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論 文 内 容 の 要 旨



の結果、偽前核形成率(OnM:89覧5nM:83覧50nM;89覧500nM:92%
,5μM:89%)や

卵割率(OnM:95%,5nM:96覧50nM:88%,500nM:100% ,5μM:94%)に 差は見られなか

った。胚盤胞期までの発生において、無処理区と比較して、500nM、5μM処 理区で有

意な改善が観察された(9%vs.64%,59%)(pく0.05)。 特 に、500nMのTSA処 理により

最も高い改善効果が見られた。この事から、500nM 、6時間のTAS処 理が、最も効率よ

くウサギーウサギ胚の発生を改善出来る事が示された。また、TSA処 理を行わない場

合、ウサギーウサギ胚は8-16細 胞期での発生停止が多く観察された。一方で、6時間、

500nMのTSA処 理 によりその発生停止が回避された。続いて、この条件をサルーウサ

ギ胚に応用した。その結果、偽前核形成率(82%vs .82%)、 卵割率(78%vs,80%)、8

細胞期までの発生率(33%vs.30%)に 改善は見られず、どちらの区においても胚盤胞

期までの発生が観察されなかった。この結果から、サルーウサギ胚へのTSA処 理は、

その発生改善に有効ではないと示された。

第5章 では、サルーウサギ胚からの胚性幹細胞(ES細 胞)の樹立を試みた。まず、サ
ルーウサギ胚より内部細胞塊(ICM;innerce11mass)を 単離するため

、サルーウサギ胚

を抗カニクイザル抗血清、または抗カニクイザル抗血清と抗ウサギ抗血清の混合抗血

清を用いて免疫手術を行った。その結果、抗カニクイザル抗血清のみではICMの 単

離が困難であった。一方、抗カニクイザル抗血清と抗ウサギ抗血清を混ぜたものを用

いた場合、ICMの 単離が可能であった。続いて、得られたサルーウサギ胚由来のICM

をカニクイザルES細 胞の樹立と同様の条件で培養を行った。その結果、サルーウサ

ギ胚由来のICMは 培養1-3日 でフィーダ細胞上に進展していった。培養7日 目に、
一度ICM由 来細胞が観察できなくな

った。しかし培養を続けた結果、培養9日 目に初

期コロニーが観察された。得られたコロニーは大きな核、明瞭な核小体、扁平なコロニ
ーの形状など

、外見上はカニクイザル受精卵由来ES細 胞と類似していた。培養12日

目にコロニーが継代可能な大きさまで増殖したためコロニーの継代を行った。しかしな

がら、コロニーの再増殖は観察されなかった。

本研究の結果より、1)ウサギ卵母細胞はカニクイザル線維芽細胞核をリプログラミン

グし、胚盤胞期までの発生をサポートできる事、2)サルーウサギ胚の特徴に、核ドナー

細胞とレシピエント卵母細胞の動物種両方の胚の特徴が混在する事、3)活性化処理

後のTSA処 理はサルーウサギ胚の発生改善にイ1効ではない事、4)サルーウサギ胚の

ICMは 初期コロニーを形成する能力がある率を明らかとした。この本研究の結果を用

いて異種間核移植を絶滅危惧種の鶉殖や胚性幹細胞樹立に応用する事が出来ると

考えられる。
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