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論 文 の 内 容 の 要 旨

論文名は｢ラット着床前初期胚の発育における脂肪酸の関与に関する研究｣である.

過去20年間,哺乳動物胚における炭水化物,蛋白質の代謝に関しては多くの研究が

なされてきたが,脂質に関しては余り多く研究がなされてきたとは言えない.そこで

本論文では,着床前ラット胚の体外発生において脂質がどのように関与しているのか

を調べる目的で,ガスクロマトグラフィー,薄層クロマトグラフィーによる分析,劫

射性アイソトープを用いての代謝実験,胚の培養などを組み合わせて実験を行なった.

着床前胚,および卵管,子宮洗浄液の含有脂質の脂肪酸構成分析,着床前胚の培養成

績に対する脂肪酸の添加効果,着床前胚の脂肪酸の取り込みとその利用状況,各種脂

肪酸の単独および複合添加が卵子の発育に及ぼす効果について検討した.

具体的には,まずラット1細胞期胚および桑実胚と各時期の卵管,子宮洗浄液,血

清中の脂質の脂肪酸構成をガスクロマトグラフィーで分析し,11種の脂肪酸およU

数種の未知物質を検出したが,それらの間の比率は,胚,卵管,子宮洗浄液でそれぞ

れ異なっていた.

次に,卵子の培養の際,培養液への添加が不可欠な牛血清アルブミン(BSA)につい

てその効果が同タンパク質に結合する脂肪酸によるのかどうかを,脂肪酸除去 BSノ

あるいは合成高分子物質であるポリビニールアルコールにエネルギー源(ブドウ糖,

ピルビン酸,乳酸)を組み合わせて添加し胚発育に与える効果を見ることで検討した.
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その結果,BSA添加効果の多くの部分がBSA結合脂肪酸によることを明らかにした.

さらに同脂肪酸の大部分は胚のエネルギー源として使用されるが,一部は胚脂質中に

取り込まれることにより胚発生に貢献することを示唆した.またBSA結合脂肪酸構

成は,桑実胚期子宮液中脂質の脂肪酸構成に非常によく似ていることなども明らかに

なった.

次にRI標識脂肪酸を用いて,添加脂肪酸の胚脂質への取り込みおよびエネルギー源

としての利用を,脂質の分画及び炭酸ガスへの放出測定により解析した.その結果,

着床前の胚においては胚脂肪をβ酸化･TCA回路を介してのエネルギー生産に使うほ

か種々の脂質合成の基質として使うことを明らかにした.

最後に,4種の脂肪酸を単独ないしは組み合わせて添加して胚の体外培養を行なっ

たところ,オレイン酸,リノレイン酸,アラキドン酸は単独添加でも胚発生を促進す

ること,パルミチン酸は僅かではあるが発育を抑えることなどを明らかにした.また,

これらの脂肪酸を組み合わせて胚を培養することによって,生体内での胚発生とほば

同じ細胞数までに発生が可能になることなどを明らかにした.

以上の結果から,ラット胚の初期発生の段階から卵子内に脂肪酸が取り込まれ,こ

れら取り込まれた脂肪酸は種々の脂質合成およびβ酸化-TCA回路を介してのエネル

ギー生産に使われていることを明確にした.

審 査 結 果 の 要 旨

平成10年1月12日(月)に信州大学農学部において審査委負を含む関連教官,学生

出席のもとKb8ndok¢r論文の公開発表会が行われ,引き続き質疑応答が行なわれた.

馳andokor論文名は｢ラット着床前初期胚の発育における脂肪酸の関与に関する研

究｣である.過去20年間哺乳動物胚における炭水化物,蛋白質の代謝に関しては多

くの研究がなされてきたが,脂質に関しては余り多くの研究はなされていない.本

論文は,そのため,着床前ラット胚の体外発生において脂質がどのように関与して

いるのかを調べる目的で,ガスクロマトグラフィー,薄層クロマトグラフィーによ

る分析,放射性アイソトープを用いての代謝実験,胚の培養などを組み合わせて実

験を行なったものである.その結果,ラット胚のごく初期の発生段階から卵子内に

脂肪酸が取り込まれること,また,取り込まれた脂肪酸は種々の脂質合成およびβ

酸化･TCA回路を介してのエネルギー生産に使われていることを明らかにした.

具体的には,まずラット1細胞期胚および桑美胚と各時期の卵管,子宮洗浄液,血

清中の脂質の脂肪酸構成をガスクロマトグラフィーで分析し,その結果,11種の脂

肪酸および数種の未知物質を検出し,さらにそれらの比率が胚,卵管,子宮洗浄液

でそれぞれ異なることを明らかにした.このガスクロマトグラフィーによる分析に

は卵子を1試料あたり 200個以上も集めなければならないなどのことがあるため従

来ほとんど知見がないと言ってよい.この点,今回の結果は基礎的でありながら欠
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けている部分を補ったものとして評価できる.

次に,卵子の培養の際,培養液に添加が不可欠な牛血清アルブミン(BSA)がその効

果をそれに結合する脂肪酸を通じて表わしているかどうかの問題を,脂肪酸除去BSA

あるいは合成高分子物質のポリビニールアルコールとエネルギー源(ブドウ糖,ピル

ビン酸,乳酸)を組み合わせ添加した培養液を用いて検討した･その結果,BSA結合

脂肪酸はその大部分はエネルギー源として使用されるとともに,一部は胚脂質の基

質としても胚発生に貢献することを明らかにした.またBSA結合脂肪酸の構成が,

桑実胚期の子宮洗浄液中脂質の脂肪酸構成に非常によく似ていることも明らかにし

た.BSA添加効果の大部分がその結合脂肪酸によることを具体的かつ詳細に明らか

にした点が評価できる.

次にRI標舐脂肪酸を用いて,添加脂肪酸の胚脂質への取り込みおよび代謝の結果

としての炭酸ガスの放出を検討した.その結果,着床前の胚においては脂肪酸をβ

酸化.TCA回路を介してのエネルギー生産に使うとともに種々の脂質合成にも用いて

いることを明らかにした.また,標識脂肪酸が胚に直接取り込まれることを明らか

にし,しかもそれがどのように使われるかを具体的に示した点など評価できる結果

ヤある.

最後に,4種の脂肪酸を単独ないしは組み合わせて添加しラット胚の体外培養を行

なったところ,オレイン酸,リノレイン酸,アラキドン酸は単独でも胚発生を促進

すること,パルミチン酸は僅かではあるが発育を抑えることなどを明らかにした･

また,これらの脂肪酸を組み合わせて培養することによって,生体内での胚発生と

ほぼ同じ細胞数までに発育が行われうることなどを明らかにした.これら本実鼓の

結果は,新しい知見で極めて典味のある結果であると同時に高く評価される･発表

は英語で行われたが,発表態度は極めて良好でスライドによる説明は理路整然とし

ており,研究成果の理解に十分なものであった.また質問に対する対応も的確であ

った.

以上の結果から,事査季長全長一致で,本論文は岐阜大学大学院連合農学研究科の

学位論文として十分評価できるものと認めた.

主な質問は以下の通りであった.

1)パルミチン酸は着床前胚の発育を抑えたが,なぜRI標識のパルミチン酸を用い

て取り込みや炭酸ガスのトラップを行なったのか.

2)3E･パルミチン酸添加培養液中で培養した場合の各種中性および極性脂質に分画

した場合,他種の胚との速いについて.

3)今後この研究の利用および展開について･
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