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研究成果の概要（和文）：本研究では、ウシ妊娠子宮組織において、プロテアーゼであるカテプシン(CTS)Bの活
性化を明らかにし、これがIFNτによる可能性が示唆された。また、IFNτによるリソソームの活性化も確認され
た。一方、妊娠子宮およびIFNτ添加子宮上皮細胞でのCTS遺伝子発現の上昇がみられるものもあったが、オート
ファジーに直接関連する遺伝子の増加は見られず、その関与は少ないことが示唆された。RNA干渉によるIFN受容
体の個別発現阻害によって、IFNτによるシグナル伝達経路がサブユニット特異的であることを明らかにした。
加えて、子宮に接続する頸管組織での非常に高い妊娠特異的な発現遺伝子の変動を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we detected the activation of cathepsin (CTS)B in the 
pregnant bovine uterine tissue. This activation was thought to be stimulated by interferon tau(IFN)T
 secreted by embryo. Although expression of CTS genes was detected by pregnant and IFNT-treated non 
pregnant uterine tissue, expression of autophagy related genes was not changed. These results 
suggest the activation of lysosome and lysosomal CTS is triggered by IFNT for uterine modulation, 
but contribution of autophagy is low. Further study is needed to clarify the roles of autophagy. RNA
 interference of each subunit construction of type I IFN receptor subunit (IFNAR1, R1) by siRNA 
revealed that IFNT stimulated signal transduction is dominantly affected by IFNAR1 for inducing IFN 
related gene expressions. In addition, high levels of pregnancy specific gene expression were 
detected in the cervical tissue that is directly connected with uterus for the first time. 

研究分野：家畜繁殖学

キーワード： 妊娠認識　オートファジー・リソソーム　ウシ　インターフェロンτ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 国内でウシの人工授精後受胎率は、この

20 年に約 10%低下しており、受精卵移植

後の受胎率の 50%前後での固定化の現状

と併せて、繁殖効率の向上を求める声は高

い。受精後、発生を続けながら子宮に初期

胚が到達し、透明帯から脱出する８日目前

後から着床・胎盤形成開始時の 40 日まで

の間に 20-30%の胚死滅が起こる。この時

期は、胚-母体間の妊娠認識から胚の許容、

着床に向けた胚および子宮での形体的、機

能的変化が劇的に起こる時期でもある。胚

から産生される反芻動物固有の妊娠シグナ

ルタンパク質であるインターフェロン

(IFN)τシグナルを受けた子宮側の応答に

関する研究としては、特に近年の様々な妊

娠シグナル応答に関する遺伝子レベルの発

現を主として網羅的に実施されおり、免疫

寛容、遺伝子転写調節、細胞接着および子

宮改編など多数の変動遺伝子が明らかにさ

れている。しかし、早期胚死滅解決に関与

する決定的なものについては未だ解明され

ていない。一方、細胞が持つ細胞内不要タ

ンパク質分解・再利用の一つであるオート

ファジーの着床-子宮改編への関与機構と

して近年研究が進行している。反芻動物で

は、ヒツジ子宮で IFNτに応答したプロテ

アーゼ誘導・活性化が報告されたが、ヒト

とは異なり、子宮内膜でのアポトーシスや

細胞消化を伴わない。このことから、反芻

家畜特有な子宮改編の側面からの新たな研

究展開が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ウシの妊娠認識時に受胎産

物から分泌される IFNτによる子宮改編

について、オートファジー-リソソーム機能

との新たな関係を中心とした IFN シグナ

ル経路を明らかにすることを目的とし、(1)

妊娠子宮におけるオートファジー・リソソ

ーム動態の検出、(2）IFNτ刺激によるオ

ートファジー-リソソーム動態の解析、(3) 

IFN シグナル制御による子宮オートファ

ジー・リソソーム応答性評価および(4)子宮

外組織における妊娠応答遺伝子発現解析の

研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、IFNτによる子宮改編につ

いて、オートファジー-リソソーム機能との

新たな関係から IFN シグナル経路の解

明・制御による受胎シグナルの向上を図る

ことを目的とした以下の解析を行った。 

(1) 人工授精実施後、15、18あるいは発

情 15,18日目の子宮組織をと畜後にサンプ

リングし、オートファジー発動時のオート

ファゴソーム形成時や CTS 放出時に活性

化することが知られているリソソームの活

性を蛍光試薬(Lysotracker)や CTSB の活

性指示薬(Magic Red)を用いて検出した。

また、採取組織から RNA 抽出、cDNA 作

製後定量 PCRにて ATG3、BECN1および

mTOR、リソソーム機能関連因子として、

リソソーム幕構成主要タンパクである

LAMP2、カテプシン(CTS)-B, D, L, Zの遺

伝子発現を定量 PCRで検出し、IFNτ感作

による子宮内動態を解析した。 

(2)と場より採取した発情中期子宮の組

織、あるいはそこから分離採取した子宮上

皮細胞および間質細胞単層培養を確保し、

体外培養系に組換え IFNτを添加後、(1)

の発現遺伝子とともに、CTSB活性に加え

て リ ソ ソ ー ム 活 性 を 蛍 光 試 薬

(Lysotracker)を用いて検出した。 

(3)I型 IFN受容体を構成する二種類のサ

ブユニットに対して siRNA を設計、化学

合成し、RNA 干渉を行うことで、サブユ

ニット特異的な IFN による活性化遺伝子

発現の動態を検出した。 

(4)一般的に妊娠認識は胚の産生する IFN

τが子宮内で応答し、その後血中を介した

黄体退行や末梢血中の白血球で IFN 応答
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図 3
τの影響
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(4)

生量がピークになる妊娠

に接続される子宮頸管の外部組織で

性遺伝子である

伝子発現を測定したところ、従来、国内外で

その発現が妊娠診断に利用可能と評価され

ている血中白血球での同遺伝子発現量が数
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