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研究成果の概要（和文）：牛の分娩事故予防には子宮頸管熟化の解明が必要である。本研究では、牛の分娩時に
おける子宮頸管熟化と分娩後の産道内炎症反応の一端を明らかにすることを目的として、牛の妊娠後期から分娩
までの子宮頸管組織と粘液を採取、炎症反応を観察した。その結果、頸管組織中のマクロファージは分娩6週前
までに観察されるとともにI型コラーゲンの割合は分娩3週前以降に減少すること、および子宮頸管粘液では多く
の炎症性サイトカインが分娩3週前以降に増加することが示された。

研究成果の概要（英文）：Cervical ripening of the cervix must be clarified to prevent calving 
accidents in cows. In this study, we collected cervical tissue and mucus from cows from late 
pregnancy to parturition and observed inflammatory responses in order to clarify some aspects of 
cervical ripening during normal parturition in cows and inflammatory responses in the birth canal 
after parturition. The results showed that macrophages in the cervical tissue were observed by 6 
weeks prepartum, the percentage of type I collagen decreased from 3 weeks prepartum, and various 
different inflammatory cytokines increased from 3 weeks prepartum in the cervical mucus of cows.

研究分野： 獣医臨床繁殖学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、分娩6週前より牛の子宮頸管組織中に浸潤するM1マクロファージがIL-6を産生することで頸管熟
化が開始し、頸管粘液中のインターロイキン（IL）-1α、IL-1β、IL-8およびTNFα濃度が増加すること、妊娠
末期に増加したIL-8が多形核好中球を動員することで炎症が増強され、熟化が進むことが示唆された。以上よ
り、子宮頸管粘液中サイトカインの動態が長期在胎や難産、頸管熟化不全の診断の一助となる可能性が示され
た。

※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 
難産は肉用牛の生産性を低下させる要因の中で最も重要なものの一つであり、大きな経済的

損失をもたらす。難産は死産や新生子の死亡にも関連し、胎子死亡の約 70％は難産によるもの
である。生産者は日本全国で年間 110 億円以上の収入を失っていると推定されている。また、難
産の原因は胎子の過成長や産道異常と密接な関係がある。最近、牛における産道異常が増加して
いる。これは、妊娠期間の延長や胎子過大によるもので、子宮頸管の成熟が不十分なことも一因
だと考えられる。 
子宮頸管の成熟は、感染を伴わない局所的な炎症反応であり、炎症性サイトカインの産生を刺

激するマクロファージの存在によって引き起こされると考えられている。マクロファージは血
管に作用し、炎症細胞を遊走させ、細胞外マトリックスである I 型コラーゲンを分解し、その結
果、子宮頸管を軟化させ、成熟させる。マクロファージの存在は、ヒトおよびマウスにおいて子
宮頸管の成熟に重要であることが示唆されている。ヒトでは、陣痛中にマクロファージの浸潤が
少なくとも 2 倍に増加し（Sakamoto et al., 2005）、マウスでは子宮頸管マクロファージを人為
的に減少させると子宮頸管熟化が進行しない（Yellon et al., 2019）。ラットでは分娩が近づくに
つれ、頸部組織において炎症性 M1 マクロファージが増加し、抗炎症性 M2 マクロファージが減
少する（Jinying et al., 2019）。さらに、様々な炎症性サイトカインが子宮頸管の成熟に関与し
ている。ヒトでは、羊水中のインターロイキン（IL）-6、IL-8、腫瘍壊死因子（TNF）-α などの
炎症性サイトカインの濃度が分娩前に上昇し（Garcia-Velasco et al., 1999; Keelan et al., 1999, 
2003; Young et al., 2002）、子宮内の IL-1β、IL-6、IL-8 の増加が子宮頸管拡張過程に寄与して
いる（Winkler et al., 2001; Sakamoto et al., 2004）。モルモットでは、IL-8 を子宮頸部に直接
塗布すると子宮頸部が軟化することが知られている（Chwalisz et al., 1994）。またマウスでは、
I 型コラーゲンの減少が子宮頸管の軟化と一致することが観察されている（Yan et al., 2019）。 
しかしながら、ウシの子宮頸管熟化過程は不明であり、妊娠後期から分娩にかけて子宮頸管組

織への好中球浸潤と IL-8 発現の増加が報告されているのみである（Van Engelen et al., 2009）。
分娩前に子宮頸管から分泌される子宮頸管粘液のサイトカインと好中球浸潤の動態に関する報
告はなく、また子宮頸管粘液は組織生検よりも採取が容易である。 
一方、自然分娩後の子宮修復が正常な母牛では、一過性の生理的炎症が分娩後 2 週までに起

こるとされているが、難産牛ではより強い炎症が起きていることが推測される。しかし、難産後
の母牛における分娩後早期の産道内炎症の動態は解明されていない。 
 
２．研究の目的 
そこで我々は、子宮頸管組織と共に子宮頸管粘液にも注目し、頸管組織における I 型コラーゲ

ン、マクロファージ、IL-1α、1β、6、8、10、TNF-α の mRNA 発現の変化、妊娠後期から分娩
までの頸管粘液における好中球浸潤と各種サイトカインの動態を観察し、牛の正常な頸管成熟
メカニズムの一端を明らかにすること、および分娩介助の有無が分娩後早期の産道内炎症反応
に及ぼす影響を明らかにする目的で一連の実験を実施した。 
 
３．研究の方法 
(1) 供試動物 
宮崎大学農学部附属住吉フィールドにて繋養の黒毛和種経産牛 82 頭を供試した。 

(2) 材料採取 
供試牛の妊娠 200、230、260 日、およびその後分娩まで 7 日間隔で子宮頸管粘液を、供試牛

のうち 41 頭の妊娠 200、260、274、288 日（すべて± 3 日）およびその後分娩まで 7 日間隔で
子宮頸管組織の生検サンプルを採取した（図 1）。 
子宮頸管粘液は手を腟に挿入して少量（10 g）を直接採取した。その一部から塗抹標本を作製し
た後、炎症の指標として、Dubuc et al. (2010) の方法に従い、子宮頸管粘液中の PMN％（子宮
内膜上皮細胞などの有核細胞全体に占める多形核好中球の割合）を鏡検下で算出した。残りの粘
液サンプルは PBS に懸濁し、NanoDrop 分光光度計を用いてタンパク質濃度を測定した。さら
に、各種サイトカイン濃度については、マルチパラメーター同時分析システム MAGPIX を用い
て測定し、各サイトカイン濃度をタンパク質濃度で除した値を測定値とした。 
頸管組織生検検体の 41 頭中 28 頭より採取したサンプルについて、ホルマリン固定、パラフ

ィン包埋後、5μm の切片を作製し、ピクロシリウスレッド染色した。染標本を偏光顕微鏡で観
察、I 型コラーゲン（赤から黄色）と III 型コラーゲン（緑色）の頸部組織における割合を ImageJ
にて算出した。また、残りの 15 頭から採取したサンプルの切片標本において抗 Iba-1 抗体（全
マクロファージ）、抗 iNOS 抗体（M1-マクロファージ）、抗 CD163 抗体（M2-マクロファージ）
を用いた多重蛍光免疫染色を行い、マクロファージ浸潤率を算出した。 



子宮頸部組織と粘液から全 RNA を抽出し、妊娠 200 日目の IL-1α、IL-1β、IL-6、IL-8、IL-
10、TNF-α の mRNA 発現量の他区間に対する比率を解析した。 

 
図１．材料採取概要 

 
４．研究成果 

 
子宮頸部組織では、I 型コラーゲンは妊娠 274 日までに減少した（図 2）。マクロファージの

浸潤は、分娩の 12～14 週前には観察されなかったが、分娩 5～6 週前には観察された（図 3）。
Iba-1 と iNOS の発現部位には強い正の相関があった。さらに、子宮頸管組織における IL-6 
mRNA の発現は分娩 3 週前に増加した（図 4）。子宮頸管粘液では、分娩週が近づくにつれて
PMN％が増加した（図 5）。IL-1α の mRNA 発現は分娩 3 週間前から分娩週にかけて増加し、
IL-8 の mRNA 発現は分娩週 2〜3 週間前から分娩週中にかけて増加した（図 6）。IL-1α、IL-1β、
IL-8 および TNFα 濃度は、分娩 12～14 週前と比較して、分娩 0～3 週前に増加した（図 7）。 
本研究の結果、頸部組織に浸潤した M1 マクロファージが多量の IL-6 を産生することで、頸

管熟化が分娩 5〜6 週前から始まることが示唆された。さらに、炎症細胞は頸管粘液に浸潤し、
IL-1α、IL-1β、IL-8、TNFα 濃度は分娩に向けて上昇した。牛の子宮頸管組織における M1 マク
ロファージの浸潤と IL-6 mRNA の発現増加の時期から、頸管熟化の進行に伴い M1 マクロファ
ージが IL-6 を中心とする炎症性サイトカインを産生することが示唆された。IL-6 はいわゆるサ
イトカインストームの重要な因子であり、局所的な炎症反応を引き起こすと考えられているこ
とから、M1 マクロファージの存在が子宮頸管成熟の引き金になっている可能性がある。対照的
に、頸管粘液中の IL-6 mRNA 発現には変化がなかったが、IL-1α と IL-8 mRNA 発現には増加
がみられた。これは頸管粘液中の炎症性サイトカイン濃度の変化と一致していた。特に IL-8 は
mRNA 発現、タンパク質としてのサイトカイン濃度ともに顕著な増加を示した。子宮頸管粘液
中の PMN％の増加も、子宮頸管粘液中の炎症反応が IL-8 の増加と、IL-8 によって動員された
好中球によって引き起こされていることを示唆している。これらの炎症性サイトカインはまた、
血管に作用して炎症細胞を組織に浸潤させ、さらなる炎症性サイトカインの産生を促進するの
かもしれない。IL-6 は粘液中で変化しなかったので、M1 マクロファージは組織でのみ働くので
あろう。炎症細胞とサイトカインは粘液とともに子宮頸管内腔に移動し、粘液中の炎症性サイト
カイン、主に IL-8 を増加させ、好中球の移動を促進する。これらのサイトカインは子宮頸管組
織に外的作用を及ぼし、I 型コラーゲンの減少に関与していることが示唆される。 
結論として、分娩期における子宮頸管組織および粘液中の一連の炎症反応は牛の正常分娩に

おいて必要な生理的な機構であり、その中でも特に子宮頸管粘液中の IL-8 は、牛の分娩最終段
階における局所炎症反応のバイオマーカーとして有用である可能性が示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



図２．妊娠経過に伴う子宮頸管組織の I 型お

よび III 型コラーゲンの割合の変化． 

* I 型において 200 日と比較して p < 0.05． 

 
図３．子宮頸管組織におけるマクロファージ

の浸潤（分娩週 = w0） 
 
 

 
 

図４．妊娠後期における子宮頸管組織中のサイトカイン mRNA の発現比の推移 

w-14~-12 の値に対する倍率の変化として示した．*: w-14~-12 と比較して p < 0.05． 
 
 

 
図５．妊娠後期におけるウシ子宮頸管粘液中多形核好中球％の推移 

* 妊娠 200 日と比較して p < 0.05． 



 

図６．子宮頸管粘液中の各種サイトカイン mRNA 発現比（分娩週 = w0） 
w-14～w-12 の値に対する倍率の変化．*: w-14k～-12 と比較して p < 0.05． 

 
 

図７．妊娠後期における子宮頸管粘液中サイトカイン濃度（pg/mL）（分娩週 = w0） 
*: w-14~-12 と比較して p < 0.05． 
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