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研究成果の概要（和文）：多形核白血球（PMN）は多くの細胞集団で構成されているが、その性差は明らかでは
ない。 本研究では、ラットモデルでPMNの多様性を特異的モノクローナル抗体RP-3で解析した。その結合能解析
の結果、雄PMNはRP-3に強い反応性（RP-3high）を示したが、雌PMNでは反応性の低い細胞集団（RP-3low）を認
めた。 さらに妊娠中には、これらの2つのグループ間の周期的な変化が観察された。 加えてRP-3腹腔内注射
後、RP-3に対する反応性が殆どないサブタイプ（RP-3surface null）が観察された。 これらの結果は、雌ラッ
トのPMNには少なくとも3つのタイプがある可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：Polymorphonuclear leukocytes (PMNs) are effectors involved in parturition 
through immunoregulatory networks.  Although PMNs consist of a substantial population of leukocytes,
 sex-differences remain unclear.  Here, we demonstrate cellular diversity of PMNs in rats monitored 
using a specific monoclonal antibody, RP-3.  Cell-sorting analyses showed strong reactivity to RP-3 
(RP-3high) in the majority of male-PMNs, whereas female-PMNs included an additional population of 
cells showing low reactivity (RP-3low).  In pregnant, cyclical changes between these two-group were 
observed during the gestational-day (GD).  Especially, the majority of PMNs were RP-3high at GD-19, 
followed by a strong increase in RP-3low at GD-20, with the distinction maintained until before 
partum.  In addition, a subtype having almost no reactivity to RP-3 on the PMN surface (RP-3surface 
null) was observed after RP-3 intraperitoneal injection.  These results suggest that there may be 
three PMN types in female rats. 

研究分野： 産婦人科学・性差医学

キーワード： 多形核白血球　RP-3　ラット　妊娠　出産
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研究成果の学術的意義や社会的意義
多形核白血球（PMN）は免疫調節ネットワークを介して分娩に関与するエフェクターであると考えられている。
本研究で示されたPMNの多様性はこれまで知られていなかったPMNの機能解明に大きな研究上の基礎となる重要な
学術的発見である。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

地球上の長い進化の過程で、古生代以前（約 6 億年前）より認められるとされる生物多様性の中で、

現存する全ての生物に比し哺乳類の生殖戦略は極めて特殊である。即ち、胎児の体内寄生（妊娠）が

生殖戦略であるのはほぼ哺乳類に特化された生理学的現象である。 
胎児・母体の接合臓器として、胎盤の重要性についてはこれまで多くの研究がある。胎盤自体の構

造特殊性を考えるとき、胎児面・母体面の境界は豊富な血液で満たされていることがその大きな特徴で

ある。母体にとって、遺伝的にその半分が非自己である胎児を体内寄生させ得るという事実は、妊娠中

はその体内では血球を介した激しい免疫学的な細胞動態と様々な制御機構が働いている結果、動的

恒常性が保たれ「その恒常性維持機構の時間的限界こそ在胎期間である」と想像するのは自然である。 
免疫学的な拒絶反応は、常識的には T 細胞を中心としたリンパ球系細胞が関与するとされるが、胎

児の場合は明らかにそれだけでは説明できない。我々は、分娩を「胎児の拒絶」と考え、その機構の中

心を演ずるのは白血球のもう一方の細胞集団である骨髄球（その中心を占める多形核白血球(PMN)）
であるという仮説を立てその実証を試みた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的はこの仮説を検証するための第一段階理論を構築することである。哺乳類において

一定期間の後、胎児を子宮内から排除する、即ち自然分娩における陣痛発来を誘起する機能的細胞

集団候補として、PMN の細胞学的特性を性差の観点から詳細に検討した。 
 
３．研究の方法 

子宮内感染に起因する早産には、炎症に伴い PMN が関与し子宮収縮を誘導することは広く知られ

ている（Nakai et al, Gynecol Obstet Invest, 2005）。近年、ラットモデルで炎症を伴わない正期産において

も分娩に先立ち白血球が活性化され、そのことと陣痛の誘発機序との関連が示唆された (Gomez-
Lopez et al, BMC Pregnancy Childbirth, 
2013)。 

このことを検証するために、予備実

験として応募者らはラットPMN枯渇化単

クローン抗体 (mAb) RP-3 (Sekiya et al, 
J Leukoc Biol, 1989) を妊娠18日目から

投与し、PMN枯渇下での妊娠・出産へ

の影響を検討した。その結果、我々は全

く予想外の以下の実験結果を得た: 

Ø 妊娠ラットでは、RP-3は常法に従っ

た容量・投与間隔ではその枯渇化活

性は不完全である。 

Ø 非妊娠動物（雌）ではRP-3のPMN枯

渇化活性は個体差が大きく、個体性

周期依存の可能性がある。 

Ø 同一条件を用いRP-3を雄ラットに投与した場合、PMNは選択的にほぼ100%枯渇化出来る。 

雄・雌ラットにおけるRP-3抗体を用いた典型的なフローサイトメトリー（FCM）解析の結果を上に示す

（図1）。この結果は、雄と異なり雌ラットではPMNのRP-3に対する反応性は一様ではなく、少なくとも反

応性の高低2群 (RP-3high/low) に分類できる可能性がある。このことは、PMNにもリンパ球などの血液細

胞同様に機能的サブタイプ、それも性差依存の細胞集団が存在し得ることを示唆している。 

そこで本研究ではRP-3抗体の反応性を指標として、特に雌雄差・妊娠末期におけるPMNのサブタ

イプの変動を明らかにするために、以下の実験を行った。 

1) RP-3の雌ラットにおけるPMN枯渇化能の検討 

2) FACS解析を用いたRP-3のPMNに対する反応性の検討 

3) RP-3 lowの各種マーカー分子によるPMNサブタイプであることの証明 

4) RP-3lowのPMN活性化マーカー等との関連性の検討 

 

図１ 雌雄PMNにおけるRP-3対応抗原の発現強度  

PMNは8週齢個体の末梢血から分離しFCMで解析した。RP-3（実線）及

び陰性コントロール抗体（破線）の典型的蛍光強度を示す。RP-3low：RP-
3の蛍光強度が30（コントロール抗体の示す蛍光強度の右端）から300ま

での細胞集団。RP-3high：蛍光強度300以上の細胞集団。 



 
４．研究成果 
a) PMN に対する RP-3 の反応性に関する性差 

雌雄ラットの末梢血から分離された PMN (m-及び f-PMN) において、RP-3 の反応性の差異が存在

の有無を検討した。雄ラット

（8 週齢、n = 3）を用いて、5
日間連続して RP-3 反応性

を調べたところ、RP-3 陽性

細胞集団には特に差は見

られず、RP-3lowの細胞集団

は殆ど検出出来なかった

（図 2）。雄とは対照的に、f-
PMN（8 週齢、n =7）は、排

卵周期中に少なくとも二つ

のグループ（RP-3low および 
RP-3high（上記参照））に分

類され得る所見が認められ

た（図 2A）。雌雄間で RP-
3low の割合を比較すると、f-
PMN の RP-3low に対応する

細胞集団は m-PMN よりも高い傾向があった（図 2B）;しかしながら、RP-3low の出現は排卵周期中には

明らかではなく、したがって、f-PMN の RP-3low とホルモン環境との関係は明らかではなかった。  
 
b) 妊娠期間中の f-PMN 上の RP-3 免疫反応性の変化  

上述の結果に基づいて、妊娠後期に観察さ

れた RP-3 の PMN 枯渇活性の減少は、PMN 集

団の変化によるものである可能性があるという仮

説を立てた。妊娠ラットにおける f-PMN の状態

を調べるために、妊娠日（GD）-19 から出産日ま

でに得られた細胞に対する RP-3 の反応性を評

価した。最初に 3 匹の妊娠動物（P#1 および

P#2；16 週齢、P#3；11 週齢）を用いて、RP-3 の

PMN の反応性解析を行った。GD-19 の時点で

は、すべての妊娠ラットにおいて、末梢 PMN は

単一の RP-3 陽性ピークのみが観察され、m-
PMN と同様の結果が得られた（図 3A）。しかし、

GD-20 では、3 匹の妊娠動物の PMN のうち RP-
3low の割合が増加する傾向が観察された（図

3A）。 このことを確認するために、9 匹の追加の

妊娠動物（11-16 週齢）を用いて、RP-3 に対する

PMN 免疫反応性を分析し、GD-19 から出産ま

での RP-3low の出現をモニターした。予想どお

り、12 匹のラットにおいて、GD-19 およびそれに

続く各 GD と比較して、RP-3low 集団の有意な増

加が観察された（図 3B）。また、第 2 期から妊娠

終了までの RP-3low 集団も確認した。実験サンプ

ル数にばらつきがあり（n = 5-13）、必ずしも正確

な結論を出すのに十分ではなかったが、妊娠中

の末梢 PMN における RP-3low の出現から、周期

的に変化している傾向が観察された。特に、多

重比較解析で検討した結果、GD-19 と他のいくつかの GD との間に統計的な有意性が観察された。 
 
c) RP-3 投与後の f-PMN の特徴 

RP-3 による PMN 枯渇は、雌ラットにおいて不完全であり、特に最初の注射の 48 時間後に有意な数

 

図 2. 雌雄ラット末梢血中の PMN に対する RP-3 の反応性 
フローサイトメトリーを用いた、雄/雌 LE ラット（それぞれ 8 週齢）からの PMN に対する

RP-3 反応性解析（A）。全 PMN に対する RP-3low の割合（B）。末梢血を AF488-RP-3 ま

たは AF488-コントロール IgM（各 5.5 µg/ml）で免疫染色し、細胞表面の蛍光強度を測定
した。PMNs 画分を含む細胞の蛍光強度の代表的な結果を示す（緑（雄）、赤（雌）線: 
RP-3、青線：コントロール IgM）。雌動物は、採血当日のラットの排卵周期を膣細胞診で

確認。DE、dioestrous；PE-1、-2、prooestrous day 1、2；OE、ostestrous；ME、metoestrous。
Ａ（雄、n = 3、緑のバー；雌、n=7、赤のバー）に示す全 PMN 中の RP-3low 割合（B）。平

均±SE。サンプルの採取は 各日 19 時。 

 

図 3.  妊娠 LE ラット PMN おける RP-3 の反応性  
3 匹の独立した妊娠 LE ラット（P#1/P#2 はそれぞれ 16 週齢、

P#3 は妊娠時 11 週齢）から末梢血細胞を単離し、AF488-RP-3
または AF488-コントロール IgM で分析した（A）。交尾後雌ラッ
ト膣栓を確認し、その日を妊娠日-１日目（GD-1）と定義した。

BP、産前；PP、産後。赤色の線:RP-3、青線：コントロール IgM。 
末梢血中の総 PMN における RP-3low の割合（B）。12 匹の妊娠
ラット（A で示した P#1-3 を含む）の平均であり、縦棒は SE を示

す。 採血は各 GD で 19:00 頃に行った。 GD-22 での血液採

取直後に分娩した個体があったため、分娩後に採取された同
一個体（GD-22 で採取された）の血液サンプルを PP サンプル

として含んでいる。GD-19 からの結果と他の各グループからの

結果の統計解析は、ノンパラメトリックデータのため Steel 検定
を行った。*; p < 0.05. 



の PMN が回復した（雄ラットでは同様の方法でほぼ PMN は枯渇化できる）。高用量の RP-3 mAb（2 ml 
腹水/170 g-BW）をラットの腹膜腔内に注入したことを考慮して、これら雌において回復してきた PMN の

表面に対する FITC 標識抗マウス Igs（F(ab')2）（FITC-二次抗体）の免疫反応性を確認した。その結果、

FITC-二次抗体のみで染色された PMN ではわずかなピークシフトを認めたが、対照腹水処理後の雌か

ら分離された PMN でも同様のピークシフトが観察され、この差は有意ではなかった。したがって、RP-3
の初回投与から 48 時間後（2 回目投与から 24 時間後）には、回収された PMN の表面には有意な量の

RP-3 が結合していないと結論した。次に、回収した PMN に対する RP-3 の反応性を、間接免疫蛍光染

色を用いて検討した。二次抗体のみで染色した場合と比べ、雌ラットの末梢血から回収された PMN で

は有意なピークシフトは認められなかったが、対照腹水の雌では明らかに PMN に RP-3 の反応性が認

められた。これらの結果から、回収した PMNの細胞表面には RP-3 に対する反応性がほとんどないこと、

すなわち、これらの PMN は非固定細胞の表面に検出可能な RP-3 抗原を発現していないことが示唆さ

れた（RP-3surface null(sn)）。 
 
d)雌ラットにおける RP-3 投与後に出現した RP-3sn 細胞の細胞学的特徴 
  雌ラットの RP-3sn の特徴をあきらかにするために、まず、細胞上の CD11b の分子発現を調べた。 
P3U1 腹水投与と 同様

に、74D11 腹水（Schisto- 
soma japonicum egg に対

するアイソタイプマッチ

mAb（IgM）；  Yamashita 
et al, Jpn J Parasitol, 
1989）を腹腔投与しても、

以前に報告されたように

末梢血中の PMN の枯渇

は誘導されないことをま

ず再確認した。また、RP-
3low/high と同様に、48 時間

の RP-3 投与後に観察さ

れた細胞集団は、非固定

細胞では CD11b は陽性

で RP-3 陰性（RP-3sn）で

あった（図. 4A; 左）。そ

の 後 、 RP-3sn に対 す る

RP-1（PMN の活性化マ

ー カ ー ; Gotoh et al, J 
Immunol, 1986）の反応性

を確認し、この細胞集団

のこのマーカーを発現を

確認した。PFA 固定後の

RP-3 の蛍光強度は、理

由は不明であるが、非固

定細胞（図 6A）と比較し

て、わずかに陽性領域に

シフトした（図 4B-b、f；
青）が、この mAb は、透

過性細胞に対してより強

い免疫反応性を示した

（図 6B-d、赤線）。RP-3
投与後 48 時間に末梢血

中に出現した RP-3sn細胞

は、細胞表面に少量の

RP-3 抗原を保有している

ことを示しているが、非固

定細胞の細胞表面から

 

図 4.  細胞集団に対応する PMN に対する RP-3 および RP-1 mAb の反応性 
RP-3 または 74D11（アイソタイプコントロール mAb）を投与した雌 LE ラット（9 週齢）の末梢
血細胞を収集した。 固定前（A）および固定後（B）の CD11b および RP-3 による末梢血細

胞およびその染色パターンのドットプロット解析から得られた典型的解析結果。 4％PFA で

固定した後、細胞を 0.1％サポニンで処理/未処理後、AF488-RP-3 と PE-RP-1 mAbs で二
重染色した。 蛍光強度はフローサイトメトリーで測定した。 RP-3 または 74D11 の IP 投与

後、0-(a, c, g, i)および 48-hr(b, d, h, j)でラットから採取した細胞に対する RP-3(a, b, g, h, j)ま
たは RP-1(c, d, i, j)の反応性のヒストグラム解析。 同じ細胞のドットプロット解析（e、f、k、l）。 
青線/破線は透過性のない固定細胞（Fix）、赤線/破線は透過性のある固定細胞（Fix＋P）を

それぞれ示す。 



は RP-3 に対する免疫反応性はほとんど消失していた。RP-1 mAb は、ほとんどの細胞内に対して免疫

反応を示した（図 4B-d、f）。次に RP-3sn の起源を明らかにするために、RP-3 投与後の雌ラットの骨髄に

おける RP-3sn の存在を調べた。RP-3 の最初の投与から 12 時間後、骨髄中の PMN は末梢血と同様に

減少していた。AF488-RP-3 の細胞に対する反応性は、対照腹水投与に比べて非常に弱かった。最初

の RP-3 投与の 48 時間後（2 回目の投与の 24 時間後）には、骨髄中の PMN の数は正常レベルに回

復した。第１回目の投与の 12 時間後と同様に、AF488-RP-3 は骨髄中の PMN に対してわずかに免疫

反応性を示した。しかし、PMN を FITC-二次抗体のみでモニターした場合、または RP-3Ｒと FITC-二次

抗体の両方で染色した場合（図 4A,B；右パネル）には、細胞表面に強い蛍光が観察された。 この結果

は、すでに腹膜腔内に注入され、細胞表面に結合していた RP-3 に対する二次抗体の免疫反応性を示

しており、骨髄に RP-3sn が存在しないことを示している。  
 
以上をまとめると、これらの結果は、細胞表面上の RP-3 反応性に基づいて少なくとも 3 つの PMN

サブタイプ、すなわち、末梢血中の RP-3high、RP-3low、および RP-3sn を同定することができることを示唆

しており、これらは、特に雌ラットにおいて比較的容易に検出され得る。  
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