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学位論文内容の要旨

ウシにおける繁殖制御技術の向上や不妊治療のために黄体機能調節機構を明らかにすることは重要である｡黄体

は血管が非常に密な組織であり,黄体細胞の生存および機能推持に毛細血管が重要な役割を果たすこと.また､血

管を構成する黄体内血管内皮細胞 (LEC)が黄体機能を調節する生理活性物質を分泌することから､黄体機能の調

節に血管の分布が密接に関与していると考えられる0本研究ではウシ黄体機能調節機構の一端を明らかにするため､

発情周期を通じた黄体組織内における血管分布変化ならびに LEC のアポトーシス誘導機構について調べた｡

(1)発情周期各期の黄体内における血管の分布変化を明らかにする目的で､発情周期各期のウシ黄体の組織切片

に､LEC の指標として vonWillebrandfactor(VWF)抗体を用いて免疫組織染色を行った｡染色後､組織中心部にお

ける単位面積当たりに陽性を示す部分が占める割合を数値化することで黄体組織における血管占有率を算定した｡

また､α-smoo也muscleactinの局在を血管平滑筋の指標として調べ､血管平滑筋を伴う血管の数を算出した｡さら

に､黄体期中期のウシにプロスタグランジン F2α(PGF)を投与し､0.5,2,12時間後に輸出した黄体内における血

管分布を調べた｡血管占有率は､形成期および後期において他の周期と比較して高く､また血管平滑筋を有する血

管の数は後期および退行期に有意に多かった｡PGF投与後の黄体組織内における血管占有率ならびに平滑筋を有

する血管の数はともに時間依存的に増加した｡これらの結果より､後期から退行期にかけて黄体内の血管占有率が

減少する一方で､平滑筋を有する血管の数が増加したことから､黄体機能の衰退に伴い毛細血管が減少しているこ

とが示された｡

(2)LEC におけるアポトーシス誘導機構を調べるために､培養 LEC に腫癌壊死因子 (TNF)またはインターフェ

ロン †(IFNG)をそれぞれ 1,10,20,50ng/ml添加し､24時間後細胞生存率を調べた｡また､TNF(long/ml)と

IFNG(long/ml)を組み合わせて添加し､24時間後細胞生存率を調べた.さらに TNF(long/ml)および IFNG(10

ng/ml)を単独または組み合わせて添加し,24時間培養後アポトーシスに関連する遺伝子である TNER1,月S,BAX,

BCL2,CASP8,CASP9および cASP3mRNA発現を調べた｡いずれのサイ トカインを添加した区においても濃度依

存的に LEC細胞生存率が低下した｡また､TNFおよび IFNG を組み合わせて添加した区においてそれぞれのサ

イトカインを単独で添加した区と比較して細胞生存率が有意に低下した｡IFNG を単独または TNFと組み合わせ

て添加した区において control区ならびに TNF単独添加区と比較して TNFRlおよび cASP3mRNA発現が有意

に増加したO

以上の結果より､黄体の退行に毛細血管の消失が重要な役割を果たすこと､また TNFおよび IFNG が相乗的に

LEC のアポトーシスを誘導することが示され,TNFおよび IFNG によって誘導された LEC のアポトーシスによ

り黄体内の毛細血管が消失し､黄体退行が促進される可能性が示された｡



論文審査結果の要旨

本論文は､ウシ黄体機能調節機構を解明するための基礎的研究として実施された以下の実験の成果を

まとめたものである｡

ウシ黄体機能調節機構一端を明らかにする目的で､1)発情周期を通じたウシ黄体組織およびブロスタ

グラジン F2α(PGF)投与による退行時の黄体組織における血管占有率ならびに平滑筋を有する血管数

の変化､2)ウシ中期黄体由来血管内皮細胞 (LEC)の生存率ならびにアポトーシス関連因子遺伝子発現

に及ぼす腫癌壊死因子 (TNF)およびインターフェロン †(IFNG)の影響について検討したOその結果､

血管占有率は､形成期および後期において他の周期と比較して高く､また血管平滑筋を有する血管の数

は後期および退行期に有意に多かった｡pGF投与後の黄体組織内における血管占有率ならびに平滑筋を

有する血管の数はともに時間依存的に増加した｡これらの結果より､後期から退行期にかけて黄体内の

血管占有率が減少する一方で､平滑筋を有する血管の数が増加したことから,黄体機能の衰退に伴い毛

細血管が減少していることが示された｡培養 LECにおいていずれのサイトカインを添加した区におい

ても濃度依存的に LEC細胞生存率が低下した.また､TNFおよび IFNGを組み合わせて添加した区

においてそれぞれのサイトカインを単独で添加した区と比較して細胞生存率が有意に低下した｡ⅣNG

を単独または TNFと組み合わせて添加した区において control区ならびに TNF単独添加区と比較し

て TNFRlおよび cASP3mRNA発現が有意に増加した｡本研究の結果より､黄体の退行に毛細血管の

消失が重要な役割を果たすこと､また TNFおよび IFNGが相乗的に LECのアポトーシスを誘導する

ことが示されたoTNFおよび IFNGによって誘導された LECのアポトーシスにより黄体内の毛細血

管が消失し､黄体退行が促進される可能性が考えられる｡

これらの知見は黄体機能調節機構を解明するための基礎材料として極めて意義深いものである｡本学

位審査会は､これらの成果をまとめた本論文の内容および参考文献を総合的に審査し､本論文が博士学

位 (農学)に値するものと判断した｡




