSDPを雄マウスに投与し1細胞期胚の染色体分析を行った結果

（Table　37）、投与後0～3日目においての1細胞期胚は受精している

にもかかわらず三二層細胞で覆われていた。また投与後4～19日目にお

いて不受精卵が低頻度で観察された。。これらの現象は精子の機能異常

に起因している可能性が考えられるので、精子の形態異常について調査

を行った。

5．7．1．　材料と方法

　DSDPを300皿g／kg雄マウスに投与し、投与後1、4、9、17、25

日目に精子を精管より回収した。以下の操作は第4章（4．2．1．）と同様の

方法で標本作製し、1個体につき1000個の精子について観察を行った。

5．7．2．　結果

　Table　39に結果を示した。投与後9日目にのみやや高い頻度で精子の

形態異常が観察された。しかし、これは5個体のうち1個体だけが高い

値を示し、他の個体は溶媒対照群と同程度であった。

5．8．考察

　雄マウスの腹腔内にDSDPを投与した場合、射出精液中からDSD

Pが検出され、射出精液を介して雌マウスに化学物質が搬入される可能

性があることが今回の研究において初めて証明された。

　DSDPを雄マウスに投与し、無処置の雌マウスと交配させた場合、

雌マウスの排卵後20．5時闇目には卵巣のう、および子宮の膨満がみられ
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た。一方、無処置の雄と雌マウスとを交配させた雌マウスの排卵時の卵

巣および子宮の剖検所見はこれと同様であった。また交尾させた雌マウ

スの腹腔内にDSDPを投与し、排卵後20．5時間目の卵巣および子宮の

剖検所見もやはり同様であった。このことより、DSDPを雄マウスに

投与し交配させた雌マウスの排卵20．5時間目における母体の性周期は、

まだ発情後期（metestrus）に至らず、精液とともに体内に持ち込まれた

DSDPのため、発情期の状態が持続しているものと推察された。

　雄マウスにDSDPを投与した場合の優性致死現象は、着床後の胚死

がほとんど観察されないところがら着床以前の胚の損失であった。Ehli

ng（1979）は雄マウスにDSDPを投与した優性致死試験を行った場合、

主に着床後の胚死によるものであったことを報告している。今回の実験

結果とEhlin9による実験結果との相違は実験に用いたマウスの系統に

よってDSDPに対する感受性の違いではないかと思われる。この着床

以前の胚の損失は交尾直後の雌個体にDSDPを投与した場合において

も同様に観察された。また、雄個体にDSDPを300皿g／kg投与した場

合の優性致死誘発率は交尾直後の雌個体に3mg／kg投与した場合の優性

致死誘発率と同程度であった。従って、雄個体にDSDPを投与した場

合、射出精液を介してDSDPが雌個体に持ち込まれ、子宮における胚

の着床阻害が生じていることが推察された。

　DSDPを雄に投与した場合の1細胞歯胚は受精胚であるが穎粒層細

胞で覆われた胚が多数観察された。この面白層細胞の存在は盆画層細胞

を分散さすべき受精可能な精子がDSDPの影響により減少しているこ

とも推察された。また、1細胞期胚の染色体分析においては精子由来の

染色体のみならず卵子由来の染色体も退化しかけているような状態がみ

られたが、排卵後72時間目の胚はやや発生遅延が観察されながらも卵割
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を繰り返していたことから、1細胞期胚の退化現象は一過性の現象であ

ると推察された。また、一般に発情ホルモン（エストロゲン）を哺乳動

物に投与した場合、卵管子宮端にある括約筋様構造は収縮し、受精卵の

下降が阻まれることが知られており（BloomとFaωcett，1976）、またエス

トロゲンを交尾後の雌マウスに投与した場合、卵割遅延が観察されたと

いう報告がある（Oette1ら，1980）ことなどから、今回の実験で卵管膨

大部や卵管胸部からの胚の回収、また卵割遅延などの現象もエストロゲ

ン作用によるものであろうと思われる。

5．9．小身

　雄個体に化学物質を投与した場合、遺伝的障害以外でも、優性致死様

現象が発現されるかどうかを調査するため、雄マウスにDSDPを投与

し、雌マウスと交配させた場合、射出精液を介して雌個体にエストロゲ

ン物質が持ち込まれ、1細胞期胚の染色体異常以外の要因で優性致死現

象が発現される可能性の有無について検討した。

　その結果、1細胞期胚の採卵時に子宮の膨満や帯白色の子宮液の貯留

や受精卵であるにもかかわらず穎粒層細胞の存在が観察された。また、

1細胞期胚の染色体分析では、精子由来の染色体のみならず、卵子由来

の染色体や極体の核などの染色性が悪く、退化しかけているような胚が

多数観察された。なお、染色体分析が可能であった1細胞期胚において

は、染色体異常は観察されなかった。さらに雄個体にDSDPを処置し

ても、顕著な精子の形態異常は観察されなかった。

　なお、着床前の初期胚では、卵管から子宮への胚の下降阻害や卵割遅

延も観察された。
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　雄個体にDSDPを投与した：場合の優性致死試験においては、減数分

裂前の生殖細胞に対する影響は認められなかった。

　交尾直後の雌個体にDSDPを処置した場合、処置濃度の増加ととも

に優性致死誘発率が増加した。これは雄マウスにDSDPを投与した場

合と同じく主に未着床胚に起因するものであった。

　DSDPを投与した雄マウスの射出精液を卵巣摘出マウスの膣内に注

入したところ、発情期像が誘発されたマウスが認められ、かつ射出精液

中にエストロゲン様物質が検出された。

　以上の結果から、雄マウスにDSDPを投与した場合、射出精液を介

して雌個体にエストロゲン様物質が持ち込まれ、母体に作用し、その結

果、胚に二次的な発生障害を誘発する可能性が示唆された。
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第6章　総合考察

　生命は一般に雌・雄両配偶子の合体の産物で一1細胞期三一から始ま

る。従って、いずれかの両親の生殖細胞に誘発された遺伝的障害は1細

胞油垢において何らかの障害として観察されうる可能性が考えられる。

さいわいマウスの1細胞期胚の染色体は特異的で精子由来、卵子由来の

染色体が識別できる利点がある。

　今回の研究は各種の化学変異原物質を雄生殖細胞に処置した場合、F

1に観察される優性致死誘発作用あるいは転座ヘテロ個体の発現が1細

胞期胚で観察されうる染色体異常といかなる関連性があるかを検討し、

哺乳動物における簡便な変異原検出系の確立を主な目的として実験を

行ったものである。さらに1細胞期胚で観察される染色体異常の次世代

への質的および量的影響について分析した。

　本実験にはいるに先立って、マウス1細胞期胚の染色体標本作製法の

改良について研究し、改良された方法が信頼度、成功率、簡便性の点で

従来の方法よりも優れた染色体標本作製法であることを確認した。

　次に化学変異原物質を雄生殖細胞に対して処置し優性致死試験を行っ

た結果、Table　40およびFig．2に見られるように優性致死誘発率が精

原細胞では高く、精母細胞、精子細胞、精子の噸に減少するタイプ、精

子細胞や精子に対して優性致死誘発率が高く、精原細胞および精母細胞

に対して低いタイプ、精原細胞、精母細胞、精子細胞、精子の全ての生

殖細胞に同程度の優性致死誘発作用を示すタイプに分類され、化学変異

原物質の種類により優性致死誘発作用が異なることが分かった。

　また、精原細胞および精母細胞に対する優性致死試験における所見と
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してはおもに着床前の胚の損失であり、一方、精子細胞および精子場合

は着床前の胚の損失と着床後の胚死によるものであった。また顕著な優

性致死誘発作用を示す精子を化学変異原物質で処置した場合、この精子

によって妊娠出産されたF1において半不妊および不妊を示す個体が高

頻度に発現した。これらの半不妊および不妊雄個体は染色体分析の結果

から非相同染色体間の転座によることが明らかにされた。これら優性致

死および転座ヘテロ個体の誘発機構について検討した結果、以下のよう

な諸事実が明らかになった。

　不妊を対象とした優性致死試験においては減数分裂を境にして下記の

ように顕著な差が認められた。すなわち、精原細胞に対する処置では分

裂阻害による精子減少症および無精子症となり、また障害を受けた精母

細胞は発育しても精子の形態異常が増加すること、また、それら生殖細

胞における優性致死誘発率と不受精卵の誘発頻度が同様な傾向を示す事

から、精原細胞および精母細胞処置では主に不受精を誘発することが推

察された。一方、精子細胞および精子処置による半不妊および不妊現象

は染色体異常を有した胚の頻度と優性致死誘発率が一致することから、

その大部分が1細胞期胚で観察される精子由来の染色体異常に起因し、

染色体異常を有した胚は卵割遅延および卵割停止を引き起こし、着床前

後の障害が多く不妊現象を引き起こすものと推察された。

　このように化学変異原物質の雄生殖細胞に対する処置による優性致死

誘発作用はX線照射の場合と同じく1細胞期胚に観察された精子由来の

染色体異常によるもので、1細胞期胚の染色体分析から正確な遺伝的障

害の情報を得ることが可能であり、そのため動物を用いた大規模な優性

致死試験に代わりうる遺伝毒性の検出系になりうるものと考えられた。

　次に化学変異原物質による雄生殖細胞のDNAに及ぼす障害の一指標
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として不定期DNA合成（UDS）が知られている。今回の実験および

先人の報告（Sega，1974；Segaら，1976；Sotomayorら，1978；Sega

yら，1978）　に用いられた化学変異原物質のなかでMCを除いて・そ

の他のものは全てUDS現象が精母細胞から精子細胞にわたり観察され

ているが、精子ではUDSがみられず（Sega，1974；Sotomyorら，19

78；SegaとOwens，1978）、従って精子はUDSタイプの修復能を持たな

いものと考えられる。

　染色体異常に起因する優性致死の場合にUDS現象が機能することに

より優性致死誘発率を減少させていると考えられる場合もあるが、UD

Sが観察されない時期よりもUDSが観察される時期において優性致死

の頻度が高い場合もある。従って、精子形成過程における優性致死およ

び染色体異常を含む各種の遺伝的障害の減少とUDSの発現による効果

とは直接関係がなく、UDSと1細胞期胚で観察される染色体異常とは

別々の発現機構により、出現しているものと考えられる。

　化学変異原物質が精原細胞および精母細胞に作用した場合、その雄に

よって生まれたF1において発現される転座ヘテロ個体の出現頻度は精

子細胞および精子に対して処置した場合（LeonardとDeknudt，1968；

Soto皿ayorとCuming，1975）よりも低い。この事実は変異原物質による

精原細胞および精母細胞に対する処置による精子減少症や精子の形態異

常により受精できないため、F1個体が得られないと考えられる。一方、

精子細胞や精子に対して処置した場合、1細胞期胚で染色体異常がみら

れるようなDNA障害を有した雄配偶子でも受精に与かるので転座を有

したF1個体が出産されやすいのかもわからない。そこで各種の変異原

物質を精子細胞あるいは精子に処置し、1細胞期胚の染色体分析におい

て主に観察された染色体異常のタイプと、そのF1における転座ヘテロ
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個体の出現頻度との関係をTable　42に要約した。すなわち、染色分体型

異常を主に誘発する化学変異原物質は、転座ヘテロ個体の誘発頻度が低

い傾向にある。転座ヘテロ個体の誘発と関連すると考えられる染色体異

常のうち交換型異常はほとんど染色分体型で（Table　41）、転座ヘテロ

個体は染色分体型の相称性の交換型異常より派生したものと推察された。

この相称性の交換型異常を有した1細胞髄胚は卵割様式により50％の確

率で生存可能な染色体構成を有する2細胞期胚（正常な染色体構成を有

する細胞と相互転座染色体を構成する細胞）に卵割し、FIとして出産

した場合、モザイクになることが推察された。

　一方、主に染色体型異常を誘発する化学変異原物質は転座ヘテロ個体

を高頻度に誘発する。観察された染色分体型の非相称性あるいは相称性

の交換型異常は非常に低く（Table　41）、高頻度の転座ヘテロ個体の誘

発は染色分体型の相称性の交換型異常より派生していると考えるより、

むしろ染色体型の交換型異常が高頻度に観察されていることより1細胞

期胚において相互転座染色体がすでに効率良く形成されている可能性が

あるので、F1において転座ヘテロ個体が高頻度に出現してくるものと

考えられた。ところでゼPMSは染色体型異常を誘発するにもかかわら

ず転座ヘテロ個体の誘発頻度は低かったが（Table　42）、Generoso（19

79a）は¢PMSを精子細胞および精子に処置した場合、優性致死を高頻

度に誘発するが、転座ヘテロ個体の誘発頻度は低いことを指摘している。

今回の実験で¢PMS処置群でも優性致死が高頻度に誘発れれたが、ユ

細胞期胚の染色体異常は低頻度であった（Fig．3）。従って、でPMS

処置では染色体異常が誘発されにくく、1細胞期胚で生存可能な転座染

色体を形成する機会が他の化学変異原物質と比較し少ないと考えられた。

なお、このような転座染色体が精子形成過程または受精後の1細胞期胚
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のいかなる時期に形成されるかについて、明らかにすることは興味のあ

るところであるが、一般に精子細胞や精子の障害は受精後の学内におい

て修復されるので（Generosoら，1979b）、転座染色体は受精後の1細

胞期胚の卵内で形成されるのではないかと思われる。今回の実験におい

て1細胞期胚の精子由来の染色体分析で染色体型の異常が主に誘発され

る化学変異原物質はPCおよびMCのみであった。このことは細胞周期

のG1期の体細胞に化学変異原物質を処置した場合、誘発される染色体

異常は一般に知られているように（Benderら，1974）、おもに染色分体

型である。そこで、同系統のマウスを用い、骨髄細胞（24時間処置）と

精子をTMPで処置し、観察された染色体異常の種類と頻度（Table　4

3）について比較検討したが、骨髄細胞においては主に染色分体型の異

常が観察され、雄生殖細胞においては染色体型の異常が観察れた。また、

転座ヘテロ個体の誘発と関係すると考えられる交換型異常については、

骨髄細胞では全く観察されず、雄生殖細胞では染色体型の交換型異常が

高頻度に観察された。また、染色体異常の誘発頻度は骨髄細胞よりも雄

生殖細胞の方が、顕著に高かった。同様の現象はMMS投与の場合にお

いても報告されている（Tanaka，　Katohと1ωahara，1981）。これらの結

果から、次世代のF1個体における遺伝的障害を評価する場合、体細胞

の結果からでは推定できないことが明らかになり、環境変異原物質の遺

伝的障害を評価する場合は、やはり生殖細胞を用いた試験系が必要であ

ることが確認された。

　以上の結果から、一般に優性致死誘発作用を示す化学変異原物質を精

子細胞や精子に処置，した場合、X線と同様に染色体型異常が誘発されや

すく、その結果、F1において転座ヘテロ個体が高頻度に誘発されうる

ことが示唆された。従って、1細胞期胚の染色体分析で観察される染色
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体異常の種類によりF1における転座ヘテロ個体の誘発頻度を予測する

ことができる成績を得た。

　化学変異原物質を用いて遺伝・発生学的研究を行う場合、一般に化学

変異原物質は雄個体に投与される。雌個体に化学変異原物質を投与した

場合、胚以外の因子に影響を与え、二次的に胚の動態に作用を及ぼした

ものか、あるいは胚自体または胚のDNAに作用したものかの区別が困

難で、遺伝的障害の評価が不可能になる。この点について、これまで雄

個体に投与した化学物質が雌の体内に持ち込まれる可能性についての詳

細な研究報告はない。DSDPを雄個体に投与し交配した場合、採卵時

における母体および胚への影響、胚の発育遅延、卵管から子宮への下降

阻害、また胚の子宮における着床阻害、射出精液中のホルモン物質の検

出などの種々の実験結果が得られ、雄個体に投与したDSDPが射出精

液を介して雌個体に持ち込まれることが明確に示された。従って、雄個

体に化学物質を投与した場合の不妊現象は、必ずしも雄生殖細胞のDN

A障害によるものと限定できないことが示唆された。特にDSDPのよ

うなホルモン作用を有する化学物質を用いた優性致死試験の結果の評価

には、射出精液を介した化学物質の雌個体への持ち込みという現象をも

考慮する必要性が指摘された。
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第7章　結論

　今回の研究においては、まずマウス1細胞期胚の染色体標本作製法を

改良・開発し、この改良・開発した方法を利用することによって、1細

胞期胚の染色体分析が環境変異原物質により発現される優性致死誘発作

用や次世代の転座ヘテロ個体の誘発頻度を事前評価できる簡便な検出系

になりうるかどうかを検討することを目的として実施した。そのため化

学変異原物質を雄マウスに投与することにより、受精前の配偶子あるい

は受精後の1細胞期胚および障害持つ雄による次世代のF茸個体にわ

たっての障害について明らかにするため種々の実験を行った。その結果、

以下の結論が得られた。

1）　今回の研究において改良・開発されたマウス1細胞期胚の染色体

　標本作製法は、簡便であるとともに、信頼性の高い方法である。　　零

2）　1細胞期胚の染色体分析は、化学物質に暴露された配偶子の受精

　能に対する影響も判定できる。

3）　優性致死試験で胎仔の認められない場合の原因について、これが

　不受精によるのか、染色体異常によるのか、1細胞期胚の染色体分析

　により判定することが可能である。

4）　顕著なDNA障害を有した精子でも受精は可能であり、この場合、

　1細胞期胚において染色体異常が観察される

5）　体細胞の場合と異なり、雄生殖細胞を化学変異原物質で処置した

　場合は、1細胞期胚の染色体分析で、おもに染色体型の異常が発見さ

　れやすい。

6）　染色体異常を有した大部分の1細胞期胚は、初期胚および胎仔に
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　おいて発生遅延や発生停止を引き起こし、致死経過をとる。

7）　化学変異原物質で雄生殖細胞を処置した後、1細胞期胚の染色体

　分析で主に染色体型の異常を発現させる化学変異原物質は、次世代の

　F1において転座ヘテロ個体を高頻度に誘発する。

　従って、1細胞期胚の染色体分析は優性致死誘発作用および次世代の

転座ヘテロ個体の発現頻度を事前評価でき、環境変異原を対象とした

簡便な遺伝毒性の検出系として充分利用できると考えられる。

144



謝 辞

　本研究は麻布大学教授大地隆温博士の御鞭燵と御懇篤なる御指導並び

に御校閲の賜物であり、ここに深甚なる謝意を表します。

　本研究の遂行は食品薬品安全センター理事長橋本虎六博士並びに研究

所長江頭靖之博士の御鞭燵と、研究顧問岩原繁雄博士の御懇篤なる御指

導の賜物である。また大学への論文提出に際し、御校閲と御懇篤な御指

導を賜りました国立遺伝学研究所村上昭雄博士に衷心から御礼を申し上

げます。また論文の御校閲と貴重な御助言を頂きました麻布大学教授中

村経紀博士、同教授石橋正彦博士ならびに同教授赤堀文昭博士に対し衷

心より感謝致します。また、本研究の御指導ならびに御支援を賜った食

品薬品安全センター遺伝・生殖学研究部長水谷正寛博士ならびに同細胞

毒性学研究室長田中憲穂博士に対して心より謝意を表します。　　　　璽

　最後に論文の作成に対して御助言を頂いた食品薬品安全センター遺伝

学研究室研究員原巧博士に謝意を表します。また多大の御協力を頂いた

同研究室研究生山上康氏ならびに同研究室員松田良枝女史に謝意を表し

ます。

　本研究の遂行には厚生科学研究費補助研究事業に負うところが大きく

付記して謝意を表します。

145



                    gl m ::c mut

Adler
s.i:ip.D.'y (,lp9.7.6.).tA.b,eyrtr.a,tisfn .tin.d.u,ctMi.otn.tbi..MiRt.O.M. ,YC3isn, C2i7n-2esa6EIY

Adler, r.･-D. (1980) New approaches to mutagenic±ty studies in
    animals for carcinogenic and mutagenic agents. r. Modification
    of the heritable translocation test, Teratogenests, Carcino-
    genests, and Mutagenesis, 1, 75.86.

Auerbach, C. (1947) The induction by mustard gas of chromosome
                                                           Soc.    instabiltties ±n Drosoph"a melanogaster,Proc. Ray.
    Edinburgh, B, 62, 307-320.

Bateman, A.J. (1966) Testing chemicals for mutagenicity in a
    marnmal, Nature, 210, 205･-206.

Bellve, A.R., E. Anderson and L. Hanley-Bowdo±n (1975) Synthesis
    and amino acid composition of basic prote±ns rnarnmalian sperm
    nuclei, Develop. Biol., 47, 349-365.

Bender, MA., H.G. Griggs and J.S. Bedford (1974) Mechanisms of

    chromosomal aberration production. :TI. Chemicals and ioniz±ng
    radiation, Mutation Res., 23, 197-2i2.

                                                  --Bioo .m･ ,.W
i,,a.n.d,D6¥' ,F,2",:e,t",,Ei9,7.g) Ze.Illil,ig.geggO.g".C.',1"S,g･XS.t,e.ebhl･:'l,

    London, Tronto, pp. 858-904.
                                      '
Brewen, J.G., H.S. Payne, K.P. Jones and R.J. Preston (1975)
    Studies on chemically induced dominant lethality. I. The
    ftY.tiO.g,ein.e'.i.Ci.ba,S.i.S.O.f.Illl,S;iM".d,".C,e.･d..dORrn.'.".?"'3iet2h3agi}isYo.i" 'OSt"

Brittinger,D. (1966) Die mutagene Wirkung von Eondoxan bei der
    Maus, Hum. Genet., 3, 156-165.

B'"C
k.Wgllypi.fF".r.'reJ..ansdpeAr'rnJ'afWtYe'rObaeckut(ei9t7e4s)tzA･cbuniOarrMaxi}itrireaSd;antion,

    Mutaion Res, 23, 381-386.

Bilrki K. and W. Sheridan (1978) Expression of TEM･-induced damage to
    P..Og;:.ei,.O.t.i.e,::a;:e O,f,,S.P,e.',I:.2t.O,ge,".e.S.i.S,,O,f.,t,h.e.,1?O",S.e,.d,U,'.i."g,.e.ai,iY

    52, 107-115.

 Cacheiro, N.L.A., L.B. Russell and M.S. Swartout (l974) Transloca-
    tions, the predominant cause of total sterility in sons of mice
                                         73-91.     treated with mutagens, Genetics, 76,

 Carter, T.C., M.F. Lyon and R.J.S. Phillips (1956) Gene-tagged

146



    chromosome translocations in eleven stocks of mtce, J. Genete,

    53, l54-166.

Chevallier, Ph. and M. Philippe (l976) Activit6 DNA-.polym6rase
    nuclEaire dans les sperTnatozoides de souris et evolution de
    cette activit'e au eours de la spermatogenbse, Exp. Cell                                                           Res.,

  . 99, 237･-244.

        J.K. (1984) A photographic representation of the variabtli･-Cowell    ftlliont ytphe? GA'bgauntddeed tSot rtUhCet UsrdeenOii ftihcea tCihornO MoOfS OtMheeS ;nnd itvhied uMaOlUSe

    chromosomes, Chromosorna, Berl., 89, 294.-320.

Clermont, Y. (1963) The cycle of the 6eminiferous epl.t,helium in man,
                                                - -,    Am. J. Anat., 112, 35･-51.

Dona
:¥3i,iR.･ P.･ i(.1 9.7.2.a,). C.y.tbo.gye.n,e,t ipc..a.n.alNy.Sti.S AO.f.dt.hes,f;. EStsXleg}leg;4.77.

              i972b) Fertil±zation of the mouse oocyte: SequenceDOnahaUnX'tiRm'P{ng( of nuclear progress±on to the two'cen stage, J'

    Exp. Zool., 180, 305･-318.

           ., R.B. Cumming and H.V. Malling (1968) Induction oi
Ehiidnogm'

z･

kHnt iethai mutations by aikyiat±ng agents in maie mice,

    Mutation Res., 5, 417･-428.

Ehii
2gin. XsH.･, (,i.9,7,i.), C.o.m,p.a,rl.s.o,n ,o.f .r.a,d.i a.t..i.o.n," .a.n,d.,c,h.e.mkc.a,llyll?dgc,e.d

    44.

Ehiii"gg
iFm:i"tko'.ge.giile.Dr.Oe,hsegr,.;X,s;";gd,Hm,l,"c';:ilt,ao,i.l.:."e.g.±id'.u9.cltii.'o"n.i.ogied.'o.em,"t.tn.ia,ltle

    methanesulfonate,Mu17ationRes.,15,175-184. '

Ehli,n.g,,hU.･H
l.(dl.9.,7i4.).Di.ffffii,e.n,t;.a.1, sbpyer.m.a,tio.g.e.npilC.,r,eiS.PODn.S.eg.O,f lll:e.,i..

                                                  '    Res., 26, 285-295. .
EhUng, U.H. (1977) Dominant lethal mutations in male mice, Arch.

    Toxicol., 38, 1-ll.

 Ehli:ligEeVBHy. f(ols9f7e9s)trlonld,ueiricohn. oTfoxdiocmoiln.a,nt4ietlh7all"lm7u7t.ations ±n male

iZraM-, ee1<gia, g4$･vaes (1964) HmaMtit:jkt･3I'6 l5 7 FptptagrntoEJI]l!li

    c:-pvts'z. Xgscpt?v. 10, 77-eo.

         , D.S., B.M. Slizynski and C. Auerbach (1952) Genetical
 Falconer                                                             , 51,     effects of nitrogen mustard in the house mouse, J. Genet.

     81･-89.

147



Fa

F。．d，　C．E．，　A．G．　Sea・1・，　E．P．　E・・・…dB・J・W…（1969）Diffe「一

　　　　ential　transmi8sion　of　translocations　iτ1duced　＝Ln　spe「mato－
　　　　9。。i。。f　mice　by　i…di・・i。・，　Cy・・9・・e・i…8・447’470・

　　　　　　　　，W．M．，　S．W．　H・ff・・d　K・T・C・i・（1979・）R・1・tiveτates　atGeneroso
　　　　whi。h　d。min。。t－1。th。1　m・t・ti・n・and　herit・b1・t・an・1。cations

　　　　。．e　i。d。。ed　by・1ky1・ti・g・h・mica1・i・p・・tm・i。ti・male　gem

　　　　cells　of　m：Lce，　Genetics，　93，　163－171。

G。。e．。。。，　W．X．，K．T．　C・i・，M．K・i・hi・・a・dS・W・H血ff’ ﾄ1979b）
　　　　Gen。ti。1esi。。、　ind。。ed　by・h・mic・1・in・p・畑・t。・…nd　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　spe「ma一

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．Sciり　　　　tid。。f　mi。e　a．e・ep・i・ed　i・the　eg9，　P・・c・N・t・Acad

　　　　USA，　76，435－437．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　。

G… T，ご・慧三i意Blll18タ麟S、量Ol齢．ε轟濫e留盤蝕eu

　　　　Mutatioτ1．Res．，　76，　191－215．

G・・e_・宅IYご詠出織3・註溜識麗●．糠el～’dl註・淫・躍w’g

・… ﾗ面・、翻1，ラ．撚瀦膿凹目。霊！1「盤・藍呈dw・・h

　　　　t．i。thy1。・em・1・血・e，　M・t・ti。・R・…42・117’124・

・・g・ｯ乙。全瀦i乱昂孟。甚．認9瓢a霊離器譲・．，

　　　　＝LO7，　177－185●

上。勇次郎，舟木賢治，美甘和哉（1978）押歯類卵子および未着床面の染色体標
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　41－48．　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　18，　　　　本作製法、先天異常、

菊池

　　　　演要旨集、27．・　　　　　　．

北爪雅之，岡本正則，中井文武（1983）精子形態異常による変異原性の検出、トキ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　214－223．　　　　シコロジーフォーラム、6．

K・m・ｮ！。櫨ぎまz£書二．二丁瓢。鑑。翻豊・雲｝yS潔「a

　　　　　riction，　Mutation　Res．，　93，　439－446．

K．a，。。hvi1。va，　J．（1973）F…ili・a・i。・・bili・y。f　m・1・mice　afte「

148



    treatment with tumor inh±bitors, Mutation Res., 2i, 191.

Lang, R. and I.-D. Adler (1977) Heritable translocation test and
    dominant-lethal assay in male mice with methyl methane･-
    sulfonate, Mutation Res., 48, 75･-88.

L6onard, A. and Gh. Dekundt (1968) The sensitivity of various gerrn
    cell stages of the male mouse to radiation induced transloca.
    tions, Can. J. Gente. Cytol., 10, 495･-507.

L6onard, A. and I.-D. Adler (1984) Test for haritable transloca-
    tions in male mammals, in: B.J. Kilbey, M. Legator, W. Nichols

    and C. Ramel (eds.), Handbook of mutagen±city test procedures
    2nd ed., Elsevter Science Publ'ishers, Amsterqa.m,. pp. 293-299.

Lorke, D. and L. Machemer (Z975) Testing mutagenic propert±es
    with the dom±nant lethal test on the male mtce, Environ. Qual.
    Safety, 4, 239･-246.

Luthardt, F.W. (1976) Cytogenetic analysis of ooeytes and early
    preimplantation embryos from XO ulee, Develop. Biol., 54, 73･-

    81.

Lyon, M.F. and R. Mered±th (1966) Autosomal translocattons caus±ng
                                               mouse, Cytogenetics,    male sterility and viable aneuploidy tn the
    5, 335-3S4.

Lyon, M.F. and B.D. Smith (1971) Species comparisons concerning
    radiation-induced dominant lethals and chromosome aberrations,
    Mutation Res., 11, 45-58.

Manyak, A. and E. Schleiermacher (1973) Action of mitomycin C on
    mouse spermatogonia, Mutation Res., 19, 99･-108.

Matter, B.E. and Z. Jaeger (1975) Premature chromosome
    condensation, structural chromosome aberrations, and micronuclei
    in early mouse embryos after treatment of paternal postmeiotic
    germ cells with trietbylenemelamine possible mechanisms for
    chemicaliy indueed dominant)aethal mutations, Mutation Res., 33,

    251-260.

Maudlin, :. and L.R. Fraser (1977) The effect of PMSG dose on the
                                                       fertSlized    incidence of chromosomal anomalies in mouse embryos
    in vitro, J. Reprod. Fert., 50, 275-280.
    pt -
Oakberg, E.F. (1956a) A description of sperm±ogenesis in the mouse
    and its use in analysis of the eycle of the seminiferous epi･-
    thelium and gerTn eell renewal, Am. J. Anat., 99, 391-414.

Oakberg, E.F. (1956b) Duration of spermatogenesis in the mouse and
    timing of stages of the cycle of the seminiferous epithelium, Am.
    J. Anat., 99, 507･-516.

149



Oakb.ep'.g.'..Et'.F,'yta.",d .Dfi
ll'il."".Oou(sie9,6Oi)ntX."Iia.YRgdei"aSti.tiB"itotiY,OiPlgi6M･-aioYg.

Oe't
2}l.."ig ".l K,",r,IEC.h.k,2s,Jl.S.t,',e,C,k,e, a,".d,,lgi,K,O.C,h.9.9,8,O,),.E,Mbi.Y.O,EOXiC

    Toxicol. Suppl., 4, 248-251.

Y<tokin (1962) pava;i"7ii E ;/(Dtstzt!¥esmuXilliEk. NticesXgmatlllasX$, dl reSl

   $asgftwu. pp.1-9.

esNmsff (1984) ItlLiBZ･-*fineaFge:-pUN'(. F I- S7= u i>; ･-7 Jt･ ･- i5 A. 7, 599-

   606.

Pa'k,i.".'.RfiitH.'.B.'.W.a.Y."
pf.O.r.tdh

,2nndthPe'NhoMuasgee3o(mii9n7a3n)t-Ti.he9thaaCitm"uit'a;iOonf

    assay. I. Activity of N-n±troso･-i!!･-rnethylurea, !!･-methyl･-lj-
    nitroso-N-nttroguanidi-ne and N-nitrosomorpholine, Mutat;on

            -･    Res., 21, 155-'161.

ROhr
:.;ui,"a,'b}2,' giis9g7gOs'. i[n2 s.p.ae,Cr,tmi,a",iigY;.nO.els ia.,i.k?Yn.id,a.t:'o."g,ge,gZgi2tkSii.ni.Lii, e2S:i'el"e

    Man, Springer･-Verlag, Berl., pp. 294･-316.

 RUghl' tll'ir'ep(rio9d6u8c)tl' oenP'aOndd"C5eiv"eeioSpYiigenl?f BOufrgarde"sis' pMuiisCiei'shii "n:g Tchoemp"anO;?e'

    Minneapolis, pp. 7･-41.

 Russell, W.L. (19Sl) X-ray induced mutation in mice, Cold Spring
                                 327-336.    Harb. Symp. Quant. Biol., 16,

R"SS
iglkl6.?,'fE,t9g6?.k'2rfEg.8.n"i.SJ9.%.e,S,e,g.;.:e,:.g.8FX.gr;oiglr:g,gM;,el:ee,ga,"･P.r'S'

 Sasaki, M. and S. Makino (1965) The meiotic chromosorne of man,

     Chromosoma, Berl., 16, 637-651.

 SChi21g:M.aC.?fi'.d',E'..(i.9.7.0&.IllS.'.Oi.O,g.ilC.a.it.a,n.d..ZYit.O,gei".e:'ffviong"eeiStaiida'G.

     Rohrborn (eds.), Chemical Mutagenesis in Mammals and                                                       Man,
     Springer-Verlag, Berl., pp. 294-316.

 Seabright, M. (1971) A rapid banding technique for human chromo-
     somes, Laneet, 2,EtL, 971-972.

                                                         '
Sear
es,LRgiGi' k(uis9:f,ts.lh.Lli,j.Pt:.?,fiw,Cy.iN.OxCc,Uh.Sglls8S{n.dgn2･:.hR, 2m,ei:e,iai;lg,i.2:g2･-

     Publishers, Amsterdam, pp. 373-392.

150



Sega, G.A. (1974) Unscheduled DNA synthests in the germ cells of

    male mice exposed in v±vo to the chenical mutagen ethyl methane-
    sulfonate, Proc. Nlfitl". Acad. Sci., USA., 71, 49S5-4959.

Sega, G.A., J.G. Owens and R.B. Cumming (1976) Studies on DNA
                                                       vivo    repair in early spermatid stages of male rnice after Lt
    treatrnent wlth methyl･-, ethyl･-, propyl- and isopropyl rnethane-
    sulfonate, Mutation Res., 36, 193-212.

Sega, G.A., R.E. Sotomayor and J.G. Owens (1978) A study of

    unscheduled DNA synthesis induced by X･-rays ±n the gerrn cells
    of male mice, Mutatton Res., 49, 239-257.

Sega, G.A. (1979) Unscheduled DNA synthests (DNA Tepa±r) in the
    germ cells of male mice･-its role in the study of mammalian
    rnutagenesis, Genetics, 92, s49-s58.

Sega, G.A. and J.G. uwens (1978) Ethylation of DNA and protamine by
                                                          the                                                       and                                                  m±ce                                             male    ethyl methanesulfonate in the germ cells of

    relevancy of these molecular targets to the ±nduction of
    dominant lethals, Mutation Res., 52, 87･-106.

Sega, G.A. and J.G. Owens (1983) Methylation of DNA and protam±ne
                                                 male                                                      mice,    by methyl methanesulfonate in the germ cells of
    Mutation Res., 111, 227･-244.

Setchell, B.P. (1967) The blood･-testicular fluid barrier in sheep,
    J. Physioi., London, 189, 63-65.

Setchell, B.P., J.K. Voglmayr and G.M.H. Waites (1969) A blood-
    testis barrier restricting passage from blood lymph into rete
    testis fluid but not into lymph, J. Physioi., London, 200, 73-

    85.

ueZ}ibl, SMtams, "ursgk, ssM$ (lg76) D. estsstliE. ngl?u5CriliEftg"nNIIi

    osgevgElstgsvakE, fi.p.ixbutzgo2asA#tltoifxsizkas?mi¥{fie-
    N･9-6MZ. pp.os--1os.

Sotomayor, R.E. and R.B. Cumrning (1975) :nduction of translocatlons
    by cyclophosphamide in different germ cell stages of male mice:
                                                         Res.,    Cytoiogical characterization and transnission, Mutation
    27, 375-388.

Sotomyor, R.E., G.A. Sega and R.B.Cumming (1978) Unscheduled DNA
    synthesis in spermatogenic cells of mice treated Lt vivo with
                                                 and mitomen,    the indireet alkyiating agents cyclophosphamide
    Mutation Res., 50, 229-240.

Takagi, N. and M. Sasaki (1976) Digynic triploidy after superovula-
    tion in rnLce, Nature, 264, 278･-281.

Tanaka, N. and M. Katoh (1979) Unscheduled DNA synthesis in the

151



    germ cells of male miee Lt vivo, Jpn. J. Genet., 54,405-414.

Tanaka, N. (1981) Studies on ehemical tnduction of chromosomal
                                                          female    aberrations in postcopulation germ cells and zygotes of
    rnice. I. comparative studies on the frequeney of first-cleavage
    chromosomal aberrattons and dominant･-lethal mutations, Jpn. J.

    Genet., 56, 117-!29.

Tanaka, N., M. Katoh and S. Iwahara (1981) Formation of chromosome･-
    type aberrations at the first cleavage after MMS treatment in
                                                        145-IS2.    Iate spermatids of miee, Cytogenet. Cell Genet., 31,

Tanaka, N., M. Katoh, S. Iwahara, K. Hashimoto and I. Wakisaka

    (1983) Studies on chemical induct±on of chromoQomal aberrattons
    in postcopulation germ cells and zygotes of female m±ce. II.
    !nduction of heritable translocations, Jpn. J. Genet., 58, 353･-

    359.

Tarkowski, A.K. (1966) An air-drying method for chromosome prepara-
    tions frorn mouse eggs, Cytogenettcs, 5, 394-400.

Tezuka, H., Y.F. Sasaki, M. :noue, A. Uchida, M. Moriya and Y.
                                                             with                                                        mice    Shirasu (1985) Heritable translocation study in male
    trimethylphosphate, Mutation Res., 157, 205･-213.

WYrO.b,e.k.' ..".'J
il,a,".d, W.. '.R'.,B.r.",Ce,.(.i.9.75k.,Ch. e,M.i.Cda.i ,i.n,d.",Ct,i,O,". ,Of7,S,Pe4r4M,s.-

    4429.

152


