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論 文 の 内 容 の 要 旨

動物種毎に着床前の胚の培養液を開発することは,動物の生物工学および医

学分野において重要な課題である｡これまで添加タンパク質と叫Okind成長因子

の培養液への添加が,着床前の胚の発達に及ぼす影響に関する研究は,いろい

ろ行われてきている｡CytOkine/成長因子が着床前胚の発生に影響することが報

告されたが,これらの物質が胚の発生ならびにアポトーシスに影響を及ぼすメ

カニズムについては十分に解明されていない｡そこで,雀論文は,血γかひでの

ブタの着床前単為発生卵の培養において､添加タンパク質､印idemal許OW也

factor(EGF),insulin-1ikegrowthfactor-1(IGF-1)あるいはpolyamineを培養液に添加

し,その後の胚の発生およびアポトーシスならびにアポトーシスに関連する遺

伝子の発現について研究を行ったものである｡

雀論文は4つの実験から成り立っている｡

1.添加タンパク質

培養液にpoJyvinyJalcohol(PVA),fbtalbovineserumげBS),bovineserumalbumin

(BSA)を添加した場合､胚盤胞期卵の形成,総細胞数,アポトーシスとアポトー

シス関連遺伝子の発現に及ぼす影響を調べた｡その結果,アポトーシスに関連

する遺伝子は添加タンパク質によって影響を受け,加γ肘〃の培養システムでは,

これら添加タンパク質が着床前の胚の生存性を大きく左右することを明らかに

した｡
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2･Epidermalgrowthfactor鰐GF)

EGF添加がブタ単為発生卵の発生に及ぼす影響を調べた｡EGFおよびBSAの単

独添加は卵の発生に影響を及ぼさなかった｡しかし,培養液中にBSAが存在す

る時,外因性EGFは,ブタ単為発生卵の発生率を高めなかったが,総細胞数を増

加させ,Bcl･XL血RNAの発現を上昇させた｡この結果から､外因性のEGFはア

ポトーシス関連遺伝子BcトⅩ⊥の発現を高め,BSAからの有害物質の作用を抑制す

ると考察した｡

3.Insulin-1ikegrow也factor-1(IGF-1)

血1痛川の培養後得られた単為発生2細胞期卵をIG･F-1添加培養液中で胚盤胞期

卵まで培養した｡その結果,IGF-Ⅰは,培養液にBSAが存在する時に総細胞数を

増加させ,アポトーシスを減少させた｡RealdmeRT-PCRの結見IGF-1はBSA

が存在する培養液で胚盤胞期卵におけるFas/Bcl-ⅩLとBak侶cl-Ⅹ上の比率を下降

させた｡このことから,IGF･1はBSAと協同作用があり,ブタの着床前の単為発

生卵にmitogenとapoptoticviability効果があると考察した｡

4.Polyamines

invitroの培養システムにおいて培養掛こputrescine,SPermidineまたはspermineを

添加し､ブタの着床前単為発生卵の発生率を調べた｡各polyamjneを単独で添加

した場合,2細胞期から胚盤胞期までの卵の発生率と胚盤胞期の総細胞数には影

響がみられなかった｡3種のpolyaminecomponentを同時に添加しか融ま胚盤胞期

卵への発生率が高まり,総細胞数は増加し,アポトーシスは減少した｡R飽1日me

PCRの結果,POlyamineを添加した培養液で培養した胚盤胞期卵はアポトーシス

発現遺伝子の発現を阻止し,Polyamjneのbiosy皿也esisの阻害剤を培養液に加える

とアポトーシスがみられた｡これらのことから外因性のpoly弧inesは着床前単
為発生卵のアポトーシスを阻止し,生存性を上昇させることが明らかになった｡

雀論文は,BSA,FBS,EGF,IGF-1およびpolyamineが,着床前卵の発生率,

胚盤胞期卵の総細胞数とアポトーシスに影響を及ぼすことを明らかにした｡

これら結果は今後,ブタ着床前卵ならびに単為発生卵の加V加培養システムへ

の応用が期待される｡

審 査 結 果 の 要 旨

本論文の公開学位論文発表会は,審査委員全点を含む関連教員や学生の出席のもと平成

17年5月27日 信州大学農学部11番教室において実施された｡浸出された学位論文の

主な審査結果は以下の通りである｡

哺乳動物の着床前の胚の発生時の代謝を研究することは､着床前の胚の培養液を開発す

ることにつながり,さらには動物の生物工学および医学分野においても重要な課題であ

る｡

着床前の胚の発達に及ぼす成長因子などの添加物の影響に関する研究はいろいろ行われ

てきているが,これらの物質が胚にどのように影響を及ぼすメカニズムについては十分
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に解明されていない｡そこで,雀論文は,如γf加でのブタの着床前単為発生卵の培養に

おいて､添加タンパク質､epidermalgrow也魚ctor(EGF),iT)Sulin-1ikegrow也魚ctor･l(IGF-1)

あるいは匹1yamin¢を培養液に添加し,その後の胚の発生およびアポトーシスならびに

アポトーシスに関連する遺伝子の発現について研究を行ったものである｡雀論文の研東

成果の中で,特に注目される点は以下の4点である｡

1.添加タンパク質

培養液にpolyvinylalcohol(PVA),fttalbovineserum(搾S),bovineserumalbumin(BSA)

を添加した場合､胚盤胞期卵の形成,給紙胞数,アポトーシスとアポトーシス関連遺伝

子の発現についての影響を調べた｡その結果,アポトーシスに関連する遺伝子は添加タ

ンパク質によって影響を受け,玩v血叩の培養システムでは,これらの添加タンパク質が

着床前の胚の生存性を大きく左右することを明らかにした｡

2･Epidermalgrowthfactor匹GF)

EGF添加がブタ単為発生卵の発生に及ぼす影響を調べた｡EGFおよびBSAの単独添加は

卵の発生に影響を及ぼさなかった｡しかし,培養液中にBSAが存在する時,外因性EGF

は,ブタ単為発生卵の発生率を高めなかったが,総細胞数を増加させ,Bcl-ⅩLmRNAの

発現を上昇させた｡この結果から､外因性のEGFはアポトーシス関連遺伝子Bd-ⅩLの

発現を高め,BSAからの有害物質の作用を抑制すると考察した｡

3.lnsulin-1ikegrow仙factor-1(lGF-1)

血v汝｡の培養後得られた単為発生2細胞期卵をIGI才一1添加培養液中で胚盤胞期卵まで培

養した｡その結果,IGF-1は,培養液にBSAが存在する時に総細胞数を増加させ,アポト

ーシスを減少させた｡RealtimeRT-PCRの結果,IGFLlはBSAが存在する培養液で胚盤

胞期卵における払s/B｡1_ⅩLとBak伽1一札の比率を下降させた｡とのことから,IGF-1は

BSAと協同作用があり,ブタの着床前の単為発生卵にmitogenとapoptoticviability効果が

あると考察した｡

4･Polyamines

加vitroの培養システムにおいて培養液にputrescine,SPermidiムeまたはspermineを添加し､

ブタの着床前単為発生卵の発生率を調べた｡各由1yami皿eを単独で添加した場合,2細胞

期から胚盤胞期までの卵の発生率と胚盤胞期の総細胞数には影響がみられなかった｡3

種のpolyaminecomponentを同時に添加した時は胚盤胞期卵への発生率が高まり,給紙胞

数は増加し,アポトーシスは減少した｡Real･timePCRの結果,POlyamineを添加した培養

液で培養した胚盤胞期卵はアポトーシス発現遺伝子の発現を阻止し,Polyamineの

biosynthesisの阻害剤を培養液に加えるとアポトーシスがみられた｡これらのことから外

因性のpolyami血eSは着床前単為発生卵のアポトーシスを阻止し,生存性を上昇させるこ

とが明らかになった｡

雀論文は,BSA,FBS,EGF,IGF-1およびpolyamineが,着床前卵の発生率,胚盤胞

期卵の総細胞数とアポトーシスに影響を及ぼすことを明らかにした｡

これらの結果は今後,ブタ着床前卵ならびに単為発生卵の玩l融和培養システムヘの応

用が期待される｡

以上,論文内容を慎重に審議した結果,審査委員全員一致で,本論文が岐阜大学大学

院連合農学研究科の学位論文として十分価値のあるものと認めた｡
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