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論 文 内 容 の 要 旨

【目的1

モルホリノオリゴヌクレオチ ト(MO)は.標 的mRNAに 結合 し翻 訳を阻害することにより遺伝 子発現 を抑

制することができる.MOを 用いた技 術は,さ まざまな脊椎動物の胚 発生研究において成果をあげている.こ

の研究でわれわれは,マ ウス着床前胚に対 してMOを 用いた簡易で効果的な遺伝子発現抑制法の開発を試み

た.

【方法】

(D胚 の準備・培 養:マ ウス着床前胚は,invitrofertHizationに より準備した.MO処 理のために2細 胞期胚,

桑実 胚,胚 盤胞 は媒精24時 間,72時 間,96時 間後にそれぞれ 回収 した,胚 盤胞 はマ ウス胚 線維 芽細 胞

フィー ダー 層 上 で4日 間 共 培 養 し た.(2)MO導 入:胚 へ のMO導 入 は,導 入 試 薬ethoxylated

polyethylenimine(EPEI)を 用 いた.胚 へのMO導 入の至適条件 を設定するために,MO濃 度(1,2,5,

10,20μM)・EPEI濃 度(0.14,0.28,056μM)・MO処 理時間(3時 間・24時間)・MO処 理回数(1回 ・2回)

について検討 した.MO処 理は媒精24時 間,72時 間,96時 間,144時 間後に実施し,胚 盤胞に発育 した胚

の数と胚盤胞の追加培養4日 後の派 生物 を形態学的に検討 した.(3)実 験〔〔1:桑実胚に対 して,FITCを 標

識したMO(FITC-MO)を 用い,L記 の 条件 下でMO処 理を実施した。FITC・MOの 細胞内への導入は共

焦点 レーザー顕微 鏡により検討した.(4)実 験②:内 因性Oct4(標 的遺伝 子)のMOに よるダウンレギュレー

ションについて検討した.MO濃 度20μM,EPEI濃 度0 .56μM,処 理時間3時 間の条件で媒精24時 間,72

時 間,96時 間,144時 間後にMo処 理 し,胚 盤胞の派生物を形態学的に,か つ蛍光免疫染 色法 により検討

した.

【結剰

①MO濃 度20μM,EPEI濃 度0.56μM,処 理時 間3時 間のMO処 理が胚 に対する毒性 が最小限で,効

果的に細胞 内にMOを 導入した.② 桑実 胚期でのMO処 理は,Oct4発 現を抑制 しなかった.2細 胞 期での

MO処 理は,胚 盤胞期 までOct4発 現を抑制 したが,胚 盤 胞の追加培 養4日 後Oct4発 現抑 制は維持 され な

かった.2細 胞期と胚盤胞期での2段 階MO処 理 は,Oct4発 現を抑 制した。2細 胞期でのMO処 理は胚盤

胞期までOct4を 抑 制し,胚 盤胞期での2回 目MO処 理は,追 加培養の4日 間Oct4抑 制を維持させることが

できた.こ の2段 階処理による派 生物の表現型は,Oct4欠 損胚 と同 じであった.

【結 謝

EPEIを 用いたMO導 入システムは,マ ウス着床前胚の遺伝子機能解析において簡易で,か つ効果的な技術

であることが示された.
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