
矯一
慨「岡冨幽一一一甑一「肺｛湯 岬

一… 雛一
国

r

蘭

梵

隅隅

顧

，

ゆ

四一
　　羅

賦 雛憲韓
　　隔

冨

酬
劉

爵
話の

■
」

　　ば

購
賦　　篇
ノε

鍵雛．
　　　　　　　　頴

’

補
ザ

藤」議謙

園
圃

冨
角 ㍑

淘

量
鳳

爵，

勃

一
軸

亀 ’

一
、 婆

鍵

瓢

螺

綴》

＿霧霧
　　　　冴蹴蟹■医　 や

難

砂

“

一腰一
一 鳶

鰯

醗
榔＿4　　　■

、時 、
∫＿ぜi銭，

属
‘

鱒

へ
⊂ は

P

”

‘

曙

　　

@
馴
園
圃
園

圃
灘

灘繊

蜷
膜
ｮ
麟

纏
国
国灘

鰍
鑛
一
国
懸
鳴

鐙
鑑
鑑
。
国
難

難
難
　

鑑
羅
逡

叢
国
国

腫

嶺

の

脚

w

簿

♂

L

欧

F　j曜
Pコ毫

●

r駄画一園圃尋一一“一　　　　b　　 、　　　 7　一　一　ぜ

＝　’

西

　昌　　　　、

r‘沖

、　」　、　　“幽μ

馬

、　　　　　 A　　＾

ジ驚
内

、　w

曜占 @二
岬邑鳥 rr　P

需

ゐ詮　螂φ匹
械咽唱）国画眞

，

罷　
、

ゆ
　
　
　
一

　一

図
　
爾

聯
・

｛蹴響園
圃
F

一
帰

」
　
「

片

ヤ　
“

㌔　」

㌔∴

　　　　　　　瑚　　”　・酬　一あい　　　　　　呼　　　ノ　　　　　 、　　　ノ　　“

　　　　㍉　甘輪　　闇辱　｝｝←’甲　》．、
　　　　　、　一一一μ・噛～一’　　　　　　’　　ρ　　♂　A触L　　＿　ピ
．紘呂」鶴4護’こドー∴．。．
幽・　一　　Fhいギ蝿’♪v－　F　　旨
帰！め　　　一　一　一一し　　凹　仏硝＿　　　　卜・　　・　κ“鮎韓一Pし
　　訂」｝’榊よ｛・㌧・｝戸　いト由卸ドΨ

．＝軋　ρ一

　凸　　　　　＾　　 1　　　　　　　一　　 “

．。ノ．P　㌔　．∴　　　　　←　　　　　　　　　　図　　　r　　　　　　　　　h
．　　　　　T　　’r‘ど　　　渉　、　‘　ダー

　　　　・、　　　　臼’←｛も　．
　　　　　　r　　　　鳳　 ‘　　　　一　「9　，

　　　　A　　　　h　’　　　　、♂レ　㌦
　　＿竃　　　　　　、　　　　　艦　 い　　か

　　　一　　け　　　，・ら7　　準　　　　　｝　＿・L㌦鳶賀～申僚楓
　　砿み点ザ∴，偽謬∫　　　　　ハ、r’向←・≧η蝋M肌讃’唖伊。曜
　　　　　げ嚇、声　　　　唱己←｝噴糟

」ρ’“

画凹
凹

写　‘　　｛みρ　鈴
　民’”」躍納．イ炉一”r
　　　　　　　　ろ　一

　．；霧護
鵯　“

　　　へ∫
　　　、平缶
　蹄皿「午、
一　 ～

A

”

・蝉一“》　　鳳　論
確｛♂占輸婿廟一一　細

　　　　ドf齢
　　　　咽画一f

　欄＿講
縦一触鯛

　　四馬L邑、’晒㍗

’　　　A

帆　　　　』　　b

ゾ

犀　　即＿尋L凝ρヴも

一　　　　　’　　Aザ

㌔》一㌃

　　　　　昂縛rr唄画
　　　　　－7　　 ，～噛

　ゆ　　　　一w脚’ぽ

一閲灘鮪灘
　　　　　　説ε匹　国国

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　隼　ドレ
　　　　　　　弔P　　　　　　　　　　　　　　　　叫　　　　　　　　　　rρ丁　　　　　　　戦　　　　哩一　“料
　　　　マ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　’　　　　　　　　　　　　　　　　一　　　 ’　　　　　　 ”　、
　　　　　　　　、　L　　’∵肩ヒ　＿　　，一，。　　”
∵　．∴、㍗∵r　篇7㌻∵吟・ぺ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“　　　　　　　　　　ハ℃ψ〆’一b　ρ　‘卯P　　　　　　　　　　　　射　膚　　　　　　　卜　　　　　鰯廻一　　　rT、鴫　rγ㌧　　　塗
　　　　看　　　 ’　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　F　　 ，　　　　　　　　繧

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆ら　　　血　　　　　㌧　ドrレρ　、
　　　　　　　　　｛　　　　　㌦　、、　．｝．ズ川一山　7
　　　　・．　，、∴∵・二∵く∵∴∴　　　　　馬ノ1　　　、［　　　　、、　　　Pr　P　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　ら　　F　凡　ρ　　　　畠ず

講二輪1搾鰯鯨∵き’．心’碍烹．　　　　　・＿・’・一一一　　嚇ノ淘炉鴨　　　・　。一　・・　一h・寵　り　・・冨
　　　　｝．甲咽ノ19・一．踊伽届・へ」・，．》　　・“弓棚詞　一戸η　勘、　・剛イ・’“μ坤鴇
　　　　　　　…’　の幽　脚’♪靱・w　　　　・　儲昌、畦　鱒　　’　　ハ“’　　　　　　叫一二亀・一．一・ウ　τ　　　…一　声　　・で　・刷い訂　　　　　　　　　舳“鯉・・小国’　．・，ト岬・一一　一’u匹h刷馬酬　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　‘　｝　　　　　嚇　レ，　“一坐叩。｛囚＿｝→一方噌心，　　｛’砺　　　　噌四ヒq’ゆ‘b

　　》“　“凧岡。喝
知叫ム

渦、
楓胡rL ｝

舞
’

f

　　　　　　　　　　　　　　　　　　か」　　　・、　　　　　　ド酬4　　　　　　　　．‘陥“
　　　ρド　甲　　　　’¶　　　　　　　覧｛ノ園田冨

蕪騒叢叢＿．　　’「脚N　一　’市　・・いhゆ帝＾酬ρ蝿一伸い　　　一へ”決　⊃　・h．帖り中トい』Lセ℃つトノ敏一冒　」ヒ昌3
　　　u　・酌・h　幽　 r一｛メい・一r「ポq・叫

蕊職駆聯繋撚慧驚，・

」

　碑一国㌔晒Y可’
齢　　　　　　 試

剰．

謂
廟

邦『欝
r

“　　　龍

∫　　一

σ　 【

山　 評　　　　　　　　　　　 L

A　A　　　　 沸ノ　ヤ　　A

呼

一躍
廟
篤瞬
吟“

肱
酒

瀞
r弓例
一
国4啄

哩

　卜嶺

一　　　48　　 一　㌦ラ　、

4
∵
ヤい

｝

、”

“筏
’　賦’

湖

んA』
“　 畷

・
護国噸、

|

凶嘱
も　’

」陰『い心粘

M　
　
　
”

総
艇｝

貯

鞍
　也　　》㌔ゼ仙
　　　　’4岬　8

　　A
鱗ご

r　噌

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　“．o泌ギ∴吻　一　津　τ　　　　　　‘　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 μ 」

　　　　■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　、隷一　　F」f　　　向　「　　　’　　　　　　　　　　　掴

・∫∴∵∵溜．∫1こ∵こ’』一凸
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　へ
∴叩伸　’∵ン∴二’｝ζ』　　 ，’

鼈黶 @　．t　　　…胃㍉∴凱∴：∴，〆　　　’　　　焦．－♪　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　！　　甲’　τ　　　　　ト　　　　　　’

・　　　　　　　　　　　い　占毛　　トリ　　「　一噛㌦＿　　　　　　　　　名　藷　ロー　鯉　 ・→塒　　一
’L j気　．、∵5∵転∴ひ．ボ∴」　　　　　　∵　　　り＾卿　”　纏州一㌧膳・蜘　“｛塀曙　　　　　．　　　　　　　’一㌧　　q　　＾ト　　＾ρ　4　φ“　　ρ　　　　　　　r　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　脅　　　　　　∵」∵思謎∴賑・。．－　㍉　㌦。　．浮、L
　　　　　　量M“・一瓢．㌍㍗．霊山　　、　1　　／P　・　　．　　　ぱ。　・一　　　　・　・、噌凹凹＾LL叫効か“ρ

　　　　　　　w“…八∵儲潔轡　　　　　　∴・・　一　　　　　　一ゆκ　勾「’〆」・　　枳唖　一　　｝　・　　　　　　．　．，
　　　　　　、・　．・’ハー　　る一．
　　　　　　一’　　　曽　ぴ・’　．”ρ　電一【　・Y
　　　　　　　　　　　　　甲♂4評　　　　亨－・”　　　　　　　　　　　　　、レ咳　，砂　　　　v》・　・
　　　　　　　　　　　　　　・い＾一’　　　　〃高㌔め
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　P　、　　　 3

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騨　　　　 認　 しr　『
　r　一　　偽

　げ　」

　嫡畔
鳳、　4璽　F

、．“ Y　霊’∵田’
剣　曜甲山．　呼

　　「　『み
「　 へ

し

’

　　　　　　　も　与4　　一 ’フ

μ・’へ　 ㌔・　厭一㌧．当．’｛噂頑佃悌イ・P略

レ

卜　、

㌔



博　士　論　文

Ethylenethiourea（ETU）のラット胎子への

　　奇形誘発に関する作用機序の解析

岩　瀬　隆　之
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緒日

緒日

Ethylenethiourea (ETU)は 2 かつてそのもの自体が果実や

野菜等に適用された殺菌剤であり (Vettorazzi，G.， et al.， 

1995)，また，現在使用されている ethylenebisthiocarbamate

系殺 菌剤 の環境中分解物およ び 動 植 物 内 で の 代 謝 産 物 で あ

る (Czeglるdi-Janko，1967; Jordan， et α1.， 1979; Brocker， et al.， 

1980; Autio， et al.， 1983)0 ETUをラット胎子の器官形成期

にある妊娠ラットに連続投与す ると 3 胎子に外脳症 2 脳癒 3

髄膜癌 2 水頭症 3 小下顎症 3 四肢の低形成，欠指症 2 短尾 3

曲患などの異常が低用量で認められると報告されている

( Khera， 1973; Petrova-Vergieva et α1.， 1973; Larsson et al.， 

1976 )。一方， ethylenebisthiocarbamate系殺菌剤であるがneb，

manebおよび macozebを高用量で妊娠ラットに経口投与した

時にも， ETUを低用量投与し た 時 胎 子 に 観 察 さ れ る の と 同

じ様な奇形が誘発されることが知られており 3 その作用本

体は ETUで あ る と 推 察 さ れ てきている (Kheraラ 1987)0 ETU 

を数種の実験動物の器官形成期に母体に経口投与した研究

によれば 2 ハ ム ス タ ー で は 催奇形性を示すが 3 その感受性

はラットより 低 く (Teramotoet al. 1978)， マウス E ウサギ 2

モルモツトおよびネコでは奇形は観察されていない (Khera，

1 



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言
1973，1978；Teram・t・ε‘α1．1978；Chcrn・ffαα1・，1979）・こ

れらの報告から，ETUの奇形誘発能に対する感受性はラヅ

ト胎子が最も高いと判断されている。

　ETU誘発奇形の作用本体に関して，ETUは’ηv加。および∫η

v∫∫roでラット肝ミクロソーム薬物代謝酵素（主にP－450）に

より代謝されることが報告されている（Iverson，8∫α1．，

1980．）が，代謝阻害剤（P－450阻害物質）のSKF－525Aを前処

置したラヅトにETUを投与すると，その催奇形性が増強さ

れると報告されている（Khera．＆lvcrson，1981）。しかし・ラ

ヅトにおける’ηv∫voでのETUの羊水内投与では奇形が誘発

されないことから，ETUの催奇形性はETUそれ自体にある

のではなく，ETUの代謝物もしくは母体機能の変化を介し

た作用による可能性を示唆した報告もある（Teramoto，ε∫α1．，

1980）。これらの相反する報告から，ETUの催奇形性がETU

自体によるのか，あるいはその代謝物によるのかは未だ明

確になってはいない。

　ETUの妊娠動物における体内動態についての研究は，ユ4C

でラベルしたETUをラヅトに経口投与し，母体血中，組織

中，尿中および胎子中での測定結果が報告されている

（Ruddick　et　al．，1975；Kato　et　al．，1976；Ruddick　et　a1．，1977）。

2



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　緒　言
しかし，ラジオアイソトープを用いた実験では，ETUの未

代謝体や代謝物の14Cの総量を検出してしまうので・ETU未

代謝体の濃度は不明確となってしまうと考えられる。また・

経口投与した場合の羊水中の濃度を詳細に測定した報告は

未だなく，羊水を介する厚子への暴露についてはほとんど

検討されていない。Nanbo（1988）は，妊娠ラットにp－

phenylbenzoic　acidを妊娠ラットに点滴静注した研究におい

て，薬物の胎子への移行経路もしくは暴露経路として，羊

水は薬物動態学上重要な役割を演じていることを報告して

いる。このことは，羊水を介する薬物の暴露が，胎子毒性

を誘発する重要な経路となることを示唆している。これら

のことから，羊水を経由したETU未代謝体への暴露につい

て詳細な検討を行うことは，ETUの催奇形性を解析する上

で重要であると考えられる。

　本研究は，上述のこれまでのさまざまな研究の歴史を踏

まえて，加v加。と吻v癖。の実験奇形学の手法を用い，妊

娠ラットにETUを経口投与したときに，胎子に奇形を誘発

する作用本体，すなわちETUの未代謝体か代謝物か，を明

らかにすること，ETUが催奇形性を示すのに必要な薬物動

態学的パターンを明らかにすることを主目的とし，そのた

3



緒日

めに 3 次のような各方面からのアプローチを試みた O

第 1に妊娠 11.5日および 12.5 日におけるラット胎子の

ETUに対する感受性を調べる目的で， ETUを妊娠ラットに

強制経口投与し 3 胎子の奇形の種類とその成立過程を観察

した。

第 2に ョ 妊 娠 ラ ッ ト の 影響を切り放すことが可能な in

vi tro系での実験として 3 胎生 11.5日から 13.5日の聞の培

養ラット胎子の ETUに対する感受性を検討した。

第 3に 3 培養ラット胎子を肝ミクロゾーム分画の共存お

よび非共存下で ETUに暴露し， ETUの催奇形性がそのもの

自 体に よるのか 3 あるいは代謝物によるのかを検討した。

第 4に 3 ラット胎子は羊水 を通 じて ETUの多量暴露を受

け ているとの仮定のもとに 3 妊娠ラットに ETUを 経 口 投 与

した時の母体血築中 3 羊水中 3 胎子および胎盤中の ETU濃

度 を経時的に調べ 3 薬物動態学的な立場から検討した。

最後に， ETUの暴露条件がコントロール可能な ，invivo-in 

νitro系および invitro系でラット胎子を ETUに暴露し，ETU

が催奇形性を示す薬物動態学的パターンを検討した。

4 



第 1章

第 1章 Ethylenethioureaの う ツ ト 胎 子 に 対 す る invivoでの

催 奇形性

緒言に論 述したように Ethylenethiourea(ETU)をラット

の器官形成期に連続投与すると 3 給子に外脳症 3 脳痛 3 鎚

膜癌 s 水頭症 3 小下顎症 3 四肢の低形成 3 欠指症，短尾 3

曲尾などの 外 形 奇 形 が 低 用量でも誘発されることが報告さ

れている。本章においては ETUの催奇形性誘発の機序を

検 討 す るための基礎的知識を得るため 3 妊娠 11.5日および

12.5日に ETUを Wistar-Imamichiラットに単回もしくは連

日強制経口投与した時に，誘発される外形奇形の種類、と形

態異常の成立過程を観察した。また，催奇形性の関値およ

び無影響量となる投与量についても考察した。
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第1章
第1節　材料と方法

　1）使用動物

　Wistar－Imamichiラヅトを（財）動物繁殖研究所より購入

し，実験に供した。膣垢内に精子が観察された日を妊娠0

日と算定した。動物は室温22±2。Cに空調管理され，明

暗12時間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケー

ジで飼育し，餌（MF，　Charles　River　Japan，横浜）および水

道水を自由摂取させた。

　2）投与液の調製

　Ethylenethiourea（ETU）は和光純薬工業株式会社（大阪）

より購入した。ETUは用時に0．5％tragacanth　gum水溶液に懸

濁し，1，10，40mg／ml濃度液を作製した。投与液量は5ml／kg

とし，各投与日の体重を基に，各動物の投与液量を算出し

た。

　3）投与および帝王切開検査

　妊娠11もしくは12日の午後（以後，妊娠11．5および12．5

日と記載する）に10，50，200mg／kgのETUを単回もしくは
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連日経口投与した。1群当たりの母動物数は2－8匹とし，母

体体重は投与日および妊娠20日に測定した。対照群には溶

媒の0．5％tragacanth　gum水溶液（5　m1／kg）のみを投与した。

妊娠20日にエーテル麻酔下で放血致死させた後，帝王切開

検：査を実施した。着床数，生存胎子数，遺残胎盤，胚死亡

および胎子死亡数を検査後，生存唐子についてその外表奇

形の有無を検査し，体重，体長および尾の長さも測定した・

　次に，形態異常の成立過程を観察するため，妊娠11．5も

しくは12．5日に200mg／kgのETUを単回投与し，妊娠12・5，

13．5，14。5および15．5日に胎子の形態観察を実施した。な

お，無処置の母動物からも同様に刷子を摘出し形態観察を

実施した。各時点での使用野臥物数は3～6匹とし，無作為

に一腹から6胎子以上を抽出して観察した。これらの剖検時

に母体の腹大動脈から血液を採取するとともに，電子の羊

水と脳脊髄液を実体顕微鏡下で27Gの注射針を装着した

1m1の注射筒で採取し？それらの浸透圧を氷点降下法で測定

した。

4）統計解析

母体および胎子の各測定値については，一元配置分散分
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析の後，有意であればDunnettの多重比較を用い，奇形の

発生率にはFisherの直接確率計算法を用いて検定した。有

意水準はp＜0．05とした。
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第1章
第2節　実験成績

　1．　妊娠11．5日単回経口投与の結果

　ETUをラットの妊娠11．5日に単回経口投与して得られ

た帝王切開時の計測結果をTable　1に示した。妊娠11．5日

から20日までの母体体重の増加量は，200mg／kg群で低値

を示し，さらにまた，胎子体重および胎盤重量のが対照群

に比べ有意に低い値を示した。10mg／kgおよび50mg／kg群

においては，これらの各パラメーターは，対照群と変わら

なかった。着床数および生存胎子数は50mg／kg群において

いくらか差があるものの，胚／胎子死亡率によれば各群間に

統計学的有意差は認められなかった。

　外形異常所見をTable　2に示した。50　mg／kおよび200

mg／kgの投与群において，奇形が用量依存的に認められた。

50mg／kg群では多くの二子に曲尾を伴った短尾が認められ

（Photo　1），200　mg／kg群では全胎子に全身性の複合奇形が認

められた（Photos　2，3）。200　mg／kg群での奇形の種類は，

頭部奇形として，脳ヘルニアと水頭症が単独もしくは複合

で三胎子に認められた。顔面奇形として，小眼球症，口唇

裂，口蓋裂，小下顎症が認められ，とくに口蓋裂と小下顎
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症は全胎子に認められた。前肢の異常として，前肢の短小・

欠割および合指がほぼ全胎子に認められた。尾では周胎子

が痕跡尾もしくは無尾であり，これらの大部分は肛門閉鎖

を伴っていた。これらの他に後肢の多趾が少数例ではある

が統計学的な有意差をもって観察された。しかし，10mg／kg

群ではなんら異常は認められなかった。

　2．　妊娠12．5日町回経口投与の結果

　ETUをラヅトの妊娠12．5日に年回経口投与して得られ

た帝王切開時の計測結果をTable　3に示した。妊娠12。5日

から20日までの母体体重の増加量は，200mg／kg群で僅か

に低値を示したが，対照群と投与各群の比較において統計

学的な有意差はなかった。胎子体重と胎盤重量は有意に軽

かった。50mg／kg群においては，燕子体重，体長および尾

長が対照群に比べ有意に低い値を示した。しかし，10mg／kg

群における胎子発達ρ各パラメーターは，対照群と同じで

あった。着床数，生存階子数および胚／胎子死亡率には各群

間に差が認められなかった。

　外形異常所見をTable　4に示した。50　mg／kgおよび200

mg／kgの投与群において，奇形が用量依存的に認められた・
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50 mg/kg群ではほぼ全胎子に短尾が認められ (Photo4)，前

肢の欠指および合指が少数例ではあるが有意に観察された O

200 mg/kg群では全胎子に全身性の複合奇形が認められた

(Photos 5， 6)0 奇形の種類は 3 頭部奇形として，脳ヘルニ

ア 3 水頭症，小頭症もしくは無脳症が単独もしくは複合型

で全胎子に観察された。顔面奇形として 3 口蓋裂と小下顎

が全胎子に 3 小眼球症 3 無舌と小上顎症が統計学的に有意

に観察された。前肢の異常として 3 前肢の短小，欠指およ

び合指 3 後肢では轡曲と欠 E止および合 RJtが全胎子に観察さ

れた。尾で は 3 曲尾 3 短尾 3 痕跡尾もしくは無尾が多くの

胎子に認められ 3 短尾では時に 曲尾 も伴 って いた 。こ れら

の大部分は庇門閉鎖を伴っていた。

しかし， 10 mg/kg群ではなんら異常は認められなかった。

3. 妊娠 11.5日および 12.5日の連日(2回)経口投与の

結果

ETUをラットの妊娠 11.5 日および 12.5 日の連日に計 2

回経口 投与して得られた帝王切開時の計測結果を Table5 

に示した O

着床数は対照群と各投与群でほぼ同数であったが， 200 
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mg／kg群では，早期胚死亡が有意に多く，生存胎子数が対

照群の約60％となった。丁子の体長は，10および50mg／kg

群で対照群に比べ有意に短かかった。胎子体重は，対照群

の丁子に比べ，50mg／kg群でやや軽い傾向が観察され，200

mg／kg群では有意に軽い値であった。尾長は，50　mg／kg群

において有意に短かかったが，10mg／kg群では対照群と同

程度の長さを示した。

　外形異常所見をTable　6に示した。50　mg／kgおよび200

mg／kgの投与群において，奇形が用量依存的に認められた。

50mg／kg群ではほぼ全丁子に短尾および曲尾が認められ，

前肢の三指および合指が少数例に観察された。200mg／kg

群では全引子に全身性の複合奇形が認められた。奇形の種

類は，脳内の出血を除けば，妊娠11．5日もしくは12．5日に

単三投与した時に認められた異常と同じであった。すなわ

ち，頭部では，脳ヘルニア，水頭症，小頭症もしくは無脳

症・脳内の出血が単傘もしくは複合型で全胎子に観察され

た。顔面では，口唇裂，口蓋裂，無舌，小上顎症，下顎の

欠損もしくは小下顎症が全胎子に，小もしくは無眼球症が

高率に観察された。前肢では，短肢，欠指および合指が全

丁子に，後肢では轡曲と欠趾および合趾が全内子に観察さ
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れた。尾では，無尾と肛門閉鎖が全胎子に認めらた。

　しかし，10mg／kg群ではなんら外表異常は観察されなか

った。

4．　形態異常の成立過程に関する観察結果

4．1．　妊娠11．5日の母体に200mg／kgのETUを経口投与し

た結果

　妊娠11．5日に200mg／kgのETUを経口投与された母ラヅ

トから得られた胎子の経時的形態変化をTable7に示した。

　妊娠11．5日に200mg／kgのETUを母動物に投与した場合，

24時間後の胎生12．5日では，胎子に前脳の低形成，中脳領

域の突出，内側鼻突起の血腫および尾端の浮腫と短尾が認

められた（Photos　7，8）。胎生13．5日では，胎子に前脳の低

形成，中脳領域の突出と浮腫，鼻突起の結合不全，下顎の

低形成，前肢芽の低形成，背部の軽度浮腫および短尾と尾

端の浮腫が認められた（photo　9）。胎生14．5日では，胎生13．5

日で認められた異常部位で前脳の低形成を伴う水頭症，口

唇裂，前肢の変形，前肢指板の低形成と欠指，背部の浮腫

および短尾が認められた（photos　10，11）。また，中脳領域の

破裂，後肢の変形，後肢指板の低形成と欠趾がそれぞれ少
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数例に認められた。胎生15．5日では，胎生14．5日の胎子で

観察された異常の内，後肢の形態異常を除く全ての異常と

短尾がさらに高度になり痕跡尾が認められた（photo　12）。な

お，Tableには示さなかったが，各妊娠日に6匹の無処置の

母体から二子を摘出して観察したが，形態異常はなんら観

察されなかった。

4－2．　妊娠12．5日の母体に200mg／kgのETUを経口投与し

た結果

　妊娠12．5日に200mg／kgのETUを経口投与された母ラッ

トから得られた胎子の経時的形態変をTable　8に示した。

　妊娠12．5日に200mg／kgのETUを母体に投与した場合，

24時間後の胎生13．5日では，胎子に前脳の低形成，中脳領

域の突出，下顎の低形成，前肢芽と後肢芽の低形成，およ

び短尾と尾端の浮腫が認められた。胎生14．5日では，前脳

の低形成を伴う水頭症，上顎の低形成，下顎の低形成，前

肢の変形，前肢指板の低形成と欠指，後肢趾板の低形成と

欠趾，および短尾が認められた。さらに，脳胞領域での血

管の破綻が高頻度で観察された。胎生155日では胎生14．5

日の形態異常と同じ異常がさらに明確に観察された。さら

に，脳胞内での血瘤と背部の浮腫が観察された。

14



第1章

4－3．　妊娠11．5日および12．5日に母体に200mg／kgのETU

を経口投与した結果

　妊娠11．5と12．5日の両日に200mg／kgのETUをそれぞれ

経口投与された母ラヅトから得られた胎生13．5日の胎子

の形態変化をTable　9に示した。

　前脳の低形成，鼻突起の結合不全，前肢芽と短尾が全胎

子に，中脳領域の突出，内側鼻突起の血腫および後肢芽の

低形成が約1／3～1／2胎子に認められた。

5．　母体の血清，胎子の羊水および脳脊髄液の浸透圧の測

定結果

　妊娠11．5日に200mg／kgのETUを経口投与された母ラッ

トから得られた母体血清，判子の羊水および脳脊髄液の浸

透圧を妊娠12．5から15．5日まで測定した結果をTable　10

に示した。なお，測定に必要な量の脳脊髄液の採取が，胎

生12。5日の回田の三子および胎生13．5日の対照群の笹子

（ETU投与胎子は水頭症）において困難であったため，測

定できなかった。

　各測定日における母動物の血清，胎子の羊水および脳脊
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髄液の浸透圧はほぼ同じ値を示し，ETU投与の影響は認め

られなかった。

16



第1章
第3節　考察

　ETUをラヅトの胎盤形成初期である妊娠11．5日および

12．5日に単回もしくは連日経口投与した時，　50mg／kgでは

短尾が，200mg／kgでは脳奇形，口蓋裂，四肢の異常と欠指

（趾）および合指（趾），短尾を主徴とする種々の奇形が

誘発された。各投与日で観察された奇形の特徴は，妊娠11．5

日投与では口唇裂であり，後肢の奇形は極めて低頻度であ

った。また，妊娠12．5日投与では，逆に口唇裂は全く観察

されないが，後肢の奇形は三胎子に観察され，小上顎と無

舌症も観、察された。妊娠11．5日および12．5日の連日経口投

与では，各日での単三投与で観察された異常が全て観察さ

れたが，それら以外の奇形は観察されなかった。観察され

た奇形のタイプは，Josephetal．（1975）およびTeramoto　etal．

（1978）が妊娠11日もしくは12日のラヅトに50mg／kg以上の

単回投与で報告した外形奇形とほぼ同じであり，発現用量

もほぼ同じであった。これらのことから，尾の奇形は，50

mg／kg以上の投与により誘発される奇形であり，　ETUの催

奇形性能に感度良く反応する外形上の変化であると考えら

れる。本実験では10mg／kgではなんら外形異常は誘発され
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なかった。この10mg／kgをラットの器官形成期に連続投与

した報告によると，外形および骨格異常は誘発されないが，

側脳室の拡張がわずかに増える（2／58，3．4％）との報告

（Teramoto，　et　al．，1978）と，曲尾（1／132，0．8％），外脳症（3／176，

1．7％），並びに頭頂骨骨化の遅延がごく低頻度に観察された

との報告（Khera，1973）がある。これらのことより・10mg／kg

のETUを器官形成期に連続投与することより，ラヅトに外

形奇形を極低頻度で誘発する場合と誘発しない場合があり，

内臓検査においては側脳室の拡張が，骨格検査においては

頭頂骨骨化の遅延が低頻度で観察される可能性があると考

えられる。しかし，上記報告で観察された外形奇形は低頻

度であり，自然発生的な異常としてもしばしば報告される

こと（Morita　et　al．1987），かつ統計学的な有意差を示さな

いことから，ETUの明確な作用とするには疑問が残る。今

回の実験においては，上記報告とは異なり，妊娠ラットへ

の単回投与で，かつ外形異常が観察されず，かつ尾長も対

照群と同等であったことから，妊娠11日および12日におけ

る10mg／kgの単回もしくは連日投与は，本系統ラット馬子

の外形奇形に対しては無影響量であると推察される。

　形態異常の今日観察において，妊娠11．5日もしくは12．5
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日のどちらかに200mg／kgのETUを母体に経口投与しても

胎生末期に観察されるのと同様な形態異常が，すでに胎生

13．5日において観察された。胎生10日から12日のラット

培養胚に120μg／mlの濃度でETUをin　vitroで暴露した実

験において，胎子の胚外体腔液における浸透圧の低下が生

じ，このことがETUによる形態異常一因であるとの報告が

ある（Daston　et　al．1987）。しかし，今回の実験においては，

母体の血清，丁子の羊水および脳脊髄液での浸透圧変化が

認められなかった。

　以上の実験結果より，Wistar－lmamichiラットの丁子は胎

生11．5日および12．5日に，ETUの催奇形性に対し感受性を

有することが明らかとなった。さらに，200mg／kgのETU

を妊娠11．5日および12．5日に母ラットに経口投与した時，

胎生末期に観察される奇形は，すでに胎生13．5日の聖子に

低形成等の異常として検出できることが明らかになった。

一方，母体の血清浸透圧，および附子の羊水と脳脊髄液の

浸透圧は母動物へのETU投与により変化せず，里子の形態

異常は，ETU自体が胎子細胞の分化増殖を阻害することに

より生じる可能性が考えられる。
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　　第　4節　　　小手舌

　妊娠11．5日および12．5日のラヅトにETUを単回もしく

は連日経口した時，50mg／kgでは短尾が，200　mg／kgではほ

ぼ全身性に低形成性の奇形が誘発された。妊娠11．5日もし

くは妊娠12．5日にETUを母ラットに200　mg／kg経口投与し

た場合の特徴的な奇形は，それぞれ口唇裂と後肢の奇形で

あった。妊娠11．5日と12．5日の両日に200mg／kgのETUを

母ラヅトに投与して妊娠末期に認められた嗣子の奇形は，

両日に両州投与して認められた奇形の複合であり，特異な

奇形は観察されなかった。しかし，10mg／kgのETUを妊娠

11．5日および125日に母ラットに投与しても，外表奇形は

観察されなかった。

　妊娠11．5日および12．5日の母ラヅトに200mg／kgのETU

を単回もしくは連日経口した場合，胎生末期で観察される

と同様な形態異常が，すでに胎生13．5日の胎子に観察され

た。この際，母体の血清，胎子の羊水と脳脊髄液の浸透圧

には変化は認められなかった。

　これらのことより，妊娠11．5日および12．5日のラヅトに

おいて，ETUを経口投与した際の胎子の外形奇形発現に対

する無影響量は10mg／kgと考えられ，50mg／kg以上の量に

よって誘発されるほとんど全ての形態異常は，胎生13．5日

　　　　　　　　　　　　20



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第1章

の胎子においてすでに観察されることが明らかとなった。

また，胎子の羊水およ．び脳脊髄液の浸透圧は母体血清の浸

透圧とほぼ同等であり，ETU投与により胎子の羊水および

脳脊髄：液の浸透は変化しないことが明らかとなった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章
第2章　ラヅト培養胎子に対するethylenethiourea暴露の影

　　　　響

　第1章において，ラヅト胎子が胎生11．5日および12・5日

にethylenethiourea（ETU）に感受性を有し全身性に奇形が生

じること，並びに両日でのETUに対する感受性の程度はほ

ぼ等しいことを‘ηv’voで示した。また，胎生11．5日にETU

に暴露された胎子では口唇裂が，胎生12．5日暴露では後肢

の奇形が特徴的な形態異常であることを立証した。さらに，

母ラヅトの妊娠11．5日および12．5日に単回もしくは連日

ETUを投与した時，妊娠末期に観察される即事の形態異常

が胎生13．5日の胎子においてすでに観察されることを明

らかにした。本章では，胎生11．5日に摘出したラット胎子

を培養系に移し，∫ηv‘‘roでETUに暴露した時の形態変化を

観察した。さらに，その結果と母ラットの妊娠11．5日およ

び12．5日にETUを単回もしくは連日経口投与した場合に

生じる子宮内胎子の形態変化が同様であるかどうかを検討

した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章
　　第1節　材料と方法

　1）　使用動物

　Wistar－lmamichiラットを（財）動物繁殖研究所より購入し，

実験に供した。膣垢内に精子が観察された日を妊娠0日と算

定した。動物は室温22±2℃に空調管理され，・明暗12時

間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケージで飼

育し，餌（MF，　Charles　RiverJapan，横浜）および水道水を自

由摂取させた。

　2）　ラヅト凹型の培養液の準備

　培養液にはラット1．C．血清（lmmediately　centrifuged

serum）に2mg／mlのグルコース，51U／mlのペニシリンG並

びに5μg／mlのストレプトマイシンを添加し，22μmの

フィルターで濾過したものを用いた。LC．血清は以下の手

順で準備した。エーテル麻酔下でラットの腹大動脈から採

血し，10分以内に2，500もしくは3，000r．P．mで遠心分離し，

クロットの形成されたものを約2～4時間冷蔵保存した。そ

の後，クロットを試験管壁から切り再度3，000r．p．mで遠心

分離し血清を採取し，この血清を56。Cで30分非理化した

（1．C．血清）。この1．C．血清は使用時まで一40。Cの冷凍庫で
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保存した。

　3）　ラヅト胎子の培養法

　胎生11．5日のラット胎子を摘出後，江藤らの方法（1981，

1985）に従って培養した。すなわち，エー・テル麻酔下で，妊

娠11．5日のラヅトから子宮を取り出しTyrode液に移し以

下の操作を実施した。実体顕微鏡下で，胎子を含む受胎産

物を脱落：膜に包まれた状態で摘出後，胎盤から脱落膜を，

卵黄嚢から脱落膜，栄養膜細胞層，ライヘルト膜を順次除

去し，胎子が卵黄嚢，羊膜および胎盤と正常な関係を保っ

た状態で培養液（1胎子／4ml／培養瓶）に移した。胎子の入

った培養瓶を回転式胎子培養装置（池本理科工業K．K．，東

京）に装着し20rpmで回転させ48時間培養した。培養温

度は38。Cとし，培養瓶に95％02・5％CO2混合ガスを毎分50

～120mlで培養期間中供給した。2時間の前培養後，卵黄

嚢循環および体循環不全の胎子，並びに心拍動の薄弱な胎

子を培養から除外した。

4）　In　vitroでのETUへの暴露方法

ETU（和光純薬工業株式会社，大阪）を蒸留水に溶解し1
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章
および3mg／mlの溶液を作製し，それらの100μ1を培養液

に添加し（溶液を培養液の2．5回分添加），ETUの暴露濃度

が1田子当たり100および300μg／m1になるようにした。

対照群の胎子には溶媒である蒸留水のみを培養液の2・5％

分添加した。ETUに胎子を暴露する時期は以下の様に設定

した。

　1．胎生11．5日に採出してから2時間の前培養後に，ETU

　　に17時間暴露し，Tyrode液で2回洗浄した後，卵黄嚢

　　を解放し，次の29時間はETUに暴露しないので（ETU

　　含まない新しい培養液で培養），これを11日暴露群

　　とする。

　2．2時間の前培養後，さらにETUを含まない培養液で

　　17時間培養し。卵黄嚢を解放し，さらに培養を続けて

　　5時間後に状態の良好な胎子にのみETUを24時間暴

　　即し計48時間培養した（ETU暴露を前半に行わず，

　　後半に行うからこれを12日暴露群とする）。

　3．　2時間の前培養終了後から連続46時間暴露（連続

　　暴露群）。

　本実験では，対照群および各暴露群の使用一子数は20匹

とした。なお，対照群はすべての暴露群に共通とし，前培
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養の後，蒸留水のみを添加し，卵黄嚢解放前にTyrode液で

2回洗浄し，前培養2時間，卵黄嚢解放前17時間・卵黄嚢

解放後28時間の計48時間培養した。

　5）　観察および測定方法

　培養胎子の形態観察は卵黄嚢解放時および培養終了時に

それぞれ実施した．観察時に心拍動および体循環が停止し

ていたものは，死亡胎子と判定した。胎齢の発達指標とし

て，胎盤直径，頭長および体長（頂殿町，CRL）を培養終

了時に観察した。

　6）　統計解析

　胎子の各測定値については，一元配置分散分析の後有意

差が認められた場合はDunnettの多重比較を用い，奇形の発

生率にはFisherの直接確率計算法を用いて検定した。有意

水準にはp＜0．05を用いた。
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　　第2節　実験結果

　ETUの加v∫roでの各暴露により生じた培養胎子の形態異

常と，∫ηv∫voで200　mg／kgを経口投与された母体の胎生13・5

日の胎子の形態異常を比較した。この際胎生13・5日の胎

子所見は第1章の結果を用いた。

　1．　11日暴露群の結果

前培養終了後にETUの100および300μg／mlに17時間暴露

し，　ETUを含まない新しい培養液でさらに29時間培養し

た結果をTable　11に示した。

　100および300μg／mlの暴露群で前脳の低形成，下顎の

低形成，鼻突起の結合不全，前肢芽の低形成および短尾が

統計学的に有意に高い頻度で観察された。これらの異常は

胎生11．5日に母体を通じてETUに子宮内で暴露された胎

生13．5日の胎子とほぼ同じであった。この他に，後肢芽の

低形成が300μg／m：1暴露群で有意に高く観察された

（Photos　13，　14）o

　発達の指標としての胎盤直径は，100と300μ9／m1の各

暴露群で対照群に比べ低値を示したが，胎子の頭殿長およ

び頭長では対照群と各ETU暴露群の間に差はなかった。ま
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章
た，∫ηv∫voで同時期にETUに暴露された胎子に比べ・培養

胎子では頭殿長および冗長とも短かった。なお，第1章で

用いた無処置の6母体での胎生13．5日の子宮内胎子におけ

る頭殿長および頭長の一腹単位での平均と標準誤差（S．E．）

は，それぞれ8．3±0．23，4．5±0．17であった。ちなみに・

無処置の子宮内胎子と加v∫voで胎生11．5日にETUの暴露

を受けた胎子の頭殿長および頭長はほぼ同様であった。

　2．　12日暴露群の結果

培養17時間目に卵黄嚢解放を実施し，5時間後に状態の良

好な胎子にのみETUに24時間暴露した結果をTable　12に示

した。

　100μg／ml暴露群で前脳の低形成と短尾が統計学的に有

意に高い頻度で観察され，前肢芽の低形成が有意差はない

ものの低頻度で観察された。300μ9／m1暴露群では前脳の

低形成，　下顎の低形’成，　前肢芽の低形成および短尾が統

計学的に有意に高い頻度で観察された。しかし，鼻突起の

結合不全は観察されなかった（Photo　15）。これらの異常は

胎生12．5日に母体を通じてETUに子宮内で暴露された胎

生13．5日の胎子とほぼ同様であった。胎盤直径，頭殿長お
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よび頭長には対照群と各ETU暴露群の胎子との間に差を認

めなかった。また，’ηv’voで胎生12．5日にETUを暴露され

た胎生13．5日の若子の頭殿長および頭長は，同時期の無処

置の子宮内胎子（頭殿宇：8．3±0。23，年長：4・5±0・17・平

均±S．E．）と比べ差はないが，培養胎子に比べ頭増長および

弓長とも長かった（加v酢。と加v加。の観察胎子数が著し

く異なるため，統計処理は実施しなかった）。

　3．　連続暴露群の結果

前培養終了後から連続46時間暴露した結果をTable　13に示

した。

　100および300μg／m1の暴露骨で前脳の低形成，下顎の

低形成，鼻突起の結合不全，前肢芽と後肢芽の低形成およ

び短尾が統計学的に有意に高い頻度で，しかも用量依存性

に観察された。これらの異常は胎生11．5日と12．5日の連日

に母体を通じてETUに子宮内で暴露された胎生13．5日の

胎子とほぼ同様であった。100μg／m1暴露群の胎盤直径，

胎子の丁丁長，頭長および300μg／ml暴露群の頭殿長は，

対照群のそれらと同程度であったが，300μ9／mlの暴露：群

における胎盤直径と胎生の頭長は，対照群に比べ統計学的
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に有意な低値を示した。

　一方，胎生11．5日と12．5日の連日子宮内でETUに暴露

された胎生ユ3．5日胎子の頭殿長と頭長は，同時期の無処置

の子宮内胎子のそれら（頭殿長：8．3±0．23，頭長：4．5±

0．17，平均±S．E．）と比べ長い傾向が認められた。
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　　第3節　考察

　ラヅト胎子の培養において，胎生11．5日までの培養によ

る分化・発達は，子宮内での分化・発達と比べて差はない

が，胎生11．5以降のラヅト団子の培養では，胎子体内での

蛋白合成能が低いためか，子宮内鮎子に比べ全身性の発達

が遅延することが報告されている（New，1977）・このことよ

り，胎生11．5日からラヅト辛子を培養する本実験において

も，培養ラット胎子での蛋白合成能が低下することにより

子宮内胎子に比べ発達が遅くなったため，頭切長と頭長が

子宮内胎子に比べ短かかったものと考えられる。しかし，

本実験において，100および300μg／ml濃度のETUに培養

三子を前培養後の最初の17時間に暴露した時と，培養22

時間後にETUに24時間暴露した時と，並びに前培養終了後

から連続46時間暴露した時と，それぞれに対応する時期に

子宮内でETUの暴露を受けた胎子に見られた形態異常の種

類はほぼ同じであった。また，本実験とほぼ同じ胎生期の

胎子にETUの30～300μ9／mlを46時間∫ηv∫∫roで暴露した

実験においても，本実験の連続46時間暴露群の培養鼠子と

ほぼ同様な形態異常がより高頻度に起きることが報告され

ている（Tsuchiyaε‘α1，1991）。これらのことから，胎生11．5
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第2章
日から13．5日の間のラヅト胎子は，加v〃roでも‘ηv∫voで

もETUに対する反応性はほぼ同じであると考えられる。
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第4節　小括

　胎生11．5日のラヅト胎子を2時間前培養した後，最初の

17時間，22時間後から最後の24時間，並びに46時間連続

で100および300μg／m1のETUを∫ηv∫∫70で暴露した。こ

れらの暴露条件下で培養胎子に生じる形態変化を観察し，

その結果と母ラットの妊娠11．5日および12．5日にETUを

単回もしくは連日経口投与した場合に生じる子宮内胎子の

形態変化が同じであるかどうかを検討した。その結果，対

応する各時期の加v∫彦roもしくは加v加。の暴露で誘発され

る形態異常の種類に差はなかった。このことより，胎生1ユ．5

日から13．5日の間のラヅト胎子は，加v∫∫roでも加v∠voで

もETUに対する反応性はほぼ同じであると考えられる。
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第3章　催奇形性の作用本体について一培養ラヅト胎子を

　　　用いたethylencthioureaの形態異常誘発能に対する

　　　肝ミクロソーム分画添加の影響一

　緒言に述べたように，ethylenethiourea（ETU）は∫ηv∫voお

よび‘ηv∫∫roでラット肝ミクロソーム代謝酵素（主にP－450）

により代謝されることが報告されており（lverson，ε∫α1．，

1980）（Fig．1），代謝酵素阻害剤のSKF－525Aを前処置したラ

ットにETUを投与すると，その催奇形性が増強されること

が報告されいる（Khera＆lverson，1981）。しかし，ラヅトに

おけるin　vivoでのETUの羊水内投与では奇形が誘発されな

いことから，ETUの催奇形性はETUそれ自体にあるのでは

なく，ETUの代謝物もしくは母体機能の変化を介した作用

による可能性を示唆した報告もある（Teramoto，　S．，8∫α1．，

1980）。これらの相反する報告から，ETUの催奇形性がETU

自体によるのか，あるいはその代謝物によるのかは未だ明

確になってはいない。

　すでに，胎生11．5日から13。5日の間のラヅト胎子は，培

養条件下でもETUに対してin　vivoと同じ反応性を示すこと

を第2章で明らかにした。
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　本章では，ETUの催奇形性がETU自体によるのか，ある

いはその代謝物によるのかを明確にするため，培養ラヅト

胎子をラット肝ミクロソーム分画の存在下および非存在下

でETUに暴露し，形態異常の誘発について検討した。

35



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章
　　第1節　材料と方法

　1）　使用動物

　Wistar－Imamichiラヅトを（財）動物繁殖研究所より購入

し，実験に供した。膣垢内に精子が観察された日を妊娠0

日と算定した。動物は室温22±2℃に空調管理され・明

暗12時間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケー

ジで飼育し，餌（MF，　Charles　RiverJapan，横浜）および水道

水を自由摂取させた。

　2）　Sgmixの調製

　Phenobarbitalおよび5，6－benzoflavonで誘導されたラヅト

肝ミクロソーム分画（S9）（キッコウマン株式会社，野田），

コファクターキット（和光純薬工業株式会社，大阪）を用

いSgmixを調製した。Sgmixの1ml中には300μ1／m1のS9

（蛋白含量0．4mg　protein／ml），5μmolのGlucose－6－

phosphatase，4μmolのNADPH，4μmolのNADP，8μmol

のMgC12，33μmolのKCI，100μmolのNa－phosphate　buffer

を含むように調製した。ETUは和光純準工業株式会社（大

阪）から購入した。

　Sgmix中のS9濃度は予備試験により決定した。予備試験
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章
ではS9mix中のS9濃度として3．75，10および30％を用い

（Ames，　et　al．，1975；Fantel，　et　al・，1979；Matsu・ka・et　al・・1979）・

培養液中にSgmixを11．1％添加し，更に，代謝物に催奇形

性があると報告されているcyclophosphamide（CP・Sigma

Chemical　Co．，St．　Louis，　USA）（Mirkes，1985）の50μ9／mlを添

加して，培養胎子の形態変化について検討した。その結果

Sgmix中のS9濃度が30％で全身性の形態異常，10％で頭顔

面，前肢および尾の異常が観察されたが，3．75％では形態

異常は観察されなかった（Table　14）。このことから，最も強

い形態変化が観察されたS9濃度30％を本試験に採用した。

　3）　胎子の培養法および暴露方法

　胎生11．5日のラット胎子を摘出後，岩瀬らの方法（1994）

に従って培養した。培養液および培養条件は第2章で述べ

た方法に従った。2時間の前培養終了時に，ETU溶液を10，

30および100μ9／mlの濃度になるよう，Sgmixの存在下もし

くは非存在下で培養液に添加し17時間暴露した。S9mixは

培養液4mlに対し0．5　ml（11．1％）を添加した・暴露終了時

に，2回Tyrode液で洗浄後卵黄嚢解放を実施し・ETUを含

まない培養液に戻し，さらに29時間培養を継続した。陰性
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章
対照には蒸留水を用い2．5％で暴露し，陽性対照には

cyclophosphamide（CP）を　Dimethylsulfoxide（DMSO，　Sigma

Chcmica1　Co．，St．　Louis，　USA）に溶解し，最終濃度が30μ9／ml

になるように培養液に添加し，ETU暴露群と同様に培養し

た。1濃度当たりの培養胎子数は6－12匹とした。

　4）　観察および測定方法

　培養胎子の形態観察は卵黄嚢解放時および培養終了時に

それぞれ実施した。その際，心拍動および体循環が良好な

ものは，生存草子と判定した。胎脂の発達指標として，掛

長，頂殿長および体節数を培養終了時に観察した。

　5）　統計解析

　里子の形態異常の発生率の比較にはFisherの直接確率計

算法を，各測定値についてはwilcoxsonの順位和検定を用

いP＜0．05の有意水準で検：出した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第3章
　　第2節　実験結果

　　　ETUに暴露された培養ラヅト胎子はSgmixの存在

および非存在に関わらず全例生存した。Table　15に観察さ

れた形態異常の種類とその頻度および計測結果を示した。

Sgmixの非存在下では，ETUの10μ9／m1暴露から濃度依存

性に短尾を主徴とした形態異常が観察され，30μ9／ml暴露

では尾体節数も有意に低い値であった（Photo　16）。

　一方，Sgmix存在下では，30μg／ml暴露で短尾が1例に観

察されたのみであった。　ETUの同一暴露濃度における

Sgmixの非存在下と存在下での形態異常の発現頻度を比較

すると，Sgmixの存在は，10μ9／ml暴露での異常胎子の出

現頻度を0％に低下させ，さらに30μg／ml暴露でも異常胎子

と短尾の出現頻度を有意に低下させた（Fig．2）。また，Sgmix

の存在下における30μ9／ml暴露での尾体節数は，S9mixの

非存在下のそれに比べ有意に多かった。しかし，発達指標

としての二二長および麟面長には暴露の影響を認められず・

各群でほぼ同様であった。

　なお，　Sgmixの存在下でCPに暴露された培養ラヅト胎

子は全例に全身性の形態異常が観察され，Sgmixの代謝活

性が本実験条件下で正常に機能していたことが確認された。
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第 3節考察

本実験において S9mixの存在および非存在下で ETUの

10および 30μg/ml濃度の ETUに培養ラット胎子を暴露した

結果 3 形態異常 の 発 現 頻 度 が S9mixの存在下で有意に抑制

された O こ のことから 3 培養中に ETUが S9mixにより代謝

され 3 その催奇形性が減弱したと考えられる。ラットにお

ける ETUの代謝物として， imidazoline， imidazolone， ethylene 

urea， 1・methylthioureaが inv iνOおよび inνitroの実験から

報告されている (Iverson，et al.， 1980， Kobayashi， et al.， 

1982.)(Fig.1)。これら化合物の inνiv0 での催奇形性は ETU

に比べ弱いか 3もしくはない (Ruddick，et al.， 1976， Teramoto， 

e t al.， 1 981 ) 0 今回の我々の実験においても 3 同様な代謝物

が生 じ そ のため ETUの催奇形性が減弱したと考えられる O

しかし， ETUの代謝物には未だ同定されていないものがほ

かにあり (Iverson，et al.， 1980)，それらの催奇形性に関して

は 検討されていない。今回の我々の実験においてはョ培養

中に ETUが S9mixにより直接代謝されており，未知の ETU

の代謝物をも含めて検討したことになり， ETUの代謝物に

は ETUより強 い 催 奇 形 性 を 有する物質はないと推察された。

従って， ETUの催奇形性は ETU自体にあり 3 代謝物が関
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与している可能性はないと推察される・
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第3章
第　4節　　　小キ舌

　Ethylenethiourea（ETU）の催奇形性がそれ自体にあるのか，

それともその代謝物にあるのかを検討するため，ラヅト肝

ミクロソーム分画（Sgmix）の存在および非存在下でユ0およ

び30μ9／mlのETUに培養ラット胎子を暴露した。Sgmixの

非存在下では用量依存性に形態異常の頻度が高くなった。

一方，Sgmixの存在下では形態異常がほとんど観察されな

かった。これらより，ETUの催奇形性はETU自体にあり，

代謝によりその作用が減弱されるものと推察される。
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章4第

　Ethylenethiourea（ETU）の妊娠動物における体内動態につ

いては，14CでラベルしたETUを妊娠ラヅトに経口投与し，

母体血中，組織中，尿中および胎子中での14C測定結果が報

告されている（Ruddickε∫α1．，1975；Katoε‘α1．，1976；Ruddick

ε‘α1．，1977）。しかし，このラジオアイソトープを用いた

実験では，未代謝体，代謝物および分解物中の14Cの総量を

検出してしまうので，ETU未代謝体の濃度は不明確である

と考えられる。また，羊水中の濃度を詳細に測定した報告

は未だなく，羊水を介するETUへの胎子の暴露については

ほとんど検討されていない。Nanbo（1988）は，妊娠ラットに

p－phenylbenzoic　acidを点滴静注した研究において，羊水は

胎子の薬物暴露に関し薬物動態学上重要な役割を演じてい

ると報告している。このことは，羊水が羽子毒性を誘発す

る重要な経路となることを示唆している。これらのことか

ら，羊水を経由したETU未代謝体への胎子暴露について詳

細な検討を実施することは，ETUの催奇形性を解析する上

で重要であると考えられる。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
　本実験は，妊娠ラット血中および胎子羊水中でのETUの

動態を解明し，ETUによる奇形誘発の薬物動態学的閾値を

推測すること，また，ETU未代謝体の羊水並びに血中濃度

と胎子中および胎盤中濃度の推移を比較検討することを目

的として実施した。そのため，第1章で明らかにしたこと

に従い，妊娠11．5日および12．5日の母体にETUを単回経

口投与した時，胎子に全身性の奇形を誘発する用量として

200mg／kgを，短尾のみを誘発する用量として50　mg／kgを，

外表奇形を誘発しない用量として10mg／kgを本実験での

ETU用量とした。まず，妊娠11．5日のラヅトにETUを単継

投与し，同一個体で経時的に血漿中ETU濃度を高速液体ク

ロマトグラフィー（HPLC）を用いて測定した。次に妊娠

12．5日のラヅトにETUを単管投与し，ETUの母体血漿中，

羊水中，胎子および胎盤中の濃度分析を経時的に実施した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
　　第1節　材料と方法

　1）使用動物

　Wistar－Imamichiラットを（財）動物繁殖研究所より購入し，

実験：に供した。膣垢内に精子が観察された日を妊娠0日と算

定した。動物は室温22±2℃に空調管理され，明暗12時

間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケージで飼

育し，餌（MF，　Charles　River　Japan，横浜）および水道水を

自由摂取させた。

　2）投与液の調製

　Ethylenethiourea（ETU）は和光純薬工業株式会社（大阪）よ

り購入した。ETUは用時に0．5％tragacanth　gum水溶液で懸濁

し，1，10，40mg／ml濃度液を作製した。投与液量は5ml／kg

とし，各投与日の体重を基に，各動物の投与液量を算出し

た。

　3）　妊娠11日投与における母体血漿中のETU濃度測定

　妊娠11日にETUの10，50，200mg／kgを各4－7匹に単回経口

投与し，15分，30分，1，2，4，6，12，24，36，48，60，

72時間目に心採血により血液を0．1ml採取した。血液はへ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
バリン処理した500μ1のチューブに移し，12，000rpmで1分

間遠心分離後，上清の血漿を濃度分析に供した。

　4）妊娠12日投与における各測定材料の収集

　妊娠12日に10，50，200mg／kgのETUを単回経口投与し，

5分，10分，15分，30分，2，6，12，24，36，48時間目に，

各用量毎に3－5匹の妊娠動物をエーテル麻酔下で採此後安

楽死させ，直ちに羊水を採取した。羊水の採取は，25Gの

注射針を用い，血液の混入および胎子組織の吸引が生じな

い様に，実体顕微鏡下で実施した。その後胎毒および胎盤

を採取した。採血した血液の0．1m1はヘパリン処理した500

μ1のチューブに移し，12，000rpmで1分間遠心分離後，上清

の血漿を濃度分析に供した。採取した羊水は，胎子別に500

μ1のチューブに移し，12，000rpmで1分間遠心分離後，上

清を濃度分析に供した。胎子および胎盤は，重量を個別に

測定した後，分析日まで一40。Cのフリーザーに保存した。

　5）ETU濃度の測定

　血漿および羊水の50μ1にメタノール100μ1を加え遠心

分離後，上清を0．45μmのフィルターで濾過した。濾液50μ1
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
に250μ1の純水を加え，撹絆しHPLCサンプルとし，その50

μ1をHPLCに注入した・　ETU濃度は，HPLC（LC6A，島津製

作所）にYMC－Pak　AQ303カラム（250×4．6mmI・D・，　YMC　Co・

Ltd．）を装着し波長240　nmで測定した。試料の流速は1ml／min

とした。検量線は，ETUの0．5～5ppm水溶液で作成した。

羊水中のETU濃度については，同腹連子からの6サンプル

（左右子宮角から各3サンプル）について測定し，その平均

値を一腹の羊水内濃度とした。これらの測定値を基に血中

濃度一時間曲線下面積（以下，AUCもしくは総暴露量と略す），

最高血中濃度（Cmax）およびその時間（Tmax）を算定した。な

お，添加回収実験から，血漿1ml当たり0．2μ9のETUが蛋

白と結合すると推察された。

　胎子および胎盤は，生理的食塩水に1秒以内浸漬して，

表面についた羊水を洗いおとし，胎子もしくは胎盤100mg

に対し水1m1およびフヅ化カリウム1．59を添加した後，75％

メタノール1．5m1を加えポリトロンで2分間ホモジナイズ

した。更に75％メタノール0．5mlを加えた後，0．45μmのフ

ィルターで濾過し，濾液を50。Cで約10m1に減圧濃縮した。

濃縮液に水100mlを加えヘキサン50　mlで洗浄し，50。Cで水

層を5～10mlに減圧濃縮した。濃縮した水層に1％水酸化ア
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
ンモニウム溶液1mlを加えて混合し，Extrelut20カラム（30

×140mm，　Merk）に流し入れ，20～30分放置した後ジクロロ

メタン200mlで溶出させた。溶出液の溶媒を蒸発させ，残

留物を5％メタノール水5mlに溶解したものを分析用試料

とし，10μ1をHPLCに注入した。検量線はETUの0．5～5PPm

水溶液を用いて作成した。

　6）統計解析

　母体データおよび正子の各測定値については，一元配置

分散分析で有意差が認められた場合はDunnettの多重比較

検定を用い，奇形の発生率についてはFisherの直接確率計

算法を用いて，それぞれ解析した。

また，羊水中および血中濃度の比較が可能な場合（n＝5）は，

paired　t　testを実施した。有意水準にはp＜0．05を採択した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
　　第2節　実験結果

　1．　妊娠11．5日に単回経口投与した時の母体血漿中の

ETU濃度推移

　血漿中のETU濃度の推移，AUC，　CmaxおよびTmaxをFig・2

に示した。全投与群において，投与後15分にはすでにほぼ

Cmaxに近い濃度で血漿中に検出された。Tmaxは，10mg／kg

投与においては投与後約1時間で，50および200mg／kgでは

投与後約2時間で観察され，その後は徐々に血漿中から消失

していき，10および50mg／kg投与においては投与後48時間

以降，200mg／kg投与においては投与後72時間で血漿中から

消失した。AUCおよびCmaxと投与用量の回帰係数はAUCで

γ＝0．999，Cmaxでγ＝0．992を示し，この投与量の範囲では

AUCとCmaxは共に直線性に増加した。

　2．　妊娠12．5日に単回経口投与した時の母体血漿中，

羊水中，孔子および胎盤中でのETUの濃度推移

　羊水中および母体血漿中のETU濃度の推移，AUC，　Cmax

おホびTmaxをFig．3に示した。全投与群において・投与後5

分にはすでに母体血漿中および羊水中にETUが検出され・

投与後15分まで羊水中濃度が血漿中濃度より低い値を示し・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
投与後30分では羊水中濃度が母体血漿中濃度より僅かに低

いものの（200mg／kg群：血漿中濃度の88％），両値に有意

差はなく（pairedttcst），ほぼ同じ濃度に達したといえる。

2時間以降は母体血漿中および羊水中のETU濃度はほぼ同

様な推移を示した。このことに伴い，AUCおよびCmaxは各

投与群でほぼ同じ値を示し，Tmaxにも大きな相違は観察さ

れなかった。AUCおよびCmaxの回帰式および相関係数は，

羊水中濃度で　Y（AUC）＝g．3gX（dose）＋26．13，r＝0．ggg；

Y（Cmax）＝0．59X（dose）＋7．22，　r＝0．990，

血漿中濃度でY（AUC）＝9．60X（dose）＋37．51，　r＝0．gg8；

Y（Cmax）＝0．59X（dose）＋7．22，　r＝0．984となり，この投与範囲

では直線回帰を示した。

　200mg／kgを母体に投与した時の胎子および胎盤中のETU

未代謝体の濃度推移をFig．4に示した。胎子中のETU濃度は

30分でCmaxを示し，その後徐々に減衰し48時間で検出限界

以下になった。Cmaxの時間が母体血漿中および羊水中に比

べ若干早くかつ測定値も約1／15と低かったものの，この推

移パターンは母体血漿中および羊水中とほぼ同じであった。

胎盤中の濃度推移については，30分でCmaxを示し6時間ま

でその1evelを維持し，その後徐々に減衰し48時間で検出限

50



第4章

51

界以下になった。



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
　　第3節　考察

　母体血漿中のETU濃度のAUCとCmaxは，ETUを妊娠

11．5日に投与した時の方が，妊娠12．5日に投与した時より

いくらか低かった。しかし，投与後15分で両日の投与とも

ほぼCmaxに近い濃度に達し，消失時間もほぼ同じであり，

全体の推移パターンはほぼ同じであると判断される。妊娠

11．5日投与では，同一個体から経時的に血液を採取したの

に対し，妊娠12．5日投与では1時点で1個体を屠殺して採

血したことから，採血方法の違いによりいくらかの差異が

生じた可能性が考えられる。しかし，薬物動態試験におい

ては，両者の推移パターンに差がないことから，今回認め

られた程度の差異はばらつきの範囲内であると判断するこ

とができ，両者の血中濃度推移は同じであると考えられる。

　ETUをラヅトの胎盤形成初期である妊娠12日に経口投与

した時の，羊水中および母体血漿中のETU濃度の推移を見

ると，経口投与後5分ですでに羊水中および母体血漿中に検

出され，消化管からの吸収が極めて早いことが示された。

さらに投与後15分までは，羊水中濃度が母体血漿申濃度に

比べ低い推移を示したが，投与後30分で両者中の濃度はほ

ぼ同じになり，それ以降はほぼ同様な推移を示した。この
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第4章
ことから，ETUは経口投与により，迅速に吸収されるとと

もに，母体血中に移行したETUは速やかに羊水中に移行し，

約30分で羊水中および母体血漿中濃度がほぼ平衡状態にな

ると考えられる。このことは，各投与量におけるCmaxおよ

びTmaxがほぼ同じ値を示すことからも推察される。その後

の推移に関しては，羊水中および母体血漿中濃度がほぼ平

衡状態を保ちながら，血中から尿および糞中へのETUの排

泄に伴い両者中から消失し，その結果，各投与量における

羊水中および母体血漿中でのETUのAUCがほぼ同じ値を示

すと推察される。　Katoε∫α1．（1976）は100　mg／kgの14C・ETU

をラットの妊娠12日に投与し，2，6および24時間後に羊水

中および母体血漿中のほか各種臓器でその放射性活性を測

定している。その結果において，ETUは速やかに吸収され

母体血中および羊水中に移行すると報告しているおり，今

回の我々の結果と一致する。また，妊娠12日に10，50およ

び200mg／kgのETUを投与：した場合・母体血漿中および羊水

中濃度は直線的に増加することが今回の実験から明らかに

なり，10から200mg／kgの範囲では吸収性に関して線形性が

保たれていると判断された。これらのことから，ETUの胎

子への暴露経路として，羊水からの暴露が重要な役割を演
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第 4章

じている可能性が考えられる O また 3 今回の我々の結果に

おいて 2 胎子中および胎盤中の ETUは投与後 12時間でほぼ

消失しており，羊水中の ETUに比べ消失が早かった O この

ことから胎子に ETUは蓄積しな い も の の 3 胎子は羊水中に

おいて長時間高濃度の ETUに 暴 露 さ れ て い る と 考 え ら れ る O

また，母 体 へ の 10 mg/kgの ETU単回経口投与では胎子に

奇形 が誘 発されず， 50 mg/kgでは胎子に短尾を誘発するこ

とを 第 1章で明 ら か に し た 。 このことから， ETUの催奇形性

に 対する関値はョ母体血築中濃度の AUCで 102---467.6 

μg. hr/ml， Cmaxで 12.5---34.7μg/ml，羊水中濃度では AUC

で 100---555μgehr/ml， Cmaxで 11.8---47.7μg/mlである可能

性が考えられる。

以上より 3 妊娠 12日に ETUをラットに経口投与した時ョ

羊水および母体血疑中でほぼ同じ濃度推移を示し，かつ胎

子に蓄積しないことが示された。即ち 2 胎子は母体血中と

同じ ETU の濃度で羊水中において全身暴露されており 3

ETUによ る奇形誘発には羊水を介しての暴露が重要である

可能性が考えら れ る 。
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第4章
第　4節　　　小主舌

　妊娠11．5および12．5日のラットに，10，50，200mg／kg

のETUを単回経口投与し，母体血漿，羊水，胎子自身での

ETUの濃度推移を観察した。妊娠11．5日および12．5日の単

回経口投与による母体血漿中のETUの推移はほぼ同じで

あった。妊娠12．5日投与による母体血漿中および羊水中の

ETU濃度は，ほぼ2時間でピークに達し，その後徐々に減

少し，48時間で完全に消失した。しかし，胎子自身のETU

濃度は30分でピークに達し，投与後12時間でほぼ消失し

た。胎子に対するETUの影響の一部は，羊水中での高いETU

濃度に胎子が長時間暴露されたことによるものと考えられ

る。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
第5章　Ethylenethioureaによる形態異常誘発に関与する薬

　　　物動態学的要因の解析1一総暴露量、最高濃度およ

　　　び暴露時間と形態異常誘発の関連性に関する加

　　　v加。一加の∫ro系での解析一

　第4章において，妊娠11．5日のラットにethylenethiourea

（ETU）を投与した時の母体血漿中濃度の推移，並びに妊娠

12．5日に投与した時の母体血漿中，羊水中，面子および胎

盤中でのETUの濃度の推移を明らかにし，羊水からのETU

暴露が胎子の奇形誘発に重要な役割を果たす可能性がある

ことを示唆した。本章では，妊娠ラヅトにETUを単磁経口

投与することにより，胎生11．5日もしくは12．5日の馬子を

ETUに加v∫voで2～12時間暴露し，その後，’ηv∫∫70で培養

することにより，ETUが奇形を誘発するのに必要な♂ηv∫vo

での暴露時間について検討した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
　　第1節　材料と方法

　1）使用動物

　Wistar－Imamichiラットを（財）動物繁殖研究所より購入し，

実験に供した。膣池内に精子が観察された日を妊娠0日と算

定した。動物は室温22±2。Cに空調管理され，明暗12時

間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケージで飼

育し，餌（MF，，Charles　River　Japan，横浜）および水道水を

自由摂取させた。

　2）投与液の調製と投与方法

　Ethylenethiourea（ETU）は和光純薬工業株式会社（大阪）

より購入した。ETUは用時に0．5％tragacanth　gum水溶液で懸

濁し，40mg／ml濃度液を作製した。投与液量は5ml／kgとし，

投与直前の体重を基に各動物の投与液量を算出し，強制経

口投与した。対照群には溶媒の0．5％tragacanth　gum水溶液

のみを投与した。1群当為りの動物数は6匹とした。投与は

妊娠12．5日の2，4，6，8もしくは12時間前，すなわち，胎

子を摘出し培養に移す2～12時間前に実施した。

3）ラヅト胎子の培養法
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
　母体を介して子宮内でETUに2，4，6，8もしくは12時

間暴露された胎生12．5日のラット胎子を摘出後，第2章で

述べた江藤らの方法（1981，1985）に従って24時間培養した。

聖子の摘出時には，実体顕微鏡下で卵黄嚢解放を実施し・

Hanks液で2回洗浄後，培養液に移した。

　4）観察および測定方法

　培養陰子の形態観察は摘出直後の卵黄嚢解放時および

24時間の培養終了時にそれぞれ実施した。その際，心拍動

および体循環が良好な息子を生存胎盤とし，心拍動が認め

られないものは死亡胎子と判定した。葭子の発達指標とし

て，頭長，頭殿長および体節数を培養終了時に観察した。

　5）統計解析

　胎子の各測定値については，一元配置分散分析で有意差

が認められた場合は，Dμnnettの多重比較検：定を用い・奇形

の発生率についてはFisherの直接確率計算法を用いて・そ

れぞれ解析した。有意水準にはP＜0・05を採択した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
　　第2節　実験結果

　200mg／kgのETUを単回経口投与された母体から摘出し

24時間培養した愚子の結果をTablc　16に示した。子宮内で

ETUに2～12時間暴露された後に24時間培養されたラッ

ト胎子は全例生存した。子宮内での6時間暴露群（推定

AUC：570μ9・hr／m1）では，頭殿長と尾体節数の軽度な低値

が認められ，公子の発達抑制が観察されたが，形態異常を

示す培養七子は全く観察されなかった。8時間暴露群（推

定AUC：713μ9・hr／m1）でも6時間暴露群と同様に頭最長と

尾体節数の軽度な低値が認められ，発達抑制が観察された。

形態変化としては尾の充血が高頻度で認められたのみで，

明確な形態異常は観察されなかった。子宮内での12時間暴

露群（推定AUC：937μg・hr／ml）では，露胎子に形態異常が

観察された。　観察された異常は，前脳の低形成，中脳の浮

腫，下顎の低形成，前肢芽および後肢芽の低形成，短尾で

あった（Photos　17，18）・，12時間暴露群では・尾体節数の低

値が認められた。頭殿長が対照群と同じ値を示したのは，

中脳の浮腫に起因する変化であり，胎子の発達促進を示す

変化ではなく，尾体節数の低値は短尾に伴った変化であっ

た。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
なお，4時間暴露群で頭長が対照群に比べ有意に短かった。

　　第3節　考察

　ETUが奇形を誘発するのに必要な暴露時間について検討

するため，妊娠11．5日から妊娠12．5日の間に200mg／kgの

ETUを母ラヅトに単回経口投与したのち，2～12時間後に

御子を摘出してさらに24時間培養した。

　4時間暴露群で爪長が対照群に比べ有意に短かったのは，

6，8および12時間暴露群での胎子の頭長が対照群と差がな

かったことから，ETU暴露による影響ではなく，偶発的な

変化と考える。また，6時問暴露群での頭殿長は対照群の

鳴子に比べ有意に短かく，尾体節数が対照群の胎子に比べ

平均で1．6対少ないことから，発達の遅延が生じていると

考えられる。Tsuchiyaら（1991）は，この時期の胎子培養

において，150μ9／mlのETUを46時間，ラット胎子に暴露

した時，嚢子のDNA量と蛋白量が低下することを報告して

いる。すなわち，ETUは．　DNA合成を抑制することにより蛋

白合成も抑制すると考えられる。これらのことより，子宮

内での6時間暴露は，魚子の軽度の発達遅延もたらす程度

でDNA合成が抑制されている可能性が示唆された。しかし・

6時間暴露において，形態異常がなんら観察されなかった
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第5章
ことから，子宮内でのETUの6時間暴露（推定AUC：570

μ9・hr／ml）では奇形は誘発されないと考えられる・8時間暴

露においては，頭殿長と尾体節数の軽度な低値が認められ

発達抑制が観察されたが，尾の充血以外形態変化は観察さ

れなかった。また，第1章で述べた加霞voの経時観察にお

いては尾の充血は観察されてなかったことから，本変化が

将来の奇形になるとは考え難い。これらのことから，子宮

内のラヅト胎子に形態異常を誘発するためには6時間を越

え12時間までのETUの暴露が必要であると考えられる。
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第5章
第　4節　　　小非舌

　ETUが奇形を誘発するのに必要な暴露時間について検

討するため，妊娠11．5日から妊娠12．5日の間に200mg／kg

のETUを母ラヅトに単回経口投与したのち，2～12時間後

に胎生12．5日の胎子を摘出して，さらに24時間培養した。

子宮内での6時間暴露からラヅト胎子の軽度な発達遅延が

認められたが，8時間暴露においても明確な形態異常は認

められなかった。一方、12時間暴露においては、前脳、

中脳、前肢および尾に形態異常が観察された。これらのこ

とから，子宮内のラヅト胎子に形態異常を誘発するために

は6時間を越え12時間までのETUの暴露が必要であると推

定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
第6章　Ethylenethioureaによる形態異常誘発に関与する薬

　　　物動態学的要因の解析II一総暴露量，最高濃度およ

　　　び暴露時間と形態異常誘発の関連性に関するin

　　　vitro系での解析一

　Ethylenethiourea（ETU）は∫ηv∫voでラット砂子に奇形を

誘発することはすでに第1章で報告した。∫η丙∫roで培養ラ

ット胎動をETUに暴露した実験においては，胎生10日から

48時間の40μg／m1暴露，および胎生1ユ日から48時間の30

μ9／ml暴露において，脳胞および尾に形態異常が観察されて

いる（Daston，ε’α1．，1987，　Tsuchiya，ε∫01．，1991）。しかし，

ETUが形態異常を誘発するのに必要な最少の暴露濃度と暴

露時間については検討されていない。本実験は，加v加。で

ラヅトがETUに対し高い感受性を示す妊娠11日および12

日（Ruddick，ε‘α1．，1975）の培養ラヅト胎子を用い，ETUが

形態異常を誘発するのに必要な暴露時間について検討した。

なお，本実験の暴露濃度は，第4章で検討した，ETUの母

体の血漿中および羊水中の最高濃度から，加画voでラット

胎子に全身性の奇形を誘発する時の濃度である100μ9／m1

と溶媒の溶解限界量に近い300μ9／ml，尾のみに奇形を誘発
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
する濃度の30μ9／ml，並びに外形奇形を誘発しない濃度の

6μg／m1を中心に設定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
　　第1節　材料と方法

　1）使用動物

　Wistar－Imamichiラヅトを（財）動物繁殖研究所より購入し，

実験に供した。膣垢内に精子が観察された日を妊娠0日と算

定した。動物は室温22±2。Cに空調管理され，明暗12時

間（7：00点灯，19：00消灯）の部屋で，1－2匹／ケージで飼

育し，餌（MF，，Charles　River　Japan，横浜）および水道水を

自由摂取させた。

　2）ラヅト胎子の培養法

　胎生ユ1．5日のラヅト腹子を摘出後，江藤らの方法（198ユ，

1985）に従って95％02・5％CO2混合ガスを連続給気しなが

ら20rpmで回転培養した・培養液（ラヅト1・C・血清）の調製

方法並びに培養方法の詳細は第2章で述べた通りとし，48

時間の培養を実施した。胎子を17時間培養した後，Hanks

液に移し，実体顕微鏡下で卵黄嚢解放を実施し・さらに29

時間培養した。

3）　ETUの暴露方法

ETU（和光純薬工業株式会社・大阪）は蒸留水に溶解し・暴
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
露濃度が6，10，30，100および300μ9／mlになるよう培養

液に添加した。ETUの6時間暴露は，卵黄嚢解放直後に100

および300μ9／m1の濃度で実施した。暴露終了時には培養胎

子を2回Hanks液で洗浄し，ETUを含まない培養液に戻し

さらに24時間培養を継続した。卵黄嚢解放前に，12時間の

ETU暴露は10，30および100μ9／mlの濃度で，17時間のETU

暴露は6μ9／m1の濃度で実施し，卵黄嚢解放およびHanks

液での2回の洗浄の後，ETUを含まない培養液でさらに24

時間培養した。いずれの実験においても培養時間は48時間

とし，卵黄嚢解放は培養開始後18もしくは24時間目に実

施した。

　4）　観察および測定方法

　培養胎子の形態観察は培養終了時に実施し，活発な心拍

動および体循環を示すものを生存胎子と判定した。胎子の

発達指標として頭長および頭殿長（CRL）を培養終了時に観

察した。さらに，体節数を暴露終了時と培養終了時に数え，

24時間で増加した体節数（尾体節の増加数）をも算出し

た。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
　5）　統計解析

　胎子の形態異常の発生率の比較にはFisherの直接確率計

算法を，各測定値についてはWilcoxsonの順位検定を用い

P＜0。05の有意水準で検定した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
　　第2節　実験結果

　ETUに暴露された培養ラット胎子は全例生存した。Table

17に6時間暴露の結果を示した。300μ9／ml暴露群において

も形態異常を示す培養胎子は全く観察されなかった（Photo

19）。Table　18に12時間暴露での形態異常の種類とその発現

頻度ならびに形態計測結果を示した。10μ9／ml以上で濃度

依存性に異常胎子，尾の異常（浮腫，短尾および曲尾）の

頻度が増加し，30μ9／ml以上では短尾と曲尾が統計学的に

有意に高い頻度で観察された（Photo　20）。100μg／mlではさ

らに，前脳の低形成，中脳領域の浮腫および前肢芽の浮腫

が観察された。形態計測結果においては，尾体節数，およ

び暴露後24時間で増加した尾体節数が，30μg／ml以上で有

意に少なかった。Table　19にETUの6μg／mlでの17時間暴

露の結果を示した。　6μg／mlでの17時間暴露では形態異常

は全く観察されず，各形態計測結果も対照胎子と同様であ

った。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
　　第3節　考察

　本実験において，培養ラット胎子をETUの300μ9／mlに6

時間暴露した時には，肉眼的な形態異常および発達抑制を

示唆する各形態計測値の低値は観察されなかった。第4章

で明らかにした様に，’ηv加。でラット胎子に全身性の奇形

を誘発する200mg／kgを経口投与した時の最高母体血漿中

濃度は92．6μ9／mlもしくは114．4μ9／ml，最高羊水中濃度は

121．5μ9／m1であった。また，’ηv’voでラット胎子に全身性

の奇形を誘発する240mg／kgのETUを母体に経口投与した

時の最高血漿中濃度は125μ9／mlとの報告もある（Ruddick，

ε’α1．，1977）。今回の実験で用いた濃度はそれらの約2．5倍

に相当する。この高濃度での6時間暴露において，形態異

常が観察されなかったことから，ETUの6時間の暴露は形

態異常を誘発するには不十分であると考えられる。しかし，

培養ラット胎子を10μ9／ml以上のETUに12時間暴露した

時，尾の異常が濃度依存’ ｫに観察され，100μ9／mlでは前脳，

中脳および前肢にも高率な形態異常が誘発された・また・

第5章のラヅトの加画vo一加画∫ro系での実験：においても・

子宮内での8時間暴露では形態異常は誘発されず12時間暴

露でのみ形態異常が誘発されている。これらのことから・
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第6章
ラヅト胎子に形態異常を誘発するには，12時間が必要であ

ると判断される。一方，ヒトおよび実験動物に催奇形性を

示すvalpronic　acid（VPA）においては，本実験結果と対照的

な暴露時間に関する報告がされている。すなわち，Nauら

（1981）およびNau（1985）は・VPAをマウス容子に奇形を起

こさせる用量で母体に皮下投与した時，4時間でVPAの90％

が排泄されてしまうこと，およびVPAの最高血中濃度の

1／15－1／6になるように浸透圧ポンプでVPAを継続的に7日

間母体に投与した時は奇形が生じないことから，VPAが奇

形を誘発するには短時間で高濃度の暴露が必要であると報

告している。一方，本実験結果においては，ETUが培養ラ

ヅト胎子に形態異常を誘発するには，10μg／m1以上での12

時間の暴露が必要であることを示した（算定AUC：120

μ9・hr／m1）。しかし，6μ9／m1での17時間の暴露（算定AUC：102

μg・hr／ml）では培養ラット二子に形態異常が誘発されなかっ

た。これらのことより，ETUはVPと異なり，形態異常を誘

発するにはある一定濃度（10μ9／m1）以上での12時間の暴

露が必要であると考えられる・
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第 6章

第 4節小括

Ethylenethiourea (ETU) がラ ッ ト 胎 子 に 形 態 異 常 を 誘 発

するのに必要な暴露時間を全胎子培養法により検討した。

300 μg/mlの 6時 間 お よ び 6μg/mlの 17時間暴露においては

形 態異常は観察されなかった。一方， 10ドg/ml以上の濃度

での 12時間暴 露 に お い て は 3 尾の異常が濃度依存性に認め

られ， 100 !-tg/m1では，さらに前脳 3 中 脳 お よ び 前 肢 に 形 態

異常が観察された O これちより， ETUがラット胎子に明確

な形態異常を誘発するには， 12時 間の 暴露 が必 要で ある と

推察 された。
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結　語

　以上の本研究の成績から，

（1）ETUをラヅトに妊娠11・5日および12．5日に経口投与し

た時，妊娠末期年子において脳奇形，口蓋裂，四肢の異常

と欠指および合指，短尾，曲尾を主徴とする種々の奇形が

観察され，これらの奇形と対応する変化がすでに胎生13．5

日の胎子に観察される。

（2）ETUは母体血，日子の羊水および脳脊髄液の浸透圧に変

化を与えることはない。

（3）胎生11．5日から13．5日の間の胎子のETUの催奇形性に

対する感受性は魏V抄0および加垣∫roの条件下で差がない。

（4）ETUのラット刷子に対する催奇形性は，肝臓の代謝によ

り減弱される。

（5）母ラヅトにETUを投与した時，ETUは速やかに体内に

吸収され各体液へ移行・し，10～200mg／kgの投与量の範囲

では，血漿中および羊水中でのETUのピーク値並びに出

羽露量は直線回帰を示す。

（6）母体血漿中および羊水中のETU濃度はほぼ同じ濃度で

推移する。
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（7）胎子自身のETU濃度は早い時間で消失するが，その後

も羊水中での高いETU濃度に胎子が長時間曝露される。

（8）ETUがラヅト胎子に形態異常を誘発するためには，加

v抄。での羊水中もしくは切v∫∫roでの培養液中で，胎子が

ETUの10μ9／ml以上の濃度に12時間連続して暴露される

ことが必要である。

などの結果がえられた。

　これらより，一括すればETUは∫ηv∫voであれ魏v∫∫roで

あれ胎子にさまざまな奇形を生じさせるものであり，母体

血中に長くとどまり，また胎子羊水中には母体血中と同程

度に長く代謝されずにとどまるし，ETUの代謝を促進せし

めると，奇形の発現が減弱することから，その催奇形性は

ETUの代謝物によるのではなくETUそのものによるもので

あると結論される。さらに，ETUがラット胎子に奇形を発

現させるためには，10直9／ml以上の濃度のETUに12時間，

羊水中であれ培養液中であれ胎子が暴露されることが必要

であることから，ETUが三子に催奇形性を示すには，ETU

の10μ9／ml以上の濃度が12時間以上母体血中で維持される

必要があると結論される。
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総括
総　括

　Ethylenethiourea（ETU）は，それ自体，果実や野菜等にか

って散布された殺菌剤であり（Vettorazzi，ε∫α1．，1995），ま

た，ethylencbisthiocarbamate系殺菌剤の環境中分解物および

動植物内での代謝産物である（Czeg16di－Jank6，1967；Jordan，

6‘α1・，1979；Broc：ker，θ∫01・，1980；Autio，6∫α1．，1983）・

　ETUをラヅト胎子の器官形成期に母体に連続投与すると，

上子に外脳症，脳瘤，髄膜瘤，水頭症，小下顎症，四肢の

低形成，欠指症，短尾，曲尾などの異常が低用量でも認め

られる（Khera，1973；Petrova－Vergieva，6∫01．，1973；Larsson

8彦α1．，1976；Khera，1987）。これらのことから，　ETUはラッ

トに催奇形性を示すことは明らかである。従って，本化合

物の環境中への散布によりヒト胎児にも影響するかもしれ

ないことが懸念される。しかし，代謝阻害剤のSKF－525Aを

前処置したラヅトにETUを投与すると，その催奇形性が増

強されるとの報告（Khera＆Iverson，1981）と・これに相反し

て，ラットにおけるin　vivoでのETUの羊水内投与では奇形

が誘発されないとの報告（Tcramoto，ε∫α1・，1980）から，ETU

の催奇形性がETU自体によるのか，あるいはその代謝物に
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
よるのかは未だ明確になってはいない。また，ETUの妊娠

ラットにおける体内動態についての研究として，14Cでラベ

ルしたETUを妊娠ラットに経口投与したのち，母体血中・

組織中，尿中および胎子中でのETU濃度の測定結果が報告

されており，それによれば，経口投与されたETUは母体の

血中，組織中並びに胎子中に速やかに移行することが示さ

れている（Ruddick　et　al．，1975；Kato　et　al・，1976；Ruddick　et

al．，1977）。しかし，母体血中および羊水中でのETU未代謝

体の濃度推移を詳細に検討した報告は未だなく，羊水を介

する胎子への暴露に付いてもほとんど検討されていない．

　本論文は，実験奇形学的な手法を用い，ETUによる催奇

形性がETU自体によるのか，あるいはETUの代謝物によるの

かを明らかにし，ETUが催奇形性を示す薬物動態学的パタ

ーンを明らかにするために行ったものである。

　第1章では，妊娠11．5日および12．5日にETUを妊娠ラッ

トに単回もしくは連日強制経口投与した時に・誘発される

胎子の外形奇形の種類と形態異常の成立過程を観察した。

　妊娠11．5日および12．5日目ETUを単動もしくは連日経

口投与した時，10mg／kgでは胎子の外表奇形は全く観察さ
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
れず，無影響量であった。50mg／kgでは短尾が観察された。

200mg／kgでは脳奇形，口蓋裂，小下顎症，四肢の異常と欠

指および合指，短尾を主徴とする種々の奇形が誘発され，

妊娠11．5日投与では口唇裂が，妊娠12。5日投与では，さら

に後肢の奇形と小上顎症，無舌症が観察された。妊娠11．5

日と12．5日の連日投与では，両日の単回投与により認めら

れた奇形が全て観察された。また，胎生13．5日には，これ

らの奇形に対応する部位で形態異常が観察され，この際，

母動物の血清，皇子の羊水と脳脊髄液に浸透圧の変化は認

められなかった。したがって，200mg／kgのETUを妊娠11．5

日および12．5日の母ラヅトに単向経口投与した場合，その

催奇形性に関して胎生13．5日の山子ですでに評価可能で

あると考えられる。

　第2章では，ラヅト胎子を胎生11．5日から培養系に移し，

∫ηv‘∫roでETUに暴露し．た時の形態変化を観察した。

　胎生11．5日のラット童子を2時間前培養した後，100お

よび300μ9／mlのETUを用い最初の17時間ETUに暴露・ETU

なしで22時間培養ののち24時間ETUに暴露，並びに46時

間連続でETUに暴露の三種類の実験を行った。これらの条
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総括

件下で ETUに暴露された培養ラット胎子では 3 第 1章で見

られたような 3 母ラットの妊娠 11.5日および 12.5日に ETU

を 単回もしくは連日経口投与した場合の子宮内胎子の形態

変 化と同様な 変 化 ， す な わ ち 3 前脳の低形成 3 鼻突起の結

合不全 3 小 下顎症 3 前 肢芽および後肢芽の低形成 3 短尾が

観察された。したがって 3 胎生 11. 5日から 13.5日の閣のラ

ット胎子の ETUに対する感受性は in νi t r 0 でも in v iνOで

もほぼ同じであると考えられる。

第 3章で は ETUの催奇形性が ETU自体によるのか，あ

るいはその代 謝物 によ るの かを明確にするため 3 培養ラツ

ト胎子をラッ ト 肝 ミ ク ロ ゾーム分画 (S9mix)の存在および

非存在下で ETUに暴露し 2 形態異常の誘発について検討し

。
た

10および 30μg/mlの ETUに S9 mixの存在および非穿在下

でラット培養胎子 を暴 露し た時 S9 mix の非存在下では用

量依存性に形態異常の頻度が高くなった O 一方 S9mix の

存在下では形態異常がほとんど観察されなかった。したが

っ て ETUの 催奇形性は ETU自体にあると推察される。
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総括

第 4章では ETUがラット胎子に奇形を誘発するのに要

する薬物動態学的な関値につ いての知見を得るため 3 ラッ

トの妊娠 12.5日に ETむを 10， 50お よ び 200mg/kgで単回経

口 投与し，母体血疑中 3 羊水中，胎子中および胎盤中での

ETU濃度を経持的に測定した。

母体血疑中および羊水中の ETUはともにほぼ同じ濃度で

推移し、約 2 時間でピークに達し、その後徐々に減少し、

48時間で消失した。この際， 10--200 mg/kgの投与量の範

闘で，ピーク値並びに総暴露量に各々直線回帰が認められ 3

用量に依存し た体内吸収と各体液への移行が認められた。

しかし、胎子自身の ETU濃度 は 30分でピークに達し、投与

後 12時間でほぼ消失した。胎子に対する ETUの効果の一部

は、羊水中での高い ETU濃度に 胎 子 が 長 時 間 曝 露 さ れ た こ

と によるものと考えられる。

第 5章 では ETUが胎子に奇形を誘発するのに要する子

宮内での暴露時間について検討するため 3 妊娠 11.5 日も

しくは 12.5日のラットに 200mg/kgの ETUを単回経口投与

する ことにより 3 胎子を invivoで 2--12時 間 暴 露 し 3 さら

に 24時間培養 し て 形 態 異 常 を観察した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
　子宮内での6時間暴露からラヅト胎子の軽度な発達遅延

が認められたが，8時間暴露においても明確な形態異常は認

められなかった。一方、12時間暴露においては、前脳、

中脳、前肢および尾に形態異常が観察された。したがって・

子宮内のラヅト丁子に形態異常を誘発するためには12時間

のETUへの暴露が必要であると考えられる。

　第6章では，胎生11．5日からの培養ラヅト馬子を6，30，

100および300μ9／mlのETUに2～12時間暴露し，ETUが形

態異常を誘発するのに要する暴露時間について訪垣∫roで

検討した。

　300μ9／mlの6時間および6μ9／mlの17時間暴露において

は形態異常は観察されなかった。一方、10μ9／ml以上の濃

度での12時間暴露においては、尾の異常が濃度依存性に

認められ、100μ9／mlではさらに前脳・中脳および前肢に形

態異常が観察された。したがって、ETUがラット胎子に明

確な形態異常を誘発するには、10μ9／ml以上の濃度での12

時間の暴露が必要であると考えられた・

以上の本研究の成績から，（1）ETUをラットに妊娠1L5
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
日および12・5日に経口投与した時，妊娠末期胎子において

観察される奇形と対応する変化がすでに胎生13．5日の愚

子に観察される，（2）ETUは母体血，胎子の羊水および脳脊

髄液の浸透圧に変化を与えることはない，（3）胎生11・5日

から13．5日の間の胎子のETUに対する感受性は胡v∫voお

よび切v∫∫roの条件下で差がない，（4）母ラットにETUを投

与した時，ETUは速やかに体内に吸収され各体液へ移行し・

母体血漿中および羊水中のETU濃度はほぼ同じ濃度で推移

する，（5）胎子自身のETU濃度は早い時間で消失するが・

その後も羊水中での高いETU濃度に胎子が長時間曝露され

る，（6）ETUがラット甲子に形態異常を誘発するのには，胎

子がETUの10μg／ml以上の濃度で12時間，羊水もしくは培

養液中で暴露されることが必要である，ことなどの結果が

えられた。

　これらより，ETUはin　vivoであれin　vitroであれ転子に

さまざまな奇形を生じさせるものであり，母体血中に長く

とどまり，また胎子羊水中には母体血中と同程度に長く代

謝されずにとどまるし，ETUの代謝を促進せしめると・奇

形の発現が減弱することから，その催奇形性はETUの代謝

物によるのではなくETUそのものによるものである・と結
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　総括
論される。さらに，ETUがラヅト胎子に奇形を発現させる

ためには，10μ9／ml以上の濃度のETUに12時間，羊水中で

あれ培養液中であれ胎子が暴露されることが必要であるこ

とから，ETUが胎子に催奇形性を示すには，ETUの10μ9／mI

以上の濃度が12時間以上母体血中で維持される必要があ

る，と結論される。
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Table 7 Dysmorphogenesis in fetuses derived from dams

given 200 mglkg ETU on day 11.5 of gestation

Days of observation

12.5 13.5 14.5 15.5
No. of litters used

No. of fetuses observed

6

80

6

72

4

51

6

65

Brain region Prosencephalon hypoplasia (%)

Mesencephalon extrudoclusion (%)

Mesencephalon edema (%)

Mesencephalon rupture (%)

Hydrocephaly (%)

1OO

 36

  o

 o

100

 38

 14

  o

77

2

96

85

  o

1OO

Nasal region Medial nasal process hematoma (%)

Nasal process noncontact (%)

Cleft lip (%)

15

o

  6

100

100 1OO

Cervical region Mandibulahypoplasia(%) o 1OO 98 100

Foreltmb Forelimb bud hypoplasia (%)

Foreltmb dysplasia (%)

Forelimb plate hypoplasia (%)

Oligodactyly (%)

o

o

100

  o  28

1OO

 75

 66

100

 94

Hindlimb Hindlimb bud hypoplasia (%)

Hindlimb bud hematoma (%)

Hindlimb dysplasia (%)

HindliMb plate hypoplasia (%)

Oligodactyly (%)

o

o

o

o

o

o 2

2

4

o

o

o

Somatlc reglon Dorsum edema (%) o ag 96 100

Tail Tail edge edema (%)

Tail shortened (%)

Tail rudiment (%)

 26

1OO

  o

 24

100

  o

2

96

o

o

85

15

-: The term not applied.
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Table 8 Dysmorphogenesis in fetuses derived from dams 
given 200 mg/ kg ETU on day 12.5 of gestation 

Days of observation 

13.5 14.5 15.5 
No. of litters used 6 6 3 
N o. of fetuses observed 73 71 35 

Brain region Prosencephalon hypoplasia (%) 100 100 100 
Mesencephalon extrudoclusion (%) 32 
Mesencephalon edema (%) O 

Rupture of blood vessels (%) O 51 100 

Brain region hematocele (%) O O 69 
Hydrocephaly (%) 100 100 

N asal region Medial nasal process hematoma (%) O O 

N asal process noncontact (%) 。 O 

Cleft lip (%) O 。
Maxillary Maxillary hypoplasia (%) 。51 100 

Cervical region Mandibula hypoplasia (%) 82 100 98 

Forelimb Forelimb bud hypoplasia (%) 58 

Forelimb dysplasia (%) 42 100 100 

Forelimb plate hematoma (%) 。21 54 

Forelimb plate hypoplasia (%) 49 100 

Oligodacty ly (%) 32 100 

Hindlimb Hindlimb bud hypoplasia (%) 56 

Hindlimb bud hematoma (%) O 21 

Hindlimb dysplasia (%) O 62 97 

Hindlimb plate hypoplasia (%) 49 97 

Oligodactyly (%) 34 97 

Somatic region Dorsum edema (%) O O 100 

Tail Tail edge edema (%) 12 38 。
Tai1 shortened (%) 79 100 100 

Tail rudiment (%) O O 。
ー:The term not applied. 
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Table 9 Dysmorphogenesis in 13.5-day fetuses derived from dams

       given 200 mg/kg ETU on days 11.5 and 12.5 of gestation

Day of observation

13.5

No. of litters used

No. of fetuses observed

6

68

Prosencephalon hypoplasia (%)

Mesencephalon extrudoclusion (%)

Medial nasal process hematoma (%)

Mandibula hypoplasia

Nasal process noncontact (%)

Foreltmb bud hypoplasia (%)

Hindlimb bud hypoplasia (%)

Tail shortened (%)

100

 46

 56

100

100

100

 38

100
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         v
 A rat fetus (left side) derived from a dam given 50 mglkg ETU on

day 11.5 of gestation showing a short and kinky tail.
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Photo 2. A rat fetus derived

  from a dam given 200 mg/kg

  MU on day 11.5 of gestation

  showing brain hernia,

  hydrocephalic, mandibular

  micrognathia, shortened

  forelimb, forelimb digit

  anomalies, and no tail.

Photo 3. A rat fetus

derived from a dam given

200 mgA<g ETU on day 11.5

of gestation showing brain

hernia (top arrow), cleft lip,

cleft palate (middle arrow),

mandibular micrognathia,

shortened forelimb, forelimb

syndactyly aower arrow) and

oligodactyiy, no tail and anal

atresia.
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Photo 4. A rat fetus derived from a dam given 50 mg!kg ETU on day 12.5

of gestation showing a short and kinky tail (arrow).

Photo 5. A rat fetus derived from a dam given 200 mg!kg ETU on day 12.5

of gestation showing brain hernia, hydrocephaly including blood,

mandibular micrognathia, cleft palate, shortened fore- and hind-

limbs, fore- and hind-limb digit anomalies, and no tail.
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Photo 6.

tw--

t
s.y'･

ew

              --ts"tsig'tL di.'
A rat fetus derived from a dam gtven 200 mg/kg ETU on day 12.5

of gestation showing brain hernia, hydrocephaly including blood,

maxi11ary and mandibular micrognathia, cleft palate, shortened

fore- and hind-limbs, fore- and hind-limb digit anomalies, and

short tail.

             g

             ,

Photo 7.

k

A 12.5-day rat fetus (right side) derived from a dam given 200

mg/kg ETU on day 11.5 of gestation showing prosencephalon

hypoplasia (arrow head).

                        1le



O

。
、
〆

「
㍗

　　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

@　

D
（
℃
邸
①
上
［
＞
P
O
臼
隷
）
①
b
。
℃
£
ε
三
邸
墓
℃
①
℃
き
8
刺
の
暑
。
℃
三
×
①
ぎ
至
山
8
5
の
①
日

b。

O
き
毫
ぎ
量
の
①
b
。
も
め
．
コ
沿
℃
き
⇒
臼
b
。
謁
＼
b
。
白
8
N
5
自
励
壽
聴
日
ε
℃
①
琶
①
℃
（
①
℃
三
鳥
3
の
三
①
｝
露
見
℃
め
．
臼
く

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
－
　
　
㎏
．
－
．
．
、
．
．
　
．
，
哺
｝
“
満
謹

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
幽
”
三
：
へ
・
‘
．
』
幽
．
．
、
．
r
，
曹
．
、
、
r
画
．
－
．
・
、
”

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
、
『
、
一
層
冒
㍗

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
一
．
・
　
　
吟
　
　
　
　
　
　
r
「
至
‘

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
馬
詫
　
　
　
　
　
∵
』

・
國
．
概
．

　
、

三
㌧
．

．
ぺ

潜7糊

寧癒
野

タ
・幡

A
9

．
▲

窓’

　　　　　　　　w
　　　　　　・穿　　　いみ
　　，．，號．

欝妙ド
ニ∫恥亭．

黛孟

馴ρ

D
醍
「

㍉
彦
噛
－
．
・

』
F
ぎ

　
　
　
　
　
　
．
　
．
〒
’

　
　
　
　
　
　
　
丁

呪窯

㌔
款

齢

鴨

　
り」　

．
o
D
g
o
‘
自

r脚

?
C
P

巳
㌃臨

F　、

遡
み”

マ

11ユ



Photo 9.  A 13.5-day rat fetus (left side) derived from a dam given 200

                      .
mg/kg ETU on day 11.5 of gestation showing prosencephalon

hypoplasia (white arrow), mesencephalon extrudoclusion and

edema, forelimb bud hypoplasia (arrow), and short tail (white

arrow).
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Photo 10. A 14.5-day rat fetus derived from a darn given 200 mg/kg ETU

on day 11.5 of gestation showing prosencephalon hypoplasia,

mesencephalon extrudoclusion and edema, nasal processes

noncontact, mandibula hypoplasia, forelimb bud hypoplasia,

dorsum edema, and Short tail.
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Photo 11.

ee -

"`"･,,-Ltsl.e"t. t,

A 14.5-day rat fetus derived from a dam given 200 mglkg ETU

on day 11.5 of gestation showing prosencephalon hypoplasia,

mesencephalon extrudoclusion and edema, rupture of blood

vessels in brain region, nasal processes noncontact, mandibula

hypoplasia, forelimb bud hypoplasia, dorsum edema, and short

tail.
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Photo 12. A 15.5-day rat fetus derived from a dam given 200 mg7[kg ETU

  on day 11.5 of gestation showing prosencephalon hypoplasia,

  mesencephalon extrudoclusion and edema, rupture of blood

  vessels in brain region, nasql processes noncontact, mandibula

  hypoplasia, dorsum edema, forelimb bud hypoplasia and

  oligodactuly, and short tail.
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Photo 13. Two-day cu1tured rat fetuses exposed to O (control), 100, and 300

pg ETU/ml for first 17 hr after 2-hr preincubation. Both

fetuses exposed to 100 and 300 pag ETUIml show

prosencephalon hypoplasia, mesencephalon extrudoclusion,

nasal processes ngncontact, mandibula hypoplasia, forelimb

bud hypoplasia, and short tail.
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Photo 14.

  tw
.i .g,g, ･

Two-day cultured rat fetuses exposed to O (control) and 300 "g

ETU!ml for the first 17 hr after 2-hr preincubation. The ETU-

exposed fetus shows prosencephalon hypoplasia,

mesencephalon extrudoclusion, nasal processes noncontact,

mandibula hypoplasia, and forelimb bud hypoplasia.
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Photo 15. Two-day cultured rat fetuses exposed to O (control), 100, and 300

ug ETU/ml for the last 24 hr. Both fetuses exposed to 100 and

300 pg ETU/ml show prosencephalon hypoplasia,

mesencephalon extrudoclusion, mandibula hypoplasia, forelimb

and hindlimb buds hypoplasia, and short tail.
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Photo 16.

a
s

!･ISiilllg. i:･L･r･,･

)

Two-day cultured rat fetuses. The left fetus, control, The right

fetus, exposed to 30 ug ETU/ml for 17 hr without S9mix, shows

prosencephalon hypoplasia, and short tail.
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Photo 17. A fetus exposed in utero to 200 mg ETU /kg for 12 hr and then 

cultured with ETU-free serum for 24 hr. The ETU-exposed 

fetus shows prosencephalon hypoplasia， mesencephalon 

extrudoclusion， mandibula hypoplasia and tail shortened. 
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Photo 18. A fetus exposed in utero to 200 mg ETU/kg for 12 hr and then

        cultured with ETU-free serum for 24 hr. The right fetus is its

        paired control The ETU-exposed fetus shows prosencephalon

        hypoplasia, mesencephalon extrudoclusion, mandibula

        hypoplasia, and short tail.
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                                                      ABSTRA CT

AStudy of Teratogenic Mechanism of Ethylenethiourea (ETU) in Rat

                            Fetuses

                        By Takayuki Iwase

ABSTRA CT

    Ethylenethiourea (ETU), one of fungicides, has been used for food crops

and fruits (Vettorazzi etaZ. 1995). MU is also a degradation product of the

ethylenebisthiocarbamate group in the environment and also its metabolite in

plants and animals (Czeglei-Jank6, 1967; Jordan et al. 1979; Brocker et al. 1980;

Autio et al., 1983). It is well known that such a kind of fungicides induces

malformations in rat fetuses when orally given to mother rats at a high dose

Ievelduringfetalorganogeneticperiod(Khera,1987). Moreover,ETUevenat

a low dose level causes fetal exencephaly, encephalocele, meningocele,

hydrocephaly, mandibula micrognathia, forelimb hypoplasia, hindlimb

hypoplasia, oligodactyly, short tail, kinky tail and so forth (Khera, 1973; Petrova-

Vergievaetal,1973;Larssonetal,1976;Khera,1987). Accordingly,itisclear

that ETU has a teratogenic potential for rats. From this point of view, this

teratogenic potential of ETU would give rise to a possible teratogenic risk for

human fetuses when pregnant women are exposed to sprinkled ETU.

     It has been reported that, in rat fetuses, the teratogenictty of MU is

reinforced by a maternal pre-treatment with SKF-525A, an inhibitor of drug-

metabolism (Khera & Iverson, 1981). ()n the other hand, it has been also

reported that, when directly injected into amniotic fluid ofrat fetuses in vivo,

ETUcausesnomalformations(TeramotoetaZ.1980). Fromtheseconflicting

reports, whether the teratogenicity of ETU depends on ETU itself or on its

metabolites remains to be solved.
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ABSTRACT

    In a few toxicokinetic studies, after oral administration of i4C-ETU to

pregnantrats, its radioactivity levels in maternal blood, tissues, and urine, and

in fetuses were measured at a few points (Ruddick et al., 1975; Kato, et al. 1976;

Ruddick et al. 1977). As a result, it was found that i4C-ETU was rapidly

transferred into maternal blood, tissues, urine and feces, and into fetuses･

However, there has been no report dealing with a detailed time-concentration

curve of native ETU in maternal blood and fetal amniotic fluid. Also, a few

studies were made for exposure of ETU to rat fetuses through amniotic fluid.

    The present study, by the use of experimental teratologtcal methods was

conducted mainly to clarify whether the teratogenicity of ETU depends on ETU

itself or on its metabolites, and then to elucidate the pharmacokinetic pattern of

ETU occurring in its teratogenic dynamics.

    In Chapter 1, after the administration ofMU to pregnant rats on day 11.5

andlor 12.5 of gestation, their fetuses were subjected to observation of external

malformations and processes of dysmorphogenesis at term.

     When pregnant rats were orally given 10 mg/kg of ETU on day 11.5

and/or 12.5 of gestation, no external malformations were observed in their

fetuses. Therefore, this dose level of 10 mg/kg was concluded to be non-

effective. Thedoselevelof50mg/kginducedshorttails.Thedoselevelof

200 mg/kg. induced various kinds of external malformations including brain

malformations, cleft palate, mandibula micrognathia, forelimb malformations,

oligodactyly, syndactyly, short tail and so forth. Additionally, cleft lip was

observed in fetuses derived from dams given 200 mg/kg of ETU on day 11.5 of

gestation, and hindlimb malformations, maxillary microgTrathia and aglossia

were observed in fetuses derived from dams given the same dose on day 12.5 of

gestation. Treatment with 200 mg/kg of ETU on both days 11.5 and 12.5 of
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gestation induced all of similar malformations. Ctrt day 13.5, fetuses from

treated dams already showed morpholo gical defects similar to those to be found

at term. The osmotic pressures ofmaternal serum, fetal amniotic fiuid and

fetal cerebrospinal fluid showed no differences between the control and MU-

exposed fetuses.

     Accordingly, it is possible that the teratogenicity of ETU is evaluated

already in 13.5-day fetuses after a single oral administration of 200 mglkg of

ETU to pregnant rats on day 11.5 and/or 12.5 of gestation.

    In Chapter 2, 11.5-day rat fetuses were cultured in vitro for 48 hr in total

during which period they were exposed to ETU under various experimental

conditions. The cultured fetuses were then subjected to observation of

morphological changes.

    Using 100 and 300 "glml of ETU, 3 types of exposure conditions were

made as follows. After a 2-hr preincubation, the first series of fetuses was

exposed to ETU for the first 17 hr, and then cultured without ETU for

subsequent 29 hr. The second series of fetuses was cultured without ETU for

the first 22 hr, and then exposedto ETU forthe final 22 hr. The third series of

fetuses was cultured with ETU for 46 hr continuously. Under these

experimental conditions, cu1,tured fetuses exposed to ETU showed various

morphological changes similar to those foundin 13.5-day fetuses of dams orally

given ETU one or two days earlier as shown in Chapter 1. The observed

malformations were prosencephalon hypoplasia, nasal process noncontact,

mandibula micrognathia, forelimb and hindlimb bud hypoplasia, shortened tail,

and so forth. Consequently, it is assumed that between day 11.5 and day 13.5. the

susceptivity of the in vifro rat fetuses to teratogenicity of ETU is very similar to

that of the in vivo rat fetuses.
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    In Chapter 3, in order to clarify whether the teratogenicity of ETU depends

on ETU itself or on its metabolites, the cultured rat fetuses were exposed to ETU

with or without added hepatic microsomal fraction and cofactors (S9mix) to

examine the resulting morphological defects.

     When the cultured rat fetuses were exposed to ETU without S9mix,

frequencies of m orph olo gical defe cts were in creased concentration-depen dently.

In contrast, with S9mix, morphological changes were almost not detected.

Consequently, it is likely that ETU itself possesses a direct teratogenic action.

    In Chapter 4, in order to detect the pharmacokinetic threshold of ETU to

induce malformationsin rat fetuses, following the single oral administration of

10, 50 or 200 mg/kg of ETU to pregnant rats on day 12.5 of gestation, ETU-

concentrations in maternal plasma, amniotic fluid, fetuses and placentas were

determined chronologically.

    The results showed that ETU-concentrations both in maternal plasma and

in fetal amniotic fluid showed similar concentration-time curves in that they

reached the peak approximately2 hr after dosin& and gradually decreased to be

null 48 hr later. To the contrary, ETU-concentration in fetuses reached the

peak30minafterdosin&anddecreasedtobenull12hrlater. Itisassumed

that a part of teratogenic effects of ETU on fetuses is due to a relatively long time

stagnation of a high amount of native ETU in the amniotic fluid.

    In (thapter 5, a study was conducted to assess the least duration of MU-

exposure needed to induce malformations in rat fetuses in utero. After a

single oral administration of 200 mg/kg of ETU to pregnant rats on day 11.5 or

12.5, their fetuses were allowed to remain in utero for2 to 12 hr and then
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cultured for additional 24 hr without ETU for detection of morphological

defects.

  The 6-hr ETU exposure in utero induced a slight growth retardation in

fetuses, but even the 8-hr exposure caused no morphological defects.

Nevertheless, the 12-hr ETU exposure in utero caused morphological defects in

prosencephalon,mesencephalon,forelimbandtail. Therefore,itisassumed

that the 12-hr ETU exposure in utero is needed at least to induce malformations

in rat fetuses.

    In Chapter 6, in order to examine the Ieast duration of in vitro ETU-

exposure to induce fetal malformations, 11.5-day rat fetuses were cultured and

exposed to 6, 30, 100 or 300 "glml of ETU for 2 to 12 hr.

    No morphologica1 defects were observed in cultured fetuses exposed to 300

"glmlofETUfor6hrandto6"g/mlofETUfor17hr. Whereas,defectsof

tail were detected concentration-dependently in fetuses exposed to 10 or more

ug/mlofETUfor12hr. With100ug/mlofETU,moreover,morphologtcal

defects in prosencephalon, mesencephalon and forelimb were observed.

Consequently, it seems that the concentrations of 10 or more "glml of ETU and

the 12-hr ETU exposure are needed at least to induce malformations in fetuses

cultured in vitro.

    From these studies, following results were obtained: (1) the 13.5-day rat

fetuses already showed morphological defects similar to those found in fu11-

term fetuses after maternal oral aciministration ofETU on day 11.5 and/or 12.5

of gestation; (2) ETU did not affect the osmotic pressure ofmaternal serum, fetal
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amniotic fluid and fetal cerebrospinal fluid; (3) the susceptivity of in vitro

fetuses to ETU was about the same as that ofin vivo fetuses between day 11.5

and day 13.5; (4) the teratogenic action of ETU was reduced by the hepatic

metabolism;(5) ETU that was introduced to pregnant rats was rapidly absorbed

by and transferred into each maternal and fetal body fluid, and thereafter, the

ETU concentration-time curvein fetal amnioticfluid was changedin a fashion

similar to that in maternal plasma; (6) the ETU-concentration in fetal bodies

declined to be null earlier than that in amniotic fluid which remained to be

high for a while. Thus, fetuses remained to be exposed to a relatively high

concentration of ETU through amniotic fluid for long duration;(7) The display

of teratogenic action of ETU would need the dose levels of 10 or more ugl ml

and the existing duration for 12 hr both in the amniotic fluid in vivo and in the

culture medium in vitro.

    Summingup these results, the teratogenic action of ETU is responsible for

ETUitself,butnotforitsmetabolites. ETUinducesvariousmalformationsin

rat fetuses under in vivo and in vitro exposure conditions. MU itself is

retained in maternal blood for along time and also retained in fetal amniotic

fluid at a level similar to'that in maternal blood. The frequency of

malformations in rat fetuses is reduced by an increased metabolism of ETU.

Moreover, it is concluded that ETU requires, for its teratogenic action, the 12-hr

retention at the concentration of 10 or more pg/ml in maternal blood.
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