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ト
モ

 、
蒙
『

論文内容要旨

緒書

1997年、ヒツジの乳

ー核どしたクロー

作出された。この体

ため遺伝的構成が

い乳量や肉質の能力

るものと考えられ

物やヒトに有用な蛋

である。実際、ウシ

れ、ごく最近では、

ンビン皿が那にお

のものになりつつ

う性質を持ってお

の臓器移植医療への

体細胞ク導rン技術
のと考えられる。

わらず極めて低

る確率はi～5%程

 あり、効率的な体細

体細胞ク潭一ン技
胞の調整、核移植

体の管理から分娩

欄体作出に関わる

は遺伝子改変動物

となる体外生殖技

タは多胎であり、母

妊娠i2田屋までに

いる。このため、ブ

も多数の良質な胚
には、より多数の

の数には限界があ
 が効率的なブタクローン個体作出には不可欠である。

そこで、本研究で

が可館であるこ
用いて、ミニブタ

 の作出系の確立を行った。

 一466一
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瓢

撒

 1.アクチンフィラメントを指標

クローン胚の発生開

な刺激を与えること

ては主に電気刺激が

異常を引き起こすこ
+濃度を上昇させるイ
サイタリンBの合成を

キシミドの培地中への

るために、アクチン

 ミニブタクローン胚の作出することを目的とした。

撒

i.i.活性ヒ法がブタ成熟卵子の活性化お

単一処理区としてイ

秒問,5秒間間隔,2回)

亙+C、E÷Cおよび亙
定染色し、前核の形

いて単一処理区と比較

 性化率に有意な差は認められなかった。

次に体外発生能に及

外培養した。発生培

1られた胚盤胞期胚を

の発生率は単一処理

意な差が見られな

3錫(88/璽4〉で他の艇理区と比較し有意に高かった(表2

 i.2.活性化法がクロ野ン胚の館外発生に及ぼす影響

前節の結果で最も発

びクローン胚の活性

のクローン胚の体外

 騒%(1i/98)で他の区と比較して有意に高かった(表3)。

 i.3.活性化法がクローン胚のアクチ

活性化法の違いが卵

るために、体外受精

/ファロイジン染色し

クチンフィラメント

正常な分布としてそ

フィラメント分布を

き
・
垂

 一467一



善
き

 アクチンフィラメントの分布を

i.4.活性化法が異常分割ク灘一ン胚の出現率に

活性化法と異常卵

2賃で蜘ec飴t染色

 高い結果であった(表4〉。

以上の結果、ミニ

分布の異常、さら

発生率を低下させ

して化学的な活性

ンとシク資ヘキシ

 ことが開らカ》となった。

 2.胚移植によるミニブタク鎚一ン髄体の作出

前章で決定した活性
個体の作出を試みた

妊娠50揖目までに

ヘの胚移植のため

行った。すなわち
独自に確立した発

とともに仮親へ共

帰を指標とするノ

ローン胚を憩頭の

び園5)。マイクロ

 された。

本章の結果から、

 る能力を有していることが示された。

 3.高い罷生能を持つク潭一ン胚作出系の確立

前章までの実験で

ミニブタ個体の作
一ンブタの作出効

いク潔一ン胚を生

な要因の一つであ

ンのアセチル化レ

 一468一
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することによリクローン胚の発生能を向上さ

 3。i.俸外発生培地の姥鮫

ブタでは、これまで

へ移植することが一

PZ鼠%roi齢Zygote晦

非外科的に子宮へ移

生産することができ

いク導一ン胚を生産

盤胞期胚の晶質に及

なることから、二段

を追求した。さらに

 について劃醗L法でアポトー

 3.i.i.培養培地が単為発生およびク

配SU23(N〉、アミノ

胚では発生率で有意
区と比較し有意に高

 ともに欝区で他の区と比較し有意に高かった(表6〉。

 3.i.2.二段階培養が単為発生およ

前節の結果、ク鷺一

たことから、培養後

一→P)で培養し、計

な差がみられなかっ

有意に高かった。一

 数に有意な差はみられなかった(表字)。

3.箋.3、培養培地が胚盤胞期ク旗一ン胚の品質に

前節までの結果から

そこで、本節では%

を丁脳脱法により測

るアポトーシス陽性細胞率に変化は見られ

以上の結果、P雅5培

であることが明らか

細胞数の有意な増加

 ず、体外受精や単為発生胚とは異

 一469一



{

3。2.ドナー細胞お
 発生に及ぼす影響

体細胞クローン個体

から初期胚型へ変換

修錦が必要であるが

完全性がみられるζ
ていないが、リプ寓

鱗が知られている。

阻害剤(TSA)で処理す

ことやES細胞をTSAで

そこで、本研究では

それらを人為的に翻

 的とした。

 3.λ1.ドナー細胞のヒスト

ドナー細胞のヒスト

核のヒストン総アセ
胞(5、10、i5、20、

アセチル化ヒベルを
い、クロ》ン胚の

て用いた場合、一胚

トン総.アセチル化レ

3.2.2.TSA処理がク翼一ン胚の体外発生能に及ぼ

TSA処理がクローン胚

10、i5または20時
ン胚の胚盤胞形成

た(表9)。次にJSA

開始から0,5,50お
果、TSA処理による

(表io〉。さらに、覧

5、10、i5および2

態は、活性化開始

 行しているものが多く観察された(図9)。

 3.2.3.TSA娼理がク瓜一ン

TSA処理がクローン

 一470一
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驚

後8時間、2細胞期お
透過処理し、アセチル
顕微鏡で観察し、蛍光
果、培養後8時間およ
は受精卵と比較し低い
ベルであった。一方

 で有意な差はみられなかった(図1i)。

 3.2.窪.TSA廼理が胚盤胞期胚の晶質に及ぼす影響

覧A処理クローン胚か

細胞の割合を指標と
トーシス陽性細胞の割合は有意に高い結果であった(表

本章の結果より、前

発生率が向上された
が示唆された。また
のヒストン雛のアで
これらのことから、

ン胚におけるエピジェネティック修飾に有利

総括

以上、本研究は効率
な修飽を改良し生育能

 的とし、

i.ミニブタ体細胞ク

てきた電気刺激法に
 処理する最適な活性化法を確立した。

2,最適化した潜性化
 確立した活性化法が生育能

3.体外発生培地を改

エピジェネティック
 を持つクローン胚を作出できる知見を示した。

これらの知見は核移
 ローン個体作出に貢献するものと確信する。
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園i.妊娠3帽での仮親の子宮,ク鷺一
A.摘饑した子宮

1,争5:残留
ら得られた胎子(

 表i,活性化法がブタ卵子の活性化に及ぼす影響

 活性化処理* 供試数  活性化数(%)

i
E
C

 亙+C

i÷E

ε+C

 亙+睡C

5
9
2
8
i
n
∠
8

3
3
9
U
2
3
3
2

 15(爆2.9)a

20(5L3)a

o(o)b

23(821i)c

25(80.6)c

 25〈78.i)c

22(78,6)c

 3圃の実験結果の成績を示した,

*i,イオノマイシン;E,電気刺激;C,シク藁ヘキシ

 a一C異符号間に有意差あり(P<0.05).

表2.活性化法がブタ単為発生胚の体外発生に

 活性化処理* 培養数  各ステージヘの発生数(%)

 盆2細胞瑚胚盤胞顛

 胚盤胞顛胚の

細胞数紳

王
冠
C

 亙+C

工磁

E+C

 亙電÷c

ig8

 難7

io3

 24農

i84

i44

150

66(33.3)a

 姐(35.o)a

iO(9.7)b

i57(64.3)cd

io4(56.5)c

97(67.4)d

io3(68.7)d

ii(5.6)a

 i3(ii.i〉a

 o(G)も

 88(36.i〉c

38(20.7)de

 2玉(14.6)ad

37(24.7)e

 35.3土5.9

43.7±7.6

38.2:±:1.8

37.3±2.7

36.4±5.2

 35.i±O。4

 5回の実験結果の成績を示した.

*i,イオノマイシン;狂,電気刺激;C,シク導ヘキ

綜平均値±S.E.a一e異符号問に有意差あり(P<0.0
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表3.活性化法がミニブタク.騨一ン胚の体外
活性化処理零培養数  各ステージヘの発生数(%)

 ≧2細胞幾 胚盤胞類

 胚盤胞難胚の

編胞数紳

鷺

亙駕

 亙電+C,

 7婆

鶉

 欝9

39(52.7)

 6駅6里.2)

 52(塗7.7)

 3(羅.寧

 鍾(蓋4。3)む

 5(鑑6)富

 船,○±6.5

 3§。騒±5。5

 35.7士5.8

垂
一

難

縫

鰭

羅

 墨回の実験結果の成績を示した.

糠,イオノマイシン;露,電気翻激C,シクロヘキシ

継平均値土s.鷺。繭異符号間に有意差あり(警<○.05

 麟2.活性化後のミニブタクロ

 活性化後8時間で露定染色を

A,連続型(正常);馨,不連続型(異常)l
 蟹)o

8()

 讐60 4〔)

 2〔)

 〔
)

a

寂

む

 超・

図3,活性化法

 の分布に及ぼす影響.

アクチンフィ

(図2.A)であっ

亙W,体外受精

E,電気刺激;

麟異符号間に有意

1VF

9

 1十CI十琶十C

勲

繍

A

愚講

馨

難

 図爆.恥ec飴t染色による

 異常分割胚の観察像.

 A,正常分割;B,異常分割.

 墨:細胞核

毒
一

 一473一



懲

表4。活性化法が異常分割クローン腔の出現率

懇

 活性化処理* 供試胚数 異常分割胚数

C十 (
し
E

十
十
I
I

6
4

Q
u
Q
U

2i(24,4)a

 3i(36.9)も

 3回の実験結果の成績を示した.

*1,イオノマイシン;E,電気刺激;C,シクロヘキシミ

 a・b異符号間に有意差あり(P<0.05).

 表5.ミニブタクローン胚の体内発生成績

移植数移植頭数妊娠頭数産子数

鎌

継

 .驚
照

繍

霧
舞

繍

灘

灘
鞭鰯

 、撚

鐵騰
㈱

轍

 鍵
、

簸

蒙
 縢、榔

1558 10

7 i

 甜."

図5.胚移植

A,仮親の超

娠仮親ブタ

ン産子(体

 約騰kg).

表6.培養培地が単為発生およびクロ

実験区  培養培地*培養数各発生ステー 胚盤胞期胚の

 細胞数**

灘
鬱
鬱

鵜

簸

灘

騰

雛

繋
欄
灘

灘

 繍.

鰍

灘
 騰、

㈱

嵩
轍

灘

撒

微

騰

縣

灘 灘

撒

欝

難

胚盤胞擬

蠍

講

 ≧2細胞期
轍

単為発生胚

 クローン胚

N

 潤aa

P
N

Naa

P

76

89

97

1iO

70

 6窪

 53(69.7〉

61(68.5)

62(63.9)

 58(52、7)

 塵0(57.i)

 37(57。8)

 16(2i.玉)

 玉9(2玉.3)

30(30.9)

8(7.3)a

 5(7.i)且

i3(20.3)b

 33.7二虻3,2a

 49.5士4.6b

49,7±4.4b

22.0±1.1a

26.0±3.1a

43.G±4.2b

 4回の実験結果の成績を示した.

 *賛,配SU23;Naa,アミノ酸添加NCSU23;P,PZ瀬5.

 **平均値±S.駐、

 帥同一実験区内の異符号問に有意差あり(P<0.05).
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 表7.二段階培養が単為発生およびク
実験区 培養培地*培養数各発生ステージ

 ≧2細胞期 胚盤胞期

 胚盤胞期胚の

 細胞数纏*

単為発生胚

 クローン胚

P→P**

P→N

 P→蕪aa

P→P

 P→聾

P→Naa

 ・80

 玉00

80

68

57

8i

 61(60.・0)

59(59.0)

49(61.3)

 婆5(66.2)

 35(6i.礁)

52(64.2)

 『23(28.8)

36(36.8)

30(37.5),

i3(ig.9)

9(i5.8)

 i7(2玉.0)

 4:3.2±2.9犠

36,8±i,83

60.7±3,8b

30.5±2.5

 28.3土3.0

39.1±3.9

 窪回の実験結果の成績を示した.

 *N,腫CSむ23;盤aa,アミノ酸添加鍍CSU23;P,PZ獅.

轟培養後4白でP灘5から各培地へと交換して継
 紳*平均値士S.E.

 紬同一実験区内の異符号間に有意差あり(P〈0,05).

図6.丁駅EL法による胚盤胞類胚のアポトー

A,諏A(赤);3,丁麗L陽性細胞(緑);C,重ね

表8.培養培地が胚盤胞期ク導一ン胚の晶質に及

実験区 培養培地 培養数  胚盤胞顛胚の

 平均細胞数*

アポトーシス

 陽性細胞率*

体外受精胚

 クローン胚

NCSU23

 2Z鋪5

 醤CSU23

 PZ腫5

 4
ハ
U
戸
D
ハ
U

 で
上
-
哩
⊥

 婆7.6±4.3a

75.6±5.7b

 26.0±玉,iC

 違8,8±6.3a

3,0±0,5a

 4.3±0、ga

 玉2.6宝玉.gb

9,3±0.4b

 3回の実験結果の成績を示した.

 *平均値±S.E.

 a㎜c異符号問に有意差あり(P〈0.05).
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崖
一
『

 園7・ミニブタ胎子線維

 A,アセチル化とストン

 (覇
翻
)憂
て
謡
鞍
馨

80

70

60

弱

齢

30

2G

iO

o

羅

b

諭

わ i6

 (
 
)
辮
経
楽
醗
麺
黎

 農
2
0

 i
l
i
8
6
尾
2

G

5・i53

継代数

図8.ドナー細胞の

 3回の実験結果をまとめて示した。

 表9.トリコスタチン《処理時間が

 TSA処理時間培養数各

 (鼓)≧2綱胞期胚盤胞期

 ハ
》
5
0
5
0
ハ
》

 i
薄
⊥
2
5

97

105

76

8i

80

58

64(66.0)a

76(72,4)&b

 5喚(7i.i)的
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 図9,培養経過に伴うクローン胚の前核形成率.
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論文審査結果要旨

本研究は効率的に

 生育能の高いク渾一ン胚を作出するた

第1章では,ミニ

濃度の上昇を引

あることを明らか

さらには培養過程

示唆され,イオノ

作出できることが

 活性化処理について,従来行われて

第2章では,前章に

産子を獲得し,確立

すなわち,ミニブ

 タの作出の可能性を示した,

第3章では,体外発

ることを明らか

異なり,ク纂一ン

修飾としてヒス

能を持ったクロー

チン構造の修飾がクローン個体作出効率の

これらの知見は核

るものと確信する.よって博士(農学)の学
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