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論 文 の 内 容 の 要 旨

生物は様々な外的変化に対して自らを適応させるために､生体レベルや細胞レベルに

おいて常に反応し､恒常性を保っている｡家禽を断水や断食､高温や低温の温度環填な

らびに病原菌による攻撃などのストレス下におくとと､ストレス応答の結果として血簗

中のコルチコステロン量が増加し､著しい成長遅延や産卵率の低下などの影響が現れる｡

一方､ニワトリにコルチコステロンを投与すると､腹腔内脂肪および肝臓肪の蓄積増加

などを誘発する｡さらに､胸腺､脾臓ならびにファブリシウス嚢などの免疫系臓器の退

縮が起こり抗病性が低下することが知られている｡このグルココルチコイド(GC)に

よるリンパ系器官の萎掛こは､細胞内在の遺伝子により制御されるアポトーシスという

細胞死滅機構が関与している｡アポトーシス機掛こ関する研究は､哺乳類では報告され

ているが､鳥類ではほとんど報告されていない｡

本論文は､かかる背景の下にニワトリの主要なリンパ器官であるファブリシウス嚢に

GC誘導性のアポトーシスを発現させ､その形態を調べるとともに､その作用機構につ

いて生理化学的な検討を加えたもので､以下の3章に分けて記述されている｡

第1章では､ニワトリヒナを供試し､GCの誘導体であるデキサメタゾン(Dex)

を投与してファブリシウス♯にアポトーシスを惹起させ､一方で伝染性ウイルス(lBDV)

を感染させて変性壊死(ネクローシス)させた組織を対比させて､組織変化を光学顕徴
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鏡と走査型電子顕徴掛こより観察している｡その結果､Dex投与により､組掛ま萎縮

し､リンパ濾胞は退行性変化を示すとともに､濾胞内リンパ細胞は死滅して減数した｡

また､リンパ細胞はリンパ濾胞内の皮質部よりも髄質部で顕著に減少し､アポトーシス

に特有な細胞の萎縮や核の凝縮が現れ､隣接する細胞間の間隙が拡大した｡さらに､電

子顕微鏡で詳細に観察したところ､髄質部では細網細胞系も消失し､リンパ細胞間の結

合が切断されて､アポトーシス特有な半円形のクロマチンの凝縮像を観察している｡こ

れに対して､ウイルス感染で変性壊死した組織層､リンパ細胞は皮質や髄質の区別なく

一様に死滅しており､組織全般に炎症が認められている｡以上の観察結果より､GC投

与によるファブリシウス嚢の萎掛こは､ネクローシスとは異なったアポトーシスによる

リンパ細胞の死滅機構が関与していることを明らかにしている｡さらに､リンパ濾胞梼

質部の未成熟なリンパ細胞は皮質部の成熟リンパ細胞と比較して､GCに対する感受性

が高く､GC誘導性のアポトーシスの発現がより顕著であることを認めている｡

第2章では､同様の試料より核DNAを電気泳動により分析した結果､DNAラダー

を観察し､アポトーシスが発現していることを生化学的に検証した｡つまり､DNAラ

ダーはGC投与後1時間で観察され､その後12時間までは時間の経過とともに明瞭に

なっていた｡しかし､24時間経過後には､発現細胞数の減少により次第に消波するこ

とを明らかにしている｡さらに､免疫組織イヒ学的手法を用いて､アポトーシスの組織内

での発現部位と発現形態を検討した結果､リンパ濾胞聴質部でアポトーシスの発現を示

す陽性細胞が増加することを認めた｡このことを第1章の結果と併せて考察し､籠質部

の未成熟なリンパ細胞はGCに対して感受性が高く､アポトーシスの発現がより顕著で

ぁると結論している｡髄質部の陽性細胞を詳細に観察すると､核周囲部にCの字状の強

い染色性を認めた｡しかしウイルス感染による変性壊死を引き起こした組織には認めら

れず､アポトーシスとネクローシスによるファブリシウス嚢のリンパ紳胞の死滅形態や

死滅機構には明確な相違のあることを明らかにしている｡

第3章では､GCを投与することによってファブリシウス嚢を構成する蛋白質がどの

ように変化するかをSDS-PAGE法により検索している9その結果､5種類の蛋白

質(分子量:88,000,31,000,26,000,25,000および19,000)が減少し､一方3種

類(分子量:80,000,67,0帆およぴ 28,000)の蛋白質が増加していることを認め

た｡これらの蛋白質は､アポトーシスを誘発する作用あるいは抑制するために発現した

アポトーシスの誘導遺伝子の産物であることを推論している｡以上の成績を踏まえて､

GC投与1時間後に採取したリンパ組織からmRNAを抽出し､これをもとに翻訳され

た蛋白質をSDS-PAGF:電気泳動により分析した結果､分子量 約85･000およぴ

20,000の2種類の蛋白質がGC投与により消失した｡この結果より､この2種類の蛋白

質はアポトーシスを抑制する働きを持つ可能性があるものと考えられる｡GC投与後の

ユビキチンレベルを､蛍光免疫測定法により調べ､アポトーシス機‡削こおけるユビキチ

ンの関与について検討した結果､GC投与後ユビキチンは一過性の増加を示し､その後

急激に減少した｡このユビキチンの増加軋アポトーシスの発現過程で重要な役割を果

たすDNAの断片化に関与し､また､その減少はリンパ細胞内の恒常性の維持機能を低

下させ､アポトーシスによる細胞の死滅を助長するものと推論している｡
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審 査 結 果 の 要 旨

†､抑川嘲萬､神省誠潜の学位論文【家禽におけるホルモン純増作アポトーシス機構に

l斐ける牡理化学的研究】詳査が平成!l咋1f】27I‥1､14畔fl()分より､岐阜人学人学

院.連合牌学研明胴･にごr;いて実施された｡初めに公開論文発衣会が行なわれ､引き続いて

閂疑応答(ll頑訊問)が行なわれた｡そ後､学位論文審査委貝会が開脚された｡

以卜にそ〝)論文内容について審査結果の概平およぴその評価を記す｡

I.研究の背恩と目的:

アポトー▲シスとは〈制御されて起こる細胞死〉である｡この現象は多様な生物棚に共

萌し､そ(J)進化の凋理でそれぞれの什物が穫持した兢弾な槻桝であり､糾胞分裂や分化

と裁許･･･休となって性命現像の多面的制御に関与している｡

人研究lま､家禽に新使〝)ストレスを与･えると胸腺やファプりシウス燕など特有の免焼

糸鋸純が萎縮して､発育や杭柄什が低下する｡このリンパ系躍官の萎締には､細=抱再rl三

川即Jミrにより制糾はれているアポトーーシス機構が関与しているとの考えのもとに進め

l:)れたも〟)であり､審査委艮会はこの研究に腫れた独創性を見い川すことができると判

定した｡

Il.研究成果と審査概要:

木論文はl～3章で構成されており､節1章では､ストレス関連のケルココルチコイ

ド縄発のアポト･--シス糾純と､伝染性ウイルス感染によるネクローーシスの糾織を対比さ

ttUて､削柵〟)変化の状態を池学斯徴錦と走査型馬子斯徴班により睨額l.､緻虚な知見を

得ている｡さらに､リンパ姐胞隋胃部の未成熟なリンパ細胞は皮質部の成熟リンパ細胞

と比較して､ホルモンに対する感受性が高く､アポトーシスの発現が輯著であることを

見いだした｡この知見に対して､供試したニワトリのファブりシウス荊において､鰻質

椰と岐質椰の機能面での役割の適いについて括発な質疑が=され､小論者は適格な応答

をした｡那2草では､試料小の核l)N∧を電気泳動により分析することにより､l)N∧ラ

ダーーー(核の断片化)を柿崎的に観察し､アポトーシスが発現していることを生化学的に

換許している｡その結果､約18【)l叩の倍数の位置に梯子状に現れるl)N∧ラダーーーはホ

ルモン仲Jブ･後=時間で観察され､その後12t一利叩まで時間の錘凋けともに反応がj佳什寸~

するが､2/=I馴II練にI十沌現細胞劇の減少により次郎に消滅することを明らかにした｡

こ〃)実験で､免暁化学的手漬を用いてアポトーーシスの発現部位とその形態を詳細に検討

lノた桁†柱､騎閂椰〃)間作細胞の核周囲椰に(:の字状の斬い染色域を認め､ネウローーシス

によそ-りンパ刷胞の死滅形態やその機構に明確な拙速のあることが･判明した｡この′射二

ついて､ラ､ソトなどの他機との比較や､他職粁との速いについて意見の交換が行なわれ､

今後の課麒として貝重な指摘を受けている｡節3草では､ホルモン投与によってストレ

スを受けたリンパ削柵小の粥=質がどのような変化を‡lたらすかをSI)S-I}∧併;〃iにより検

索している｡つまり､ホルモン投与l時間後に採取したリンパ組織からrrlRN∧を仙川

し､これを鋳型として翻訳さオLた粥l十閂を分析した結果､分子最:約R5,nn()および
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州.()(川の2椰煩の矧一個が､ホルモン投与により消失した｡この結果より､これらの

矧■傾けアポトーシスを抑制する働きをもつ可能性があるものと考えられる｡また､関

連してストレス負捌こ撤しく応答するユビキチン(典型的な熱ショ､ソク軌ヨ質)を翼光

紳描1来↓り調べた結果､ホルモン性与･維に一遇件の増加lを示し､その後急激に減少する

ことを認めている.このユビキチンの増加はアポト丁一一シスの路用遇楔でl)N∧の断片化

に閲Jj･し､また減少l:lリンパ細胞内の粧鼎件の維持槻儒を町Fさサ､細胞の死械を肋艮

さ･t!･るものと推論している｡すなわち､リン/く別紙にはストレスによって咋じた異状粥

I'順を､代謝エネルギーを消絆してまでも急速に排除しようとする防御機朋が作動して

J;り､そ〝)小心的な裡剤を担っているのがユビキチンであるとの考えを示した｡これに

対して､ユビキチンの測定法が充分でなく､また､ユビキチン./プロテアゾー･-ム依存性

の矧一順分解システムについての碓緋が得られていないので､本研究のデータからは晰

貯寸~ることIt早計であるとの指弾がなされた.その他､単位の記述､一部表現の修正を

指摘された｡

以仁の論文研戊や肌矧Jl料こついて憤頗帯紙をした結果､家禽斬の隼産作や杭病件の

解叩=こ結びつく性飛な知見であり､.学術的にも価値のある車Jの!ノ評伸された.その折某､

簡存否f与l余乍f･l･放で人論文が岐阜人学人草院迎合廉学研死相の用=･∴(農学)の学位論

文として十分価値あるものと判定した.

lll.基礎となる学術論文の殆東経社名:

① ニワトリヒナのファブリシウス共におけるグルココルチコイド誘導性のアポトー

シスに関する免投射純化学的検討.神谷 誠治､小野 炸草､ 上井 守､りヰI

孝雄. 家禽会社､33(6)､366～37∩､1996.
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