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Developmental  anomalies  in  the  foetuses  of  a  chimeric

mouse  containing  a  human chromosome

Chimeric mice containing a human chromosome were produced by introducing a human chromosome into mouse

embryonic stem cells via microcell-mediated chromosome transfer.

In present study, the dead foetuses of the chimeric mice containing a human chromosome 2-derived fragment

(hChr.2f) or a human chromosome 21 (hChr.21) were studied anatomically in order to examine the effects of

introduction of a human chromosome to mouse. Polydactyly were obsered in almost of the chimeric foetuses

containing hChr.2f, but were not detected in the chimeric foetuses containing hChr.21. Aplasia of the sternum and

delayed ossification or deletion of the cervical vertebrae centrum were universally observed in both the chimeric

foetuses. Histological abnormalities in heart and liver were frequently detected in both the chimeric foetuses.

Interestingly, the number of germ cells decreased remarkably in all of the chimeric foetuses containing hChr.21.

*島根大学教育学部理科教育生物学研究室

分子生物学的，遺伝子工学的手法の飛躍的な進歩によ
り，ヒトの全ゲノムが解析されたことはよく知られてい
る。しかし，その一方で生物学的機能が全く，もしくは
一部しか知られていないような遺伝子も数多く見つかっ
てきており，これらが生体内や個体発生過程でどのよう
な役割を果たしているかを解明するための研究が重要に
なっている。遺伝子を破壊または導入し，個体レベルで
その表現型を解析することができるトランスジェニック
技術は，これらの遺伝子の機能を解明するのにきわめて
有用である（1）（2）。
遺伝子導入には，遺伝子解析が最も進み，胚操作技術
も確立されているマウスが最も多く用いられてきた。マ
ウス個体への外来遺伝子導入法としては，大別して２つ
の方法が知られている（3）。１つは受精卵前核にDNAを
注入する方法であり，もう１つは分化多能性を保持した
胚幹細胞（ES細胞）にDNAを導入し，キメラマウスを

作製する方法である。後者の方法によって作製されたキ
メラマウスにおいては，ES細胞の貢献した細胞，組織
においてのみ導入遺伝子が認められる。一方，ES細胞
由来の生殖細胞を経て得られる子孫においては，全ての
細胞，組織で導入遺伝子が保持される。これらの技術を
利用して現在までに数多くのトランスジェニックマウス
が作製されてきた。しかし，導入可能な遺伝子DNA断
片，すなわちクローニングできるDNAの大きさに限界
があるため，コード領域から離れて存在するすべての発
現制御領域をカバーする導入遺伝子を構築することが困
難であった。そのため，外来遺伝子を導入したマウス個
体において本来の組織特異性，時期特異性を再現できな
いことが多く，それがこの技術の利用範囲を大きく制限
していた。
この問題を克服する方法としては，微小核細胞融合法

によりヒト染色体をES細胞に導入し，そのES細胞を宿
主胚に移植することが考えられる。最近，この方法によ
ってヒト2番染色体断片やダウン症に関係するヒト21番
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染色体を移入したキメラマウスが作出され，それらのキ
メラ個体では移入した染色体上の遺伝子が発現している
ことが示された（4）（5）。
本研究では，マウス個体に移入されたヒト染色体がマ
ウスの発生におよぼおす影響を明らかにするために，
hChr.2f あるいは hChr.21 を保持するキメラマウスの出
生前後（周産期）に死亡した胎仔ついて解剖学的，組織
学的な検討を行った。

鳥取大学医学部生命科学科細胞工学教室より提供され
たキメラマウス胎仔について，まず外形観察を行った後，
骨格標本と組織標本を作製し，異常の有無を調べた。
［実験動物］

鳥取大学医学部生命科学科細胞工学教室，キリンビー
ル基礎技術研究所および北里大学との共同研究によって
作製されたキメラマウスで，周産期に死亡した15個体の
キメラ胎仔を用いた。そのうちの４個体は，（40,XY）
の核型をもつマウスES細胞を用いてヒト２番染色体断
片（hChr.2f：Igκ遺伝子領域を含む）を導入したキメ
ラ胎仔であり，他の11個体は，核型（39,X0）のES細胞
を用いてヒト21番染色体（hChr.21）を導入したもので
あった。
［キメラマウスの細胞におけるヒト染色体の検出］

キメラ胎仔から採取・培養された尻尾繊維芽細胞を用
い，空気乾燥法によって染色体標本を作製した。次に，
プローブDNAとしてヒトCOT-1DNA（Gibco BRL，1
mg/ml），pSTneo（0.5 mg/ml）を用いた蛍光in situ ハ
イブリダイゼーション法（FISH法）（6）により染色体標
本を処理し，蛍光顕微鏡（オリンパスBX60）で観察し
た。蛍光シグナルは，ARUGUS画像解析ソフトを用い，
ローダミン用フィルター，FITC用フィルター，および
DAPI用フィルターにて，それぞれの蛍光シグナルを検
出し画像解析を行った。
［骨格標本の作製］

10％ホルマリンで固定し，95％アルコール中で保存さ
れた胎仔の外形観察を行った後，骨格標本を作製するた
めに胎仔の皮膚，筋肉，内臓をできるだけ除去し，２％
水酸化カリウム溶液中に10～15日間浸漬して軟部組織を
透徹した。透徹した試料を0.01％アリザリンレッドＳ溶
液（１％KOHで希釈）で12時間染色した後，Mall 液
（１％KOHで希釈した10％グリセリン）中で軟部の過色
がとれるまで約24時間放置した。この方法では，骨化し
た部分だけが赤く染まり，まだ骨化していない軟骨の部
分は染色されない。完成した骨染色標本を50％グリセリ

ンに１日間浸したあと，80％のグリセリン中で観察し，
100％のグリセリン中で保存した。
［組織標本の作製］

骨格標本作製時に剖出した皮膚，筋肉，心臓，肝臓，
腎臓，膵臓，脾臓，肺，胃，小腸，大腸，膀胱，生殖腺
について通常のパラフィン切片法により組織標本を作製
し，ヘマトキシリン‐エオシン（HE）で二重染色した。

実験に用いられたキメラマウス胎仔の全個体におい
て，移入されたヒト染色体が保持されていた（図１）。
キメラ胎仔の外部形態の観察では，以下に述べるような
種々の異常がみられた。しかし，外部生殖器はすべて正
常であり，hChr.2f 移入キメラ胎仔は全個体が雄，
hChr.21 移入キメラ胎仔はすべて雌であった。このよう
な両者における性の異なりは，キメラマウス作製に用い
られたES細胞が互いに異なるためである。すなわち，
hChr.2f の移入には雄由来のES細胞（40,XY）が，
hChr.21 の移入には雌由来のES細胞（39,X0）が用いら
れた結果である。
キメラ胎仔おいて観察された外表異常，骨格異常およ

び組織学的異常を表１に示す。
［外表異常］

図１にみられるように，hChr.2f を移入したキメラ胎
仔は，全個体とも同じ発生段階にある正常個体に比べ身
体が大きく，２個体に全身の浮腫がみられた（図２）。
また，正常であれば閉じているはずの眼瞼が開いており，
黒色の眼球が露出していた。hChr.2f 移入キメラ胎仔に
おける最も注目すべき異常は，前肢における多指症であ
った。多指は３個体にみられたが，そのうちの２個体は
両前肢に，１個体は左前肢にのみ認められた（図３）。
hChr.21 移入キメラ胎仔では，発育にいくらかの個体差
がみられた。外形異常としては，全個体で‘眼瞼の開き’
がみられた以外には，明らかな異常は認められなかっ
た。
［骨格異常］

胸骨の形成不全と頚椎椎体の骨化遅延あるいは欠損
が，hChr.2f 移入キメラ胎仔とhChr.21 移入キメラ胎仔
の両方でみとめられ，特に，前者は全個体に共通してみ
られた。正常な胸骨形成では，胸骨が６個に分離・縦列
して形成されるが，キメラ個体ではそれらが部分的に癒
合していた（図４）。しかし，癒合のパターンや程度に
は個体差がみとめられた。
頚椎の異常については，Chr.2f を移入したキメラ胎

仔の全個体とhChr.21 を移入したキメラ胎仔の２個体

Ⅱ．材料および方法
Ⅲ．結　果
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で，第１頚椎～第６頚椎の椎体が染色されていなかった
ことから，椎体の骨化が遅れているかあるいは欠損して
いることが示された（図４）。
［組織学的異常］

内臓の外見的所見から，キメラ胎仔では正常胎仔に比
べ，全般に臓器の肥大あるいは過形成（体の大きさに対
して内臓が大きい）の傾向がみられた。また，それらの
中には組織学的な異常がみられるものがあった。
表１に示されるように，両方のキメラ胎仔で心臓と肝
臓の組織学的異常がみられたが，両者に共通した異常は
肝臓における細胞壊死と鬱血だけであった（図５）。心
臓の異常については両者の間に共通性がなく，hChr.2f
移入キメラ胎仔では全個体に心筋線維の異常がみられ
（図５），一方，hChr.21 移入キメラ胎仔では４個体に心
室形成不全がみられた。
最も興味深いのは，hChr.21 移入キメラ胎仔の全個体

でみられた卵巣における生殖細胞の著しい減少であった
（図６）。このような生殖細胞の減少は，hChr.2f 移入キ
メラ胎仔の精巣ではまったくみられなかった。

本研究で用いられたhChr.2f 移入キメラマウスは，染
色体数40の正常マウス細胞と，正常なマウス染色体にヒ
ト２番染色体断片が加えられたES細胞からなる。一方，
hChr.21 移入キメラ個体は，正常マウス細胞とX染色体
モノソミーである39本のマウス染色体にヒト21番染色体
が加わった染色体をもつES細胞からなっている。一般
に，ヒトの染色体異常個体では，出生時体重は正常ある
いは低体重である（7）。したがって，hChr.2f 移入キメラ
胎仔の身体が正常個体よりも明らかに大きいという現象
は，ヒト染色体移入による遺伝的不均衡に起因するもの
ではなく，キメラマウスの作製法と関係があると考えら
れる。本研究で用いられたキメラマウスの作製では，８
細胞期胚へES細胞を移植するためキメラ胚には正常の
８細胞期胚よりも多くの細胞が存在することになる。正
常胚とキメラ胚の細胞数の差は，細胞分裂が繰り返され
るたびに大きくなるはずである。しかし，発生調整能を
もつとされる哺乳類胚では，初期円筒期に胚の大きさが
調整されて正常胚の大きさになるといわれている（8）。こ

Ⅳ．考　察

Table 1. キメラマウス胎仔の外表、骨格および組織における異常�

hChr.2f 移入キメラ胎仔�

外　　表�

開いた眼瞼（4／4）�

全身浮腫（２／4）�

前肢の多指症（3／4）�

胸椎椎体の骨化遅延あるいは�

欠損（4／4）�

胸骨の形成不全（4／4）�

心筋線維の蛇行（3／4）�

心筋線維間内出血（1／4）�

心筋線維の変性（1／4）�

肝細胞壊死（2／4）�

鬱血（1／4）�

開いた眼瞼（11／11）�

胸椎椎体の骨化遅延あるいは�

欠損（2／11）�

胸骨の形成不全（11／11）�

�

心室形成不全（4／11）�

肝細胞壊死（6／11）�

鬱血（2／11）�

生殖細胞の著しい減少（11／11）�
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hChr.2１ 移入キメラ胎仔�
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（　）内は、異常個体／調査個体総数を示す。�
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のことから，特に，hChr.2f 移入キメラマウスでは，胚
の発生調整能が低下あるいは欠損している可能性があ
る。キメラ胎仔に共通してみられた「眼瞼が開き，黒色
の眼球が露出する」という現象についてもキメラマウス
作製上の問題であると考えられる。本来，胚移植に用い
られた８細胞期胚はアルビノ系マウスなので眼色は赤く
なる。一方，ヒト染色体移入に用いられたES細胞はア
ルビノ‐アグーチ系マウス由来なので眼に黒色色素があ
る。したがって，キメラ胎仔の眼が黒くなったのは，
ES細胞が眼の形成に関与したことを示している。但し，
なぜキメラ胎仔で眼瞼が開くかについては不明である。
明らかな外表奇形として唯一観察されたのは，hChr.2f
移入キメラ胎仔の３個体でみられた前肢の多指症であっ
たが，この種の奇形と染色体異常との関係については今
のところ報告されていない。しかし，多指症はhChr.21
移入キメラ胎仔ではまったくみられないことから，移入
されたhChr.2fによる可能性が高い。hChr.2f 移入キメラ
胎仔の１個体で多指症がみられなかったのは，前肢の細
胞におけるhChr.2f の保持率やES細胞に由来する細胞の
占有率が他の３個体よりも低いためと考えられる。
キメラ胎仔では，胸骨や頚椎の形成不全などの骨格異
常が観察されたが，一部のヒト染色体トリソミー症候群
でも多彩な骨格異常がみられることが報告されている
（9）。染色体異常が骨格形成に影響している可能性はある
が，胸骨や頚椎の形成不全は両方のキメラ胎仔に共通し
てみられたので，移入されたヒト染色体上に存在する遺
伝子の直接的な影響であるとは考え難い。おそらく，マ
ウス胚へのヒト染色体移入によって生じた遺伝的不均衡
によるものと考えられる。
心臓，肝臓，生殖腺において観察された細胞変性によ
る種々の異常について，染色体異常との関連性が指摘さ
れているのは生殖細胞の減少だけである。したがって，
心臓や肝臓における組織学的異常は，ある種の病気に罹
患したヒトや実験動物においてよくみられるような病態
変化と捉えるほうが妥当である。ヒトの21番染色体トリ
ソミー（ダウン症候群）でみられる心臓奇形のように，
染色体異常症は臓器の奇形をともなうことがある（10）。
したがって，hChr.21 移入キメラ胎仔における心室形成
不全は，移入されたヒト21番染色体上にある遺伝子の直
接的な影響によるものである可能性が高い。
hChr.21 移入キメラ胎仔でみられた生殖細胞の著しい

減少は，性染色体異常症においてかなり普遍的にみられ
るが，常染色体異常症では知られていない（11）。前述の
ように，hChr.21 移入キメラ胎仔はXモノソミーのES細
胞を用いて作製されたため，卵巣を形成している細胞が

Xモノソミーである可能性が高い。ヒトのX染色体モノ
ソミーであるターナー症候群では，卵巣内の生殖細胞が
著しく少なく，卵巣の発達が悪いため，二次性徴が起こ
らないことがよく知られている。しかし，マウスのXモ
ノソミー個体では，ほとんどが正常な卵巣発達を経て，
生殖能を持つようになる。したがって，hChr.21 移入キ
メラ胎仔における卵巣の異常は，移入されたヒト21番染
色体とマウスX染色体モノソミーの複合的な影響による
ものと考えられる。
本研究では，脳などの神経系については検討しなかっ

たが，今回，移入されたヒト染色体との関連性が示唆さ
れた異常については，発症機序を解明するための分子生
物学的アプローチが必要である。
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香月康宏，研究の助手をしていただいた島根大学教育学
部生物学研究室の加川美雪，伊藤美由紀の諸氏に深謝い
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図１ hChr.21 移入キメラ胎仔の尻尾線
維芽細胞におけるFISH解析
矢印はヒトCOT-1DNA（赤）をプロ
ーブとして検出されたヒト21番染色
体を示す。

図２ 周産期マウス胎仔の外形像
（右：正常胎仔、左：hChr.2f 移
入キメラ胎仔）
キメラ胎仔は正常胎仔にくらべて体
が大きく、全身に浮腫がみられる。
また、眼瞼が開き、固定処理によっ
て白く変色した眼球が露出している。

図３　hChr.2f 移入キメラ胎仔の右前肢
における多指症
本来は５本であるはずの指が６本み
られる。
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図４　骨染色法による骨格標本（左：正常胎仔、右：キメラ胎仔）
上段：正常胎仔では胸骨が６つに分離・整列しているが、キメラ胎仔では部分的に癒合している（鏃）。
下段：正常胎仔では７個の頚椎椎体が形成されているが（鏃）、キメラ胎仔ではみられない。
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図５　マウスの組織像（左：正常胎仔、右：hChr.2f 移入キメラ胎仔）
上段：心臓。正常胎仔では心筋細胞の細胞質がエオシン（赤紫色）によく染まっているが、キメラ胎仔では心筋細

胞が変性し、細胞質が抜けたようにみえる。
下段：肝臓。正常胎仔では、中心静脈を中心にして放射状に配列した肝細胞の細胞質がエオシン（赤紫色）によく染

まっているが、キメラ胎仔では、ほとんどの肝細胞に細胞質の変性と核凝縮がみられる。
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図６　hChr.21 移入キメラ胎仔の卵巣
生殖細胞（矢印）は、卵巣支質内に僅かしかみられない。


