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研究成果の概要（和文）：本研究は、自然免疫による流早産発症メカニズム解析と、糖脂質を応用した新しい流
早産予防法開発を目的として開始され、糖脂質α-GalCerを用いたマウス無菌性流産の解析、およびヒト早産脱
落膜の細胞解析を行った。本研究では当初目的としていた流早産を予防する糖脂質の発見には至らなかったもの
の、糖脂質抗原により活性化された樹状細胞やiNKT細胞は直接マウス流産を引き起こし、さらに絨毛膜羊膜炎を
伴わないヒト早産でも活性化した抗原提示細胞、iNKT細胞が見い出され、マウス、ヒト流早産発症のホモロジー
が明らかになった。またプロゲステロンやヘパリンの流早産治療作用点は抗原提示細胞であることも見い出され
た。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to analyze the mechanism of unexplained 
miscarriage and preterm birth (PB), and to explore the therapeutic approach for these diseases by 
applying glycolipid antigens. In this study, analysis of murine abortion induced by α-GalCer and 
human decidua obtained from PB was performed. 
Although we could not find out the therapeutically effective glycolipid antigen for miscarriage and 
PB, we confirmed that the dendritic cells and iNKT cells activated by glycolipid antigen could 
directly induced murine miscarriage. In addition, these activated innate immune cells were found in 
human decidua obtaimed from PB without chorioamnionitis. It was also found that therapeutic site of 
progesterone and heparin is related to the modulation of antigen presenting cell.
Collectively, we pointed out the importance of sterile inflammation induced by innate immune cells 
and alarmins for the unexplained miscarriage and PB.

研究分野：生殖免疫学

キーワード： 早産　流産　自然免疫　無菌性炎症　樹状細胞　iNKT細胞　プロゲステロン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
人口構成の偏在化が進む我が国に於いて、妊娠・出産率の向上は喫緊の課題であり、不育症、早産などの疾患に
対する生殖・産科医療の担う役割は大きい。本研究では、病原体感染が関与せずこれまで原因不明に分類せざる
を得なかった流早産には、自然免疫の活性化に起因する無菌性炎症および内因性抗原が重要な役割を果たすこと
が示された。さらに既存薬剤のプロゲステロンやヘパリンは自然免疫細胞、特に抗原提示細胞に作用する可能性
が見いだされ、これら薬剤の抗炎症作用という新たな機能の発見に繋がった。本研究により原因不明流早産のメ
カニズムの一端が解明され、胎盤内無菌性炎症の制御といった新しい治療概念構築に貢献したと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
①原因不明のヒト流早産 

早産は周産期死亡の最大の原因であり、その割合は増加傾向にある。絨毛膜羊膜炎（CAM: 

chorioamnionitis）は早産の原因として最も重要であり、各種細菌、ウレアプラズマ、マイコプラズマ感

染が重要視されてきた。しかしながら近年、切迫早産の羊水中には、6 割以上の症例で病原微生

物を認めない（Yoneda, et al. Am. J. Reprod. Immunol. 2016）、CAM を伴わない早産事例がかなり

の数を占めることが報告されつつあり（Lahra, et.al. Am. J. Obstet. Gynecol. 2004）、これらは原因不明

に分類せざるを得ない。流産を繰り返す不育症患者においても、その約 60%以上が原因不明に分類さ

れる。近年不育症患者に対して、ヘパリン療法、アスピリン療法などの有効性が認められているが、ま

だその効果は十分とは言えず、疾患発症メカニズム解明とともに新規治療法が望まれる状況である。 

②妊娠と自然免疫 

妊娠の維持機構やその破綻である流早産メカニズムに関して、免疫制御の果たす役割は大きい。事

実生殖免疫の分野においては、近年 NK (natural killer)細胞、樹状細胞（DCs: dendritic cells）、マクロ

ファージ、NKT（Natural killer T）細胞などの自然免疫担当細胞や制御性Ｔ細胞（Treg: regulatory T）

の重要性が注目されている。実際、胚着床には DCs やマクロファージの重要性（Dekel, et. al. Am. J. 

Reprod. Immunol. 2014）が、また母児免疫寛容における父方抗原特異性 Treg 細胞の重要性(Shima, 

et al. J. Reprod. Immunol. 2015)が示され、さらには後期早産における NKT 細胞の重要性（St Lous et 

al. J. Immunol., 2016）に関する報告がある。 

③これまでの申請者の研究成果 

申請者は、異物排除型の樹状細胞である DEC-205+ DCs が優位な環境下では妊娠マウスに有意な流

産が引き起こされる事を報告している（Negishi, et. al. Immunobiology, 2012）。また糖脂質抗原の一つ

である α-GalCer（α-galactosylceramide）の投与によって妊娠マウスに高率な流産を引き起こし、この

際、子宮筋層に NKT 細胞、DEC-205+ DCs が有為に集積することを見いだしてきた（図１、Ichikawa 

and Negishi, et. al. Eur. J. Immunol. 2016）。さらに申請者は CAM を伴わないヒト早産脱落膜中に、

iNKT 細胞と DEC-205+ DCs が集積することを見いだしている。この現象は、マウス、ヒト両者において

自然免疫系が妊娠維持に重要な働きを担い、それをコントロールしうる糖脂質が早産発症のトリガーと

なり得ることを示唆している。 

④糖脂質抗原と流早産 

以上の背景、結果より、申請者は流早産の発症に対して α-GalCer をはじめとする糖脂質と DCs、

NKT 細胞に代表される自然免疫の関係について注目し研究を展開している。一般的に糖脂質は真核

生物すべてに存在する成分であり、多様な糖鎖構造を有し様々な細胞間認識網を形成する。その中

で、海洋天然物（海綿）から抽出したスフィンゴ糖脂質の一種である α-GalCer は、細胞性免疫 Th1 優

位な傾向を誘導し NKT 細胞の抗腫瘍効果を促進させる。一方、多発性硬化症の治療薬として注目さ

れている免疫修飾薬OCH（α-GalCer類似体）が、類似の糖脂質としてNKT細胞からIL-4などのTh2

系のサイトカイン産生を亢進させ、抗炎症効果を誘導することが報告されている（Miyake et. al. 

Microbiol. Immunol. 2007）。その他イネ、トウモロコシ、ダイズ等に含まれる天然型糖脂質グルコシルセ

ラミドや、多くの漢方薬の主成分でもある糖脂質は体内の自然免疫システムに対して様々な影響を及

ぼすと推測される。さらに B 群連鎖球菌や肺炎球菌のもつ糖脂質は、NKT 細胞の外来性刺激抗原と

して作用することが示されている（Kinjo, et. al. Nat. Immunol. 2011）。このように食物摂取、薬剤投与、

感染を介して取り込まれた様々な糖脂質抗原が DCs、NKT 細胞などの自然免疫細胞に影響を及ぼす

ことが推測される。この糖脂質には未知の物も含め様々な種類が存在し、その多様性は DCs、NKT 細

胞を初めとする自然免疫系に多様、多彩な免疫反応を惹起させる。以上の知見より申請者は、様々な



種の糖脂質が流早産の原因となり得るか、また治療的応用が可能な糖脂質が存在するのか、につい

ての研究を行う着想に至った。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、自然免疫制御による流早産発症メカニズム解析と、糖脂質を応用した新しい

流早産予防法を見いだすことである。そこで申請者は原因不明流早産、とくに無菌性炎症に起

因する流早産には自然免疫の関与が重要であるとの仮説をたてその検証、さらに自然免疫系を

制御するさまざまな糖脂質の流早産予防効果を検討した。 
①α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産の更なるメカニズム解明 

α-GalCer 添加樹状細胞の細胞養子免疫、および iNKT 細胞欠損マウスに対する iNKT 細胞の養子

免疫によるマウス流産尾誘導 

②α-GalCer および LPS 誘導性マウス流産における OCH、ダイズ由来セラミドの予防効果の検討 

α-GalCer もしくは LPS を投与したマウス流産に対して、様々な糖脂質その流産防止効果を発揮する

か否か、およびそのメカニズム解明 

③α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産を予防し得るその他の因子の検討 

α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産を予防し得る、その他の因子の検索 

④CAM を伴わないヒト原因不明早産のメカニズム解明 

ヒト早産より得られた脱落膜中の、免疫細胞群の解析 
以上本研究ではマウス、ヒト両面から流早産に対する検討を行った。 

 
３．研究の方法 
①α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産の更なるメカニズム解明 

α-GalCer によって活性化された樹状細胞が直接マウス流産を引き起こし得るかを検証するため非

妊娠マウス骨髄からGM-CSF、IL-4および α-GalCerの存在下で樹状細胞に分化させ、これらを磁気

ビーズ法により分離、妊娠マウス（C7BL/6 x C57BL/6）へ養子免疫し、その流産の有無を判定した。こ

の時子宮筋層、脱落膜の免疫細胞群を主にフローサイトメーターにより解析し、そのメカニズムを考察

した。また妊娠 iNKT 細胞欠損マウス（Jα18KO マウス）に対して、非妊娠マウス C57BL/6 の脾臓より

分離した iNKT 細胞を養子免疫、ここに α-GalCer を同時投与することによって流産が誘導しうるのか

を検討した。 

②α-GalCer および LPS 誘導性マウス流産における OCH、ダイズ由来セラミドの予防効果の検討	
 

α-GalCer および LPS 誘導性マウス流産に対して、免疫抑制効果を有する OCH、またダイズ由来セラ

ミドを様々なタイミング、投与量で検討し、マウス流産の防止効果の有無を検討した。 

③α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産を予防し得るその他の因子の検討 

プロゲステロンは実臨床でも早産治療に使われつつある。一般的にプロゲステロンは抗炎症作用を有

すると考えられているが、その作用点は不明のままである。本研究では α-GalCer 誘導性無菌性マウ

ス流産に対して、様々なタイミング、投与量でプロゲステロンを投与、その際子宮筋層、脱落膜中の免

疫細胞を主にフローサイトメーターにより解析そのメカニズムを考察した。	
 

④CAM を伴わないヒト原因不明早産のメカニズム解明 

ヒト早産脱落膜中における免疫細胞を、主にフローサイトメーター、免疫染色法により解析し、そのメ

カニズムを考察するとともに、上記①〜③のマウス実験とのホモロジーも検討した。	
 

	
 

４．研究成果	
 



①α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産の更なるメカニズム解明 

これまでの研究結果において、申請者は α-GalCer 誘導性

無菌性マウス流産では子宮筋層に自然免疫細胞である樹状細

胞や iNKT 細胞が集積している事を報告している（iIchikawa and 

Negishi, et al., Eur. J. Immunol. 2016）。そこで本研究では、これ

ら樹状細胞や iNKT 細胞が実際にマウス流産を引き起こしうるの

かを検討するために、あらかじめ α-GalCer を添加した樹状細

胞 の 妊 娠 マ ウ ス へ の 養 子 免 疫 実 験 を 行 っ た と こ ろ 、

immunogenic DC である DEC-205+ DC の養子免疫では非常に高い流産誘導効果が示された（図 1）。

この際、子宮筋層、脱落膜において活性化された iNKT 細胞の集積が認められた。つぎにこの iNKT

細胞が直接マウス流産を引き起こし得るかを検討するため、妊娠 iNKT 細胞欠損マウスに対する iNKT 

細胞の養子免疫および α-GalCer の同時投与を行ったところ、ここでも有意なマウス流産が誘導され

た。以上の結果は論文としてまとめられた（Negishi, et al. Eur. J. Immunol. 2018）。 

以上の結果をまとめると、「活性化した樹状細胞や iNKT 細胞は直接マウス流産を引き起こし

得る」という事が示され、無菌性マウス流産における自然免疫の重要性が示された。 

 

②α-GalCer および LPS 誘導性マウス流産における OCH、ダイズ由来セラミドの予防効果の検討 

（１）α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産に対して、ダイズ由来セラミドを投与したところ、その流産防

止効果は認められなかった。しかしながら興味深いことに、ダイズ由来セラミド単独投与ではマウス流

産は誘導されないものの、α-GalCer と同時投与を行うと、α-GalCer 単独投与の時よりもさらに高い

流産率を発揮する結果となった。現在申請者はこの現象に関しては、ダイズ由来セラミドは抗原提示

細胞の immunostimulatory activity の亢進作用を有しているからではないかと推察している。この結果

は、切迫流早産治療中にはこれら食品を避けるべきとの事象を示しているのかもしれない。 

（2）LPS 誘導性マウス流産において OCH 投与の流産予防効果を検討したところ、その流産予防効果

は認められなかった。近年生殖免疫領域では、IL-4 は Th2 サイトカインに属するものの、母体免疫寛

容構築や妊娠帰結にあまり寄与しない報告がされつつある。OCHは α-GalCerの誘導体であり、高い

IL-4 産生を誘導する糖脂質である。これらの事が OCH は流産防止効果を有さなかった原因ではない

かと考えている。 

 

③α-GalCer 誘導性無菌性マウス流産を予防し得るその他の因子の検討 

一般的にプロゲステロンは抗炎症作用を有すると考えられているが、その作用

点は不明のままである。そこで本研究では、α-GalCer 誘導性無菌性マウス流

産に対して、様々なタイミング、投与量でプロゲステロンの投与を行った。

α-GalCer 投与後にプロゲステロンを投与しても流産率は改善されなかったも

のの、α-GalCer 投与に先んじてのプロゲステロンは有意な流産率の改善効果

が認められた（図 2）。すなわち、プロゲステロンの前投与は、無菌性マウス流産

に対する予防効果がある事が示された。現在このメカニズムについて解析を勧

めており、プロゲステロンは脱落膜、子宮筋層内に存在する樹状細胞、マクロファージに対してその

immunostimulatory activityを低下させ、その下流に位置するiNKT細胞のサイトカイン、細胞障害性顆

粒（パーフォリン、グランザイム B）の産生抑制を引き起こす知見を得ている（論文準備中）。 

以上の結果は、プロゲステロンの抗炎症の作用点は、樹状細胞やマクロファージ等の抗原提

示細胞であること、さらにその予防投与が重要であることも示唆する結果となった。 
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④CAM を伴わないヒト原因不明早産のメカニズム解明 

（1）後期早産（妊娠 34 週〜36 週）で分娩に至った胎盤脱落膜を、CAM を有する群と有さない

群に分類して免疫細胞解析を行ったところ、前者では NK 細胞、また後者では iNKT 細胞の脱落

膜への有意な集積を認めた。また両者共に活性化した樹状細胞の集積も認められた。これらよ

り、特に CAM を伴わない原因不明早産において、樹状細胞や iNKT 細胞などの自然免疫細胞が重

要である可能性が示唆された。以上の結果は論文としてまとめられた（Negishi, et al. Am. J. Reprod. 

Immunol. 2017）。 

（２）ヒト脱落膜の解析をさらに押し進め、超早期〜中期早産（妊娠 24 週〜32 週）で分娩に至った CAM

を有さない症例に対して、分娩兆候を有する群（陣痛・破水あり）とこれらを有さない群（陣痛・破水なし）

に分けて検討した。（1）と同様脱落膜中の免疫細胞を解析した所、分娩兆候を有する壁側脱落膜に

のみ iNKT 細胞の高い集積が認められた。さらに分娩兆候を有する群では樹状細胞、マクロファージ

の割合は変化しなかったものの TLR4、RAGE、CD1d の発現が高かった。そこで申請者は TLR4、

RAGE が内因性抗原の一つである High mobility group box 1（HMGB1）の認識受容体であることに着

目し、免疫細胞、非免疫細胞中の HMGB1 を検索した所、分娩兆候を有する群で HMGB1 の有意な増

加が確認された。すなわち、CAM を有さない早産発症開始起点には、iNKT 細胞や抗原提示細胞、さ

らに HMGB1 などの内因性抗原が深く関与している可能性が見いだされた。しかも脱落膜から分離し

た抗原提示細胞、iNKT 細胞の共培養実験において、不育症で広く使用されるヘパリンが iNKT 細胞

の増殖を抑制する知見も得ており、抗炎症作用を有するヘパリンの新たな作用点として引き続き検索

を行っている。以上の知見について現在論文準備中である。 

 

本研究期間において当初予定していた、流早産を

予防する糖脂質の発見には至らなかったものの

（逆に流産を誘導してしまう結果となった）、糖脂質

が流早産を引き起こす詳細なメカニズムが明らか

になり、さらにマウスとヒト両者において抗原提示細胞、

iNKT 細胞などの自然免疫が、無菌性炎症に起因

する流早産を引き起こし得る可能性が示唆された。

以上の知見に基づき現在、流早産胎盤における

自然免疫・炎症サイクルモデルを提唱している（図

3）。すなわち、何らかのアラーミン刺激により DCs、マクロファージの免疫賦活作用が亢進され、反応

性の非常に早い iNKT 細胞の活性化、炎症性サイトカイン、細胞障害性因子の放出が生じる。これら

は胎盤の組織障害とアラーミン放出を引き起こし、さらなる内因性抗原の放出と抗原提示細胞の活性

化、すなわち炎症サイクルを形成、その他の NK 細胞、好中球、T 細胞などの活性化も引き起こされ過

剰な炎症が流早産を惹起するという概念である。現在申請者はこの胎盤内における自然免疫・炎症

サイクル抑制が、流早産の新規治療法になり得るとの仮説を立てている。この仮説に基づけば治

療作用点として①抗原提示細胞の抑制、②抗原提示細胞-エフェクター細胞間の相互作用の抑

制、③アラーミンの抑制が考えられるが、現在上記の如くプロゲステロン（①の作用）やヘパリン

（③の作用）がこのサイクルを抑制し得る知見を得ており、流早産予防の有力な作用点であると考

えている。今後、この炎症サイクル仮説に基づいた新規治療作用点の解明とその応用が、今後の

研究活動における課題となった。 
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