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一

さま し カiき

平成2年 度 か ら文部 省科学研究 費補助 金(一 般研 究B)の 助 成を受 けて

行われ た研究 「ヒ ト精子 染色体 に及 ぼす放射 線 お よび化学物 質 の影響」 は

2年 の研究期 間を終 え、 こ こに研究 成 果を ま とめ る ことにな った。

染色体異常 は流 産 や種 々 の先天異 常症 の原 因 であ る。最近 、 染色体 の高

精度 分染法 やDNA診 断法 の発展 に よ り、種 々 の先 天異常症 が 染色 体 の微

小 な異常 に起 因 す る ことお よびそれ らの異常 の多 くが父親(精 子)由 来 で

あ ることが 明 らか にな って きた。 しか し、 ヒ ト精子 染色体異 常 に関す る直

接 的研 究 はあ まり進展 して いなか った。 最 近 、我 々 はハ ム スター卵 へ の異

種 間体 外受精 を応 用 した ヒ ト精子 染色体分 析法 を改良 して、 従 来の方法 よ

りもはるか に成功 率 ・信頼 度の高 い方法 を確立 した。

本研 究で は、 この改良法 を用 いて(1)放 射 線(ガ ンマ線)お よび数種

の医薬 品(制 癌剤)の ヒ ト精子 染色体 に及 ぼす 影響、(2)日 本人一般 集

団 にお ける精 子染色 体異常 自然 発生率 、(3)凍 結保存 精子 を利用 した染

色体分析法 の 開発 を行 った。 そ の結 果、(1)の 研究 に関 して は、 染色 体

異常誘発 と放射 線量 の関係 が明 らか に な った。 また、化 学物質 の影響 に関

しては、予 備 的研究 に予想外 の時間 を と られて 研究 のま とめが約1年 間延

びた ものの、 ほぼ 目的通 りの成 果が得 られ た。(2)の 研究 に関 して も22

名 の男性 か ら得 た約4,500精 子 の染色 体分析 デー タを蓄 積す る ことがで き

た。(3)に 関 しては いまだ満 足 のい く(成 功率 の高 い)精 子 染色体分 析

法が確立 して お らず 、今後 もさ らに改良 が必 要 で あ る。

(1)の 放射線 研究 の今後 の発 展 と して は、線 質 の異 な る放 射線(中 性

子線や α粒子 線)を 用 いた比較研 究 が必 要 と考 えて いる。 また、 化学物 質

の影響研究 で は、薬品 の投与量 と染色体異 常 誘発 率 との関係 の調査や、生

活関連物質(食 品添加物 、農薬 な ど)の 調 査 を考 えて い る。(2)の 研究

に関 して も、 さらにデー タ増 や して精子 染色 体異 常 自然発生 率 と精 子提供

者の年齢、職 業 、生活 習慣 な どとの関連性 を検 討 した い。
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一

1.ヒ ト精子 染色 体 に及 ぼす放射線(γ 線)の 影響

1.は じ め に

放射線 の影 響 とい う本題 に入 る前 に ヒ ト精 子の染色体 研究 の重要性 にっ

いて二 、三ふ れて みたい。

まず第 一 に、 精子 は親 か らの遺伝物 質 を担 い、新個体(次 世代)を 形成

す る細胞 であ るか ら、環 境変異 原 の遺 伝的影響 を考え る際 に卵子 とと もに

最 も重要 な細 胞 で ある。 す なわち、 も しも精子DNAに なん らか の障害 が生

じれ ば、 それ は染色体異常 個体 の生 成 に直接 っなが る危険性 を もってい る。

障害 因子 がDNAに 特 異的 に作用す る もので、精子 の他 の機能(運 動能 や受

精能 な ど)に 影響 を与 えない ものであれ ば、異常個体 生成 の危 険度 は特 に

高 くな る と考 え られ る。

第二 に、精 子 は通常 の体細 胞や卵細 胞 とは異 な り、DNAに 生 じた傷 を修

復す ることが で きない(Sega,1974;OnoandOkada,1977)。 これ は、

精子変態過程 で細胞質 が脱 ぎ捨 て られ るのに伴い、DNA修 復酵素 も失 われ

るためで あ る と考 え られて い る。 もし、 精子期 に変異原 が繰 り返 し作 用す

れ ば、 その結 果生 じたDNA障 害 は未修復 の ま ま精子 内 に蓄積 され ることに

な る。

第 三 に、 この研究 で は精子 染色体 に及 ぼす変異原 の影響 を直 接 ヒ トで評

価 す るこ とがで きる。 これ までは、 ヒ ト培養 体細胞 や実験動物 の生殖細胞

を用 いて研究 を行 い、得 られ た結果 を ヒ ト生 殖細胞 に外 挿す る とい う方法

が取 られて きた。 しか し、変 異原 に対 す る感 受性 は細胞 の種類 や動物種 に

よ って大 き く異 な ることが次 第 に明 らか とな り、 ヒ ト生殖 細胞 を用 いた直

接的研究 の必要 性が ます ます 認識 され るよ うにな って きて いる。

さて、放射 線 の ヒ トに及 ぼす遺 伝的(継 世代 的)影 響 の評価 は、 これ ま
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で は 広 島 ・長 崎 の デ ー タか らの 推 定 、 藷 歯 類 や ヒ ト以 外 の霊 長 類 に お け る

モ デ ル 実 験 あ る い は培 養 体 細 胞 を 用 い た研 究 か らの外 挿 な ど に よ って 行 わ

れ て きた 。 特 に、 染色 体 異 常 の 誘 発 は放 射 線 の 影 響 評 価 の よ い指 標 とな り、

体 細 胞 レベ ル で 数 多 くの研 究 が 行 わ れ て き た。 しか し、 生 殖 細 胞 で の染 色

体 研 究 は意 外 に少 な い。 これ は主 と して 、 生 殖 細 胞 の 染 色 体 標 本 作 製 が難

しい と い う技 術 的 な理 由 に よ る もの で あ る。 これ に加 え て 、 ヒ トで は材 料

(卵 子 、 精 子)入 手 の 難 し さ もあ り、 研 究 は全 く行 わ れ て い な か った 。

しか し、 近 年 、 幸 い に も透 明 帯 除 去 ゴー ル デ ンハ ム ス タ ー 卵 へ の 異 種 間

体 外 受 精 を応 用 した ヒ ト精 子 染 色 体 の分 析 法 が 開 発 され(Yanagimachiet

a1.,1976;Rudaketal.,●1978)、 ヒ ト配 偶 子 に お け る直 接 的研 究 が 可

能 とな った 。 しか し、 初 期 の 不 完 全 な方 法 で は 染 色 体 分 析 の 成 功 率 が 非 常

に 低 か った た め、 この 方 法 を 利 用 して ヒ ト精 子 染 色 体 に 及 ぼ す 放 射 線 の影

響 を 実 験 的 に 検 討 した 研 究 は全 くな か った 。 そ こで、 我 々 は 従 来 の 方 法 に

種 々 の 改 良 を 加 え、 成 功 率 ・信 頼 度 の高 い精 子 染 色 体 分 析 法 を 確 立 して こ

の 研 究 に取 り組 ん で きた(上 口 ・他,1986;Kamiguchieta1.,1986,19

87;上 口,1989)。

これ まで の 研 究 で我 々 は、X線 お よ び ト リチ ウム β線 誘 発 の 構 造 的 染 色

体 異 常 を もっ 精 子 の 出 現 率 が 線 量 増 加 に伴 って 直 線 的 に 増 加 す る こ とを 明

らか に した。 この結 果 は、 精 子 染 色 体 に及 ぼ す 放 射 線 の 影 響 を 直 接 ヒ トで

評 価 した最 初 の もの で あ る。 最 近 、 外 国 で も ヒ ト精 子 染 色 体 に及 ぼ す 放 射

線 の 影 響 をinvitroで 調 査 した 研 究 が 初 め て 報 告 され た が(Brandriff

etal.,1988)、 そ れ 以 外 の もの は ま だ な い。

近 年 、 染 色 体 の 高 精 度 分 染 法 が 開 発 され て 、 新 生 児集 団 に お け る構 造 異

常 が 微 細 な も の ま で 検 出 され る よ うに な って き た。 同時 に、 染 色 体 の 多 型

性 マー カ ー やDNAの 制 限 酵 素 認 識 部 位 の 多型 性 を利 用 した 研 究 か ら、 こ

れ らの構 造 異 常 の 多 くが父 親(精 子)に 由 来 す る こ とが わ か って きた(

Chamberlinetal.,1980;OlsonandMagenis,1988;Butler,1990)o

ま た、 ご く最 近 、 英 国 セ ラ フ ィー ル ドに あ る核 燃 料 再 処 理 工 場 付 近 で の 小
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a1.,1990)が 報告 されて 問題 にな って い る。 これ らの こ ととの関連 も含

め、 ヒ ト精子 染色 体 の研 究 は ます ます重 要 な課題 にな って きて いる。

本 研究 の 目的 は、我 々 の改良法 を用 いて ヒ ト精 子染色体 に及 ぼす放射線

の影 響 を実験 的 に調査 し、線量効 果関係 を明 らか にす るこ とにあ る。 この

研究 で は これ まで調査 して きた放 射線(X線 、 β線)と 異 なる γ線を用 い、

得 られた結果 を これ まで の もの と比較、 検討す る。

2.方 法

(1)ヒ ト精子 染色体 に及 ぼす7線 の影響 の調 査

合 計44名 の 健 常 男 性 か ら得 られ た 精 液試 料 が 実 験 に用 い られ た。 全 て

の精 液 提 供 者 は 正 常 の 精 液所 見(精 子 数 、 運 動 能 、 奇 形 率 な ど)を 示 し、

精 液 採 取 の5ケ 月 前 まで に診 断 ・治 療 用 の放 射 線 照 射 を受 け た 者 は一 人 も

含 ま れ て い な い。

精 子 染 色 体 異 常 の 自然 発 生 率 に は個 人 に よ って か な りの差 が み られ るの

で(Brandriffeta1.,1985;KamiguchiandMikamo,1986;Martinet

al.,1987)、 精 液 試 料 毎 に実 験 群 と対 照 群 を 設 定 した。 す な わ ち、 精 液

試 料 を液 化 した(370C,20min)後 に二 分 し、 一 方 に137CS一 γ線(ガ ン

マ セ ル40,AtomicEnergyofCanadaLimited;線 量 、6.4,12.8,

26.8,54.8,109.3,211.4お よ び423.1.cGy;線 量 率 、135.5cGy/min)

を照 射 した。 他 方 は非 照 射 対 照 群 と した。

両 群 の精 液 試 料 か ら精 子 浮 遊 法(Overstreetetal.,1980)に よ り運

動 能 の 高 い精 子 を集 め た 。 我 々 の開 発 した 方 法 に従 って(Kamiguchiand

Mikamo,1986)、 これ らの 精 子 に受 精 能 獲 得 処 理(Ca-ionophore処 理 お

。～グ β糖 泌 ♂6纒 ジ 菱灌 乙、透 卿 潔 牙 ゴ ー〃 ダ ンノ属 え ノ ー卿 ～彦

外 受 精 させ た。TC199培 養 液 を用 い て 受 精 卵 を第 一 卵 割 中期 ま で培 養 し

た後 に、 漸 進 固 定 ・空 気 乾 燥 法(MikamoandKamiguchi,1983a)を 用 い

10一
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て受 精 卵 の 染 色 体 標 本 作 製 を 行 い 、 精 子 由 来 の 核 板 にお け る染 色 体 異 常 の

出現 率 を調 査 した。

出現 した構 造 的 染 色 体 異 常 は ヒ ト染 色 体 の 国 際 命 名規 約(ISCN,1985)

に従 って 分 類 され た 。 放 射 線 に よ る染 色 体 異常 の誘 発率 は下 記 の計 算 式(

Kamiguchietal.,1990a,b)に よ って 算 出 され た。

(a)γ 線誘発の構造的染色体異常を もっ精子の出現率(%)=

{1一講 叢1…霧 チ雛 騰 寒難奎辮 辮 諜;}×1・ ・
(b)γ 線誘発の構造的染色体異常出現率(精 子当た りの頻度)-

1-$造 的染色体異常数/染 色体分析された精子数/23(照 射群)

{・「 一構造的染色体異常数/染 色体蜥 された精子数/23(対 照群)
x23

(2)y線 の影 響評 価のた めの微小核 テ ス ト

γ線 照射(1.11お よび2.13Gy)し た ヒ ト精子 を(1)の 実験 と同 じ手順

で媒精 した。 受精卵 を二分 し、 それぞ れをTC199液 で培養 した。一 方 は

第一卵 割中期 に染色体 標本 を作製 し、 精子 由来 の核板 に おけ る構造 的染色

体異常 出現率 を調 べた。 これ は微小核 形成 と染色体異常 形成 の関連性 を調

べ るための比 較実験群 で あ る。

残 り半分 の卵 にっいて は、 前核期 に実体 顕微鏡(80倍)下 で観察 して未

受精卵 と多精 子受精卵 を取 り除 いた後 、 さ らに培 養 を続 けて2細 胞期 まで

発生 させた。2細 胞期 に達 してか ら3-5時 間後 に、 ワセ リンーパ ラフ ィ

ン(9:1)の ドロ ップを四隅 に滴下 した スライ ドグラスの上 に少量 の培

養 液 とと もに胚 を載 せ、 カバー グ ラスで胚 を軽 く押 しっぶ した(Yanagi-

machi,1966に よ る初 期卵割 胚観察法)。 胚 を位 相差顕 微鏡下 で観察 し、

割球細 胞内 の微小核 の有無 を調べ た。 微小 核 は球 形 で、細 胞質 との 間に明

瞭 な境 界 を も って お り、内部 に1個 以 上 の核小体 を含んで いるので、 未染

色 の胚 において も容易 に識別 で きる。 この球状体 が染色体 に由来す る クロ

羅

壽

11

墾

整



マ チ ン 物 質 を 含 む と い う こ と は 、Giemsaお よ びHoechst33258染 色(

Bertsche,1985)に よ っ て 確 認 さ れ た 。

3.結 果 と考察

(1)
§ 発 の 造 的'色 田凸 を もつ の 現 撚

6線 量 群(6.4-423.1cGy)合 わ せ て 、 照 射 群 で6,977精 子 が 、 対 照 群

で6,932精 子 が 染 色 体 分 析 され た 。 各 実 験 群 にお け る構 造 的 染 色 体 異 常 を

もっ精 子 の 出現 率 は 表1に 示 す通 りで あ る。

表1ヒ ト精子染色体 に及ぼす γ線照射 の影響

調 査 γ線 分 析 構造 的染色 異常精子 γ線誘発の

個体数 線量 精子数 体異常 を も 出 現 率 異常精子出

(cGy)つ 精子数(%)現 率(%)

7 01,304

6.41,463

【
「》

0
0

9

農
》

-

り
乙

14.3±4.5

18.0±3.84.2=t二2,5

9 01,230

12.81,293

り
乙

∩
)

-
↓

(
U

り
6

0
0

17.1±1.8

22.5±3.96.5±3.3

6 0865

26.81,004

0
0

ワ
ー

り
0

0
0

」ー
ム

リ
乙
胃

7乞±341

8

」
筆

0
0

【
U

±
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∩
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」
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2
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且
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乙
}

6

8
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ハh》
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農
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60
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ー
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」
筆
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ハ
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0
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【
U

14.7±3.3
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211.4

り
乙
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γ線 誘 発 の 構 造 的 染 色 体 異 常 を もっ 精 子 の 出 現 率(Y)は 低 線 量 域 で は

線量(D)の 増 加 に 伴 って 直 線 的 に 増 加 した。 そ の 回 帰 式 は6.4-211.4

cGyの 線 量 範 囲 で はY(%)=3.29+32.8D(Gy)、6.4-109.3cGy

の線量 範 囲 で はY=1.85+38.1Dで 表 され た 。 両 式 の相 関 係 数 は ほ と

ん ど同 じで あ った が(0.993と0.990)、 後 者 の 方 が6.4お よ び12.8

cGyで の観 察 値 を よ く表 現 して い る の で 、 低 線 量 域 で の 線 量 効 果 関 係 式 と

して よ り妥 当 と思 わ れ る(図1)。 高 線 量 域(423.1cGy)で の観 察 値 ま

で含 め る と、 そ の 回帰 式 は二 次 曲 線 式Y=1.5+44.OD-5.5D2で 表

され、 一 次 項 の係 数 は 前 二 者 よ り さ ら に大 き くな っ た(図1)。

また 、 各 線 量 群 に つ い て4-7名 の 調 査 を行 った が 、 い ず れ の 線 量 群 で も

精 子 染 色 体 の 放 射 線 感 受 性(異 常 精 子 の 出 現 率)に 大 きな 個 人 差 は 認 め ら

れ なか った 。

さ ら に、 今 回 の γ線 で の 調 査 結 果 を これ まで 我 々 が 行 って き たX線 お よ

び β線 で の 研 究 結 果 と比 較 す る と、 異 常 精 子 出 現 率 は3線 種 の 間 で ほ とん

ど同 じで あ った(図2)。3線 種 そ れ ぞ れ の線 量 効 果 関 係 式 を 基 に して 計

算 され た 、 γ線 に 対 す るX線 お よ び β 線 の 生 物 学 的 効 果 比(RBE)は ほ

ぼ1で あ った 。 後 述 す る よ うに、 切 断 型 染 色 体 異 常 の 出 現 率 や 交 換 型 染 色

体 異 常 の 出 現 率 を 指 標 に した 場 合 もRBEは1で あ った 。 言 い 換 え る と、

これ ら3種 の 放 射 線 の ヒ ト精 子 染色 体 に及 ぼ す 影 響 は 質 的 に も量 的 に も ほ

ぼ等 しい と い う こ とが で き る。

しか しな が ら、 同 じ線 源(137CS)を 用 い たBrandriffeta1(1988)の

デー タ で は、 染 色 体 異 常 精 子 の 出現 率(図2)お よ び精 子 当 た りの 異 常 染

色 体 出 現 率 の いず れ も我 々 の 値 の約 半 分 で あ った 。 この 差 の大 きな 原 因 の

一 つ は受 精 卵 染 色 体 標 本 作 製 技 術 の 差 に あ る もの と思 わ れ る。 す な わ ち、

彼 女 らは標 本 作 製 にTarkowski法(Tarkowski,1966)を 採 用 して い るが 、

こ の方 法 で は 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

起 こ りやす い。 この こ と に つ い て は こ れ ま で我 々 が た び た び指 摘 し、 よ り

信 頼度 の高 い 方 法 を用 い る こ と を喚 起 して きた(MikamoandKamiguchi,

鰻
饗
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1983a;KamiguchiandMikamo,1986)。 も しも、 精 子 核 板 か ら微 小 な染

色 体 断 片 が 人 為 的 に流 失 す れ ば 、 こ の異 常 は"正 常"と して 見 過 ご され て

しま う こ と に な る。 事 実 、 こ の よ うな微 小 染 色 体 断 片 は照 射 群 で 多発 して

い る。 これ に対 して 我 々 の 漸 進 固 定 ・空 気 乾 燥 法 は卵 細 胞 膜 を 破 損 しな い

よ う に工 夫 、 改 良 され た もの で あ り、 染 色体 断 片 の 検 出 率 が非 常 に高 い。

この た め、 彼 女 らの場 合 よ り も異 常 の 出現 率 が 高 い もの と思 わ れ る。

(2)y線 誘発 の構造 的染色体 異常 のタ イプお よびそれ らの出現 率

図3お よび4に 示 され てい るよ うに、 照射群 で は種 々の タイ プの構造的

染色体異 常が観 察 された。

誘発 された構造 的染色 体異常 を種類別 にみ ると、切断型 異常 の出現 率 は

交換型異常 出現率 の5-10倍 高 か った(表2、 表3お よび図5)。 切 断型

異常 の うち、染色体 型切 断 の出現率 は染 色分 体型切 断 の出現率 よ り約9倍

》
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A:染 色体型切断(矢 印)、B:4放 射状 染色分体型交

換(矢 印)、C:ギ ャ ップ(太 い矢 印)お よび染色体断

片(細 い矢 印)。
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高 く、 いず れ も線 量 増 加 に伴 って 直 線 的 に 増 加 した 。 これ ら2種 の切 断 型

異 常 を合 わ せ た 出現 率 は、 一 次 回 帰 式Y=0.007+0.482Dで 表 され た 。

《
'

9

、 、
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め
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の ¶
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図4放 射線照射精子 に由来す る核板 およびその核型。二動原体 染

色体(矢 尻)、 染色体断片(細 い矢印)お よび微小 な染色分

体断片(太 い矢 印)が み られる
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表2 y線 によ り誘発 された切断型染色体異常の出現率

調 査

個体数

γ線 分 析

線 量 精子 数

(cGy)

切断型染色体異常数(精 子当た りの異常数)

染色体型異常数 γ線誘発異常数 染色分体型異常数 γ線誘発異常数 十昌=口 γ線誘発異常数

7

4

0

。
6

1,304

1,463

206(0.152±0.059)19(0.014±0.009)225(0.166±0 .064)

267(0.180±0.048)(0.028±0.029)28(0.019±0.006)(0.006±0 .009)295(0.199±0.049) (0.034±0.030)

9

8

0

.
21

1,230

1,293

196(0.153+0.043)33(0.029+0.018)229(0.183±0.034)

291(0.224+0.032)(0.071+0.045)37(0.027±0.014)(-0.003±0.020)334(0 .251±0.044) (0.069±0.037)

6

8

0

。
62

865

1,004

138(0.135±0.047)18(0.017±0.009)156(0 .152±0.054)

291(0.259±0.084)(0.124±0.048)43(0.036±0.021)(0.020±0.016)334(0.295±0.088) (0.144±0.041)

6

8

0

●
45

5

8

3

6

9

6

152(0.176±0.048)22(0●029土0.018)174(0.205±0 .062)

250(0.385±0.099)(0.210±0.087)47(0.066±0.030)(0.038±0.034)297(0.452±0.099) (0.249±0.072)

s 0

109.3

1,121

1,076

164(0.148±0.039)22(0.020±0.012)186(0 .168fO.045)

624(0.600+0.088)(0.455+0.081)108(0.108±0.038)(0.088±0.032)732(0 .707±0.112) (0.543±0.093)

s 0

211.4

2

0

7

り4

0
」

8

126(0.130±0.043)15(0.016±0.004)141(0 .146±0.046)

894(1.080±0.097)(0.956±0.107)107(0.119±0.067)(0.103±0.068)1,001(1.199±0.153) (1.060±0.165)

4 0

423.1

50568(0.138+0.038)8(0.016±0.007)76(0.154±0.040)

6531,235(1.941±0.197)(0.1814±0.182)157(0.228±0.036)(0.212±0.033)1,392(2 .169±0.199) (2.029±0.184)
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図5γ 線 によ り ヒト精子に誘発 された切断型染色体異常 および交換型染色体異常 の出現率

(精 子 当た りの異常染色体数)の 線量効果関係
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一方
、交 換 型 異 常 は線 量 増 加 に 伴 って 二 次 曲 線 的 に 増 加 し、 そ の 回 帰 式 は

Y=-0.006+0.072D+0.007D2で 表 され た(図5)。

交換 型 異 常 を さ らに 詳 し く解 析 して み る と、 染 色 分 体 型 交 換 は線 量 に伴

って 直線 的 に 増 加 した が 、 染色 体 型 交 換 の 増 加 は 二 次 曲 線 的 で あ った(図

6)。 これ ら の増 加 の 回 帰 式 は、 そ れ ぞ れY=-0.003+0.036Dお よ

びY=-0.005+0.043D+0.005D2で 表 され た 。 これ らの 異 常 の 線 量

効 果 の違 い は放 射 線 に よ るDNAの 初 期 損 傷 の質 的 差(2重 鎖 切 断 や 塩 基 損
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図6γ 線 によ りヒ ト精子 に誘発 された染色体型交換および染色分体型

交換 の出現率(精 子当た りの異常染色体数)の 線量効果関係
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傷 な ど)や そ れ らの 損 傷 の 修 復 に対 す る複 数 のDNA修 復 系(除 去 修 復 や 複

製 後 修 復 な ど)の 関 わ り方 の差 な どを 反 映 して い る よ うに思 わ れ るが 、 今

後 の 研 究 を待 た な けれ ば な らな い。

今 回 の デ ー タ を他 の哺 乳 類 精 子 で得 られ て い る結 果 と比 較 す る と、 ヒ ト

精 子 は ゴ ー ル デ ンハ ム ス タ ー 精 子(Kamiguchieta1.,1988)の 約1.5

倍 、 マ ウ ス(Matsudaeta1.,1985)お よ び チ ャ イニ ー ズ ハ ム ス ター 精 子

(Tatenoetal.,1989)の 約3倍 の 放 射 線 感 受 性 を も って い る。 ま た 、

優 性 致 死 率(被 照 射 精 子 の受 精 に よ り生 じた 胚 が 照 射 の 影 響 で 死 亡 す る割

合)を 指 標 に して表 され た放 射 線 感 受 性 の デ ー タ と比 較 す る と、 ヒ ト精 子

は モ ル モ ッ ト精 子(Lyon,1970)お よ び ウサ ギ精 子(Lyon,1970)の 約6

倍 の感 受 性 を も って い る。 ヒ ト精 子 の場 合 、 異種 間 体 外 受 精 法 を用 い て い

る の で、 この 比 較 は厳 密 な もの で は な い が 、 ヒ ト精 子 の放 射 線 に対 す る高

感 受 性 は男 性 被 曝 の 継 世 代 的 影 響 を評 価 す る うえ で 重 要 な知 見 で あ る。

前 述 した よ う に、 精 子 は放 射 線 に よ って 引 き起 こ さ れ たDNA障 害 を 修 復

す る こ と が で きな い(OnoandOkada,1977)と い う点 で 、 一 般 の体 細 胞

とは 大 き く異 な って い る。 今 回 の我 々 の結 果 は、 この よ うな障 害 を もっ精

子 に も受 精 能 力 が あ る こ とを 示 して い る。 す なわ ち 、 今 回 使 用 した 放 射 線

量 の範 囲 内(6.4-423.1cGy)で は照 射 群 と対 照 群 の 間 に受 精 率 の 差 は全

く認 め られ な か った。 ま た 、 受 精 した 精 子 に お け る構 造 的 染 色 体 異 常 精 子

の 出現 率 に直 線 的 な線 量 効 果 関 係 が 認 め られ た の で 、放 射 線 に よ りDNA障

害 を誘 発 され た 精 子 だ けが 特 に受 精 能 力 が低 い と は考 え られ な い。 こ れ ら

の こ とは 、 精 子 期 に生 じたDNA障 害 は修 復 も淘 汰 も受 け ず に受 精 過 程 を経

て 新 個 体 に 持 ち 込 ま れ、 染 色 体 異 常 胚 の 生 成 にっ なが る危 険 性 が 非 常 に大

き い こ とを示 唆 して い る。 この意 味 で 、 精 子 染 色 体 検 査 は環 境 変 異 原 の遺

伝 的 影 響 評 価 に 極 め て重 要 で あ る。

DNA障 害 は 精 子 内 で は 修 復 され な い が、 受 精 後 に卵 細 胞 の もっDNA修 復

系 に よ って一 部 修 復 され る と い う こ とが マ ウ スで 示 唆 され た(Generoso

etal.,1979)。 こ の報 告 で 卵 内 修 復 が 示 唆 され た の は特 定 の 化 学 物 質 に
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1

よる精子DNA障 害 の場 合 のみで、放射 線 に よ る障害 が修 復 され る とい う証

拠 は得 られ なか った。 しか し、 その後 、MatsudaandTobari(1989)に よ

り放射線 障害 も卵 内修 復 を受 ける ことがマ ウスで確 かめ られた。 今 回、 ゴ

ールデ ンハ ム スター卵 に受精 させた ヒ ト精 子 で も交換型 異常 が観察 され、

彼 らの結果 は我 々の実 験系 で も確 かめ られ た。 しか し、交換型 異常 の出現

率 は低か った ので、卵 内修復 の効率 は この動物 の場 合あ ま りよ くな い もの

と推定 され る。 一方 、我 々が最近行 ったチ ャイ ニー ズハ ム スター精子 へ の

放射線照射実 験で は、1細 胞 期 の精子 由来染色 体 に高率 の交換 型異常(約

50%)が 認 め られ た。 したが って、 この種 で は放射線 に よ る精 子DNA障 害

がかな り効率 よ く卵 内 で修復 されてい る もの と考 え られ る。 ヒ ト卵子 が ヒ

ト精子 のDNA障 害 を どの程度 修復 で き るのか とい うことにっいて は まだ研

究 されてい な い。

(3)zハ.tテ ス ト に よ る ヒ ト ㌧ 色 室 の

ヒ ト精子 染 色体研究 の重要性 は先 に述 べた通 りで あ るが、 この研究 に は

異種間体外 受精 や染色 体分析 にか な りの熟 練 と時間 を要 す る とい う難点 が

ある。 そこで、 我 々 は放射線 の影響 を よ り簡便 に評価す る方法 と して微 小

核 テス トの応 用 を試 み た(Kamiguchieta1.,1991)。 放射線 その他 の変

異原作 用に よ り動原体 のない染色体断 片 が生 じた場合 、 それ らは細胞分 裂

の際 に分裂極 に移動 で きず、細 胞質 中 に取 り残 され て小 さな核 を形成 す る。

その形成頻 度 を調 べ るのが微小 核 テ ス トで ある。

二っの照 射 群(1.11お よび2.13Gy)に っいて 実験 を行 った。 未受 精

卵 と多精子 受精 卵 を除外 して、95卵(61.3%〉 お よび98卵(69.0%)が そ

れ ぞれ2細 胞 期 まで発 生 し、微 小核 テ ス トに使 用 された。

図7に 示 す よ うに、照射群 で は色 々 な数 の微 小核 を もっ2細 胞胚 が観 察

された。 微小 核 を もっ胚 の出現 率 は低 、高 線量 群で それ ぞれ49(51.6%)

および81(82.7%)で 、 線量 増加 に伴 って増加 して いた(表4)。 これ

を精子 染色 体 分析 の結 果(表5)と 比 較す る と、微小核 を もっ胚の 出現 率

ド

i
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は切 断型染色 体異常 を もつ精 子 の出現 率(50.3%お よび79.3%)に よ く

一致 して いた。

また、 二 っ の線 量群 にお ける胚 当た りの微小核 出現率(o.85お よび

1.50)は 精 子 当た りの切 断型 染色体異常 出現率(0.88お よび1.45)に

か な りよ く一 致 して いた(表6)。 さ らに、1-5個 の微 小核 を もつ胚 そ

れ ぞれの頻度 は1-5個 の切断型 染色 体異常 を もっ精子 の出現率 とよ く対

応 していた(図8)。 す なわ ち、微小 核出現率 は放射線 によ って生 じた染

色体切断 を よ く反映 して お り、 この方法 は精子 染色体傷害 の簡便 な検出系

と して利用 で きる ことがわか った。

表4微 小核を もっ2細 胞胚 の出現率

線量 調査

(Gy)数

1-5個 の微小核(MN)を もっ胚の出現率(%)

1MN2MN3MN4MN5MN計

1.1195271462049

(28.4)(14.7)(6.3)(2.1)(0.0)(51.6)

2.13983530132181

(35.7)(30.6)(13.3)(2.0)(1.0)(82.7)

一24一
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表5γ 線照射 ヒ ト精子 における構造 的染色体異常 の種類お よびそれ らの出現率

線量 分 析 構造的染 染色体切断

(Gy)精 子数 色体異常 ・断片を も

を もっ精 っ精子数

子数(%〉

(%〉

染色体異常数(精 子 当た りの数)

切 断 ・断 片

csctd

交 換 ギ ヤ ツプ

csctdcsctd

N
①

1.11159

2.13145

84

(52.8)

115

(79.3)

80

(50.3)

115

(?9.3)

117

(0.736)

179

(1.234)

25

(0.157)

34

(0.234)

45

(0.025)(0.031)

209

(0.138)(0.062)

0

(o.o>

0

(o.o>

3

(0.019)

2

(0.014)

cs,染 色 体 型異 常;ctd,染 色 分 体 型 異常

鑛 訟 鞭 鰻

鼻ち 藁 声
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表6γ 線誘発の ヒ ト精子染色体障害 の検出:微 小核 テス トと染色体分析 の比較

検出系 線量(Gy)

1.11 2.13

雌

調査 した2細 胞胚の数

微小核をもつ胚の数

微小核数(胚 当た りの数)

95

49(51,fi%)

81(0,85)

・ ・

81(82.7%)

147(1.50)

鐙

分析 した精子の数159

構造的染色体異常 を もつ精子数80(50.3%)

異常染色体数(精 子 当た りの数)140(0.88)

145

1i5(79.3%)

210(1.45) _醸 撫鱗
蕪



「皿.ヒ ト精 子 染色 体 に及 ぼす化 学物質 の影 響

1.は じ め に

種 々 の化 学 物 質 の もっ 染 色 体 異 常 誘 発 能 に関 して は、 培 養 体 細 胞 を用 い

て数 多 くの 研 究 が 成 され て い る。 しか し、 生 殖 細 胞 の 染 色 体 に 及 ぼ す 影 響

に関 す る報 告 は そ れ ほ ど多 くは な い。 そ の 大 部 分 は マ ウ スを 用 い て行 わ れ

た研究 で あ る。 す なわ ち、 雄 マ ウ ス に 化 学 物 質 を腹 腔 内 投 与 し、 一 定 期 間

後 に正 常 雌 と交 配 して 受 精 卵 や初 期 胚 の染 色 体 を調 査 す る と い う方 法 で あ

る。 成 熟 分 裂 を終 了 した 雄 生 殖 細 胞(初 期 精 細 胞 や 成 熟 精 子)に 作 用 させ

た 時 に化 学 物 質 の 染色 体 異 常 誘 発 能 は 最 も高 率 で あ り、 そ の よ うな 物 質 と

して、methylmethanesulfonate(Breweneta1.,1975;Tanakaetal .,

1981),isopropylmethanesulfonate(KatohandIwahara ,1983),mito-

mycinC(Katohetal.,1981;Hitotsumachi,1981;Matsudaetal .,

1989)お よ びtriethylenemelamine(HitotsumachiandKikuchi ,1977;

BurkiandSheridan,1978)な どが あ る。

最 近 、MatsudaandTobari(1988)はinvitroの 実 験 系 で マ ウ ス精 子

にmethylmethanesulfonateお よ びethylmethanesulfonateを 作 用 さ せ

て、 これ らの 薬 品 に精 子 染 色 体 異 常 誘 発 能 が あ る こ とを 明 らか に した。

しか しな が ら、 前 項(1)で もふ れ た よ うに、 ヒ ト精 子 染 色 体 に及 ぼ す

環 境 変 異原 の影 響 に関 す る研 究 は ほ とん ど進 ん で お らず 、 化 学 物 質 の影 響

に関 して は現 在 まで世 界 で全 く論文 が 発 表 され て い な い。

そ こで、 本 研 究 で は 体 細 胞 お よ び マ ウ ス生 殖 細 胞 で 染 色 体 異 常 を 誘 発 す

る こ とが報 告 され て い る化 学 物 質 の 中 か ら、6種 類 の制 癌 剤 、bleomycin,

cyclophosphamide,daunomycin,methylmethanesulfonate,mitomycinC

お よ びtriethylenemelamineを 選 定 し、 我 々 の確 立 した ヒ ト精 子 染 色 体

分析法 を用 い て 染 色 体 異 常 誘 発 能 を 調 査 した。

ミ
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2.方 法

(1)蓑 品

各 薬 品 の 購 入 先 は 以 下 の 通 り で あ る:bleomycinhydrochloride(BM),

日 本 化 薬 株 式 会 社,東 京;cyclophosphamide(CP),NakalaiTesque,京

都;daunomycinhydrochloride(DM),明 治 製 菓 株 式 会 社,東 京;methyl

methanesulfonate(MMS),NakaraiTesque,京 都;mitomycinC(MMC),

協 和 醗 酵 工 業 株 式 会 社,東 京;triethylenemelamine(TEM),Polysci-

ences,Inc.,Warrington,PA,USA.こ れ ら の 薬 品 は ヒ ト精 子 用 培 養 液(

Bww液+0.3%humanserumalbumin)ま た は ウ シ 精 子 用 培 養 液(mBWW液

+0.3%bovineserumalbumin)で 所 定 の 濃 度(0.1-1000μg/m1)に 溶 解

し て 用 い た 。CPお よ びMMC溶 液 は 毎 回 実 験 の 直 前 に 調 合 し た 。

(2)精 子 の準 備 お よび薬品処 理

各 薬品 の最 適処理 濃度 を決 定す るた めの予 備実験 は凍結保存 ウシ精 子を

用 いて行 った。 この材料 では、同一個 体 か ら採取 した多量 の試 料 を使 うこ

とが で き、染色 体異常 出現率 の調査 の際 に毎 回対照群 を設 け る必要が ない

ので便利 であ る。

ウ シ凍結 保存 精液 は北 海道家 畜改良 事業団 より分与 を受 けた。 保存用 ス

トロー入 りの凍 結精液 を370Cの 温水 です ばや く解凍 した後 に約3倍 量 の

ウシ精子用培 養 液で希釈 し、遠心(550G,5min)し て耐 凍剤 を除去 した。

沈 澱精子 に0.5mlの 培養 液 を加 え、 これ に予 め用意 して おい た薬品溶液

(所 定 の濃度 の2倍 液)を 等 量加 えて精 子懸濁液 を作 成 した。 所定 の濃度

の薬 品 を含 む培養 液2mlを 入 れた試験管 数本 を用意 して お き、 その底 に

少量 の精 子懸濁 液を静か に沈 めた。試 験管 を30度 に傾 け て炭 酸 ガ ス培養

器(5%CO2,95%air)内 に60-120分 間静 置 した。 この間 に運動能 の高

い精子 は培養 液上層 に泳 ぎ出す と ともに薬品 の作用 を受 け る。 一定 の処理

時間後 に培 養液 上層 を遠 心 して精 子 を回収 し、Tatenoeta1(1987)の 方
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法 に従 って受 精能獲 得、媒 精、 染色体 標本作 製 を行 い、 染色体 異常 出現 率

を調査 した。

ウシ精子 を用 いた予備実 験 に よ り薬 品 の最適 処理 濃度 が決 ま った後、 ヒ

ト精 液を用 い て本実 験 を行 った。射 精 直後 の新 鮮精 液を ヒ ト精 子用培養 液

で約3倍 に薄 め、遠心 して精漿 を取 り除 いた。 以後 の薬品処 理 過程 は ウ シ

精子 の場合 と同様 であ った。 本実験 で は ヒ ト精 液 を二分 し、一 方 を薬品処

理群、他方 を未処理 の対照 群 と した。 精子 の受 精能獲得 処理 、媒精 、染色

体標本作製 は放射線照 射実験(項 目1)の 場合 と同 じで あ った。

3.結 果 およ び考察

(1)ウ シ精子 染色体 に及 ぼす制 癌剤 の影響

6種 類 の制癌 剤 にっ いて、処 理濃度 を一 桁ず っ変 えた数 段階 の溶 液を用

意 し、 ウシ精子 にまず 短時 間(60分 間)作 用 させた。 影響(構 造的染色 体

異常誘発〉が認 め られな い場 合 には処 理時 間 を長 くして(120分 間)作 用

させた。 これ以上 の長 時間処理 は個人 によ って は受精 率 の低 下 を生 じるこ

とがあ るので、 この処理 によ って も染 色体異常 が認 め られな い場合 には処

理濃度 を高 く して調査 を行 った。 得 られ た結 果 は表7に 示 す通 りで ある。

調査 された処理濃度 および処理 時間 の うち、下 線 を付 けた数 値 は明 らか な

染色体 異常 誘発 が認 め られた処理 条件 で あ る。 表 中で は異常 誘 発が認 め ら

れたケー スを(+)、 認 め られ なか った ケー スを(一)で 表 してあ る。CP

およびTEMで は処 理濃度 の調査 を10μg/mlで 打 ち切 ってあ るが、 これ

は100μg/m1の 濃 度 では精子核 の発生 が雄性 前核期 で停止 し、 染色体 の

形成が認 め られなか ったためで あ る。

比較 のため に、培 養体細 胞で 染色 体異常 誘発 が認 め られ る濃 度 も表7に

示 した。体細 胞 の場 合 の処 理時 間は24-48時 間 で、精子 の場 合 よ りもか な

り長 いので、 異常誘 発能 の直接 的な比較 はで きな いが、 興味 あ る結 果が得

られた。す なわ ち、DMとTEMで は体細胞 の場 合 にほぼ匹敵す る濃度 で精

31

慰



醐、

一

表7ウ シ精子染色体 に及 ぼす6種 制癌剤 の影響

制癌剤 処 理濃 度

(ug/m1)

処理時間 染色体異 体細胞での

(分)常 誘発能 有 効 濃 度

(,ug/ml)

BM

CP

DM

MMS

1,10,100 60*,120

1,10,100,100060,120

0.1,1,10

1,10,100

so

60,120

MMCO.1,1,10,10060,120

TEMO.1,1,10 60,120

十

一}一

十

十

0.4-40

1.0-5.0

o.iio

10-40

4.05-1.5

0.2-5.0

孝下 線 を付 けた数 値 は 、明 瞭 な 染色 体 異 常 増 加 が 認 め られ た処 理 濃 度

お よ び処 理 時 間。

BM,ブ レオマ イ シン;CP,サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド;DM,ダ

ウノマ イ シ ン;MMS,メ タ ンスル フ ォ ン酸 メチ ル;MMC,マ イ

トマ イ シ ンC;TEM,ト リエチ レン メ ラ ミン

子 に 異 常 が認 め られ 、BMとMMSで は体 細 胞 の場 合 よ り も高 濃 度 を必 要 と

す る もの の 、 異 常 誘 発 は 認 め られ た 。 と こ ろが 、CPとMMCで は体 細 胞 で

異 常 誘 発 が 認 め られ て い る濃 度 の100-1000倍 の 濃 度 で も精 子 染 色 体 異 常

の誘 発 は 認 め られ な か った 。 しか し、 この 現 象 は 奇 妙 な こ とで は な い と考

え られ る。 これ ま で の 研 究 で 、CPそ の もの に は 染 色 体 異 常 誘 発 能 は な く、

細 胞 内 で この物 質 が 代 謝 され た時 に生 じるphosphoramidemustardに 異 常

誘 発 能(ア ル キ ル化 作 用 に よ る)が あ る と考 え られ て い る。 同 様 に 、MMC

の場 合 に も、 そ の代 謝 産 物 が異 常 誘 発 能(DNAの グア ニ ン基 に作 用 して架

一32
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橋を形成す る ことによ る)を もっ と考 え られて い る。 と ころが、 前述 した

ように精子 は細胞 質 を もって お らず、細 胞 と しての活性 が休止 して いる状

態にあるので、 これ らの薬 品 は代謝 されず、従 って、 異常誘発 作用 を示 さ

ない もの と思 われ る。 っま り、従 来考 え られて いた異常 誘発機 序 の妥当性

は我 々の実験 系 か らも確認 され た。 今 回の結 果 か らも分 か る よ うに、精子

を用 いたinvitroの 実験 系 は、化学 物 質 に よる染色体 異常誘 発 がそ の物

質 の直接作用 なのか、 あるいは代謝産 物 に よ る間接作用 なのか を区別 で き

る非常 によい実験 系で ある といえ る。

表8制 癌剤誘発の染色体異常 を もつ ヒ ト精子 の出現率

『

実験群 処理濃度 と時間 分 析 染色体異常 制癌剤誘発

精子数 をもっ精子 異常精子出
の数(%)現 率(%)

対 照

BM 50μ9/ml,90分

11115(13.5%)

11339(34.5%)24.3%

対 照

DM O.1μ9/m1,90分

13915(10.8%)

11762(53.0%)47.3%

対 照

MMS

19622(11.2%)

100μ9/ml,120分11367(59.3%)54.1%

文寸 旦{ヨ13914(10。1%>

TEMIO.1μ9/ml,120分16994(55.6%)50.7%

文寸 旦潭〔14317(11.9器>

TEMH1.0μg/mL120分138128(92.8%)91.8器

対 照

X線 0.91Gy

2,098296(14.1%)

819349(42.6%)33.2%
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(2)ヒ ト に ぼす 出昂 の影

ウ シ精 子 で 得 られ た基 礎 デ ー タ に基 づ い て 、 ヒ ト精 子 染 色 体 に及 ぼ す影

響 を よ り詳 細 に調 査 した。 調 査 した薬 品 は 、 ウ シ精 子 で 異 常 誘 発 能 が 認 め

られ たBM,DM,MMSお よ びTEMの4種 類 で あ る。DMお よびTEMで は、

ウ シ精 子 を 用 い た予 備 実 験 で非 常 に高 頻 度 の 染 色 体 異 常 誘 発 が 認 め られ た

の で 、 本 実 験 で は処 理 濃 度 を一 桁 低 く して 調 査 を 行 った。 同様 にBMで は

処 理 濃 度 を半 分 に した。 制 癌 剤 誘 発 異 常 の出 現 率 は1-2に 述 べ た計 算 式

を用 いて 算 出 した 。

(a)・ ・昂'の 田凸 ・:4つ の薬 品 につ い て の精 子 処

理 条 件 、 染 色 体 分 析 精 子 数 、 異 常 を もつ 精 子 数 は表8に 示 す 通 りで あ る。

BM,DM,MMSお よ びTEMI(0.1μg/m1)群 に お け る制 癌 剤 誘 発 の異 常 精

子 出 現 率 は そ れ ぞ れ24.3%,47.3%,54.1%お よ び50.7%と か な り高
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図9MMS処 理 を した ヒ ト精子 に由来す る核板。種 々のタイ

プの染色体異常(矢 印)が み られ る
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く、 比 較 の た め に表 に載 せ たX線 照 射(0.91Gy)の 場 合 に 匹 敵 す るか ま

た は そ れ 以 上 で あ った。 さ らに、 処 理 濃 度 を10倍 高 く して 行 ったTEMII

(1.0μg/m1)群 で は、 異 常 精 子 出 現 率 は91.8%ま で 上 昇 した。

薬 品処 理 時 間 は90-120分 間 で 、 培 養 体 細 胞 で の実 験 系 よ り もか な り短

い に もか か わ らず 、 高 頻 度 の 異 常 誘 発 が 認 め られ た。 した が って 、 これ ら

の 薬 品 はか な り短 時 間 の 間 に 精 子 頭 部 内 に浸 透 し、DNAに 障 害 を 生 ぜ しめ

る もの と考 え られ る。

(b)閏 商 に よ って ヨ 発 され た し色 田恐 の と'度:観 察 され た構

造 的染色 体異常 の種類 は切断、 染色体 断片、交換 、欠失 お よびギ ャ ップで

あ った(図9お よび10)。 前3者 の異常 はいずれ も薬品処理 に よって増

加 したが、 後2者 は非常 に低頻度 の散発 的 出現 を示 し、実験群 と対照 群 の

間で出現率 の差 はな か った。前3者 はそれ ぞれ染色 体型 および染色分 体型

異常 を含 んで お り、染色体型 交換 と して は二動原体 染色体、環 状染色 体、

相互転座 染色 体 な どが観察 され、染色 分体 型交換 と して は三放 射状、 四放

射状交換 およ び3本 以上 の染色体 の関 係 す る複雑 な交 換が観察 され た。 こ

れ らの異 常 は切断型 異常 と交換型 異常 に大別 され、 さ らにそれ ぞれ は染色

体型 異常 と染 色分体 型異常 に分類 された。各 異常 の精子 当た りの出現頻度

は表9、10お よび図11に ま とめ られ てい る。 また、比 較の ため に未処

理(対 照)群 お よび放射 線照射群 にお ける各種 染色体異常 頻度 も同時 に示

した。

各 構造異常 の出現頻度 は薬品 の種類 に よ ってかな り異 な って いたが、 お

おまか に見 る と薬品処理 群で は放射 線群 や未処理群 に比 べて交 換型異 常の

占め る割 合 が高 くな っていた。

さらに細 か く見 ると、MMSやTEMの 処 理群で は染色体型切断 の 占め る割

合が かな り高 か った。 これ らの薬品 はDNAの アルキル化 を引 き起 こす こと

が知 られ てい るが、 それ らのDNA損 傷 のかな りの ものが受精卵 の第一 卵割

G1期 に二 重鎖DNA切 断 に変換 され る もの と思わ れ る。

また、DM処 理群 で は染色分体型 交換 の割 合がか な り高 くなって いた。 こ
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表9制 癌剤によりヒト精子に誘発された切断型染色体異常の出現率

実験群 分 析

精子数
切断型染色体異常数(精 子当た りの異常数)

染色体型異常 制癌剤誘発異常 染色分体型異常 制癌剤誘発異常 十顧三口 制癌剤誘発異常

対 照

m

11114(0.126)

113104(0.920) (0.799)

2(0.018)

4(0.035) (0.017)

16(Q.144)

108(0.956) (Q.817)

照

M

対

D

139

117

24(4.173)

50(0.427) (0.257)

o(o.000>

3(0.027) (o.027>

24(0.173)

53(0.453) (o.za2>

対 照

MMS

196

113

19(0.097)

78(0.690) (0.596)

2(0.010)

3(0.027) (0.016)

21(0.107)

81(0.717) (0.613)

対 照

TEMI

13910(0.072)

169117(0.692) (o.s2z>

1(0.007)

9(0.053) (0.046)

11(0.079)

126(0.746) (0.669)

対 照

TEMII

14316(0.112)

138246(1.783) (1.679)

1(0.007)

20(0.145) (0.138)

17(Q.119)

266(1.928) (1.818)

照

線

対

X

2,098276(0.132)

819452(0.552) (0.423)

31(0.015)

42(0.051) (0.037)

307(0.146)

494(0.603) (0.460)
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表10制 癌剤によりヒト精子に誘発された交換型染色体異常の出現率

実験群 分 析
精子数

交換型染色体異常数(精 子当たりの異常数)

染色体型異常 制癌剤誘発異常 染色分体型異常 制癌剤誘発異常 十
一言

ロ 制癌剤誘発異常

照

M

対

B

1111(0.009)

11323(0.204) (0.195)

o(o.000)

17(0.150) (0.150)

1(0.009)

40(0.354) (0.345)

照

M

対

D

139

117

1(0.007)

4(0.034) (0.027)

2(0.014)

38(0.325) (0.311)

3(0.022)

42(0.359) (0.338)

対 照

MMS

196

113

o(o.000>

2(0.018) (o.ois>

1(0.005)

19(0.168) (0.163)

1(0.005)

21(0.186) (0.181)

対 照

TEMI

139

169

o(o.000)

4(0.024) (0.024)

2(0.014)

22(0.130) (0.116)

2(0.014)

26(0.154) (0.140)

対 照

TEM皿

1431(0.007)

13820(0.145) (0.138)

0(0.000)

64(0.464) (0.454)

1(0.007)

84(0.609) (o.so2>

照

線

対

X

2,09816(0.008)

81919(0.023) (0.016)

53(0.025)

35(0.043) (0.018)

69(0.033)

54(0.066) (0.033)
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の薬 品 はDNA分 子 の 間に挿入 されてそ の複製 を阻害す る と考 え られてい る

が、薬 品 によ る異 常部位 がS-G2期 に卵 子の もつDNA修 復酵素 によ って切

り出 され、切 断部位 が再結 合 され る際 に ミスが起 こって染色分 体交換 にな

った ので はな いか と推測 され る。

BM処 理 群で は染色体 型交換 の頻 度 が他 の群 よ りかな り高 いが、 この こと

はBMに よ って生 じたDNA切 断部 位 のか な りの ものが受精 卵 のG1期 に修

復(除 去修 復 系?)さ れ、 その際 の ミスによ って この異常 が生 じた こ とを

示 唆 してい る。 また、 この薬品群 で は染色体異常 精子 の出現率 が他 の薬品

群 よ りも低 い に もか かわ らず、精子 当 た りの異常 染色体頻度 は逆 に最 も高

か った。す なわ ち、異常 を全 くもたな い精 子 と複 数 の異常 を もっ精子 とに

二極化 す る傾 向 を示 した。 この こ とは精 子 プ ロタ ミンのS-S結 合化 と関

連す るので は ないか と考 え られ る。DNAは プロタ ミンのS-S結 合 によ って

成熟精子 の頭 部内 に コ ンパ ク トに畳 み込 まれて い る。 しか し、 ヒ トとゴ リ

ラで は他 の哺 乳類 と異な り、射精 され た精子 のな かにかな りの頻 度でS-S

結 合度 の低 い(SH基 が多 い)プ ロタ ミンを もつ もの(お そ らく未熟精子)

があ る(Hoshi,1993)。BMはsH化 合物 と結 合 したDNAと 反 応 して糖 一

燐酸結 合 の切 断 を引 き起 こす と考 え られてい るので、 このよ うな未熟精 子

でBMに よ るDNA障 害 が多発 しやす い 可能性が あ る。

いずれ に して も、精子 のDNA障 害 は受 精後 に卵 子 の もっDNA修 復 系の

修飾 を受 け、 各種 染色体異常 と して固定 され る。 っ ま り、上 に述 べた異常

誘発 の薬 品差 は、各 薬品 によ るDNA損 傷 の質 的違 い とと もに、 それ らの損

傷 の修復 の され方 の違 い も反映 して い る もの と思 われ る。 言 い換 えれ ば、

本 研究 で得 られた ヒ ト精 子染色体異 常 誘発率 はハ ムス ター卵 子 の もっDNA

修復 酵素 系の特 性 に依存 して い るとい うことを忘 れ てはな らな い。究 極的

に はDNA障 害 を もつ ヒ ト精子が ヒ ト卵 子 に受精 した時 に どの様 な異常 が ど

うの よ うな頻 度 で生ず るのか とい うこ とが問題 であ るが、 今の ところ、 ヒ

ト卵 子が どの よ うなDNA修 復 系の特性 を もって い るのか全 く分 か っていな

い。

1'
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今回の研 究 は、制癌 剤 に精子 染色体 異常 誘発能 が あ るか否か を明 らか に

することを主体 と した定性 的研 究で あ ったが、次 の段階 と して は薬 品の投

与量 と異常 誘発率 の関 係 を明 らか にす る定 量的研 究 を行 わな けれ ばな らな

い。

また、今回 の結果 はinvitroの 系 での結果 で、invivoの 場合(患 者

に制癌剤を投 薬 した場 合)に は薬品 の体 内で の代 謝 や各 組織 で の吸収率 の

問題が絡ん で くる。従 って、 今後 は実 際 に化学療 法 を施 す前後 で患者 の精

子染色体異常 出現率 を調 べ るこ とが必 要 で あ る。 特 に、治療後 は経 時的 に

調査 を持続 し、 治療 直後 にみ られた異 常 が どの様 な消長 を示す か を調 べ る

ことは、患者 の家族計 画 に ア ドバイ スを与 え る上で重要 な資料 とな る もの

である。

皿.ヒ ト精子 染色体 異常 の 自然発生率

1.は じ め に

ヒ ト精 子 染 色 体 分 析 の結 果 が 初 め て 報 告 され て 以 来(8udaketa1.,19

18)、 この分 野 で最 も多 い 研 究 報 告 は 染 色 体 異 常 自然 発 生 率 に 関 す る もの

であ る(表11)。 しか し、 各 染色 体 異 常 の 出 現 率 は 研 究 者 に よ って か な

り異 な って い る。 例 え ば 、 異 数 性 精 子 の 出 現 率 は1.6-12.8%、 構i造 的 染

色 体異 常 の 出 現 率 は1.7-8.6箔 の範 囲 に広 が って い る。 これ ら の差 が 各 研

究 者 の取 り扱 った 集 団 の特 性 を反 映 して い る と い う可 能 性 は も ち ろ ん あ る

が、精 子 染 色 体 標 本 作 製技 術 の不 備 と い う人為 的 原 因 も重 要 で あ る と い う

ことはす で に本 研 究 の1項 で述 べ た 通 りで あ る。

そ こで我 々 は よ り信 頼 性 の高 い デ ー タ を得 るべ く、 成 功 率 の 高 い 標 本 作

製法 を確 立 して(KamiguchiandMikamo,1986)こ の 問 題 に取 り組 ん だ 。

本科 学 研 究 補助 金 に よ る研 究 を 開 始 して か ら現 在 まで 、22名 の健 常 男 性
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か ら得 た合計4,579精 子 につ いて染色 体 を分析 した。研究 方法 にっいて は

1項 です で に述 べ たので、 こ こで は省略 す る。

2.結 果 およ び考 察

(1)異 数 性 精 子 の 出 現 率

異 数 性 精 子 の 出現 率 は平 均1.3±0.6%で 、 高 数 性(0.6±0.4%)

お よ び低 数 性(0.7±0.5%)の 頻 度 は ほ ぼ 等 しか った(表12)。

ヒ トの 特 定 の 染 色 体 が もっ異 形 性(正 常 変 異)を 利 用 して 、 異 常 染 色 体

が そ の個 体 の 両 親 の ど ち らに 由 来 す る か を調 査 す る こ とが で き る。 こ の方

法 を 用 い て 流 産 児 や新 生 児 に お け る ト リソ ミー の 余 剰 染 色 体 の 由 来 を 調 査

した 研 究 か ら、 母 親(卵 子)由 来 の 異 常 が 父 親(精 子)由 来 の 異 常 よ り も

は るか に多 い こ とが 明 らか に され て い る(HassoldandMatsuyama,1979;

表11ヒ ト精子 染色体 異常 の自然発生率:従 来の研究報告

著 者 調 査 分 析

個体数 精子数

染色体異常頻度(%)

高数性 低数性 構造異常

Rudaketal.

Martinetal.

Seleetal.

Brandriffetal.

(1978)

(1983)

(1985)

(1985)
Jenderny&Rohrborn(1987)

Martinetal.

Rosenbuschetal.

Benetetal.

Martinetal.

(1987)

(1991)

(1992)

(1992)

1

33

7

11

6

30

10

3

107

60

1,000

70

2,468

129

1.582

413

505

5,448

7

4

7

7

8

3

0

0

8

1

2

5

0

0

1

1

2

0

3

7

1

9

8

4

0

1

9

3

2

7

0

0

3

1

9

3

7

3

4

7

2

2

0

9

6

1

3

1

7

6

6

7

6

8

Kamiguchietal.(本 研 究)224,5790.6 0.7 15.1
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Mikkelsenetal.,1980;)。 これ らの 研 究 結 果 と、 ヒ トで 異 数 性 精 子 の

出現率 が比 較 的低 い とい う今 回 の結 果 を 考 え 合 わ せ る と、 異 数 体 生 成 に 関

して 父親 側 の 寄 与 率 は そ れ ほ ど高 くな い もの と思 わ れ る。 母 親 側 で 異 数 性

が生 じやす い 原 因 の 一 っ と して は母 親 の 加 齢 、 遅 延 排 卵 、 遅 延 受 精 に伴 っ

て起 こ る卵 子 の エ イ ジ ン グ が重 要 視 され て い る(MikamoandHamaguchi,

1975;美 甘 、1978)。

e
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一
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(2)構 造 的 染 色 体 異 常 の 出 現 率

構造 的染 色 体 異 常 を もっ 精 子 の 出 現 率 は15.1±4.1%で 、 異 数 性 精 子

の出現 率 よ り は るか に高 か った(表12)。 ま た 、 構 造 異 常 の 出現 率 に は

著 しい個 人 差(7.0-24.8%)が み られ た 。 観 察 され た 異 常 を 種 類 別 に み る

と、切 断 が 最 も多 く、 次 い で染 色体 断 片 、 転 座 、 ギ ャ ップ 、 欠 失 の 順 で あ

った(表13)。

今 回 の異 常 精 子 出 現 率 か らみ て 、 構 造 的 染色 体 異 常 を もっ 児 の生 成 へ の

父 親側 の寄 与 率 は か な り高 い もの と思 わ れ る。 これ を支 持 す る結 果 は、 染

色体 の異 形 性 マ ー カー やDNAの 制 限 酵 素 認 識 部 位 の 多 形 性 を 利 用 した 研 究

か ら も得 られ て い る。 す な わ ち、 構 造 異 常 の う ち両 親 が 正 常 の 核 型 を も っ

て お り、 遺 伝 性 で な い こ とが 確 か め られ て いる 異 常 の 多 くが 父 親(精 子)

側 の原 因 に よ る もの で あ る とい う こ と が 最 近 明 らか に な て きて い る(Cha-

mberlinandMagenis,1980;OlsonandMagenis,1988;Butler,1990)o

今回 観 察 され た構 造 異 常 の80%以 上 が 切 断 や 染 色 体 断 片 で あ った 。 動

原体 の な い切 断 片 が ま だ残 って い る こ とか らみ て 、 これ らの 異 常 は 、 成 熟

分 裂 を終 了 した精 細 胞 が成 熟 精 子 期 を経 て 射 精 され る ま で の 期 間(40+α

日間)に 生 じた もの と考 え られ る。 前 述 した よ うに 、 こ の時 期 に は 精 子 の

DNA修 復 が な く、 変 異 原 に よ るDNA障 害 作 用 を 受 け や す い 時 期 で あ る とい

うこ と も この 考 え を 支 持 す る もの で あ る。

ヒ トで は受 精 の 機 会 を 得 た卵 の74%が 着 床 直 後 まで に死 亡 す る と報 告

され て お り(Edmondseta1.,1982)、 ま た 、 受 精 卵 の約 半 数 が 染 色 体 異
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常 で、 そ の多 くが数 的 異 常 で あ る と推 定 され て い る(Boueeta1.,1975)。

しか し、 今 回 の 結 果 か ら考 え る と、 ヒ トで 高 率 に み られ る初 期 死 亡 胚 のな

か に は数 的 異 常 の ほ か に 精 子 由来 の構 造 異 常 に起 因 す る もの も少 な か らず
ゴΨ

表12ヒ ト精子 染色体異常 自然発生率

個体 分 析

番号 精子数 藷 異 常 C%)

高数性 低数性 構造異常

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

3

0

0

1

2

3

1

1

9

9

3

1

2

1

9

2

3

5

3

7

5

9

5

0

1

0

0

6

0

9

3

2

4

7

3

8

0

5

0

3

1

5

3

5

2

2

1

2

3

1

3

5

1

1

2

2

1

1

2

1

2

1

1

1

2

1

226(89.3)

176(88.0)

91(82.7)

163(81.1)

254(84.1)

141(86.5)

261(86.7)

515(87.1)

121(87.1)

96(74.4)

225(92.6)

214(79.0)

113(85.6)

161(89.0)

176(84.2)

126(82.9)

167(82.3)

108(80.0)

91(80.5)

125(79.6)

191(81.3)

128(80.5)

1(0.4)

1(0.5)

1(0.9)

1(0.5)[1]

2(0.7)[1]

1(0.6)

2(0.7)

4(0.7)(1]

2(1.4)

1(0.8)

1(0.4)

1(0.4)

o(o.o>

o(o.o>

1(0.5)

1(0.7>[1]

1(0.5)

o(o.o)

1(0.9)

1(0.6)

2(0.9)
2(1.3)

1(0.4)

2(1.0)

2(1.8)

2(1.0)[1】

2(0.7)[1]

o(o.o>

3(1.0)(2)

5(0.8)

1(0.7)

0(0.0)

0(0.0)

o(o.o)

1(0.8)

1(0.6)

2(1.0)

1(0.7)[1]

3(1.5)[1]

1(0.7)

o(o.o>

2(1.3)

1(0.4)

1(0.6)

25(9.9)

21(10.5)

16(14.5)

37(18.4)

46(15.2)

21(12.9)

37(12.3)

68(11.5)

15(10.8)

32(24.8)

17(7.0)
56(20.7)

18(13.6)

19(10.5)

30(14.4)

26(17.1)

33(16.3)

26(19.3)

ai(is.s)

29(18.5)

41(17.4)

28(11.6)

計4,579 3,86927(4)31(6]662

(83.8±4.1)(0.6±0.4)(0.7±0.5)(15.1±4.1)
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表13ヒ ト精子染色体異常 の種類 および出現率

個体 分 析

番号 精子数

染色体異常数(精 子当た りの異常数)

切断型異常 交換型異常

染色体型 染色分体型 染色体型 染色分体型

十ヨ一口

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

0

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

3

0

0

1

2

3

1

1

9

9

3

1

2

1

9

2

3

5

3

7

5

9

5

0

1

0

0

6

0

9

3

2

4

7

3

8

0

5

0

3

1

5

3

5

2

2

1

2

3

1

3

5

1

1

2

2

1

1

2

1

2

1

1

1

2

1

19(0.075)

16(0.080)

19(0.173)

43(0.214)

52(0.172)

22(0.135)

34(0.113)

59(0.100)

24(0.173)

30(0.233)

15(0.062)

58(0.214)

15(0.114)

12(0.066)

25(0.120)

27(0.118)

30(0.148)

36(0.267)

24(0.212)

34(0.217)

45(0.191)

29(0.182)

4(0.016)

2(0.010)

1(0.009)

3(0.015)

2(0.007)

2(0.012)

3(0.010)

6(0.010)

o(o.000)

9(0.070)

4(0.016)

7(0・026)

3(0.023)

5(0.028)

3(0.014)

5(0.033)

3(0.015)

2(0.015)

1(0.009)

1(0.006)

2(0.009)

3(0.019)

1(0.004)

1(0.005}

1(0.009)

1(0.005)

1(0.003)

1(0.006)

1(0.003)

2(0.003)

1(0.007)

1(0.008)

1(0.004)

3(0.011)

o(o.000>

1(0.006)

1(0.005)

2(0.013)

1(0.005)

5(0.037)

o(o.000>

2(0.013)

1(0.004)

1(0.006)

4(0.016)

3(0.015)

o(o.000>

2(0.010)

6(0.020)

2(0.012)
2(0.007)

4(0.007)

2(0.014)

4(0.031)
1(0.004)

5(0.018)

1(0.008)
2(0.011)

3(0.014}
2(0.013)

3(0.015)

4(0.030)

2(0.018)
4(0.025)

5(0.021)

1(0.006)

28(0.111)

22(0.110)

21(0.191)

49(0.244)

61(0.202)

27(0.166)

40(0.133)

71(0.120)

27(0.194)

44(0.341)

21(0.086)

73(0.269)

19(0.144)

20(0.110)

32(0.153)

36(0.237)

37(0.182)

47(0.348)

27(0.239)

41(0.261)

53(0.226)

34(0.214)

言十4,579668(0.15671(0.01729(0.00762(0.014830(0.195

±0.058)±0.014)±0.007)±0.008)±0.071)

)1

含まれて い る もの と思 われ る。 上述 の よ うに構造異 常 の多 くは切断型異常

であった。 これ らの異常 を もっ精子 が受精 した場 合、動原体 の ない染色体

断片 は初期卵 割 の過 程 で消失 して しま うので、胚 は欠失型 の異常 を もっ こ

とにな る。 これ らの部分 モノ ソ ミー胚 では遺伝 的荷 重が大 きい ので、大部
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分 が着 床 直後 ま で に死 亡 す る と思 わ れ る。

今 回 、 構 造 異 常 を もっ 精 子 の 出 現 率 に著 しい個 人差 の あ る こ とが わ か っ

た。 そ こで 、 異 常 出 現 率 と年 齢 お よ び 喫 煙 習 慣 の 有 無 との 関連 性 にっ いて

調 査 して み た。 しか し、 現 在 ま で の デ ー タで は、 年 齢 に伴 う異 常 の増 加 も

喫 煙 に よ る異 常 の増 加 も認 め られ な か った。 一 方 、 ヒ ト精 子 の 構 造 異 常 出

現 率 を 実 験 動 物 精 子 の 場 合 と比 べ て み る と約10倍 高 い こ とが わ か った(マ

ウ ス・0・9%,Matsudaeta1.,1985;チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー ,1.4%,

MikamoandKamiguchi,1983b)。 こ れ らの個 人 差 や種 差 の原 因 は今 の と

ころ 全 く不 明 で あ る が、 一 つ の可 能 性 と して は 、 それ らが環 境 変 異 現 か ら

受 け た 影 響 の 量 的 ・質 的 差 、 あ る い は変 異 原 に対 す る感 受 性 の 差 を反 映 し

て い る と考 え る こ と もで きよ う。 この 意 味 で 、 身 の周 り に あ る生 活 関 連 化

学 物 質 の 精 子 染 色 体 に及 ぼす 影 響 を調 査 す る こ と は きわ め て 重 要 な課 題 で

あ ろ う。

(3)zの ヒ ト 殉 と の比 交

我 々 の 得 た 異 数 性 精 子 出現 率 は これ ま で の 報 告 の 中 で最 も低 く、 逆 に構

造 的 染 色 体 異 常 精 子 の 出 現 率 は最 も高 か った(表11)。 こ の よ うな差 異

の原 因 と して は 、 調 査 個 体 の 質 的差 も考 え られ るが 、 実 験 方法 の 差 も また

大 き い もの と思 わ れ る。 す な わ ち、 我 々 の 受 精 卵 染 色 体 標 本 作 製 法(漸 進

固 定 ・空 気 乾 燥 法,美 甘,1981;MikamoandKamiguchi,1983a;美 甘 ・

上 口,1985)で は、 従 来 の方 法(Tarkowski,1966)と 異 な り、 染 色 体 標

本 作 製 過 程 で 卵 細 胞 膜 破 損 に よ る染 色 体 の流 失 が 起 こ らな いの で 、 検 出 さ

れ た 異 数 性 の な か に 人為 的 に生 じた 低 数 性 が 含 まれ る こ と はな い。 また 、

同様 に、 染 色 体 断 片 の流 失 もな い の で 、 構 造 異 常 の検 出 率 は最 も高 い。 こ

の よ うな違 い が 上 述 の差 の原 因 の一 っ に な って い る と思 わ れ る。 方 法 論 上

の この 問 題 は 従 来 の 研 究 結 果 を 解 釈 す る うえ で 十 分 考 慮 され な けれ ば な ら

な い。 こ の点 、 年 代 を 経 る に っ れ て 同 一 研 究 者 の デ ー タ が 次 第 に 我 々 の も

の に 近 づ いて きて い る こ と は(Martineta1.,1983 ,1987,1992)大 変
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IV.凍 結保存 ヒ ト精子 の染色体分析 法 の開発

1.は じ め に

上述 のよ うに、我 々は ヒ ト精子 を用 いて放 射線 や化学物質 の遺伝 的影響

の評価 システムを開発 した。 しか し、 この方 法 は新 鮮 な精液試 料 を用 い る

方法で あ るか ら、 それ に伴 う研究上 の 制約 が あ る。 最 も大 きな制約 は研究

場所が 限定 され るこ とであ る。す なわ ち、精 子 染色 体研究技術 を もつ研究

室 は世界 で も数 え る程 しか な く、 日本 国内 で は我 々 の研究室以 外 に は一、

ニ ヵ所 しかな い。 現在、 多 くの研究 者 が我 々の研究 室 を訪れ て技術 の習得

を行 ってい るが、世界 的に体制 が整 うには まだ しば らくかか るであ ろ う。

このよ うな状況 の もとでは、技術 を もっ研究 室 が新 鮮精液 を入 手 で きる ご

く限 られた個 人例 で しか染色体調査 が で きな い。 しか し、 も し本課題 の 「

凍結保存 ヒ ト精子 の染色 体分析法 の開 発」 が成 功す れ ば、次 の よ うな研究

上の発展 が期待 で きる。 す なわ ち、(1)な ん らかの事故 な どによ り変異原

への被曝例 が一度 に多数生 じた場合 、 それ らの精 液試料 を凍結 保存 して お

き、随時 染色体 調査 を行 うことがで きる。(2)こ の よ うな症例 が遠 隔地 で

生 じた場 合、精 液試料 を凍結 して検 査技 術 を もっ研 究室 まで輸 送 す るこ と

がで きる。(3)一 っ の精 液資料 を分 割、 保存 して何 回か に利用 で きるので

1試 料 当た りの分析精 子数 は飛躍 的 に増大 す る。

そ こで、本 研究で は これ まで報告 されて い る数種 の ヒ ト精子 凍結 保存法

が実際 に精 子 染色体分 析 に応用 で きるか否 か の検討 を行 った。

2.方 法

(1)ヒ ト精 子 凍結保存 液
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調 査 し た ヒ ト精 子 凍 結 保 存 液 は 、HumanSpermPreservationMedium(

HSP液)(Mahadevaneta1.,1983)、ModifiedHumanSpermPreserva-

tionMedium(修 正HSP液)(MahadevanandTrounson,1983)、KS-II

液(小 林 ・他,1987)、Ackerman'sCryopreservationMedium(AC液)

(ChernosandMartin,1989)お よ びTESTYolkBufferwithGlycerol

(TYB液)(IrvineScientific,SantaAna,CA,USA)の5種 類 で 、 各

精 子 保 存 液 の 組 成 は 表14-17に 示 す 通 り で あ る 。 な お 、 市 販 のTYB液

に っ い て は 正 確 な 組 成 は 不 明 で あ る(企 業 秘 密)。

保 存 液 は 各 著 者 の 記 載 し た 方 法 に し た が っ て 調 合 し 、 ガ ラ ス バ イ ア ル に

5mlず っ 分 注 し て 一400C以 下 で 冷 凍 保 存 し た 。

(2)凍 結 ・解 凍 および媒 精方法

採 取 した精 液 を370Cの 恒温器 中で20-30分 間液化 した後 に、血 球計

算盤 あ るい は精 子数測定 チェ ンバーを用 いて精子 濃度 と運動能 を もっ精子

の比 率率 を測定 した。

凍結保存 液 を あ らか じめ室温 あ るい は370Cに 温 めて お き、 これ に液

化精 液を加 え て所定 の濃度 に希釈 した。 希 釈精液 を0.5ml精 液 ス トm

に詰 め、 シー リングパ ウダーで封入 した。 ス トローを プ ログラム フ リーザ

ーにセ ッ トし、所定 のスケ ジュー ルで冷却 ・凍結 し、液体窒素 の中 に保存

した。 また、 プ ログ ラム フ リーザ ーを用 いな い簡便法 で は、精 液 ス トロー

あるいは ク ライオチ ュー ブに分 注 した 希釈精 液 を液体 窒素 タ ンク内 に吊 し

て窒素 の蒸気 で凍結 させ、 その まま液 体窒素 中 に投入 した。

2-7日 間 の保 存期間 の後 に、 ス トローを370Cの 温水 中 に直接浸 して

急速 解 凍 した。 解凍 後、精液 を少 量 ス ライ ドグラ スに取 り、顕微 鏡下 で生

存精 子 の割合 を調 べた。 残 りの解凍 精液 にsww液5mlを 加 えて希釈 し

た後 、遠 心 して上澄 みの耐凍剤 を除去 した。 沈澱精 子 に少量 のBWW液 を

加 えて精 子懸濁 液 を作 り、 その後 は新鮮 精液 の場 合 と同様 に精 子 の浮遊、

受精 能獲 得、媒 精 を行 った。

,'



一

c

'

1

表14HSP液 の組 成

吝

夜

グ リセ リン

庶 糖

Hepes*

蒸 留 水

7.5m1(15%)

855.75mg(50mM)

238.30mg(20mM)

42.5ml

こ
ノ *N-2HydroxyethlpiperazineN-2ethanesulphonicacid

十
二
一
一目
【

表15修 正HSP液 の組成

子

液

ザ

存

し

て

生

NaCI

KCl

CaC12・2H20

MgCl2・6H20

NaH2PO4・2H20

NaHCOa

乳 酸 ナ ト リ ウ ム

Hepes

庶 糖

グ リ シ ン

ブ ドウ 糖

グ リ セ リ ン

硫 酸 カ ナ マ イ シ ン

ヒ ト血 清 ア ル ブ ミ ン

584.4mg(100.000mM)

40.Omg(5.365mM)

40.Omg(2.721mM)

10.Omg(0.492mM)

5.Omg(0.321mM}

260.Omg(30.949mM>

0.22m1(129856mM)

476.6mg(・20.000mM)

1711.5mg(50.000mM)

1000.Omg(133.210mM)

100.Omg;5.551mM)

15.Oml

5.Omg

400.Omg

[し 蒸留水 100.Oml

1を

、
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表16KS-II液 の組 成

溶液A

-
ー

1

,
一

r
』

レ

向
レ

民
ー
L

l

l

し

・ピ
撫
、h

田
"

目
レ

鐘

駅鰍
M
、減
-
誌

濯

剰

糖

μ

KS-II液

溶 液A60ml

グ リセ リ ン15m1

新 鮮 卵 黄25m1

畠
丹

避
レ

NaCI

KCl

MgSOa

NaHzPOa

NaHCOa

Tris

庶 糖

グ リ シ ン

乳 酸 カ ル シ ゥ ム

580mg

40mg

9.8mg

10.8mg

200mg

240mg

1600mg

1000mg

75mg
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十二'一口

蒸留水

100ml

100ml

表17AC液 の組成

米

■

口
凹

弔

り

Bactoeggyolkenrichment-50毘

Glycerol

Glycine

ハ　u
lucose

Sodiumcitrate

1

1

κ5

9

行6

m

醗

O

e
U

3

(
U

n
)

り
乙

9
」

り
乙

」
像

0
9

98.7ml

.=
ス

」

「
'

DistilledOvate*

i
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3.結 果 およ び考 察

正常 精液所 見 を もつ5-10名 の男性 にっ いて精子 凍結保存 処 理を行 った。

解 凍後 の精子 生存 率 には大 きな個人差 がみ られ、特 定 の個 人 で はどの凍結

保 存液 を用 いて も良好 な精 子生 存率 は得 られなか った。

比較的高 い精子 耐凍性 を もっ個体 にっ いてみ る と、HSP液 、 修正HSP液

お よびAC液 を用 いた場 合の解 凍精 子生存 率 は10-40%と 低 い のに対 して、

KS一皿液お よびTYB液 の場 合 の生存 率 はそ れぞれ平均50-70%お よ び50-

60%で 、後2者 の成績 が良好 で あ った。

そ こで、 これ ら二っ の液 で保存 した精子 を用 いて以 後 の受精 能獲得 ・媒

精 実験 を行 った。 いず れの場合 も、解 凍直後 の精子 の生 存率 は比較 的 よか

った ものの、受 精能 獲得 のため のCa-ionophore処 理 、BWW液 によ る3-4

時間の精子培 養 の間 に相 当数の精子 が死亡 し、 ハ ム スター卵 へ の受精率 の

低いケー スが多か った。 なか には少 数例 で はあ るが、 か な りの精子活性 低

下 にもかか わ らず新 鮮精子 を用 いた場合 に匹敵 す る高 い受精率 を示 した ケ

ー スもあった。 しか し、全 体的 には成功率 はまだ まだ低 く、 さ らに改良 が

必要で ある。

具体 的 な改 良点 と して は、(1>家 畜 で凍 結精 子の活性 を高 め るた めに培

養液 に加 え られて い るテオ フ ィ リン、 カ フ ェイ ン、 ピアル ロニダー ゼな ど

を ヒ ト精子 に応用 して みる、(2)Ca-ionophoreの 濃度 や処理 時間 を変 え

てみ る、(3)BWW液 の組成 を修正 して み る、 な どを考 えて い るが、 いず れ

も今後 の課題 で あ る。

上述 の検討 を行 うと同時 に、航空 機 によ る凍 結精子 の運搬 も実際 に試 み

た。 液体窒素 タ ンクによ る運搬 には もちろん 問題 はなか った が、 ス トロー

あるいはク ライオチ ューブを板状 の ドライ アイ スで サ ン ドウィ ッチ状 に し

て発泡 スチ ロー ル製 の箱 に入れ て運 搬 して も精 子 の活性 に変化 のない こと

が確か め られた。 航空機 で運搬す る場合 、液体 窒素 は貨 物扱 い にな るが、

ドライアイ ス入 りの発泡 スチロール箱 は手 荷物 扱 い にな るので、海外 へ運
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搬 す る場 合 に は後者 の方 が便利 で ある こ とが分 か った。

V.お わ りに

我 々の改良法 を用 いて得 られ た ヒ ト精 子染色体 に及 ぼす放 射線 お よび化

学物 質 の影響 の研究成果 を報告 した。

この分野 の研究 はまだ進 んで お らず、 世界 で も少数 の研究 室 でデー タが

得 られて い るに過 ぎない。特 に、環 境変 異原 の精 子染色体 に及 ぼす影 響を

invitroの 系で定量 的に調査 した研 究 は、 我 々の もの以外 にはわず か一

篇 しかな い(Brandriffeta1.,1988)。 最 近、放射 線療法 を施 された患

者 で、 精子 染色 体異常 の増加傾 向 が報告 され てい るが(Martinetal.,

1986;JendernyandRohrborn,1987;Genescaeta1.,1990)、 分析精

子数 が少 ない ので今後 さらに検 討 され なけれ ばな らな い。 この研究 テーマ

も含 め、 今後 の研 究課題 と して は(a)精 子 染色体異常 自然発 生率 と人種、

年齢、職 業、 地域、 嗜好品 その他 の生 活関連 化学物質 な ど との関連 の疫学

的検討 、(b)種 々の放射線 や化学 物質 の精子 染色体異常誘 発能 の実験 的検

討 、(c)放 射線 療法 や化学療法 を受 けた患者 や男性不妊症 患者 の精子染色

体の臨床 的検討 、 な どが挙 げ られ る。 また、 この研究 が広 く一般 に行 われ

るた めに は、(a>蘇 生率 の高 い ヒ ト精 子凍結保 存法 の開発 、(b)発 生能 の

高 い ハム スター卵子 凍結 法の開発(実 験 動物飼育 の必要 がな くな り、何時

で も何処 で もす ぐに実験 を開始 で きる)な どの改良 も必要 で あ る。(a)の

研究 に関 して は、残念 なが ら当該 研究期 間内 に成 果を あげ るこ とはで きな

か ったが、 今後 の さらに研 究 を続 けて い く予定 であ る。(b)の 研 究に関 し

ては、本研 究補助 金 で購入 した プ ログ ラムフ リーザー を活用 して満 足の い

く成 果 を収 め、論 文 として公表 した(Tatenoeta1.,1992)。

本研 究 で用 いた、 ヒ ト精子 染色体 分析 によ る遺伝 的影響評価 システ ムは、

種 々の化学物 質 の調査 のみな らず、 来 るべ き宇宙 時代 にそ なえ た宇宙 線の
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影響評価 、 リニアモー ター カーの開発 に伴 う電磁 波 の影響 評価、 電子 レ ン

ジか ら出 され るマイ ク ロ波 の影 響評価 な ど多様 な分野 の研 究 に応用 可能 で

あ り、 今後 、環 境変異 原 の遺伝 毒性 に関 して全 く新 しい情 報 を提供 して い

くであろ う。

'

」

VI.要 約
"》

透 明帯 除去 ゴー ルデ ンハ ム スター卵 への異種 間体外受精 を応 用 した ヒ ト

精子染色 体分 析法 を用 いて以下 の研究 を行 った。

1.ヒ ト に ぼす 放 ・ の 影
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種 々 の線 量(6.4-423.1cGy)の]37CS_,,線 をinvitroで ヒ ト精 子 に

照射 し、 構 造 的 染 色 体 異 常 誘 発 の 線 量 効 果 関 係 を 調 査 した。 合 計44名 の

男性 か ら得 られ た1,3909精 子(照 射 群,6,977精 子;対 照 群,6,932精

子)が 染 色 体 分 析 され た 。 構 造 的 染 色 体 異 常 を もつ 精 子 の 出 現 率 は低 線 量

域(6.4-109.3cGy)で は 線 量 に伴 って 直線 的 に 増 加 したが 、 高 線 量 域(

423.1cGy)ま で 含 め る と そ の増 加 は二 次 曲 線 的 で あ った。 誘 発 さ れ た異

常 の 中 で 、 切 断 型 異 常 は交 換 型 異 常 の5-10倍 高 か った。 ま た、 線 量 に伴

う増 加 は 前 者 で は 直線 的 、 後 者 で は二 次 曲 線 的 で あ った。

2.ヒ ト 色 に ぼす ヒ愚 の影

ノ

、

、

↓
よ

⊃

ブ レオ マ イ シ ン(BM>、 サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド(CP)、 ダ ウ ノ マ イ シ

ン(DM)、 メ タ ン スル フ ォ ン酸 メ チ ル(MMS)、 マ イ トマ イ シ ンC(MMC)、

トリエ チ レ ン メ ラ ミン(TEM)の6種 の制 癌 剤 に つ い て 精 子 染 色 体 に及 ぼ す

影響 を調 査 した 。 凍結 保 存 ウ シ精 子 を 用 い た 予 備 実 験 に よ り薬 品 の 処 理 濃

度、 処 理 時 間 を 決 定 した 後 、 ヒ ト精 子 を用 いて 本 実 験 を行 っ た(染 色 体 分

析精 子 数:薬 品 処 理 群 、650精 子;対 照 群 、728精 子)。

染色 体 異 常 を もっ精 子 の 出現 率 はBM(50μg/ml,90min)群 、24.3%;
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DM(0.1μg/m1,90min)群 、47.3器;MMS(100μg/m1,120min)群 、

54.1%;TEM(0.1μg/ml,120min)群 、50.7%;TEM(1.0μg/ml,120

min)群 、91.8%で 、 対 照 群 よ り 有 意 に 高 か っ た 。 一 方 、CP(1-1000μg/

m1,120min)群 お よ びMMC(0.1-100μg/ml,120min)群 で は 、 培 養 体

細 胞 で 異 常 誘 発 が 認 め ら れ て い る 濃 度 の10-100倍 の 濃 度 で も 異 常 の 誘 発

は 認 め ら れ な か っ た 。

3.ヒ ト精子 染色体 異常 の 自然発生率

正 常 男 性22名 か ら得 た4,579精 子 を 染 色 体 分 析 した。 異 数 性 精 子 の

出 現 率 は 平 均1.3±0.6%で 、 高 数 性 の頻 度(0.6±0.4%)と 低 数 性

の頻 度(0.7±0.5%〉 は ほ ぼ等 しか った。 構造 異 常 の 出 現 率 は15.1±

4.1%で 、 異 常 精 子 の 出 現 率 に は 大 き な 個 人 差(7.0-24.8%)が 認 め られ

た。 観 察 され た 構 造 異 常 は出 現 頻 度 の 高 い順 に切 断 、 染色 体断 片 、 交 換 、

ギ ャ ップ そ して欠 失 で あ った 。

4.凍 結保存 ヒ ト精 子 の染色体分析法 の開発

5種 の ヒ ト精 子 凍 結 保 存 液 、HSP液 、 修正HSP液 、KS一 皿液 、AC液 お よ

びTYB液 で 保 存 した 精 子 で 染色 体 分 析 が 可 能 か否 か を調 査 した。

5-10名 の 男 性 にっ い て 調 査 した 結 果 、 凍 結 ・解 凍 後 の精 子 生 存 率 に大

きな個 人 差 が み られ た 。 比 較 的 高 い精 子 耐 凍 性 を もっ 個 体 につ いて み ると、

HSP液 、 修 正HSP液 お よ びAC液 を用 い た場 合 の解 凍 精 子 生 存 率 は10-40%

と低 い の に対 して 、KS-II液 お よ びTYB液 の場 合 の生 存 率 は そ れ ぞれ 平 均

50-7眺 お よ び50-60%で 、 後2者 の成 績 が 良 好 で あ った。 しか し、 受

精 能 獲 得 の た め のCa-ionophore処 理 、BWW液 に よ る3-4時 間 の精 子 培 養

の 間 に相 当 数 の 精 子 が死 亡 し、 ハ ム ス タ ー卵 へ の 受 精 率 の 低 い ケ ー スが 多

か った 。 今 後 、 さ らに改 良 が 必 要 で あ る。
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