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論 文 の 内 容 の 要 旨

ウマの受精卵は月杢へと発育する形成期初期から着床期において,子宮内での遊走を終

えた後,初期段階で存在するカプセルが融解して子宮内の特定の部位で着床に至るなど,

特異的で連続的な過程を経て妊娠が成立する｡また,この時期には着床に向けた子宮内

膜の構造変化が起こっているが,これらに関する知見は十分知られていない｡そこで本

研究では非妊娠13日(cyclic13;C13),妊娠13日(pregnant13;P13;胚の遊走期),

妊娠19日(pregnant19;P19;胚の固着後),妊娠25日(pregnant25;P25;カプセ

ル融解後)のウマの生体材料である子宮をもとに,着床期の子宮内膜に起こる生理的変

化を分子生物学的手法によって解析したものである｡

研究の第一段階として,着床期のウマの子宮において着床に関係すると思われる因子

を検索するために,PCR-Selected Suppression Subtraction Hybridization法(以下

SSH)を実施した｡その結果,P19の胚存在部の子宮内膜においてP13の子宮角尾側と

比較してinterleukin-1receptor antagonist(IL-1RN)と neutrophilgelatinase

associatedlipocalin(NGAL)の発現が上昇していることが示唆された｡IL-1RNはIL-1

の括抗的阻害物質であり,IL-1は胚の着床過程において重要な役割を持つと考えられ

ている｡一方,NGALはmatrixmetalloproteinase-9(MMP-9)の活性を増強する作用を

持ち,仙P-9は胚の着床時に組織の分解,再構成を担う因子として考えられている｡

これらの結果を踏まえ,これら2つの因子に着目して,ウマの着床過程におけるその

役割を検討する目的で,第二段階として,Ⅰレ1RNとIL-1RNに関係する因子の発現を解
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析した｡その結果,IL-1RNmRNAはP19とP25の妊角において発現が顕著に上昇してい

た｡IL-1RNには分泌型と細胞質型があり･,その分泌型の存在が確認された0IL-1RNタ

ンパク質の発現は腺上皮細胞と子宮腺の管腔に認められたことから･Ⅰレ1RNは子宮の

管腔内に分泌されていることが示唆された｡胚存在部において顕著なIL-1RNmRNAの発

現上昇が見られたことから,IL-1RNの発現を誘導する因子として,eStradiol-17β(E2)

に着目して研究を進めた｡その結果,妊娠25日の卵黄嚢中および,胚存在部位の子宮

内膜中のE2含有量は高いこと,子宮内膜組織にステロイドホルモンを添加して培養し

たところ,10ng/mlのE2を10ng/mlのプロジエステロン(P4)と同時に添加した群に

ぉいてE2を添加しない群と比較してIL-1RNmRNAの発現が有意に上昇したことが認め

られた｡IL-1RNと関係のある遺伝子の解析より,IL-1αとIL-6mRNA発現の顕著な上昇

が妊娠25日の妊角において認められた｡しかし,これらの発現はステロイドホルモン

処理した内膜組織では上昇しなかった｡IL-6mRNAは管腔上皮の一部に限局して存在し

ていて,胚がⅠレ1βを産生すると仮定すると,この一部の管腔上皮に見られたIL-6m脚A

の発現は胚の接着の結果IL-1βが局所的に作用した結果であるものと考えられ,非接着

部位での反応はIL-1RNによって阻害されているということが考えられた｡これらの結

果から,IL-1RNの発現は黄体期レベルのP4存在下において月杢からの高濃度のE2により

誘導され,IL-1刺激の調整に関わるというモデルが示された｡

っいで第三段階として,NGAL,MMP-9およびMMP-9と作用が類似するMMP-2について

解析した｡リアルタイムPCRの結果,NGALmRNAの発現はP19GとP25Gにおいて顕著に

上昇していた｡また,mRNAの発現と一敦してNGALタンパク質が存在することが示さ

れ,さらに,NGALは腺上皮から腺腔内へと分泌していることが確認された0一方,MMト2

mRNAの発現は妊角において高い傾向を示し,MMP-9mRNAの発現はP25において上昇し

ていた｡P25におけろ掴P-9の活性は,両子宮角においてmRNAの発現に変化がなかっ

たにもかかわらず,P25GにおいてP25Nと比較して約2倍高かった｡また,仙『一9の活

性は管腔上皮と腺上皮において認められた｡本研究において,ヒトにおいて見られるよ

うなNGAL-MMP-9複合体は確認できなかったが,ウマNGALを強制発現させたヒト胎盤由

来の絨毛性癖細胞(JEG3)においてMMP-9活性の上昇が見られたことから,ウマにおい

てもNGALによるⅦ雌｣9活性の増強作用があることが示唆された｡妊娠25日ではウマの

胚は子宮内膜の上皮を越えて侵入しないことや,NGALが管腔内に存在すること,そし

て削P-9の活性が上皮細胞に見られることから,この時期における舶P-9の作用の一つ

として,上皮もしくは胚の栄養膜細胞の細胞外基質を分解し,胚の子宮内膜への接着を

促進することが考えられた｡また,子宮内膜は胚の成長に伴い圧迫されつつ伸展するた

め,それに伴った子宮内膜の再構築に関わる可能性が示唆された｡

これらの結果から,ウマの胚の遊走期から着床期にかけて様々な変化が起こるが,着

床反応の制御にはIL-1RNが､接着もしくは組織の再構築にはNGALが関与することが示

された｡また,IL-1RN◆の発現はprogesterone存在下で胚由来のestradiol-17βに誘導

されることが示され,このことから,ウマ胚固着後の子宮内膜の月杢存在部位における着

床反応を誘導する機構の一つとして,ステロイドホルモンの重要性が示唆された8
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審 査 結 果 の 要 旨

学位申請者である羽田真悟君は,ウマの受胎から妊娠に至る一連の繁殖生理に関わる過程で起こ

る変化を知る目的で,胚が子宮内に着床する妊娠早期に着目して,その前後に発現するウマに特異

的な生理情報を分子生物学的に解明するための一連の研究を進めてきた｡とくにト胚の遊走期(妊

娠13日),胚の固着後(妊娠19日),カプセル融解後(妊娠25日)のウマの生体材料の子宮をも

とに,着床期の子宮内膜に起こる変化を,PCR-SelectedSuppressionSubtractionHybridization法,着

床に関わる遺伝子の発現検索,免疫組織化学的手法,ステロイドホルモン測定法を用いて解析した

ものである｡その結果,以下の成績を得たことを踏まえ,審査した｡

Ⅰ.着床期のウマの子宮で発現が上昇,または特異的に発現している因子を検索した結果,妊娠19

日の胚存在部の子宮内膜でinterleukin-1receptorantagOnist(IL-1RN)とneutrophilgelatinaseassociated

lipocalin(NGAL)の発現の上昇を認めた｡そこでこれら2つの因子に着目して,ウマの着床過程に

おけるその役割を検討した｡

Ⅱ.IL-1RNとIL-1RNに関係する因子の発現を解析したところ,IL-1RN mRNAは妊娠19日と25

日の妊娠子宮角で発現が顕著に上昇していることを認めた｡Ⅰし1RNの発現を誘導する因子を検索

したところ,妊娠.25日の卵黄嚢中,胚存在部位の子宮内膜中のes血diol･17β含有量は高く,子宮

内膜組織にestradiol･17βとprogesteroneとを同時に添加したところ,皿-1RNⅢRNAの発現が有意

に上昇することを認めた｡これらの結果から,m-1RNの発現は黄体期レベルのprogesterone存在下

で胚からの高濃度のes廿adioト17βにより誘導され,m-1刺激の調整に関わるというモデルを示した｡

Ⅲ.NGAL,MMラー9,MMP-2の発現を解析したところ,NGALmRNAの発現は妊娠19日と25日

の妊娠子宮角で顕著に上昇していることを認めた｡また,mmの発現と一致してNGALタンパ

ク質か存在することが示され,NGALは腺上皮から腹腔内へと分泌していることを確認した｡一方,

MMP-2mRNAの発現は妊娠子宮角で高く,MMP･9niRNAの発現は妊娠25日の琴娠子宮角で上昇
していることから,NGALによるMMP･9活性の増強作用があることを示唆した｡

今回の一連の研究によ~って,ウマの胚が子宮内に着床する妊娠早期には,m-1RNは着床反応の

制御キこ,NGALは接着もしくは組織の再構築に関係する所見を得た｡また,ウマ胚固着後の子宮内

膜の胚存在部位における着床反応を誘導する機構の一つとして,ステロイドホルモンが同時に存在

することが重要であることを示した研究成果はウマの特異的な妊娠早期の子宮内膜再構築を理解

する上で重要な所見と考えられた｡

以上について,審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文として

充分価値があると認めた｡
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