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ラット胚移植における三種混合麻酔薬の有用性
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要 旨

遺伝子改変ラット作製には辿伝子操作を施したIIfを移植する必要があり，より効率的に作製

するためには，麻酔効果が高く，取扱いが容易で, Iﾘ体や産仔に影響のない麻酔の選択が必須で

ある．近年，三繩混合麻酔薬（塩酸メデトミジン， ミダゾラム，酒石酸ブトルファノール）によ

る簡便で麻酔効果の高い注射麻酢が広く使われるようになってきたが， この麻酔が妊娠佃体や

産仔へ及ぼす彩稗についての詳淵IIは不Iﾘlである．

そこで我々は，三種混合麻酔雛を役Iﾌ.した偽妊娠誘起SDラットのイ･宮へ胚盤胞期胚を秘|1I'!

し，着床率，妊娠維持，分娩，雌仔放および保育状況について，麻酔を規定i,t (試験区1),規定

股の1．5倍（試験区2）および規定亜の2倍（試験区3）投薬した3試験区を設け比較した．な

お，術後II!1:ちに塩酸メデトミジンの拮抗剤である臘酸アチパメゾールをll堕腔内投与し，覚齪を

促した．

その結果，すべての群において，智床率,妊娠維持，分娩状況および産仔敬に優位な差はなく，

麻酔を2倍投薬した群でも，術後拮抗剤を投り･することで速やかに党醗し，自然分娩および保

育を行うことが|ﾘ}らかになった．また，得られた雌仔に外見上の異術は認められなかった．この

ことより，三砿混合麻酔薬がラッ l､の胚移植時麻酔として適切なものであると判断できる． し

かし，三師混合麻酔薬を用いて'ﾉ鍔にES細胞キメララット胚を移械したところ，麻酔の効きが

悪く追加麻酔を行った個体の潅仔数が規定城投与後胚移植を行った佃体と比較し，低いll'iであ

った． この原因は明らかではないが，遺伝子操作をirった胚は着床及び妊娠維持に何らかの影

響が在り，追加麻酔を行うことで，それらが妨げられている可能性も排除できない．
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口 確実なI吸入麻酔（イソフルラン，ハロタン等）を

用いた全身麻酔が推奨されるが， これら手法では

専川の吸入麻酔装置を必要とし，裡数の動物の手

術を蝿時|H1に続けて行うことが多いマウスやラッ

|､などの小肋物では操作性やコスト面で使い勝手

が良いとは言い難い．近年この問題を改善すべく，

三種混合麻酔薬（塩酸メデトミジン， ミダゾラム，

酒石酸ブトルファノール)'0)による簡便で麻酔効

果の高い注射麻酔法が広く使われるようになって

きたが，麻酔薬の添付文厳には妊娠動物に対する

影禅は未知であり，妊娠動物に対する使用は帷奨

されておらず， この麻酔が妊娠佃体や産仔へ及ぼ

す彩群についての詳細は/flﾘlである．

そこで我々は，三種混合麻酔薬を投与した偽妊

娠誘起SDラットの子宮へIIf雌胞期胚を移杣し，

芯床率，妊娠維持，分娩状況，産仔数および産仔

保育について，麻酔薬を規定lit (試験群1),脱定

量の1．5階（試験群2）および規定量の2陪（試

験群3）投与した3試験群を設け比較した．なお，

胚移柚子術後直ちに三繩混合麻酔に拮抗する恥酸

アチパメゾールを腹腔内投｣]･し，覚鯲を促した．

標的ケノム部位を特異的に変更することができ

る， 「ゲノム編集」は，生物学および医学研究にと

って不可欠であり l),近年,TALEN(転写活性化

様エフェクターヌクレアーゼ)2）やCRISPR-

Cas9 (clusteredregularlyinterspacedshortpalin-

(1romicrepeats/CRISPRass()ciatedproteins)3)等

のES細胞を介さない辿伝子編集法が次々と|州1発

されている． また，泄気穿孔法を用いたケノム導

入4）等の新しい遺伝子導入技術の開発も嘘んに

行われ，今までマウスの専売特許であった遺伝子

改変分野も新技術により，様々な動物極に応川さ

れるようになってきた5)．

緋にマウスと並び亜喫な実験動物であるラット

はES細胞樹立6)7)や生殖二'二学技術の遅れより遺

伝子改変が困難であり，柄理学，生理学，瀧物学，

栄従学，免疫学および薬理学等で膨大な帯枇デー

タ8）があるにも関わらず，ゲノム研究において

は枇械的な利用が見送られていた． しかし，新技

術によりゲノム編災がラットでも容易に行えるよ

うになり，近年，辿伝子改変ラットを川いた試験

報告が噌えつつある．

当研究室では遺伝子改変マウスの作製をｲド間

30系統以上行っており，ベクター椛築, ESMII胞

の樹立および遺伝子改変マウス作製のノウハウを

#fl'iしてきた． これらを1，哩盤として，マウスより

も脳商次機能解析に催れるラットにおいて辿伝子

改変を行い，研究に使川すべく，その作製に取り

糺'んでいる． この遺伝子改変ラットを効率的に作

製するには遺伝子操作を施した胚を雌動物に移械

する必要があり，そのためには麻酔効果が向く，

取扱いが容易で, II上体や産仔に影響のない麻酔方

法の選択が必須である．一般的に実験肋物に使川

されている注射麻酔薬（ペントバルビタールナト

リウム等）は，中枢神経系に迅速に作川するが，

外科麻酔が得られる麻酔深度では血圧の低下, lly

l吸〃ll制あるいは停止等の症状を引き起こす可能性

が商く，実験操作中の死亡事例もまれではない9)．

また，自立歩行可能な覚醒までの時|H1も焚く，術

後楢;理に長時間を要する9)．そのためより安全で

材料と方法

動物実験

本研究は新潟大学動物実験桁針に従い，新潟大

学動物実験倫理委員会の審廠を受け，学長にﾉ1k認

された計画に基づき，実施した．

動物

胚を移lil'iするための偽妊娠誘起処i証ラット （以

下レシピエント）は8週から16週齢のSlc : SD

雌ラット (11本エスエルシー株式会社）を稲檎;結

紮した|司系統の雄ラット （8から52週齢） と交

配させることによって作製した．移植用の胚は過

排卵処縦を行った4週齢のSlc : SDとBN/SsNSIc

(H本エスエルシー株式会社）雄ラットを交配さ

せることにより作製した．すべての動物は洲度

21-24℃，湿度40－75％，換気設定約151ul/llf

INI, Iﾘllli,『サイクル12時IIII (点灯時間7-19時）

に設定された飼育室内で，換気設定約54回/時|ﾊI
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48hr hCGPMSG

101U

4週齢早 ×夕

桑実胚はSD雌ﾗｯﾄとBN雄ﾗｯﾄを交配させ､交配確麗後､3.5日目に子宮角上部より回収した。
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凍結融解後の桑実胚(スケールバー:50"m へと発生した凍結融解胚

試験区1:規定量投与
試験区2:規定量の1.5倍投与
試験区3:規定量の2倍投与

L ＝

！

一
砕
睡

醗躍
‐＝r宝出し垂壷宇一J，墨＝西

自然分娩または帝王切開

図1実験スキーム

過排卵処置を施した幼若雌ラットと成熟雄ラットを交配させ，交配確認3.5日後に雌の子宮角上部より

桑実胚を採取し，それら胚を凍結保存した．凍結保存した胚は，移植試験またはESインジェクションの

前日に融解し，翌日まで培養して，胚盤胞期胚になったものを使川した． レシピエントラッI､には偽妊娠

誘起処置を施した成熟雌ラットを用い，秘植日の体重を雄に三樋混合麻酔薬を腹腔内に投与した．規定

最投与したものを試験区1，規定賊の1．5倍投与したものを試験区2，規定量の倍最投与したものを試験

区3とし，麻酔投与後，胚移植を行った．胚移植19H後に分娩または自然分娩を行わなかった個体には

帝王切開を施した自然分娩した個体は離乳まで保育させ保育状況を観察した．
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のクリーンラックにて，プラスチックケージ（ポ

リサルホン）内に収容し，一般飼育川|古l形資料

(オリエンタル酵母]業株式会社）及び限外漁過

した水道水（新潟市水道局給水）を自由摂取させ

て飼育した．

に添加した． さらに1分間冷却後，液体素素｢|'に

没演し凍結保存をおこなった．

凍結桑実胚の融解

凍結桑実胚の入ったクライオチューブを液体窒

業から取り出し蓋をあけ，室温に90秒撒き，

37℃に加温した0.25MSucroseをチューブ内に

800/(L加え, 10Inlピペツテイング後， シャーレの

揺に溶液をだし，再度200/4Lの|司液にてクライ
オチューブの共洗いを行った．その後，溶液内の

IIfをガラスキャピラリーにて1回l収し,mR1ECM

培地の一つUのドロップ(100'"L)に入れ, 1分

間|趾いた．次に，新たなmR1ECMのドロップに

て2回洗浄して， 24時llll, 37℃,CO,5%水蒸気

飽和のインキュベータ|ﾉ1で培養し，胚盤胞期胚へ

発生した胚をレシピエントの子宮に移植した．

培地

胚回収用には生理食塩水を用い，胚凍結には

PB1 (modinedl)hosphate-bufferedsaline)にて

1.0Mに調幣したDMSO(dimethylsulfOxide) と

DAP213 (2.0MDMSO, 1.0Macetamide, 3.0M

propyleneglycol)を川い，その融解には,PB1に

て0.25Mに調整したSucrose (株式会社LSIメデ

ィエンス）を使用した．桑実胚から胚盤胞までの

胚培養にはmR1ECM(アーク・ リソース株式会

社） を用いた． また, ES細胞の培養には2i

(FGF-MAPKシグナル|Ⅲ害剤,GSKのWI審商'l),

RatLIF(Millil)oreRatESGRO)およびForskolin

(Sigma)を添加したN2B272i培地11)を使川し

た．

胚移植時の麻酔薬投与

偽妊娠誘起を施した雌ラッ I､にllf移植日の体亜

を基に三種類の薬剤を混合して腹腔内投与した．

｢埖酸メデトミジン」 （ドミ トール 日本全薬）

0.375mg/K9, 「ミダゾラム」 （ミタゾラム注サ

ンド) 2.0mg/K9, 「酒石酸ブトルファノール」

(べ|､ルフアールMeUiSeikaフアルマ) 2.5mg/

Kg.麻酔薬投与10分後，揃党刺激に対して反応

を示さなかった個体にllf移柚を行った．麻酔は規

定並（試験群1)，規定1,tの1.5倍（試験群2) kj

よび規定逓の2陪（試験群3）の， 3試験区に分

けて投薬した． また, IIf移柚後直ちに塩酸メデト

ミジンの拮抗剤である堀酸アチバメゾール（アン

チセダン 日本全薬工業）を腹腔内投与し，覚醒

を促した．なお，堀酸アチパメゾールの投与蛍は

投与した堀酸メデl、 ミジンの2倍城を用いた．

受容胚の採取

PMSG(101Uセロl､ロピン，あすか製薬株式会

社） とhCG(101Uゴナトロピン，あすか製紫株

式会社）をllm腔内に投与することにより過排ﾘ|､l処

置を施した幼苦（4週齢）雌ラットとBN雄ラッ

トを交配させ，翌日, I隙スメア内に粘子を調べる

ことにより，交配の有無を確認した．交配確認後

3.5日目に（交配確認Hを0．5日とする）子宮fl

上部より桑実胚を潅流法により回収した．

受容胚の凍結保存

50"Lの1MDMSOドロップを2つ作製し，一

つ目のドロップ底部にIIfを入れ， ドロップ液'|!に

浮き上がったllfが底部に沈んだことを確認後，二

つ目のドロップ上部に胚を移した．胚が底部に沈

み，脱水された胚が復元したことを確認したのち

に, 5"Lの液と共にクライオチューブに移した．

胚を1MDMSO投入から5分後，クライオチュー

ブを0℃のチルヒーター上で1分間冷却し，同洲

に冷却したDAP213を95"Lクライオチューブ内

分娩状況

胚移植より， 15日LIにレシピエントラッl､を個

別飼育し， 19日目に分娩のlil調を行った．自然分

娩できなかった個体は19H目の夕方に帝王切開

を行った．
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統計学的処理

統計的な差はマン・ホイットニ検定(I!町側検定）

によって雌認した．すべての激仙は平均値±標準

偏差(Mean±SDM)で表記し, P値が0.05*

満を統『;|･学的有意であると判断した．

保育状況

にI然分娩したレシピエントについて, 11ili乳状況

の観察を行った． また，分娩匹赦と離乳匹数との

差災についても調べた．

ES細胞培養

本研究には，当研究室にて樹立したSDおよび

BN系統のES細胞を川いた. ES細胞には蛍光蛍

tlY'iGFPの変異体である, venus'2)をモニター

過伝子として導入した． これらES細胞はN2B27

2i嬬地を川いて37℃, 5%CO2,水蒸気飽和のイ

ンキュベータにて培挺した． インジェクションリ1

日に培遥したES細胞をアクターゼ(InnovaliVe

CellTechnologies, Inc.)にて処理し，遺伝子改変

ラッ |､作製に供与した．

結 果

凍結胚の融解成績

凍結保存桑実胚の融解を行ったところ， 96911ﾉil

中, 934111ilのIIfが回収でき (Iml収率: 96.4%),

906個が生存していた（生存卒： 93．5％)(表l).

凍結融解胚の発生成績

生存胚の一部を翌日まで端催したところ， 790

個中, 70011,'ilが生存しており （生存率88.6%),そ

の内, 61711hlが胚無胞期胚へと発生していた（発

生率： 78．1％)(表2)．

ES細胞 injection

凍結融解後，胚盤胞へと発生した胚にSDまた

はBN系統のES細胞をlllfあたり, 3-5II占|注入

した．注人後，規定並のミ梛混合麻酔薬を投lj.し

たレシピエントの子宮にllfを秘柚し，キメララッ

トを作製した．移随に際し，麻酔の効きが恕く，

揃覚刺激に対する反射がみられた個体に|兇Iして

は，規定i,iの半分里の麻酔を追加投与した. (総投

与』it :規定並のl.51#)なお，本試験は生殖系'l

伝述が確認できているESMII胞を使川した．

三種混合麻酔薬を用いた胚移植成績および離乳ま

での保育状況

規定亜三伽混合麻酔薬を投与した試験群1では

レシピエン1,7匹に合計132IIWIのIIf盤胞期胚を移

植し，全ての雌の妊娠が確認された．妊娠したす

べての雌は分娩し， 42匹の産ifが得られた（産仔

率： 31．8％)．離乳後レシピエン|､を剖検し，芯

表1 DMS()/DAP213凍結保｛f液を川いたラット桑ﾘ訓fの凍結融解成紬

系統 クライオ

チューブ数

凍結

胚数

凍結融解後の

回収胚数

％ 生存胚数 ％

回収率 生存率
BN×SD 31 969 934 96．4 906 93．5

回収胚数/凍結胚数×100
生存胚数/凍結胚数×100

回収率
生存率

表2凍結融解後24時|ﾊ|体外培養した朶突llfの発生成紋

系統 24時間体外培養

培養胚数生存胚数

％

生存率

％

発生率胚盤胞期胚数

BN×SD 790 700 88．6 617 78．1

生存率
発生率

生存胚数/培養胚数×1m
肝醸陶期胚数/培養胚数×1“
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表3三師l姶麻僻投”(が胚移植後のi'f床,妊娠,産仔数に及ぼす影稗

賦験区 移植匹数移植胚数需勢‘票鰯諮璽, 着床事分娩匹数‘蔑霊, 産仔寧
試験区1

(規定量）

7 132 7 54／132

41．0％

54

(6.7±2.4）

7 42 42／132

(3.6±2.2） 31.8％

試験区2

(1.5倍投与）

4 72 4 44 44/72

（11.0±2.5） 61.10％

34 34/72

(8.5士5.3） 47．2

3

賦験区3

(2倍投与）

6 113 6 43／113

38.10％

43

(7.2±4.1）

5 36 36／113

(6.0±4.3） 31．9

表‘1 三靴混合麻酔を使川した偽脈蛎沸起処|側ラットへのESキメラllf秘杣

三種混合麻酔移植匹数移植胚数駕f (¥競鑿輿， 着床事 分娩匹数‘零雲鰡"崖仔率
規定量

投与区

101 1894 97 794 794/1894

(7.9±4.0） 41.9％

88 373 373/794

（3.7士3.0） 47.0％

追加麻酔区

(1.5倍投与）

45/111

40.5％

6 111 9 9/45

(1.5±1.4） 20％☆

6 45

(7.5±3.1）

3

本:p＜0．05

床痕の佃散を確認したところ， 5411Nが確認でき，

移柚胚の41％が肴床していた（表3)．

規定l,tの1．5階三種混合麻酔薬を投与.した試験

群2ではレシピエント4匹に合『ll･72IIIWのllf雛胞

期胚を秘li''iし，全ての雌の妊娠が州認された．妊

娠した雌の|ﾉ1， 3匹が分娩し， 34匹の藤仔が得ら

れた（産仔率: 47.2%). l'l然分娩ができなかっ

たレシピエント l l厄の帝王切|淵を行ったところ，

胎児はなく，蕃床痕のみであった．汁床痕は44個

で,移械llfの61.1%が着床していた（表3).

規定litの2陪三極混合麻酔薬を投与した試験群

3ではレシピエント6匹に合計113佃の胚盤胞期

胚を移li''iし，全ての雌の妊娠が確認された．妊娠

した雌の|ﾉ1, 511Lが分娩し, 36IIEの産仔が得られ

た(I}fif*: 31.9%).試験群2と1両l様にI且'然分

娩ができなかったレシピエント 1 ILの帝王切|淵を

行ったところ，胎仔はなく，満床痕のみであった．

皆床痕は431側で，移植胚の38．1％が汁床してい

た（表3)．

すべての||ドにおいて，着床率および産仔数に有

迩な差はなく，麻酔を2倍投薬した試験群3でも，

術後拮抗剤を投与することで速やかに覚醒して，

自然分娩した． また，出産したすべての||剛体が離

乳に至り，各試験区共に保育を行うことが|ﾘlらか

になった．加えて，保育111の行助にも麻酔の影響

は児られなかった． さらに，得られた産仔に外見

上の災術は認められなかった．

ES細胞インジェクション後のキメラ胚の移植成績

実際にES細胞をインジェクションしたキメラ

IIfを秘hi'iしたところ，規定1Itにて移杣手術を行う

ことができたレシピエント 10111〔について1894

1161のキメラllfのi'f床率は41.9%(79411M)であっ

た．規定1,tでは麻酔が効かず，追加麻酢を行った

6匹のレシピエン|､の符床率も40．5％（45/111）

と，規定l,(区と同呼の荷床が確認できた． しかし，

規定吸投!j･区では符床したllfの約半数(47.0%)

が潅仔へと発生するのに対し，追加麻解区では荷

床したllfの1/4以~lg (20.0%)の胚が雌仔まで発

生することができ，産仔率は規定l,t麻酔蕊を投与
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び各麻酔薬の添付文巌に記!'kされた推奨jj.litを参

考にしてi淵盤した．本研究にて使川した三椰混合

麻酔薬は欽揃作用，鎖帥作川共にすぐれており

'0)'5)，過剰投与した際にも枯抗剤として，アドレ

ナリンα2受容体作勁薬に枯抗作川のある埖酸ア

チパメゾールで党鯉する．実際に術後すぐこの枯

抗剤を投'j･すると，全ての佃体が覚醒し，術後10

分後には、立歩行を|淵始した． また，術!|1，術後

に麻酔による死亡』|＃例はなかった． また，どの試

験区でも雛荷'lの蘭ll作IIIとして麻酔薬の添付文噸に

記i敗のあるような，ふるえ，叫斯，嘔吐等は認め

られなかった．拮抗剤投!〕.後，麻酔1『の動物の心

扣数, IIf吸数が,急激に上昇するという報告16)も

あるが，本研究のようにllf移hI!iを行う疾忠のない

8週から20週齢の偽妊娠誘起雌ラッ |､に投薬し

た場合，麻酔投与時にll乎吸悴止といった亜鯆な症

状は認められなかったことから，呼l吸袖助等の装

置は必嬰なく，手術時|H1が10分程度と短時|ﾊlで

あるラッ |､のIIf秘械に三棚混合麻酔薬は適してい

ると考えられる． しかしながら，本試験'l! ,術il!

および術後の体温低下が認められた（データ非掲

I肢)．術後のIli柵により，マウス胚の荷床率が上昇

するとの報i'i'6)もあることより，術後の加温ま

たは保洲については今後，考臘すべきであると考

えられる． また，数例の肋物において， ミダゾラ

ムの冊ll作川のひとつである，舌根沈下が認められ

た． このことより．党解までのllll,気道確保（勁

物の体勢）には配慮が必要であるといえる．

遺伝1'･改変を行わないlli彩械においては麻僻を

過剰に投'j･したものでも，妬娠率ならびに産仔率

に打意な差は認められなかったが，実|策に辿伝子

改変を行ったES細胞をインジェクションしたllf

盤胞!#lllfを移植した偽妊娠誘起処満雌ラットにつ

いて，追川|麻酔をけわざるを符なかった||川体の肴

床疵散は規定llt投与したものと|両l等であったもの

の， I御I散が規定IIt投与後llf"hI'!を行ったIIM体と

比較し，低い値であった． この原因はIﾘlらかでは

ないが，辿伝子操作を行ったllfは符床及び妊娠維

持にIIIIらかの影響が在り，追加麻解を行うことで，

それらが妨げられている可能性も排除できない．

本研究において実際にキメラllfを移械したレシピ

したものと比絞し，低いIII!iであった（表&1).

考 察

本研究により三繩混合麻酔法は， ラットへのllf

移械時に適した麻酔薬であることがlﾘlらかになっ

た．

胚移柚技術は遺伝子改変助物を作製するのみな

らず，凍結llfや体外受糀Iil*llfの鮎1体復元にも必

須の技術である．胚移h!'iの成功には，秘械荷の技

術はもちろんのこと, IIfの品髄，麻鮓の選別． レ

シピエント動物の健康状態，術後処悩等，いくつ

もの要lklが関与している．特に麻酢薬の選別には

注意が必要であり，使用する肋物の性別，過齢，

繩，系統, IINin,飼育蝋境，術後蝋境群により，適

切な選択が喫求される'3)．

実験助物の麻酔は，実験|ﾉﾘ容によりいくつかの

麻酔法が選択され施行されている．多くはliiEI!的

な実験動物の施行における苫捕軽減を目的とした

ものであり，特に我がIIlの肋物愛謹法では肋物奥

験を「できるだけ苦揃の少ない方法によって行わ

なければならない」と規定していることから，雌

新の↑,報を人手し，適切な麻酔施行を行わなけれ

ばならない．実験動物のllf秒柚時に使lllする麻酔

薬としてはMII作川がなく，使川実絨のあるケタミ

ン'4）が使川されてきたが，わが国では､|え成18年

3)1231 1に「麻薬，麻薬原料柚物，向精神薬およ

び麻薬向I!i神薬原料を指定する政令」の改1[によ

り，ケタミンは麻薬と定められ，平成19年1月1

l lより法令として施行された． したがって許' IIの

ないケタミンの所ｲ1.は違法となり，ケタミンを利

川する場合には麻薬研究街や麻漿施川台の免荊:を

取得する必要があり，全ての実験室にて容易に使

用できなくなった．そこで，我々はケタミンに変

わる新たな麻酔法として三椰況合麻酔薬を検討し

た．

今1回l我々が使川した麻酔薬は，アドレナリンα

2受容体作励薬である塩酸メデトミジン，ベンゾ

ジアゼピン系典‘聯剤であるミダゾラムとオピオイ

ドベ受容体作動薬である洲石酸ブトルファノール

である．雛剤の混合比は,Kawaiらの報i'i'')およ
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広和，小谷真美，商烏宏尚：ラッ|､およびウサ

ギにおける3州混合麻酢莱の検討．柴野研究所

年報35:53-59,2012.

16)BagisH,O(lamallMel･callHan(IDinnyesA:

エン|､雌107匹中, 61L(約6%)に追加麻酔を

施す必要があったが，その他の101匹については

規定1,1投薬にて胚移柚f術を行うことが可能であ

った． これらのことからこと，本麻酔法は遺伝了・

改変ラットを作製するうえで，実用的かつ安全な

麻酔法であることがIﾘlらかになった．

塞
調結

辿伝子改変ラット作製IIW)IIf秘械ならびにすで

に作製されている遺伝子改変ラットやモデルラッ

トのllf稚械についても三伽混合麻酔薬は何効であ

り，取扱いが容易なことより，多くの実験動物施

設で使川しうる麻酔であるといえる．
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