
	 

様式Ｃ－１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成２５年	 ６月	 	 １日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）： ヒトで催奇形性を示すがげっ歯類では示さないサリドマイドの分子
種差を明らかにする目的で、1,000 mg/kgサリドマイドを経胎盤投与した際の、マウス胚の胚
肢芽及び初期胚・全胚のサンプルについて、網羅的に遺伝子発現変動を比較・解析した結果、

候補となる転写因子結合配列を 2つ見いだした。このシグナルネットワークの機能を修飾する
化学物質を併用した奇形誘発実験に向け予備実験を検討中である。 
 
研究成果の概要（英文）：	 Thalidomide,	 a	 sedative	 originally	 used	 and	 now	 used	 for	 the	 
treatment	 of	 multiple	 myeloma,	 is	 one	 of	 the	 most	 famous	 teratogen	 that	 causes	 birth	 
defects	 such	 as	 limb	 truncations	 in	 humans.	 The	 teratogenic	 effect	 of	 thalidomide	 is	 
strictly	 species	 specific,	 i.e.	 mice	 and	 rats	 are	 resistant	 upon	 thalidomide	 exposure.	 
In	 order	 to	 seek	 the	 molecular	 mechanism	 on	 this	 species	 difference	 of	 the	 
thalidomide-induced	 phocomelia,	 we	 attempt	 to	 examine	 three	 point-time	 series	 of	 
comprehensive	 gene-expression	 analysis	 for	 1,000	 mg/kg	 thalidomide-exposed	 mouse	 embryo	 
in	 the	 case	 of	 both	 the	 whole	 embryo	 at	 7.5	 dpc	 and	 the	 hindlimb	 bud	 at	 10.5	 dpc,	 As	 a	 
result,	 two	 candidate	 transcription	 factors	 were	 identified,	 and	 the	 teratogenicity	 
experiment	 using	 the	 activator	 and/or	 inhibitor	 of	 the	 related	 signal	 network	 are	 now	 
in	 progress,	 in	 order	 to	 verify	 these	 candidate	 genes.	 	 
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１．研究開始当初の背景
（1）「サリドマイドは、ヒトで催奇形性を示
すがげっ歯類では示さず、この分子機序は不
明である」
	 公知の事実として、サリドマイドはヒトで
催奇形性を示すがげっ歯類では示さず、催奇
形性に「種差」があることで有名である。し
かし、この種差のメカニズムが不明なままで
あることから、未だに、経験的に感受性のあ
ることが分かったウサギを用いて、すべての
化学物質について発生毒性試験がおこなわ
れてきているという、非科学的な現状がある。
今までに種差や催奇形性メカニズムとして
報告されている事項としては、血中半減期の
種差（ヒトの 7.3時間に比較してマウスでは
0.5 時間で速やかに代謝されるという報告）
(文献 1)、あるいは、活性酸素種によるWnt/
β-catenin および Akt シグナルの抑制(文献
2)や NF-κB の誤制御（文献 3）によるとす
る報告がある。しかし前者は、大量の反復投
与により補完されるし、後者では奇形が肢芽
に集中することと種差が説明できない。他方、
多発性骨髄腫など治療薬として再認可され
ているが、その作用メカニズムは不明であり、
治療効果と催奇形性を分離した類似新薬の
開発も達成されていない。

（2）「サリドマイド催奇形に関係する候補分
子を独自に見いだした」
他方私は、高精度な発生毒性評価系を構築

する目的で、cDNAマイクロアレイを用いた
マウス胚全胚（胎生 6.25～9.75 日：12 点）
の経時遺伝子発現データベースを構築し、こ
れを参照しつつ、催奇形性物質の遺伝子発現
変動解析を実施してきた。この過程で、サリ
ドマイドが発現を顕著に抑制する遺伝子の
うち、その遺伝子の欠失マウス胚がアザラシ
肢症と酷似する肢帯形成異常を示すもの（以
降、X遺伝子と記載）を見出した。
この X分子は、マウス肢芽に発現し、細胞

の増殖や分化ではなく基部先端部軸のパタ
ーン形成に関わる分子である。ヒトのアザラ
シ肢症において骨や軟骨への細胞分化自体
は認められることから、この X遺伝子がサリ
ドマイド催奇形に関係する可能性が強く示
唆された。
	 初期胚での検討とはいえ、奇形という表現
型の変化は誘発されなくとも、サリドマイド
投与により遺伝子発現のレベルで変動が認
められたことから、肢部においても、潜在的
に奇形に関与する遺伝子の発現変動が認め
られる可能性は非常に高いものと考える。そ
こで本研究では、この X遺伝子に焦点をあて
つつ、サリドマイドを経胎盤投与したマウス

肢芽での遺伝子発現変動を網羅的に解析し、
肢芽でのサリドマイド標的因子と奇形回避
機構の探索をおこなう。その結果を基に、マ
ウス胚に肢芽奇形を誘発する実験の構築を
試みる。なお、X遺伝子が発達中の肢芽に発
現・局在することは、当方にて whole mount 
in situ (ISH)法により確認済みである。 

文献 1:	 Chung	 F	 et	 al.:	 Clin	 Cancer	 Res	 
10(17):	 5949-5956,	 2004.	 
文献 2:	 Knobloch	 Jet	 al.,	 Mol	 Cell	 Biol	 
28(2):	 529-538,	 2008.	 
文献 3:	 Hansen	 JM	 and	 Harris	 C:	 Antioxid	 
Redox	 Signal	 6(1):	 1-14,	 2004.	 

２．研究の目的
	 本研究の目的は、ヒトで催奇形性を示すが
げっ歯類では示さないサリドマイドの分子
種差を詳細に明らかにすることであり、以っ
て、その有効薬剤としての多標的性と安全性
を両立した新規誘導物質の設計に寄与する
とともに、現行のウサギなどを用いた催奇形
性評価の近代化に資するものである。既に、
我々はマウス発生初期胚から催奇形に関係
するサリドマイド感受性の候補分子を見出
した。これをマーカーとしてマウス肢芽の遺
伝子に対するサリドマイドの影響を網羅的
に解析し、マウス胚でサリドマイド奇形が誘
発されない原因分子機構を明らかにする。
サリドマイドは 1957 年にグリュネンター

ル社から睡眠薬として発売され、妊婦の使用
によりヒト胎児に四肢の発育不全、いわゆる
アザラシ肢症を引き起こしたものである。

３．研究の方法
（1）サリドマイドを経胎盤投与したマウス
肢芽での遺伝子発現変動解析：	 
「サリドマイド催奇形に関係する分子」の探
索に向けて、サリドマイド	 (BIOMOL 社)（溶
媒：0.5%	 メチルセルロース(WAKO)）を、妊
娠C57BL/6CrSlcマウス(8-10週齢)(日本エス
エルシー)に経胎盤単回投与し、経時的に得
られた胚後肢・肢芽 RNA サンプルを用いて網
羅的に遺伝子発現変動解析をおこなった。再
現性、感度、用量相関性、全遺伝子発現の網
羅性を考慮し、Affymetrix 社 GeneChip、Mouse	 
Genome	 430	 2.0	 を使用した。先行研究にお
いて、1,000	 mg/kg サリドマイド経胎盤単回
投与時の肢芽形成以前の初期胚（胎生 8.5 日）
における遺伝子発現変動解析から、サリドマ
イド催奇形に関係する候補分子（X遺伝子）
を見いだしている。この分子は、前肢の肢芽
に胎生 9.5 日から、後肢では胎生 10.5 日よ
り発現しはじめ、この欠失胚ではアザラシ肢



症に似た表現型を示す。	 
	 このことを踏まえ、サリドマイドの投与用
量を 1,000	 mg/kg とし、サンプリング部位を、
前肢ではなく、心などの隣接組織の少ない後
肢の肢芽とし、投与時期を、後肢での発現開
始時期に相当する妊娠 10.5 日とした。サン
プリング時期は、影響を受ける分子ネットワ
ークを見いだすため、投与早期に経時的に投
与 2、8、24 時間後とした。後肢・肢芽サン
プルは、超精密ピンセットを用いて、体幹を
含むかたちで左右の後肢・肢芽部分を体軸に
直角に切断した組織片とした。この理由は、
四肢形成に重要な役割を担う領域である、肢
芽先端部の外胚葉性頂堤(Apical	 Ectodermal	 
Ridge:	 AER)や後縁部の極性化活性帯(zone	 
of	 polarizing	 activity:	 ZPA)をはじめ肢芽
部分の切断による障害をなるべく避けるた
めである。またこの際、同腹内での胚の遺伝
子変動の差異をできるだけ少なくするため、
1腹分の胚をプールしたサンプルを 1サンプ
ルとした。	 
	 解析は、当研究所当毒性部にて開発された、
発現コピー数を絶対値化する Percellome 手
法	 (Kanno	 J ら、BMC	 Genomics	 7:64,	 2006)
を使用し高精度な発現変動解析をおこなっ
た。得られた候補遺伝子については、候補遺
伝子の遺伝子欠失マウスの文献情報、及び in	 
silico でのプロモーター解析を利用するこ
とにより、標的候補シグナルネットワークの
絞り込みを検討した．また肢芽での発現局在
を全胚を用いる ISH により確認し、時間的・
空間的な発現パターンの検討から候補遺伝
子を絞り込んだ。	 
	 whole	 mount	 ISH は、当該プローブセット
(ps)について GeneChip にて使用している塩
基配列を調べ、その配列を基に、ジゴキシゲ
ニンでラベルした dNTP を用いて RNA プロー
ブを作製した。作製した RNA プローブを用い
て、固定後プロテナーゼ K処理したマウス胚
とハイブリダイゼーションをおこない、検出
は抗ジゴキシゲニン抗体、発色は BM	 purple
でおこなった。	 
	 	 
（2）マウス胚に肢芽奇形を誘発する実験：	 
	 マウスにおいては、サリドマイド催奇形が
生じないことが知られている。したがって、
潜在的に奇形に関係する遺伝子の発現変動
が生じているにもかかわらず、変動幅の少な
さなどから、奇形が生じない可能性が考えら
れる。そこで、候補分子ネットワークを、活
性化あるいは阻害など機能を修飾する化学
物質を併用し、サリドマイド誘発奇形が生じ
ないマウス胚にて奇形を誘発させる実験を
おこない得られた候補遺伝子の妥当性の検
証をおこなう。	 
	 
４．研究成果	 

（1）平成 22 年度は計画通り、サリドマイド	 
(0,	 1,000	 mg/kg)を妊娠 10 日のマウス
(C57BL/6CrSlc)に経胎盤単回投与（経口）し
(溶媒：0.5%メチルセルロース)、経時的(投
与 2、8 及び 24 時間後)に得られた胚後肢・
肢芽 RNA サンプル（1 腹分をプールし 1 サン
プ ル と し た ； 各 3 例 ） に つ い て	 
GeneChip(Mouse	 Genome	 430	 2.0,	 Affymetrix
社)を用いて網羅的に遺伝子発現変動を解析
した。t-test での P 値が 0.05 未満且つどち
らかの発現コピー数が 0.2 以上という条件下
にて対照群と投与群とを比較し、発現変動が
認められた遺伝子を抽出した。その結果、投
与 2、8 及び 24 時間後についてそれぞれ、増
加分は 49、130 及び 1,779、減少分は 110、
26 及び 9	 プローブセット(ps)が見出された。	 
	 
（2）平成 23 年度は、平成 22 年度に得られ
た、発現変動を示した遺伝子（計 2,103	 プロ
ーブセット[ps]）について、その遺伝子欠失
マウスの文献情報との照合,	 及び in	 silico
でのプロモーター解析を利用することによ
り、標的候補シグナルネットワークの絞り込
みを検討した．あわせてこの検討結果と、肢
芽形成以前の初期胚（胎生 7.5-8.5 日）の遺
伝子発現変動解析から得た、発現変動遺伝子
（計 194	 ps）及び、独自に見いだしたサリド
マイド催奇形に関係する候補分子（X遺伝子）
のシグナルネットワークと比較・検討し、候
補分子あるいは当該分子ネットワークの絞
り込み作業をおこなった。	 
	 
（3）平成 24 年度は最終的に、投与 2時間後
における胚後肢・肢芽サンプルと肢芽形成以
前の初期胚サンプルとの発現変動する遺伝
子の解析から、候補となる転写因子結合配列
を 2種見いだすことができた。この候補シグ
ナルネットワークの機能を修飾する化学物
質を併用した、奇形誘発実験の用量設定実験
を検討中である。	 
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