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昭和57年 度 か ち文 部 省科 学 研 究 費 補 助 金(一 ・般 研 究C)の 助 成 の

もとに行 われ た研 究 「Tubulin重 合 阻 害 剤 の 卵 子 染 色 体 不分 離

誘発能 に関 す る研 究 」は2年 間 の研 究 期 間 を終 了 し、 こ こに 研 究成 果

をま とめ る こ とにな った 。

ダウ ン症 をは じめ と した 種 々の 数 的染 色 体 異 常 症 の 成 因 で あ る染 色

体の不 分 離 や 後期 遅 滞(anaphaselagging)が いか な る機 序 で 生 ず るか

は明 らか に され て い な い 。本 研 究 は 、紡錘 糸 の主 成 分 で あ るtubulin

の重合 阻 害 剤 、特 に ト リメ トキ シベ ンゼ ン環 を もつ 種 々の 化 合 物 が 紡

錘糸 の形 成 不 全 を通 して 染 色 体 不 分 離 を誘発 す るか 否 か を卵 子 レベ ル

で検討 す る 目的 で行 われ た 。検 討 す べ き化 合 物 は数 多 く、限 られ た 研

究期 間 内で それ ちの すべ て を調 査 す る こ とは で きな か った が 、種 々の

治療 目的 で 現 実 に使 用 され て い る 医薬 品 を中 心 に研 究 を行 った 。 その

結果 、ポ ドフ ィロ トキ シ ン及 び ビ ン ブ ラス チ ンに は卵 子 染 色 体 不 分 離

を誘発 す る作 用 が あ るこ と、 また 、 ト リメ トキ シベ ンゼ ン環 を もつ 薬

品の な か に も染 色 体 不分 離 誘 発 能 を もた な い もの もあ る こ とな どが明

らか とな った 。 さ ちに 、ポ ドフ ィロ トキ シ ン と ビ ンブ ラス チ ンの 研 究

結果 が 、われ われ の 行 った ヒ ト精 子 染 色 体 の 直 接 分 析法 の改 良 に応 用

され 、 この分 野 の 研 究 の進 展 に寄 与 した こ と も本 研 究 の成 果 の一 つ で

ある 。

捻婆

藝
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研 究 成 果

は じめ に

Trimethaxybenzene環 を もつ 種 々 の 薬 品(colchicine,colcemid,

podophyllotoxin,reserpineな ど)及 び そ の 類 似 物 質(vinblastineな

ど)が 紡 錘 糸 の 構 成 蛋 白 で あ るtuburinの 重 合 阻 害 あ る い は 脱 重 合 を

引 き 起 こ す と い う こ と は 多 く の 生 化 学 的 研 究 に よ っ て す で に 明 ら か に

さ れ て い る 。 しか し 、 これ ら の 薬 品 が 紡 錘 糸 の 形 成 不 全 を 通 して 、異

i数体 の 成 因 で あ る 染 色 体 不 分 離 を 誘 発 す る 可 能 性 に つ い て はcolchi-

cineとcolcemidに つ い て 報 告 が あ る の み で 、 他 の 薬 品 に つ い て の 詳

細 な 検 討 は 行 わ れ て い な い 。

Colcemidが 染 色 体 不 分 離 を 誘 発 す る こ と は 哺 乳 類 の 体 細 胞 を 用 い た

invitroの 実 験 に よ り証 明 さ れ て い る(CoxandPuck,1969;Kato

andYoshida,1970,1971;Cox,1973)。 ま た 、 こ れ らの 研 究 よ り前

に 、colchicineのinVIVO投 与 が 卵 母 細 胞 の 第2成 熟 分 裂 期 染 色 体 の

分 離 を 抑 制 し 、結 果 的 に3倍 体 を 誘 発 す る こ と が 督 歯 類 で 報 告 され て

い る(Edward,1954,1958;PikoandBomsel-Helmreich,1960;Mc-

GaugheyandChang,1969)。 同 時 に 、 こ れ ら の 研 究 か ち 倍 数 体 の 他 に

異 数 体 も誘 発 され る こ とが 示 唆 さ れ た が 、卵 細 胞 の 染 色 体 標 本 作 製 技

術 が 不 十 分 で あ っ た た め 結 論 的 な 結 果 は 得 ちれ な か っ た 。

ダ ウ ン 症 を は じめ と した 数 的 染 色 体 異 常 症 患 児 に お け る 余 剰 染 色 体

の 由 来 を 研 究 した 結 果 か ち 、 ヒ トで は(1)卵 子 側 で 精 子 側 よ り も は る

か に 多 くの 染 色 体 不 分 離 が 生 じて い る 、(2)不 分 離 頻 度 は 卵 子 の 第1

成 熟 分 裂 時 で 第2分 裂 時 よ り も は る か に 高 い こ と な ど が 明 ら か に さ れ

て い る(JacobsandMorton,1977;Magenisetal.,1977;Niikawa

etal.,1{

い て 紡 錘 糸

こ と は 異 数

我 々 は こ

定 し 、 卵 子

1978;Miト

始 め て 行 っ

始 直 前 に お

不 分 離 やan

失)を 顕 著

1980a,b;M

紡 錘 体 の 形

の で あ る 。

本 研 究 で

質 の な か か

種 を 選 び 、

anaphaseI

材料と方法

1)実 験動

動物 は 当

コ ロ ニ ー=
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色 体 の 形 態i
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o lcemid,

blastineな

は 脱 重 合 を

に 明 ち か に

通 し て 、 異

`まcolchi一

つ い て の 詳

胞 を 用 い た

159;Kato

I研 究 よ り前

期 染 色 体 の

'報告 され て

190;Mc-

1数 体 の 他 に

;標 本 作 製 技

,余 剰 染 色 体

は り もは る

k卵 子 の 第1

1ら か に され

7;Niikawa

etal.,1977;Matteietal.,1979)。 した が っ て 、上 述 の 薬 品 を用

いて 紡 錘 糸 形 成 不 全 と 染 色 体 不 分 離 の 関 連 性 を 卵 子 レ ベ ル で 検 討 す る

こ とは異 数 体 の 生 成 機 序 を 解 明 す る う え で 極 め て 重 要 で あ る 。

我 々は この 研 究 に 適 した 実 験 動 物(チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー)を 選

定 し 、卵 子 染 色 体 標 本 作 製 法 を 改 良 して(Kamiguchietal.,1975,

1978;MikamoandKamiguchi,1983)、 卵 子 レベ ル で の 詳 細 な 研 究 を

始め て行 っ た 。 そ の 結 果 、 卵 母 細 胞 の 第1成 熟 分 裂 期 紡 錘 体 形 成 の 開

始直 前 に お け るcolchicine(3μ9/9体 重)のinvivo投 与 が 染 色 体

不分 離 やanaphaselagging(分 裂 後 期 で の 移 動 遅 延 に よ る染 色 体 の 消

失)を 顕 著 に 誘 発 す る こ と が 明 らか とな っ た(SugawaraandHikamo,

1980a,b;MikamoandSugawara,1980)。 こ の 研 究 結 果 は 成 熟 分 裂 期

紡 錘 体 の 形 成 不 全 が 染 色 体 不 分 離 の 原 因 で あ る こ と を 強 く 示 唆 す る も

ので あ る 。

本 研 究 で はtrimethexybenzene環 を もつ 種 々 の 薬 品 及 び そ の 類 似 物

質 の な か か ら 特 に 各 種 の 治 療 目 的 で 用 い られ て い る 医 薬 品 を 中 心 に11

種 を選 び 、上 述 の 研 究 の 場 合 と 同 じ実 験 系 を用 い て 染 色 体 不 分 離 及 び

anaphaselagging誘 発 能 の 調 査 、 解 析 を 行 っ た 。

材料 と方 法

1)実 験動物

動物は 当研究 室 で 繁 殖 ・育 成 され た チ ャ イニ ーズ ハ ム ス タ ー(旭 川

コロニ ー=CHAcolony)で 、安定 した条 件 下(照 明:午 前5時 か

ち午後7時 まで の14時 間 明 期 、10時 間 暗期;室 温:23±2℃;湿 度=

50～60%}で 飼 育 され た 。本 種 は 染 色 体 数 が少 な く(2n=22)、 個 々の 染

色体の形態 的 特 徴 が 明瞭 で あ るた め 染 色 体 分 析 が容 易 で あ る こ とや 、
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卵 細 胞 膜 が 強 固 で 染色 体 標 本 を作 製 しや す い こ とな ど、 この 分 野 の研

究 に適 した 特 性 を も って い る 。 また 、 この コ ロニ ーは極 め て 安 定 した

4日 型 の 性 周 期 を もつ よ うに改 良 され て い るの で 、動 物 の 選 抜 の 際 の

無 駄 が 少 な い 。上 述 の光 条 件 下 では 、黄 体 形 成 ホル モ ンの サ ー ジは大

部 分 の 動 物 で 発情 前 期 の 日の14:00～15=00の 間 に 、第1卵 母細 胞 の

卵 核 胞 崩壊 は16=OO～17:00の 間 に起 こ り、排 卵 は 翌 日(発 情 期)の

3=30～4=30の 間 に起 こ る 。

実 験 に は成 熟 雌(5～8ケ 月 齢)を 用 い た 。e垢 検 査 に よ って性 周

期 を確 認 し 、正 常4日 型 の 性 周 期 を保 持 して い る個 体 の み を選 抜 して

実 験 を行 った 。 これ に よ り、遅 延 排 卵 、遅 延 受 精 な どの数 的染 色 体 異

常誘 発 要 因 を実 験 系 か ち排 除 し、特 定 の薬 品の 影 響 の み を適 確 に検 討

す る こ とが で きた 。

(巨 大 極 体

本 に した 。

(1)colcemi

(2)podophy

(3)reserpi

(4)tr曇 鵬eh

(5)3,4,5-t

(6)3,4,5-t

(7)3,4,5-t

(8)3,4,5-t

(9)1,2,4-t

(10}griseof

(11)vinblas

2>薬 品 及 び 投 与 方 法

調 査 した 薬 品 の 種 類 及び 投与 量 は表1に 示 す 通 りで あ る 。 これ らの

薬 品 は す べ てsigma社(米 国)よ り購 入 した 。薬 品(1)～(9)はtri-

methoxybenzene環 を もつ化 合 物 、(1U)及 び(11)は そ の類 似 物 質 で あ る。

薬 品(11)以 外 は 水 に不 溶 ま た は難 溶 な の で 、DMSO(dimethylsulfoxide

)に 溶 か して用 い た 。投 与 量 を変 え る場 合 に は 、常 に一 定 量(約0.1

ml)が 動 物(約40g)に 注 射 され る よ うに溶 液 の濃 度 を調 整 した 。

薬 品 は発 情 前 期 の 日の17=30に 腹 腔 内投 与 され た 。 この 時刻 は1)の

項 で述 べ た卵 核 胞 崩 壊 の 時 刻 に 続 く時期 で 、第1成 熟 分 裂期 紡 錘 体 の

形 成 が 開 始 され る直 前 で あ る 。翌 日(排 卵 日)の9=00頃 に動 物 を開 腹

して 卵 管 膨 大 部 よ り第2卵 母 細 胞 を 回収 し、0.膿 ト リプ シ ン処 理 に よ

り卵 丘 細 胞 を除 去 した 。卵 母 細 胞 は実 体 解 剖 顕 微 鏡 下 で形 態 的 観 察

薬品投与

れない場合

排卵抑制 、

3)染 色体

染色体標

れた 。方法

の固定 液で

破損による

完成 したス

唯一個の核

めて有効で

一
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の分野の研

て安定した

選抜の際の

サージは大

卵母細胞の

発情期)の

(巨 大極体の 有無 の 観察)を 行 っ た後 に次 項 に述 べ る方法 で染 色 体 標

本にした 。

表1、調査した薬品の投与量および動物の反応

薬品 投与量

(μ9/9体 重)

動物の反応

よって性周

を選抜 して

的染色体異

適確に検討

(1)coIce柵id

(2)podophylIOtoxin

(31reserpine

〔4)tri蹴ethopr噛i鵬

(5)3,d,5-trimethoxybe

(6)3,4,5-trimethoxybe

(7)3,4,5-trimethoxybe

(8)3,4,5-trimethoxyci

(9)1,2,4-trimethoxy-5

(14)griseofulvin

(11)vinblastine

10

20

4.5

100

zっldehyde500

zamjde500

zoicacid500

naylcacid500

propenylbenzene500

300

3

変化なし

変化なし

これ以上の量で行動機能障害顕著

これ以上の量で致死

この倍量で致死

これ以上の量で排卵障害

この倍量で致死

これ以上の量で排卵障害

これ以上の量で排卵障害

これ以上の量で運動機能障害顕著

変化なし

。 こ れ ちの

(9)`まtri一

物質 で あ る 。

Isulfoxide

量(約0.1

整 した 。

時刻 は1)の

期紡 錘 体 の

動物 を 開 腹

ン 処 理 に よ

態 的 観 察

薬品投与による効果(巨 大極体 誘発 、染色体不分離誘発 〉が認めら

れない場合には投与量をふや して実験 を行い、動物に著 しい行動障害 、

排卵抑制、死亡などの影響を生ずる限界量まで調査 した(表1)。

3)染 色体標本作製及び分析

染色体標本は我々が開発 した漸進固定 ・空気乾燥法を用いて作製さ

れた。方法の概略は図1に 示す通 りで ある。この方法 では卵が3段 階

の固定液で順次穏やかに固定 されるので、標本作製過程で卵細胞膜の

破損による染色体の人為的流失がほ とんど起こらない。したがって、

完成したスライ ドの信頼度は極めて高く、この方法は本研究のように

唯一個の核板かち数的異常の有無を判定 しなければならない場合に極

めて有効である。



チヤイニーズハムスター卵の第二成熟分裂期染色体標本作製法

卵管卵の採取

放射冠細胞の除去及び
透明帯外層部の溶解

O.5%ト リ プ シ ン1.5分 ・37。C

低張処理

30%牛 胎仔血清60分,37。C

透明帯の除去及び
卵の穏やかな固定

固定 液1(メ タ ノー ル:酢 酸:水
=5二1:4)5分

卵のスライ ド上定着

固定 液II(メ タ ノー ル:酢 酸
=3:1)

卵の再 固定 ・保存

固定 液II20分 以上

卵細抱 質の軟化

固定液III(メ タ ノー ル:酢 酸:水
二4:3:1)1分
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図1チ ャイニーズハムス ター第2卵 母細胞の染色体標本
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一

薯法

チャイニ ーズハ ムス タ ー第2卵 母 細 胞 の 核 板 は11本 の2分 染 色 体 よ

り成 り、これ ちは その 形態 的特 徴 に よ っ て4つ の グ ル ープ 、す な わ ち 、

2本 の大型 中部着 糸型 染色 体(A群)、3本 の 中型 中部 着 糸型 染 色 体

(B群)、3本 の 中型 端部 着 糸型 染 色 体(C群)及 び3本 の小 型 中部

着糸型染色体(D群)に 分 類 され る の で(図6)、 これ に した が って

異常染色体 の同定 を行 った 。

/

7
r

r本

結 果

1)巨 大 極 体 を もつ 卵 母 細 胞 の 出 現 率

す で に 我 々 は 、colchicine投 与 が 巨 大 極 体 を も つ 卵 母 細 胞 を高 頻 度

に誘発 す る こ と及 び こ の 形 態 異 常 卵 で は 染 色 体 不 分 離 頻 度 が 著 し く高

い こ とを 明 らか に した(SugawaraandMikamo,1980a,b;Mikamoand

Sugawara,1980).そ こ で 、 ま ず 巨 大 極 体 を も つ 卵 母 細 胞 の 出 現 率 を

指標 に して11種 類 の 薬 品 の 影 響 を 調 査 した 。

観 察 さ れ た 巨 大 極 体 の 大 き さ に は か な りの 変 異 が あ り 、2細 胞 期 の

割 球 の大 き さ に ほ ぼ 匹 敵 す る ほ ど 巨 大 な もの(図2、A>、 比 較 的 小

形 の もの(図2、B)、 あ る い は そ れ らの 中 間 の も の(図2、C)な

ど色 々な 段 階 の もの が あ っ た 。 ま た 、 極 体 が2個 誘 発 され た 例(図2、

D)も 観 察 さ れ た 。

巨大 極 体 を もつ 卵 母 細 胞 の 出 現 頻 度 は 表2に 示 す 通 りで あ る 。対 照

1は 無 処 理 の 動 物 群 、 対 照Hは 各 薬 品 を 溶 解 す る の に 用 い たDMSOの み

を注射 した 動 物 群 で あ る 。Trimethoprim,3,4,5-trimethoxybenzal-

dehyde,3,4,5-trimethoxybenzamide,3,4,5-trimethoxycinnamic

acid及 びgriseafulvinの 各 群 で は 、 投 与 量 を か な り多 く し た に も か か

わ らず,巨 大 極 体 は 全 く 誘 発 され な か っ た 。 ま た 、1,2,4-trimethoxy
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図2種 々の大 き さの 巨大 極体 を1個 もつ 第2卵 母細

胞(A～C)及 び2個 もつ 卵 母細 胞(D)の 例.い ずれ

もpodophyllotoxin,reserpineあ るい はvinblastine投

与 群 で観 察 され た もの 。

対 照1

対 照 皿

COlce鵬ld

podophyll

reserpine

trimethOP

3,4,5-iri

3,4,5-tri

3,4,5-triI

3,4,5-trig

1,2,4-trig

griseofuい

Vinb,asi臼

*対 照H

2)異 数 僧
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lastineo,

出現率 を証
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一
一5-propenylbenzene群 で は ご く少 数 の 卵(2 .9%)で 巨 大 極 体 が 観 察 さ

れ たが 、対 照 群 との 間 に 統 計 的 有 意 差 は 全 く な か っ た 。3,4,5-crime-

thoxybezoicacid群 で は 異 常 卵 の 出 現 率(3.5%)が や や 増 加 す る 傾 向 を

示 した が 、 有 意 差 は な か っ た 。 一一方 、colcemid,podophyllotoxin,

reserpine及 びvinblastineの 各 群 で は 巨 大 極 体 を もつ 卵 の 出 現 率 が

有意 に増 加 した 。

表2、 種々の薬品の投与後にみちれた 、巨大極体をもつ第2卵 母細胞の出現頻度

実験群 動物数 調査 正常卵数 巨大極体をXZ検 定*

卵数(%)も つ卵(%)

対 照1

対 照 皿

colce踊id

podophyllotoxin

reserpine

trimethoeri爾

3,4,5-trimethoxybe

3,4,5-tr,methoybe

3,4,5-trimethoxybe

3,4,5-trt冊ethoyci

1,2,4-trimethoy-5

griseofulvin

vinblastine

2541912

22212

869

19171

22202

13116

zaidehyde549

za隈ide651

zoicacid20201

na繭icacid652

propenylbenzene870

436

21187

1899(99.3)13(0.7)

209(98.6)3(1.4)

64(92.8)5(7.2)

143(83.1)28(16.3)

184(91.1)18(8.9)

116(100)0(0)

49(104)0(0)

51(100)0(0)

194(96.5}7(3.5)

521100)0(0)

68{97.1)2(2.9)

36(100)0(0)

127(67.9)60(32.1)

0.3〈Pく0.5

0.02〈Pく0.05

P<0。001

P<0.01

0.2<P<0.3

0.7〈Pく08

P<0.001

*対 照HのP値 は対照1と の比較の場合。他のP値 はすべて対照 皿との比較。

2>異 数 性 卵 母 細 胞 の 出 現 率

巨大極 体 出 現 率 の 有 意 な 増 加 ま た は 増 加 傾 向 の 認 め られ た 、podo-

phyllotoxin,reserpine,3,4,5-trimethaxybenzoicacid及 びvinb-

lastineの4群 に つ い て 、 卵 母 細 胞 の 染 色 体 標 本 を 作 製 し 、 異 数 体 の

出現率 を調 査 した 。
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図3巨 大極体 をもつ第2卵 母細胞の染色体標本(上)

及びその核型(下)。 上左:ギ ムザ染色後の染色体標本

写真 。上右:同 標本の模式図 。卵 と極体の細胞質及び染

色体の特徴 を強調 して表 してある。Aグ ル ープの染色体

1本(矢 印)が 不分離を起 こして第1極 体側(p.b.1)

に含 まれ 、卵母細胞(oocyte)は 低i数性異常になっている。

及

合

体

ず

例
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図4巨 大極体 をもつ第2卵 母細胞 の染色体標本(上)

及びその核型(下)。 写真及び模式図の特徴は図3の 場

合 と同 じ。何本かの染色体(核 型のなかの 白ぬ きの染色

体)が 卵母細胞(oocyte)に も極体(P.b.1)に も含 まれ

ず消失 して しまった結果 、両者 とも低数性異常 とな った

例。
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▼

図52個 の巨大極体を もつ第2卵 母細胞(oacyte)の 染色体標本

(上)及 びその核型(下).上 左:ノ マルスキーの微分干渉顕微鏡で

撮 った標本の写真 。未染色 。極体及び卵の薄 く広が った細胞質が明瞭

に区別 され 、両者の染色体がお互 いに混 じり合っていないことがわか

る。上 中:ギ ムザ染色後の染色体標本写真 。上右:同 標本の模式図 。

この図の特徴は図3の 場合 と同 じ。退化 した染色体の塊(矢 印)が 極

体 と卵母細胞の境界部の細胞質外 にみ られ る。anaphaselaggingの 後

の染色体の運命 を示 している。卵母細胞 では5本 の染色体が消失 して

極端 な低数性異常 となって いる。消失 した染色体の一部は細胞質外の

退化 した塊に含 まれていると思われ る。

型

D

は

色

で
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図6チ ャイニ ーズハムスター第2卵 母細胞の正常核

型(euploid,n-11)。 染色体は形態的特徴によってA～

Dの4グ ル ープに分類 され る。2段 目以下(aneuploid}

は薬品投与群でみ られた異数性卵母細胞の核型の例 。染

色体不分離は染色体 グル ープA～Dの いずれか ちも生 じ

ている。矢印は消失 した、あるいは余剰の染色体 を示す。



巨大 極 体 を もつ 卵 母 細 胞 で は 、2分 染 色 体 が 卵 母 細胞 と極 体 の 間 で

不 均等 に配 分 され た 結 果 生 じた 異 数 体 の例(図3>、 多 くの染 色 体 に

不 分離 また はanaphaselaggingが 起 こ った結 果,極 端 に 染色 体 数 が 減

少 して し まっ た異 常卵 の 例(図4>、 卵 細胞 と極 体 の 境 界 部 の細 胞 質

外 に 退化 した染 色 体 の 塊(anaphaselaggingの 過 程 を示 す もの と考 え

ちれ る)が み られ る例(図5)な ど種 々の タイ プ の異 数 性 卵母 細 胞 が

観 察 され た 。い くつ か の異 数 体 の 核 型 例 は 図6に 示 され て い る 。 この

図 か らわ か る よ うに 、不 分 離 はA～Dの どの 染 色体 グル ープ か ち も出

現 して いた 。

異 常 卵 の 出 現

5-trimethaxy

め られ た も の

意 差 は な か っ

わ ち 、colcem

ま で60卵 が 染

増 加 し て い た

表4、 異数喫

実験群

表3、 種々の薬品の投与後にみられた異数性卵母細胞の出現頻度

実験群 分析 正常卵 異数性卵x2検 定
卵数(%)(紛 対照1

対照1

対照∬

podophyllotoxin

reserpine

3,4,5-trimethoxy-

benzoicacid

vinblastine

1742

198

155

18$

190

159

1747

(98.o)

195

(98.5)

93

(60.0)

182

(96.8)

184

(96.S)

26

×16.4)

35

(2.0)

3

(1.5)

s2

(40.4)

6

(3.2)

6

(3.2)

133

(83.6)

0.8<P<0.9

P<0.001

0.3<P<0.5

0.3<P<0.5

P<0.041

表3に 示 す 通 り、 異i数 性 卵 母 細 胞 の 出 現 率 はpodophyllotoxin及 び

vinblastineの2群 で 有 意 に 増 加 した 。 特 に 後 者 は 異 常 誘 発 能 が 強 く 、

対照皿

podophylloto;

reserpine

3,4,5-trivet

benzoicacid

vinblastine

次 に 、 巨ナ

た め に 、卵 葦

して 異 数 性 耳1

群 に お け る早

よ りは るか`1

』 一



亟体 の 間で

わ染 色体 に

竺体 数 が減

郭の細 胞 質

もの と考 え

1日母細 胞 が

vZる 。 この

プか ち も出

異常卵の 出現率 は8棚 以 上 の高 率 を示 した 。一 方 、reserpineと3,4,

5-trimethoxybenzoicacidの2群 で は 異 数体 の 出現 率 に増 加 傾 向が 認

め られた もの の 、現 時点 で の分 析 卵 数 で は 対照 群 との間 に 出現 率 の 有

意差はな かった 。巨大極 体 誘発 が認 め られ た も う一・つ の実 験 群 、す な

わち、colcemid群 では まだ 調査 例 数 が 十 分 蓄 積 され て い な い が 、現 在

まで60卵 が染 色体分 析 され た 。異 数 体 の 出現 率(3例 、5.0%)は や や

増加 していたが 、対 照群 との 間 に有 意 差 は な か った(0.2〈P〈O.3)。

表4、 異数性卵母細胞の出現頻度:正 常極体をもつ卵と巨大極体をもつ卵の間の比較

実験群 正常極体をもつ卵母細胞 巨大極体をもつ卵母細胞

墾

走

析
数
分
卵

異数性(%) 析
数
分
卵

異数性(%)

).9

高数性 低数性 合計 高数性 低数性 合計

,.001

,.5

対照1

対照II

1698

195

podophyllotoxin130

reserpine

3,4,5-tri鵬ethoxy-

benzoicacid

vinblastine

174

182

111

141832
(0.8)(1.1)(1.9)

123
(0.5)(1.0)(1.5)

73441
(5.4)(26.2)(31.5)

145

(0.6)(2.3)(2.9)

213
(1.1)(0.5)(1.6)

296387
(21.6)(56.8)178.4)

12

3

25

14

8

48

433

(0.0)(25.0)(25.0)

000

(0.0)(0.0)(0.0)

41721

(16.4)(68.0)(84.0)

a>〉

(00)(71)(7.1)

123

(12.5)(25.0)(37.5)

163046

(33.3)(62.5)(95.8)

D.5

d.XO1

toxin及 び

発能 が 強 く 、

次に、巨大極体形成と染色体不分離の関連性をより詳細に検討する

ために、卵母細胞を正常極体 をもつ もの と巨大極体 をもつ ものに分類

して異数性卵の出現率を比較 した(表4)。 巨大極 体を もつ卵母細胞

群における異数性卵の出現頻度は正常極体をもつ卵母細胞群での頻度

よりはるかに高く、この現象は各薬品投与群のみなちず対照群でもみ

嫌

。
.

凸盤
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ちれ た 。 また 、低 数 性 異 常の 出現 率 は 高 数 性異 常 の場 合 よ りも高 く、 用 が 弱 い ため 、

この 事 は 対 照 群 よ りも薬 品投 与 群 で 特 に著 しか った 。 これ ちの結 果 は、れ る 。

巨大 極 体 の 形 成 が 異数 性 、特 に低 数 性 異 常 の 生 成 と密 接 に関 連 して いColchicineて

る こ と を示 唆 して い る 。tubulinの 疎 」

いわ れ て い る 。

考 察

我 々 はtubulinの 重 合 阻 害 剤 の1つ で あ るcolchicineが チ ャ イ ニ ー

ズ ハ ム ス タ ー 卵 母 細 胞 の 第1成 熟 分 裂 期 に 高 頻 度 の 染 色 体 不 分 離 を誘

発 す る こ と を 明 ら か に した(SugawaraandMikama,1980a,b;Mikamo

andSugawara,1980).今 回 、 同 じtrimethoxybenzene環 を も ち 、且

つtubulin重 合 阻 害 作 用 の あ る 医 薬 品 、す な わ ち 、podophyllotoxin

とvinblastineがcolchicineと 同 様 に 巨 大 極 体 や 異i数 体 を高 頻 度 に 誘

発 す る こ とが 明 らか に さ れ た 。 こ れ ち の 事 は 、tubuline重 合 阻 害 に よ

る紡 錘 体 形 成 不 全 と い う共 通 事 象 が 上 述 の 異 常 の 原 因 で あ る こ と を 強

く示 唆 し て い る 。

一 方
、 今 回 の 研 究 か ら 同 じtrimethoxybenzene環 を も つ 薬 品 の な か

に はreserpineの よ う に 巨 大 極 体 を 誘 発 す る に も か か わ ちず 、 異 数 体

の 誘 発 が 顕 著 で な い も の も み つ か っ た 。 巨 大 極 体 形 成 の 原 因 に は 、 紡

錘 体 が 卵 の 中 央 に 移 動 す る た め で あ る と い う説(BradenandAustin,

1954;Donahue,1970;Plachotetal.,1978)や 紡 錘 体 の 軸 の 方 向 性

が 重 要 で あ る と い う説(Plachotetal.,1978)な ど 紡 錘 体 の 異 常 に

よ る と い う説 の 他 に 、 卵 細 胞 質 表 層 のmicrofilamentか ち成 る 収 縮 環

が 関 与 し て い る と い う説(VanDenBrankandStone,1974;Cremer

etal.,1976)も あ る 。Reserpineの 場 合 、actin系 の 繊 維 で あ る

microfilamentに 対 す る 阻 害 作 用 が 強 く 、tubulin系 の 紡 錘 体 へ の 作
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用 が弱 い ため 、上 述 の よ うな 効 果 の 差 が 生 じ た と い う可 能 性 も考 え ち

れ る 。

Colchicineで は 、 そ の 分 子 構 造 に 含 まれ るtrimethoxybenzene環 が

tubulinの 疎 水 領 域 と特 異 的 に 結 合 してtubulinの 重 合 を 阻 害 す る と

いわれ て い る 。 しか し 、 今 回 、 同 じtrimethoxybenzene化 合 物 で あ る

trimethoprim,3,4,5-trimethoxybenzaldehyde,3,4,5-trimethoxy-

benzamide,3,4,5-trimethoxycinnamicacid,1,2,4-trimethoxy-5-

prapenylbenzene及 びgriseofulvinで は 巨 大 極 体 も異 数 体 も全 く誘 発

され な か っ た 。 した が っ て 、 こ れ らの 化 合 物 で はtrimethoxybenzene

環 が必 ず しもtubulinの 重 合 阻 害 を 引 き 起 こ して い な い も の と考 え ら

れ る 。事 実 、colchicineに 紫 外 線 を 照 射 してlumicolchicineに 変 え

る と、trimethaxybenzene環 が そ の ま ま 保 た れ て い る に も か か わ ちず 、

tubulinと 結 合 しな くな る こ と が 知 られ て い る 。

今 回の 研 究 はinvivoの 実 験 系 で 行 わ れ た の で 、 各 薬 品 の 吸 収 率 や

代 謝率 の 問 題 も異 常 誘 発 能 の 有 無 と 関 連 して 十 分 考 慮 され な け れ ば な

らな い 。 この 点 を 明 らか に す る た め に はinvitroの 系(培 養 系)で 各

薬品の 効 果 を調 査 して み る 必 要 が あ る 。Colcemidは0.4μ9/mlの 濃 度

で培養 体 細 胞 の 紡 錘 体 形 成 を完 全 に 阻 害 す る が 、 今 回 のinvivOの 系

では その20倍 以 上 の 量(10μ9/9体 重)で も異 数 性 卵 の 有 意 な 増 加 は

認め ちれ な か った 。 した が っ て 、 こ の 薬 品 の 場 合 に は 吸 収 、代 謝 の 問

題が関 係 して い る 可 能 性 が 強 い 。異 常 誘 発 能 の 認 め ら れ な か っ た 他 の

薬品 につ い て も 同 様 の 可 能 性 が 残 され て い る 。

最近 、 ヒ トの 第2卵 母 細 胞 を用 い た 染 色 体 研 究 か ち 、 ヒ トで は 異 数

性卵 が頻 発 して お り、 特 に 極 端 な 低 数 性 異 常 が 多 い こ と が 示 さ れ て い

る(Martinetal.,1986;脚ramsbyetal.,1987;Plachotetal.,
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1988;Djalalietal.,1988).こ れ らの結 果 は 今 回 の薬 品 に よ る異

数性 誘 発 の場 合 と非 常 に よ く似 て い る 。彼 等 の 報 告 に は染 色 体 標 本 作

製技 術 の不 備 のた め に生 じた 人 為 的 な 染 色体 異 常 が 一 部含 まれ て い る

可 能性 は否 定 で きな いが 、 も しこれ らの 報 告 が事 実 とす れ ば 、そ の原

因 が 紡 錘体 の形 成 不 全 に あ る とい う可 能 性 は極 め て強 い 。炉胞 内過 熟

に よ って 加 齢 した卵 母 細 胞 では 成 熟 分 裂 期 紡 錘体 の形 成 不 全 が頻 発 し、

これ が 染 色 体 不 分離 の原 因 にな って い る こ とは 両生 類 の 卵 で 証 明 され

て い る(Mikamo,1968a,b).そ の後 、 同様 の 現 象 は ラ ッ トで も実 験 的

に証 明 され て い る(MikamoandHamaguchi,1975;Kamiguchietal.,

1979)。 も し、 ヒ ト卵 子 で加 齢 に伴 う紡 錘 体 の 形 成不 全 が生 じや す く、

その た め に異 数 体 が 頻 発 して い る とす れ ば 、 当然 巨大 極 体 の 出現 頻 度

もまた 高 い もの と推 定 され るが 、これ までの 報 告 で この事 に言 及 して

い る もの はな い 。 ヒ ト卵 母 細 胞 の染 色 体 研 究 では この 点 か らの検 討 が

必 要 で あ ろ う。
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