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序論

生体内で生じた不要細胞はアポトーシスを起こし､食細胞により選択的に負食されて消失する。アポトーシス

依存的貧食反応は､生体の恒常性を保つために必須である。この現象は､食細胞がアポトーシス細胞の禧詫Eする

場所へ集まり、アポトーシス細胞を認識して取り込むことにより成立する。これらの素過程のうち､食細胞が集

積する機構の解析が最も遅れている｡マクロファージや好中球などの食細胞の炎症組織への移動やリンパ球のホ
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_ミングは遊走因子の濃度勾配に依存する｡よって､アポトーシスが起こる部位では何らかの遊走因子が作らｵL、

それが食細胞の標的細胞へ向けた遊走を規定すると予想される。この仮説を検証するために､私は黄体退行を実

験系に選んだ。排卵後の卵胞が分化して作られる黄体は、妊娠の維持に必要なホルモンを産生する組織であり、

妊娠の不成立に伴ってその機能と構造を失う｡黄体退行はホルモン生産能を失う機能的退行および組織が消失す

る形態的退行の二段階からなり、後者は黄体細胞のアポトーシスを伴うと考えられている。さらに､退行黄体で

はマクロファージやリンパ球の浸潤と単球遊走因子であるmonocyteCllemoattractantpmtem-10VlCP-1)の

発現が観察される。これらの事実より、私は「黄体細胞のアポトーシスに伴ってMCP-1が合成され、これに

よりマクロファージがアポトーシス細胞の元へ遊走し､アポトーシス黄体細胞を賞食排除することで黄体退行は

進行する」と仮説を立て､これを証明することを目標に実験を行った。

方法

正常に性周期を繰り返すラットより摘出した卵巣および黄体を用いて以下の実験を行った。hvivO解析では

卵巣の凍結切片について組織化学的実験が､mvitm解析ではばらばらにした黄体細胞を培養して組織化学的実

験およびＲＮＡ解析が行われた｡MCP-1mRNAの検出はＲＮＡプローブを用いたmsituハイブリダイゼー

シヨンおよび逆転写反応（RT）を介したPCR、アポトーシス細胞の検出は抗活}生化カスパーゼ３抗体を用い

た免疫組織化学あるいはTUNEL法､そして単球/マクロファージと黄体実灘IH胞であるステロイド産生細胞

の検出はそれぞれ抗ＣＤ６８抗体および抗クラスＢスカベンジヤー受容体タイプI(SR-BD抗体を用いた免疫

組織化学により行った。

結果

LInvivo解析

’－１ｍＲＮＡ昇勢謡MBfn種の同尻

ＩｎｓｉｔｕハイブリダイゼーシヨンとＣＤ６８あるいはSR-BI対する抗体を用いた免疫組織化学を同一卵巣

切片上で行い、ＭＣＰ１ｍＲＮＡ発現細胞種を同定した。ほぼ全てのハイプリダイゼーションシグナル陽性細

胞が抗SR-m抗体で染色されたカミ抗ＣＤ６８抗体では陰性であった。よって、MCP-1mRNAは黄体実質

細胞であるステロイド産生細胞で発現することがわかった。

Ｉ Ｐ－１ｍＨ ６－回‐FHIllf ｚｌｌｉＦ１び＝求ﾗフボトーミ 一寺。.,の１件店マクロ 朝に
’"｣、

成熟ラットでは､発情前期、発情期､発情後期、および発'盾間期からなるほぼ四曰間の性周期力繰り返され

る。性周期の各ステージにあるラットの黄体について、切片の一定面積あたりのMCP－１遺伝子発現細胞、

アポトーシス綱包および単球／マクロファージ数を損Ⅱ定した。その結果､MCP-1mRNA発現およびアポ

トーシス細胞の程度は､共に発情期に鋭いピークを示して轍pすることがわかった｡一方､単球／マクロファ

ージを多く含む黄体の数は性周期を通してほぼ一定値を与えた。
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－ジ浸潤の相躍ⅥＣＰ－１-4-現とアノシスおこ［ マクロ

MCP-1mRNA発繍H胞がアポトーシスを起こしているかどうかを調べた。ハイブリダイゼーションシグ

ナル陽性細胞は抗活性化カスパーゼ３抗体を用いた免疫組織化学およびTUNEL染色でともに陰性であっ

たことから､MCP-1mRNAは非アポトーシス細胞で発現することがわかった｡次に､個々の黄体について、

切片の一定面積あたりのMCP－１遺伝子発現細胞、アポトーシス細胞および単球/マクロファージの数を

調べた．その結果、MCP-1mRNA発現細胞の多い黄体はアポトーシス細胞をほとんど含ま散またこの逆

の関係も認められたが､これらの細胞数と単球/マクロファージ数との関係には明確な相関は示されなかった。

Ⅱ、hvitm解析

蝿Ⅲ可の培養

摘出した黄体をコラゲナーゼで処理して得られた細胞は､赤血球を含むさまざまな血球系の浮遊細胞と大小

さまざまな接着細胞の混合物であった｡ＣＤ６８およびSR-BIに対する免疫組織化学を行ったところ､両者と

も存在比率は１０％以下であった。hvivo解析では黄体細胞の大多数がSR-BI陽性であったことから、何

らかの理由で黄体実質細胞のSR-m産生能が失われていると考えた。

１－２．塔による＝ＺＬ，ＩＩＦ１二一h-H

培養した黄体細胞について活1歯ヒカスパーゼ３を検出することにより、培養１時間で自発的なアポトーシ

スが起こることがわかった。また、このアポトーシスはカスパーゼ阻害剤ｚＭｌＤｈｎｋの添加で完全に阻害

された｡さらに､TUNEL染色とＳＲｍあるいはCD68の免疫組織化学を同時に行うことにより､SR-BI陽

性細胞､単球/マクロファージ、およびそれら以外の細胞にアポトーシスが誘導されることがわかった。

EＥ
－ｖ＝二１１１７１－３．凹矧ｕスに0１

黄体細胞のアポトーシス誘導因子のひとつとみられている酸化ストレスの影響を調べるため、抗酸化剤の

｣VアセチルーL-システインを添加して培養を行った。その結果、アポトーシスが顕著に抑制された。さらに、

過酸化水素水と内因性抗酸化酵素阻害剤メルカプトサクシネートを同時に添加すると､黄体細B包のアポトーシ

スは有意に増ｶﾛした。これらの結果より、培養黄体細胞のアポトーシスは酸化ストレスにより弓|き起こされる

ことがわかった。

１－４．塔黄体HilliF1二三ｈ：

培養した黄体細胞についてRr-PCRでＭＣＰ１ｍＲＮＡ発現量を調べた。コントロールの解糖系酵素

PGK1mRNA発現量と上轍すると、MCP-1mRNAは培養後３０分で増ｶﾛし、３時間で飽和に達すること

がわかった｡培養した黄体細胞を容器への接着性の有無によりふたつの集団に分けて解析すると､接着細胞で

のみMCP-1mRNAが発現していることがわかった｡CD68、SR-mあるいは活性化カスバーゼ３とＭＣＰ１

ｍＲＮＡを同時に検出すると､MCP-1mRNA発聯田胞はどのシグナルとも重ならなかった｡以上より、非ア
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