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研究成果の概要（和文）：ウシ受胎率改善戦略の１つとして、母ウシの初期胚センシングによる免疫寛容活性化
を体系的に検証した。発見した子宮と卵管のTLR2を介した精子認識と、初期胚のIFNTによる子宮免疫寛容誘導に
着目した。多面的アプローチの結果、子宮の精子センシングと自然免疫反応は、精子の子宮腺侵入に始まるカス
ケードであることを示した。精子TLR2活性化によって超活性化運動と受精率、胚盤胞への発生率が増加した。一
方、初期胚が分泌するIFNTが好中球を刺激して、免疫細胞同士のシグナルを増幅する機構を発見した。以上か
ら、母体、精子、受精卵の自然免疫システム活性化が受胎に向けた免疫寛容の最初の段階であることが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：As one strategy to improve bovine conception rates, we systematically 
examined the activation of immune tolerance by early embryo sensing in the mother cow. We focused on
 sperm recognition via TLR2 in the uterus and oviduct, and induction of uterine immune tolerance by 
IFNT in the early embryo. As a result of a multifaceted approach, we showed that uterine sperm 
sensing and innate immune response are a cascade that begins with sperm invasion of the uterine 
gland. Sperm TLR2 activation increased hyperactivation motility, fertilization rate, and blastocyst 
development rate. Meanwhile, we discovered a mechanism by which IFNT secreted by early embryos 
stimulates neutrophils to amplify signals between immune cells. These findings reveal that 
activation of the innate immune systems of the mother, sperm, and fertilized eggs is the first step 
in immune tolerance toward pregnancy.

研究分野： 家畜繁殖学, 生殖免疫学, 内分泌学, 繁殖病態生理学, 配偶子

キーワード： 精子　受精卵　免疫寛容　受胎　ウシ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果から、ウシ母体、精子、受精卵の自然免疫システム活性化が受胎に向けた免疫寛容の最初の段階であ
ることが明らかとなった。したがって、ウシ受胎率改善戦略の１つとして、母ウシの子宮に始まる弱い生理的な
自然免疫応答を最適なタイミングで誘導することは、その後の1週間で起こる、初期胚が子宮に降りてゆき、そ
の後の１週間で始まる着床・妊娠に向けた母体の胎児を受容する免疫寛容に移行するために極めて有効なアプロ
ーチとなる可能性が示された。期せずして、この新しい概念は、直近の数年間で世界中で支持され始めた。今
後、安全で安心、低コストの技術開発に繋がる重要な科学基盤が確立したと考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

現代の高泌乳牛の低下した受胎率（経産牛は 40%台、XY 分離精液では 20%台）を向上させる策を

見つけるために、過去 20 年間、世界では「受精-卵管」、「着床-子宮」の２分野で集中的な研究

が進んだが、未だに受胎率低下への対応策に至っていなかった。同時に、飛躍的に進むオミック

ス（Omics）技術によって、妊娠成立に至る複雑なメカニズムと膨大な分子間ネットワークが明

らかになってきた。しかし、そこから受胎率改善（向上）の道筋は見えていない。現時点での最

新の概念を土台として、受胎率を増加させるべく現実的な戦略が急務であった。上述のオミック

スから見えてきたのは、受胎成立に向けた母体の様々な免疫反応である。受胎は、「新しい生命

体を母体（子宮）が受け入れるか、拒絶するか」であることを考えれば、免疫システムの「順序

立った一連のカスケード」が重要であることは必然である。「ウシの受胎に向けた母体の免疫応

答は、人工授精で子宮内に精子が投与された瞬間から始まり、次の 7日間で受精卵の存在を認識

して寛容に強くシフトしてゆく、一連のカスケードである。それを活性化する手段を得るために

コアのメカニズムを解明して、畜産技術開発の基盤を提供（トランスレーショナル）すること」

を目指した。 

 

２．研究の目的 

 

本研究の目的は、ウシの人工授精から始まる７日間で起こる母体の精子と受精卵センシングに

よる免疫応答システムの詳細を解明し、そのキーとなる現象を活性化することで、受胎成立に必

要な母体免疫寛容を促進するアプローチを示すことであった。ウシ受胎率改善戦略の１つとし

て、母ウシの初期胚センシングによる免疫寛容活性化を体系的に検証することを目的とした。本

企画は、「母ウシの自然免疫システムが精子により活性化され、次の 7 日間で受精卵の存在を認

識して受胎成立に向けた寛容に強くシフトする」という大仮説を、(1)子宮の精子センシングと

自然免疫反応、(2)受精での精子センシング、(3)子宮の初期胚センシングによる母体免疫寛容誘

導、について詳細を解明し、(4)得た知見から導いた手法を組合わせてウシ受精卵移植試験をお

こなうことで、受胎率改善戦略を示し、家畜生産性向上に寄与する基礎的な科学情報を提供する

ことを目指した。 

 

３．研究の方法 

 

(1)子宮の精子センシングと自然免疫反応： 

ウシ子宮の２つの in vitro 系（上皮細胞培養系：BUEC、組織培養による ex-vivo）で、TLR2 特

異的なアゴニスト（PAM）とエンドトキシン（ペプチドグリカン：PGN）、アンタゴニストを駆使

して、精子刺激が引き起こす弱い炎症反応に関わる精子頭部膜上および子宮上皮が分泌する内

因性のリガンドの特定を試みた。特に、ヒアルロン酸（HA）断片、HSP70、CD44 を中心に TLR2 結

合と細胞内シグナルを解析し、精子自身が誘導する細胞反応に近いモデルを構築した。TLR2 に

結合して精子同様の炎症を誘導する PAM と PGN の作用の詳細な分子情報は、子宮の精子への炎

症反応を似せるアプローチを決める重要な土台となる。この知見をもとに、精子-TLR2 相互作用

のコンピューターシミュレーション（in-silico）解析を行い、応用に向けた結合分子合成の可



能性も検討することとした。R2 年度には、ウシ子宮上皮細胞に加えて、ウシ精子頭部にも TLR2

が発現していることを発見した。R3 年度には、精子 TLR2 の精子機能と子宮上皮との免疫クロス

トークへの関与についての検証に着手したが、R4 年度に完遂した。TLR2 特異的なアゴニスト（PAM）

とアンタゴニスト（Cu-CPT22）を駆使して、CASA システムを用いた「精子運動解析」を進めたと

ころ、TLR2 刺激が精子運動性を変化させたので、この現象が精子の子宮腺への侵入を促進して

炎症反応を誘導することを想定した。 

 

(2)受精での精子センシング：  

ウシ体外受精系を活用して、TLR2 アゴニスト（PAM）とアンタゴニスト（Cu-CPT22）によって、

受精する精子が卵子-卵丘細胞複合体（COC）に受容されるときの、免疫システムと TLR2 の関係

について詳細を調べ、受精率の促進の新しい基盤を得る。体外受精・体外発生培養系に加え、精

子受精能獲得の要素である「先体反応」と CASA システムを用いた「精子運動解析」による「超

活性化」についても詳細に調べる。R3 年度にウシ体外受精系を活用して、精子の TLR2 アンタゴ

ニストによるレセプター遮断によって、受精する精子の卵子透明帯への侵入が抑制され、一方、

TLR2 アゴニストによるレセプター活性化は、これを刺激して受精率と胚盤胞への発生率が増加

した。R4 年度は、受精卵にも TLR2 発現を見出したことから、受精卵の TLR2 活性化による発生

能と胚盤胞の質について詳細を検証することとした。特に、アポトーシスの発生度合や発生速度、

受精卵移植後の妊娠に関わるとされる指標遺伝子群について解析することとした。 

 

(3)子宮の初期胚センシングによる母体免疫寛容誘導： 

 初期胚が子宮に降りてきた直後の数日間で、IFNT が活性化する未知の子宮内カスケードの主

要なシステムを解明し、母体の全身系にいたる免疫寛容の増幅促進の基盤を確立することを目

指した。特に重要な焦点は、初期胚が分泌した微量の IFNT が少数の免疫細胞を刺激して、その

後、迅速に免疫細胞同士のコミュニケーションにより全身系の免疫システムを「寛容型」に誘導

するメカニズムである。研究分担者らは、着床開始時のウシ子宮内の細胞外小胞（EV）に miRNAs

と共に IFNT が取り込まれていることを発見している。私たちは、初期胚が子宮内で分泌し始め

た微量の IFNT が、免疫細胞間の IFNT シグナルのスイッチを入れて全身系へ増幅する機構は、こ

のメカニズムが中心的に関わっていると考えており、免疫細胞培養系で順序立てて現象を検証

した。初期胚が子宮に降りてきた直後の数日間で、IFNT が活性化する未知の子宮内カスケード

の主要なシステムを解明し、母体の全身系にいたる免疫寛容の増幅促進の基盤を示すことを焦

点とした。これまでに、初期胚が分泌した微量の IFNT が少数の好中球を刺激して、迅速に免疫

細胞同士のコミュニケーションによりシグナルを増幅できる機能を持つこと、受精 7 日後の子

宮内の初期胚は、子宮液のタンパク動態と miRNA 分布を大きく変化させることを明らかにでき

た。R4 年度は、これらの状況証拠の上に、ウシ子宮内に、超微量の IFNT を投与して、受精卵が

存在しない状況での IFNT のみが翌日の子宮液環境に及ぼすインパクトを詳細に調べることとし

た。 

 

４．研究成果 

 

ウシ母体の精子と受精卵センシングによる免疫応答システムのキーとなる現象を活性化して、

受胎成立に必要な母体免疫寛容を促進するアプローチを示すことを目的とした。  

（１）子宮の精子センシングと自然免疫反応：ウシ子宮の２つの in vitro 系（単層培養系と ex-



vivo 系）で、TLR2 特異的なエンドトキシン（ペプチドグリカン：PGN）が、精子と子宮内膜の

相互作用に及ぼす影響を検証した。CD44 と TLR2 が結合した細胞内シグナルを解析し、精子が

これらの分子と相互作用することを示した。PGN は CD44 と結合して TLR2 に作用し精子同様

の炎症を誘導すると予想したが、反対に子宮の精子への炎症反応を完全に遮断したことから、む

しろ潜在性子宮内膜炎の状況を反映する可能性が示された。初年度に発見した精子 TLR2 と子宮

自然免疫応答の関わりを詳細に検証した結果、精子 TLR2 活性化は子宮腺への侵入と炎症反応誘

起を促進し、遮断は反対に侵入と炎症反応誘起を減少させた。さらに、TLR2―リガンドの相互作

用のコンピューターシミュレーション（in-silico）解析を行い、これらの免疫応答の分子メカニ

ズムに子宮で分泌されるヒアルロン酸とその受容体である CD44 との結合が関係することを突

き止めた。R2 年度に発見したウシ精子 TLR2 の精子機能と子宮上皮との免疫クロストークへの

関与について検証した。精子 TLR2 を活性化すると、精子運動性が受精能獲得に必要な超活性化

型に変化して、受精時に卵子侵入が促進されたことと類似して、子宮腺への侵入が促進された。

以上から精子 TLR2 は精子による子宮内炎症反応調節に関わることが示唆された。 

 

（２）受精での精子センシング：ウシ体外受精系を活用して、TLR2 アゴニスト（PAM）によっ

て精子 TLR2 を活性化して受精すると、精子内 Ca2+ 濃度上昇と卵子透明帯への侵入が促進さ

れ、受精率・発生率が上昇することが明らかとなった。一方、精子 TLR2 遮断によって、受精す

る精子の卵子透明帯への侵入が抑制され、受精率と胚盤胞への発生率が減少した。したがって、

精子 TLR2 が透明帯侵入の際に完遂する先体反応促進と関係することが分かった。以上から、精

子 TLR2 活性化は生体内での精子受性能獲得に関与していることが考えられた。加えて、受精卵

も TLR2 を有し、その活性化によって発生能が向上した。今後、アポトーシスの発生度合や発生

速度、受精卵移植後の妊娠に関わるとされる指標遺伝子群について解析する必要がある。  

 

（３）子宮の初期胚センシングによる母体免疫寛容誘導：初期胚が分泌した微量の IFNT が少数

の免疫細胞（PMN）を刺激して、その後、迅速に PMN 同士のコミュニケーションで IFNT シ

グナルを増幅して免疫システムを「寛容型」に誘導するメカニズムを見出した。さらに、受精卵

移植供卵牛の 10 個前後の初期胚が存在する Day7 の子宮灌流液を解析し、細胞外小胞（EV）と

miRNAs が増加し、好中球機能に関する要因が多く誘導されることも分かった。この子宮かん

流液についてプロテオームおよび miRNAseq 分析を行い、その結果をバイオインフォマテ

ィックス解析した。その結果、自然免疫細胞である好中球の機能が大きく増幅することが示

され、初期胚が子宮内で分泌する微量の IFNT が、自然免疫細胞間の IFNT シグナルのスイ

ッチを入れて全身系へ増幅する機構の存在が示唆された。R4 年度には、ウシ子宮内に超微量

IFNT を投与して、受精卵が存在しない状況で IFNT が子宮上皮の Apolipoprotein-A1 分泌を刺激

し、このタンパクが子宮免疫環境を強く抗炎症性に誘導する因子の１つであることが証明され

た。 

 
以上の一連の多角的解析によって、「母ウシの自然免疫システムが精子により活性化され、次の

7 日間で受精卵の存在を認識して受胎成立に向けた寛容に強くシフトする」という大仮説を、(1)

子宮の精子センシングと自然免疫反応、(2)受精での精子センシング、(3)子宮の初期胚センシン

グによる母体免疫寛容誘導、について詳細を解明し、子宮においても、精子・受精卵においても、

自然免疫受容体 TLR2 が生理的な受精に関わる現象の重要なセンサーの１つであることが明ら

かとなった。さらに、母体においても、子宮内での初期胚認識が自然免疫細胞である好中球によ



って初期の認識が増幅され、徐々に全身系の免疫寛容型にシフトしてゆく機構の存在が伺われ

た。本研究成果は、自然免疫受容体 TLR2 を適度に活性化することは、その後の受精、初期胚認

識などの妊娠成立に至る免疫カスケードを強化することができる可能性を示した。 
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