
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１３２０１

基盤研究(B)

2014～2011

免疫寛容という立場から正常妊娠、異常妊娠を再考する

Re-evaluation of pathophysiology of normal pregnancy and complicated pregnancy from 
the viewpoint of immune tolerance

３０１７５３５１研究者番号：

齋藤　滋（SAITO, SHIGERU）

富山大学・大学院医学薬学研究部（医学）・教授

研究期間：

２３３９０３８６

平成 年 月 日現在２７   ６ １１

円    14,400,000

研究成果の概要（和文）：異物である胎児を許容するために免疫寛容が必須である。今回、免疫寛容を誘導する制御性
T細胞（Treg）が着床ならびに初期妊娠維持に必須であること、父親抗原特異的Tregが精漿により誘導され、同Tregが
着床1日前にすでに子宮領域リンパ節に集簇することをマウスの系で証明した。ヒトにおいても胎児染色体正常流産で
は、基底脱落膜で機能性Tregが減少するが、胎児染色体異常例では、Tregの減少を認めなかった。妊娠高血圧腎症にお
いても、特に機能性Tregの減少を末梢血で認めた。その他、胎盤由来のmicroRNAが母体のT細胞やNK細胞に取り込まれ
ており、母体免疫系を調節している事を見出した。

研究成果の概要（英文）：Regulatory T (Treg) cells play central role for induction and maintenance of 
tolerance. The frequency of proliferating paternal antigen specific Treg cells was significantly 
increased in uterine draining lymph nodes before implantation and in pregnant uterus just after 
implantation. We found that priming by seminal fluid is important for the induction of PA-specific Treg 
cells.
The frequencies of effector Treg cells and Foxp3+T eff cells in the decidua of miscarriage cases with a 
normal embryo karyotype were significantly lower and significantly higher than those in normally 
progressing pregnancies, respectively.
We also showed the same results in preeclampsia. These findings suggest that tolerance system was 
distracted in miscarriage with a normal embryo karyotype and preeclampsia. We firstly showed miRNA 
derived from placenta affected mRNA expression in NK cells suggesting that miRNA derived from placenta 
can affect the maternal NK cells function during pregnancy.
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１．研究開始当初の背景 
 Semiallogranftである胎児を許容するためには
免疫寛容（トレランス）が必要であり、制御性 T
細胞（Treg）が妊娠維持に重要な役割を果すこと
が判明している。しかし、父親抗原特異的（PA）
-Treg が、どの臓器でいつから増加するのか、ま
たPA-Tregが増加する機序については不明であっ
た。また Foxp3が Tregの特異的マーカーと考え
られてきたが、ヒトでは Foxp3dimCD45RA-の細胞
は免疫制御活性はなく免疫を活性化させる
effector T(Teff)であることも判ってきた。そこで
ヒトにおいて、正常妊娠、流産、妊娠高血圧腎症
(preeclampsia:PE)につき再検討しなければなら
なくなった。また、脱落膜中の NK細胞は細胞傷
害活性が低く、perforin や granzymeB の蛋白発
現は低下しているが、mRNA発現は低下していな
い。このことは胎盤から産生される micro RNA
が exosome中に取り込まれ、母体免疫系を制御し
ている可能性を示しており、Treg細胞とは異なる
免疫制御を母子間で行なっている可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 マウスの実験系で、PA-Treg の変化を子宮領域
リンパ節、全身のリンパ節、子宮、脾臓で検討し、
その変化を明らかにすること、ならびに PA-Treg
を増加させる機序を明らかにすることを第 1の目
的とした。第 2の目的として、ヒトでの流産は胎
児染色体正常流産と胎児染色体異常流産に大別さ
れるので、これらの症例で Treg 細胞を細分化し
て再検討し、両者で差があるのかにつき検討した。
また PE 症例についても同様の検討を行ない、こ
れらの症例でのトレランスの破綻があるのか否か
につき明らかにした。第 3の目的として、胎盤か
ら産生される microRNA が母体 T 細胞や NK 細
胞に取り込まれて、その作用を調節しているか否
かを検討した。 
 
３．研究の方法 
 PA-Treg の同定は BALB/C×DBA/2 の妊娠モデル
で検討した。DBA/2 に発現する Mls1a 抗原は、T
細胞受容体 Vβ 6 で認識される。そこで
CD4+CD25+Foxp3+ Vβ6+細胞を PA-Treg とした。
BALB/C×DBA/2のアロ妊娠とBALB/C×BALB/Cの同
系妊娠において、非妊娠時、妊娠 3.5 日、5.5 日、
11.5 日、18.5 日の脾臓、表在性リンパ節、子宮領
域リンパ節、子宮内での Ki67+PA-Treg と
Ki67-PA-Treg につきフローサイトメトリーで検討
した。また精子と精漿の影響をみるため精嚢除去
（精漿を欠損）、精管結紮（精子を欠損）♂DBA/2
マウスとの交配で PA-Treg の変化を検討した。同
実験は富山大学動物実験委員会の承認を得ている。 
 ヒト流産例と人工妊娠中絶例より末梢血と脱落
膜を採取し、フローサイトメトリーにて
CD4+CD45RA+Foxp3+ 細 胞 を naïve Treg 、
CD4+CD45RA-Foxp3dim 細胞を effector T(Teff)、
CD4+CD45RA-Foxp3high細胞を functional Treg とし
た。また Helios+Treg を natural ocauring Treg
（n Treg）とし、Helios-Treg を inducible Treg
（i Treg）とした。また流産手術後の脱落膜組織
中の Treg の集簇を基底脱落膜と壁側脱落膜で免

疫組織染色にて検討した。ヒト胎盤ならびに末梢
血中の NK 細胞より mRNA を抽出し、RT-qPCR based 
miRNA array と DNA microarray 解析を行なった。
同研究は富山大学 IRB の承認を得ており、患者の
同意のもと行なった。 
 
４．研究成果 
(1) PA-Treg の妊娠時の変化と増加する機序につ
いての検討 

 アロ妊娠の際、PA-Treg の中で Ki67+PA-Treg の
みが、着床 1日前の子宮領域リンパ節に増加し、
着床してから子宮に Ki67+PA-Treg が増加し、妊娠
経過とともに増加し妊娠 11.5 日目では子宮内
Tregの25％程度を占めていた。一方、Ki67-PA-Treg
細胞は増加しなかった。また PA-Treg 細胞は MLR
反応にて強い免疫抑制活性を有していた。
Ki67+PA-Treg 上には CCR4、CCR5 が高発現していた。
精嚢除去♂マウスとの交配では着床数が減少し、
Ki67+PA-Treg の増加が子宮でも領域リンパ節でも
観察されなかった。一方精管結紮マウスでは、着
床1日前に子宮領域リンパ節でKi67+PA-Tregの増
加を認めたことより、精漿のプライミングが
PA-Treg の誘導に重要な役割を果たすことを見い
出した。 
 
(2) ヒト正常妊娠、異常妊娠（流産、妊娠高血圧
症候群）における Treg の変化 

 胎児染色体正常流産では、着床部近傍の基底脱
落膜で Treg 細胞数の減少が観察されたが、着床部
から離れた壁脱落膜では減少は認められなかった。
一方、胎児染色体異常流産例では Treg 細胞数は正
常妊娠と差を認めなかった。Treg 細胞の分画をフ
ローサイトメトリーで検討すると、胎児染色体正
常 流 産 例 で は 最 も 免 疫 抑 制 活 性 の 強 い
functional Treg が有意に減少し、免疫活性がな
く免疫を活性化させる Teff が有意に増加してお
り、トレランスの破綻が生じていることが判明し
た。また、functional Treg の 90％が n Treg であ
ることも判明した。妊娠高血圧腎症の末梢血での
検討でも functional Treg 細胞が減少しており、
Teff が増加して、トレランスの破綻が観察された。 
 
(3) 胎盤由来 micro RNA が母体免疫細胞活性に与
える影響 

 胎盤由来 micro RNA の中で miR-517a-3p が
Jarkat 細胞の PRKG1mRNA 発現を抑制すること、妊
娠女性の末梢血中の NK 細胞中にも miR-517a-3p
が含まれ、分娩後に miR-517a-3p が減少するとと
もに、NK 細胞中の PRKG1mRNA が増加することを見
い出した。また母体 NK 細胞は胎盤由来 miRNA によ
り細胞傷害活性、細胞増殖、活性化が調整されて
いることが明らかになった。 
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