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研究成果の概要（和文）：非妊時および妊娠時末梢血そして非妊時子宮内膜および流産脱落膜を用いてそこに存
在するNK細胞の妊娠の成立・維持に関する検討を行い、NK細胞表面に発現するNCRs、特にNKp46の発現が不育症
や不妊症、あるいは妊娠糖尿病で変化していることを明らかにした。またNK細胞のサイトカイン産生異常はNK22
細胞により制御をうけNK22細胞により是正される可能性が示された。またNK細胞はパートナーのリンパ球や精液
により刺激することが可能であり、サイトカイン産生を来すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：I evaluated the function of NK cells for achievement and maintenance of 
pregnancy using pregnant or non-pregnant peripheral blood NK cells, and non-pregnant endometrial or 
aborted decidual NK cells. The abnormal expression of natural cytotoxicity receptors (NCRs), 
especially NKp46 on NK cell and the abnormal cytokines production by NK cells are associated with 
reproductive failures such as recurrent pregnancy loss, infertility and gestational diabetes 
mellitus. Cytokines production by NK cells may be regulated by NK22 cells. Interestingly, NK cells 
could be stimulated by partner’s lymphocytes or semen.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
 免疫担当細胞、特に NK 細胞は全身を循環す
る末梢血、局所である子宮内膜・脱落膜いずれ
においても妊娠の成立、維持において重要な役
割を果たしているのは間違いないと思われるが、
その詳細については明らかではない。NK 細胞
活性性受容体の１つであり NK 細胞表面に発現
する Natural Cytotoxicity Receptors (NCRs)の発
現と NK 細胞の産生するサイトカインの妊娠の成
立・維持、そして妊娠に関連する病態への関わ
りは示唆されているものの、その詳細は明らかに
はされていない。 
 
２．研究の目的 
 NK 細胞に発現する Natural Cytotoxicity 
Receptors (NCRs)は細胞傷害とサイトカインに
関与すると考えられる。また NK 細胞は血管増
殖因子産生細胞としても重要な役割を果たし
ているとされているが、妊娠の成立・維持への
関わりの詳細は明らかではない。本研究では
特にこの点に着目し、NCRs の発現あるいは
NK 細胞産生サイトカインについて末梢血 NK
細胞、子宮内膜および脱落膜NK細胞の両側
面からアプローチし、これらの機能分担と機能
発現を明らかにすることを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
(1) NK22 細胞と NK 細胞 NCR（NKp46）発現、

NK 細胞サイトカイン産生との関連：不育症患
者、不妊症患者より採取した末梢血および
子宮内膜から単核球浮遊液を作成し、NK22
細胞を採取する。NK 細胞に発現するNKp46
と IL-22 とをフローサイトメトリーを用いて測定
し、NK22 細胞を同定する。同時に NKp46 陽
性細胞および NK 細胞産生サイトカイン
（IL-4、IL-10、 IFN-γ、TNF-α、TGF-β）
を測定し NK22 細胞との関連性を明らかにす
る。 

(2) NK 細胞における真の患者特異的なサイトカ
イン産生およびタイプ１/タイプ２サイトカイン
バランス：着床不全患者、不育症患者を対象
とし、末梢血および子宮内膜を採取し単核
球浮遊液を作成する。これを夫あるいはボラ
ンティアリンパ球ないし精液で刺激し NK 細
胞が産生するサイトカイン（IL-4、IL-10、 
IFN-γ、TNF-α）をフローサイトメトリーを用
いて測定する。 

(3) 妊娠成立後の NK 細胞と妊娠高血圧症候
群・妊娠糖尿病との関連性：妊娠 12 週の妊
婦健診時に末梢血を採取し、NK 細胞にお
ける NCR（NKp46）発現とサイトカイン産生を
測定する。 

 
４．研究成果 
(1) 原因不明不妊症と不育症患者とにわけ、子

宮内膜および末梢血 NK 細胞の産生する
IL-22 細胞、すなわち NK22 細胞を測定した。
その結果、子宮内膜 NK 細胞における IL-22
産生は不育症群において原因不明不妊症
群に比して、有意に高値であった。さらに

NK22 細胞は、TNF-α、IFN-γ産生 NK 細
胞との間に有意な負の相関を認め、さらに
NK22 細胞陽性率と NCR の一つである
NKp46 陽性 NK 細胞との間に有意な負の相
関を認めた。NK 細胞における NKp46 発現
は不育症患者で低下することを報告しており、
今回の結果から不育症では NKp46 が低下し、
これにより NK22 が増加、さらに TNF-α、
IFN-γ産生 NK 細胞が低下する。すなわち
NK22 細胞が不育症においてサイトカイン産
生の制御因子として働いている可能性を示
唆した。 
 原因不明不妊症と不育症患者における子
宮内膜および末梢血 NK22 細胞および細胞
内に発現する ROR-γt について検討した。
ROR-γt 陽性 NK 細胞は IL-22 産生 NK 細
胞（NK22 細胞）と正の相関を示し、ROR-γt
陽性 NK 細胞は NK22 細胞であると思われた。
さらに ROR-γt 陽性 NK 細胞を NK46 陽性
細胞と NKp44 陽性 NK 細胞とに分け検討す
ると、NKp46 陽性 ROR-γt 陽性 NK 細胞が
NKp44 陽性 NK 細胞に比して有意に高値で
有り、NKp46 陽性 ROR-γt 陽性 NK 細胞が
主たる NK22 細胞であると思われた。また
ROR-γt 陽性 NK 細胞は NKp44 に比して
NKp46 をより強く発現していた。この NKp46
陽性 ROR-γt 陽性 NK 細胞は原因不明不
妊症群に比して、不育症群で有意に高値で
あった。また流産脱落膜を用いた検討では、
NK22 細胞の割合をその後に施行した絨毛
染色体検査において染色体異常を認めたも
のと、認めなかったものにわけて検討すると、
NKp46 陽性 ROR-γt 陽性 NK 細胞、IL-22
産生 NK 細胞ともに、染色体正常流産群で
有意に高値であった。すなわち、これまで私
どもが報告してきたように染色体正常流産で
は NK 細胞の機能分担、機能発現異常があ
り、これを正常化させる（制御する）ために
NK22細胞が増加しているものであると考えら
れた。 

(2) 真の NK 細胞によるサイトカイン産生をみるた
めに、男性リンパ球をもちいて、女性リンパ球
を刺激し、フローサイトメトリーを用いて NK 細
胞のサイトカイン産生能を検討した。細胞同
士は接触法、非接触法双方で検討したが、
男性リンパ球を放射線照射により不活化した
上での混合培養（接触法）することにより、NK
細胞による良好なサイトカイン産生を測定し
得た。さらに生理的な環境を創出するため、
男性精液を用いて、女性リンパ球を刺激し、
同様に NK 細胞によるサイトカインを測定した。
興味深いことに精子でもなく、精漿でもなく、
精液による刺激により、NK 細胞からのサイト
カイン産生が増加した。最後に、妊娠成立の
場における NK 細胞による生理的なサイトカ
イン産生をみるために、子宮 NK 細胞および
末梢血 NK 細胞を男性精液および従来通り
の PMA、Ionomycin を用いて刺激した。精液
による子宮 NK 細胞刺激によりサイトカインが
産生されることが明らかとなり、その産生量は



PMA、Ionomycin 刺激によるものと異なって
いた。さらに NK 細胞が産生するサイトカイン
の比（NK1/NK2 比）も精液刺激と PMA、
Ionomycin 刺激では異なることが明らかとなっ
た。 

(3) NK 細 胞 に お け る Natural Cytotoxicity 
Receptor 発現と種々の血管増殖因子からみ
た妊娠高血圧症候群（PIH）の病態を解明す
るために妊娠 12 週における末梢血 NK 細胞
NKp46 発現およびサイトカイン産生（VEGF、
IFN-γ、TNF-α、TGF-β）を測定した。そ
の後の PIH 発症の有無では差を認めなかっ
たものの、妊娠糖尿病（GDM）を発症した群
では NKp46 陽性 NK 細胞が有意に低値であ
り、さらに IFN-γ産生 NK 細胞、TNF-α産
生 NK 細胞が有意に高値、TGF-β産生 NK
細胞が有意に低値であった。これらは細胞
傷害性の増加を示していると思われ、GDM
における病態の一端を明らかにしたものと思
われる。 
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