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研究成果の概要（和文）：本研究は、乳牛の卵管内の胚死滅リスクについて局所免疫環境の視点で検証する基礎
的研究として開始した。２年目からは、「卵管」と「子宮」の精子と受精卵に対する免疫応答を同時並行で調べ
た。結果として、乳牛の受胎への過程は子宮のTLR2を介した精子センシングで始まり、急性で弱い炎症反応
（Th1）であり、少数の精子は卵管に到達後、子宮とは真逆の抗炎症反応（Th2）で保護されることがわかった。
受精卵は卵管・子宮内で微量のIFNTを介して局所免疫応答をTh2に誘導し、子宮内の着床に向けて強い免疫寛容
の準備に入ることがわかった。この免疫応答は、飼養管理由来の阻害要因（カビ毒や尿素）で撹乱されることが
わかった。

研究成果の概要（英文）：This study started as a basic research for 4 years on the risks for early 
embryo death in the oviduct, from the aspect of local immunity of daily cows. From the 2nd year, the
 study extended to examine both the oviduct and the uterus in parallel. The results indicate that a 
local immunity in the genital tract starts immediately after artificial insemination by sensing 
sperm via TLR2, resulting in a weak inflammatory response (Th1). A few numbers of sperm survive and 
reach the oviduct where sperm are now protected with the anti-inflammatory response (Th2) that 
completely opposite to that of uterus. After fertilization, very early stage of embryo starts to 
secrete a small amount of IFNT in the oviduct and later in the uterus that basically regulates a 
local immunity toward Th2 environment, which prepares a strong immune tolerance for implantation. 
This series of local immune response to sperm and early embryo is easily disrupted by feed-derived 
risk factors such as urea and mycotoxin.

研究分野： 動物生産科学（家畜繁殖学）
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は乳牛をモデルとして、人工授精で精子が入る子宮、受精・初期発生の場である卵管、そして受精卵が戻
って着床する子宮に備わる未知の特殊な局所免疫システムについて、新しい基礎概念を構築し、その阻害要因を
明らかにした。一連の研究で、母体にとって「非自己」である精子は子宮では攻撃・排除され、卵管では真逆に
寛容される免疫システムが存在する、一方で「半非自己」である受精卵は早々に母体に認識され、寛容によって
生存性と機能性を支える免疫システムが存在することを初めて実験的に示した。これは、受胎に向けたウシ母体
の局所と全身系の免疫システム動態を表すもので、今後の免疫活性化を活用した技術開発の土台となる。

※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 

高泌乳牛の現状： 乳牛は、受胎し分娩することで初めて乳生産を開始する。受胎成立は、家畜

生産の基本的な生物現象でもある。日本を含む先進国の乳牛は、育種改良の成功で年間 9,500kg 

の高泌乳を達成したが、その代償として分娩後の母体の免疫機能が大幅に減退し、疾病多発（潜

在性を含めると 50%超）と受胎率低下（経産牛は 40%台）が世界的な現象である。これは酪農場

に大きな負の経済効果を与え、高泌乳牛の健康と受胎性の問題は極めて深刻な状況である。 

 乳牛では、これまでの研究で人工授精後の卵管内での受精率（精子と卵子の合体）は 90-95% 

であるが、受胎率（妊娠率）は 40-45% であり、受精から子宮での着床までに 50% もの胚死滅が

示されている。この事実は、卵管内での受精後の 4日間の初期発生と、その後の１2日間の子宮

内での胚発生・着床準備の過程で胚死滅が起きることを示している。本研究は、卵管内の胚死滅

リスクについて局所免疫環境の視点から切り込む新しい基礎的研究として開始した。研究開始

当時、私たちは既に排卵時期のウシ卵管内に免疫細胞群が常在することを発見し、卵管の局所免

疫環境が Th2 型に強く傾き、好中球の精子に対する攻撃を抑制していることを示していた。 

 

 

２．研究の目的 

本研究は、乳牛をモデルとして、受精・初期発生の場である卵管に備わる未知の特殊な局所免疫

システムについて、➊全く新しい基礎概念を構築し、➋その阻害要因を明らかにして、➌乳牛で実

際に免疫寛容の強化による受胎率改善を試験することで、家畜生産性向上に寄与する目的でおこな

う基礎的研究である。卵管内では、母体にとって「非自己」である精子や「半非自己」である受精

卵を認識し、自然免疫の主力である好中球や単核球の攻撃を抑え、むしろ「寛容」によって生存性

と機能性をサポートする免疫システムが存在する、という新しい大仮説の実証を４年間で推進する

ことを計画した。明記すべきは、２年目からは、卵管の精子と受精卵に対する免疫応答に関する実

験データをより科学的で普遍性のある概念として解釈してゆくために、卵管と繋がる「子宮」の精

子と受精卵に対する免疫応答についても同時並行で調べ始めた。結果的には、このことが本研究を

格段に意義のあるものに引き上げ、最終的には、当初の計画を遥かに凌ぐ質と量を得るに至った。 

 

 

３．研究の方法 

（１）卵管の精子に対する免疫応答 

  ウシ卵管上皮細胞（BOEC）の単層培養系を用いて、凍結融解精子から活発な生存精子のみを

選び（swim-up）、BOEC の免疫応答を遺伝子レベル、そして BOEC の分泌物を含む培養液で好中球

（PMN）の遺伝子発現を検証した。 

 

（２）卵管の初期受精卵（16 細胞期まで）に対する免疫応答 

  上述の BOEC 培養系を利用して、体外受精で得た受精卵を、BOEC と共培養、または BOEC 無

しの単独培養で４日齢まで発生させ、BOEC の免疫応答を遺伝子レベル、そして BOEC の分泌物を

含む培養液で単核球（PBMC）の遺伝子発現を検証した。加えて元来は初期胚盤胞期以降に分泌が

始まると考えられていた、通常は胚盤胞の栄養膜細胞から生産されるインターフェロンタウ

（IFNT）の超初期胚（16細胞期）の生産能力の検出を試みた。 

 

（３）子宮の精子に対する免疫応答 

  ウシ子宮上皮細胞（BUEC）の単層培養系を用いて、生存精子が上皮細胞表面に接着して引き

起こす BUEC 免疫応答を遺伝子レベル、そして BUEC の分泌物を含む培養液で好中球の遺伝子発

現を検証した。加えて、より生体組織に近い、子宮組織片を短時間培養して（uterine explant 

ex-vivo）蛍光デジタル顕微鏡によるビデオを活用する、精子と子宮の相互作用のダイナミクス

を観察する新しい実験系を構築して、精子と子宮のダイナミクスを詳細に調べた。 



 

（４）子宮の初期受精卵（初期胚盤胞）に対する免疫応答 

  上述の BUEC 培養系を利用して、体外受精で得た受精卵を、BUEC と共培養、または BUEC 無

しの単独培養で８日齢まで初期胚盤胞に発生させ、BUEC の免疫応答を遺伝子レベル、そして BUEC

の分泌物を含む培養液で単核球（PBMC）の遺伝子発現を検証した。加えて胚盤胞の栄養膜細胞か

ら生産されるインターフェロンタウ（IFNT）の初期胚（胚盤胞期）の生産能力の検出と IFNT 自

身の BUEN, PBMC 遺伝子発現に及ぼす影響も併せて調べた。 

 

（５）高泌乳牛の飼養管理に由来する阻害要因 

精子・受精卵と卵管との免疫クロストークに及ぼす要因、例えばサイレージ等の腐敗部分に含

まれるカビ毒（Zearalenone: ZEN）や、濃厚飼料多給が原因である体内の高濃度の尿素などが

BOEC の精子・受精卵の応答に及ぼす撹乱作用についても調べた。 

 

 

４．研究成果 

 

（１）卵管の精子に対する免疫応答 

１． ウシ卵管上皮の分泌する生理活性物質について、その好中球に対する精子貪食活性を、本

研究室で検証した全要因についての結果を統計解析したところ、自動回帰ロジスティックモ

デルが当てはまることを示した。また、排卵時に卵子と一緒に卵管内に流れ込む卵胞液は、

卵管内の好中球の精子貪食を刺激するが、その時の卵管液が精子貪食をより強く抑え込むこ

とを実験モデルとして示した。 
Kowsar R, Keshtegar B, Miyamoto A.  Understanding the hidden relations between pro- and anti-inflammatory 
cytokine genes in bovine oviduct epithelium using a multilayer response surface method.  Scientific Reports 9: 
3189. (2019) 
 
Yousef MS, Abd-Elhafeez HH, Talukder AK, Miyamoto A. Ovulatory follicular fluid induces sperm phagocytosis 
by neutrophils, but oviductal fluid around oestrus suppresses its inflammatory effect in the buffalo oviduct in 
vitro.  Mol Reprod Dev 86: 835-846. (2019) 

 

２． 新鮮な卵管組織片を用いた新しい ex-vivo 系で精子との相互作用をより生理的条件下で検

証した。精子は上皮細胞に結合して生存性を維持し、その結合には TLR2 が深く関わること

を発見した。（投稿準備中） 

 

 

（２）卵管の初期受精卵（16 細胞期まで）に対する免疫応答 

３． BOEC において初期受精卵を共培養すると、Th2 型（抗炎症性）反応を誘導した。この培養

上清は、免疫細胞（リンパ球）の遺伝子発現を典型的な Th2 型に誘導したことから、卵管の

局所免疫環境は、初期受精卵の存在によって Th2 型に誘導することが初めて示唆された。さ

らに、この現象は 16細胞期の受精卵から分泌された微量のインターフェロンタウ（IFNT）が

深く関わっていることが世界で初めて示された。 
Talukder AK, Rashid MB, Yousef MS, Kusama K, Shimizu T, Shimada M, Suarez SS, Imakawa K, Miyamoto 
A.  Oviduct epithelium induces interferon-tau in bovine Day-4 embryos, which generates an anti-inflammatory 
response in immune cells.  Scientific Reports 8: 7850. (2018) 

 

 

（３）子宮の精子に対する免疫応答 

４． 精子は BUEC の急性炎症反応を誘導することを詳細に示した。この炎症は弱く短時間で元

に戻るものであり、子宮内が迅速に回復して、その後の受精卵受け入れに向かうことを示唆



した。この現象では、子宮上皮細胞が主に TLR2 を介して精子をセンシングすることを世界

で初めて示した。 
Elweza AE, Ezz MA, Acosta TJ, Talkder AK, Shimizu T, Hayakawa H, Shimada M, Imakawa K, Zaghloul AH, 
MiyamotoA.  A proinflammatory response of bovine endometrial epithelial cells to active sperm in vitro.  Mol 
Reprod Dev 85: 215-226. (2018) 
 
Ezz MA, Marey MA, Elweza AE, Kawai T, Heppelmann M, Pfarrer C, Balboula AZ, Montaser A, Imakawa K, 
Zaabel SM, Shimada M, MiyamotoA. TLR2/4 signaling pathway mediates sperm-induced inflammation in 
bovine endometrial epithelial cells in vitro.  PLoS ONE 14(4): e0214516. (2019) 

 

５． 子宮内に授精された精子は、数分のうちに子宮腺に活発に侵入し、最初の自然免疫応答の

スイッチを入れることを発見した。 

６． 新鮮な子宮の組織片を用いた新しい ex-vivo 系で精子との相互作用をより生理的条件下で

検証した。子宮では精子は子宮腺に侵入して TLR2 を刺激して炎症性サイトカイン TNFA 発

現を誘導することがわかった。この現象が人工授精直後の子宮内炎症反応で最初に起こる

重要な現象の１つであることがうかがわれた。 
Akthar I, Suarez SS, Morillo VA, Sasaki M, Ezz MA, Takahashi KI, Shimada M, Marey MA, Miyamoto A.  
Sperm enter glands of preovulatory bovine endometrial explants and initiate inflammation. Reproduction 159: 
181-192. (2020) 

 

 

（４）子宮の初期受精卵（初期胚盤胞）に対する免疫応答 

７． BUEC 培養系において初期胚（桑実胚-初期胚盤胞）を共培養すると、Th2 型（抗炎症性）反

応を誘導した。この培養上清は、IFNT と同様に免疫細胞（リンパ球）の遺伝子発現を Th2 型

に誘導したことから、子宮の局所免疫環境も卵管と同様に、初期胚の存在によって IFNT が

作用して Th2 型に誘導されると考えられた。 
Talukder AK, Yousef MS, Rashid MB, Awai K, Acosta TJ, Shimizu T, Okuda K, Shimada M, Imakawa K, 
Miyamoto A.  The bovine embryo induces an anti-inflammatory response in uterine epithelial cells and immune 
cells in vitro: possible involvement of IFNT as an intermediator.  J  Reprod Dev 63(4): 425-434. (2017) 

 

８． ウシ受精卵移植技術の供卵牛を活用して、 Day-7 で子宮を灌流し 10個前後の初期胚盤胞

を得た。この灌流液を用いて、免疫細胞を培養すると強い Th2 型（抗炎症性）反応が誘導

された。多角的検証から初期胚が IFNT を分泌して、子宮の免疫環境を Th2 型に誘導して、

着床に向けた免疫寛容の準備を促進することが示された。この供卵牛の血中の免疫細胞

は、すでに Th2 型の反応を始めていた。 
Rashid MB, Talukder AK, Kusama K, Haneda S, Takedomi T, Yoshino H, Moriyasu S, Matsui M, Shimada M, 
Imakawa K, Miyamoto A.  Evidence that interferon-tau secreted from Day-7 embryo in vivo generates anti-
inflammatory immune response in the bovine uterus.  Biochem Biophy Res Comm 500: 879-884. (2018)  
 
Talukder AK, Rashid MB, Takedomi T, Moriyasu S, Imakawa K, Miyamoto A.  Day-7 embryos 
generates an anti-inflammatory immune response in peripheral blood immune cells in superovulated 
cows. Am J  Reprod Immunol 8: e13069. doi: 10.1111/aji.13069. (2018) 

 

９． 平成３０年度に得た、7日目受精卵が 10個前後存在する子宮灌流液を活用したモデルは

効果的であったが、さらにこれをプロテオームと miRNA の網羅的解析に進めた。得られた

情報から特に、エクソゾームと miRNA、および自然免疫と好中球機能調節因子、の増加が顕

著であることが初めてわかった。この事実より、初期の母体免疫の受精卵認識は、好中球

が関わる自然免疫とそこから活性化するエクソゾームと miRNA によって開始することが示

唆された。（投稿準備中） 

 

 



（５）高泌乳牛の飼養管理に由来する阻害要因 

１０． ウシ生殖器で検出される濃度のカビ毒由来のマイコトキシン（Zen）は、卵管上皮細胞の

精子に対する免疫反応を撹乱した。 
Yousef MS, Takagi M, Talukder A, Marey M, Rasoul K, Abdel-Razek ARK, Shimizu T, Fink-Gremmels J, 
Miyamoto A. Zearalenone (ZEN) disrupts the anti-inflammatory response of bovine oviductal epithelial cells to 
sperm in vitro.  Reprod Toxicol 74: 158-163. (2017) 

 

１１． 濃厚飼料多給された乳牛が示す血中濃度の尿素は、受精卵や卵管の発生能や免疫機能に

多くの撹乱作用を及ぼすことを示した。同時にバイオインフォマティックスの解析法が

様々な要因の相互作用で全体の反応が刺激、あるいは抑制に誘導される事実の解釈を示す

のに有効であることを初めて示した。 
Kowsar R, Iranshahi VN, Sadeghi N, Riasi A, Miyamoto A.  Urea influences amino acid turnover in bovine 
cumulus-oocyte complexes, cumulus cells and denuded oocytes, and affects in vitro fertilization outcome.  
Scientific Reports 8: 12191. (2018)  
 
Kowsar R, Izadi F, Sadeghi N, Riasi A, Zadegan FG, Hajian M, Nasr-Esfahani MH, Farrokhpour H, Miyamoto 
A.  Urea changes oocyte competence and gene expression in resultant bovine embryo in vitro.  Zygote 26(3): 
207-219. (2018)  
 
Kowsar R, Kowsar Z, Miyamoto A.  Up-regulated mRNA expression of some anti-inflammatory mediators in 
bovine oviduct epithelial cells by urea in vitro: Cellular pathways by Reactome analysis.  Reprod Biol 19: 75-
82. (2019) 

 

１２． BOEC の免疫機能系の応答は、その生理的（精子を含む）あるいは病理的な要因で、

様々な相互関係で調節されることを、統計学的なモデルで示した。 
Kowsar R, Keshtegar B, Miyamoto A.  Understanding the hidden relations between pro- and anti-inflammatory 
cytokine genes in bovine oviduct epithelium using a multilayer response surface method.  Scientific Reports 9: 
3189. (2019) 

 

１３． 卵管と子宮内における精子に対する非自己のセンシングの分子メカニズムについて、そ

のセンサーである Toll-like receptor 2/4 (TLR2/4)のリガンドである病原体内毒素 LPS と

ペプチドグリカン （PGN）が母体子宮内では検知できないほどの超低濃度ですでに TLR2/4

経路を脱感作して精子を認識できなくなることがわかった。（投稿準備中） 

 

 結論として、４年間に渡る本研究は、開始当初の計画を遥かに凌ぐ質と量を得るに至った。２

年目からは、卵管の精子と受精卵に対する免疫応答に関する実験データをより科学的で普遍性のあ

る概念として解釈してゆくために、卵管と繋がる「子宮」の精子と受精卵に対する免疫応答につい

ても同時並行で調べ始めた。乳牛をモデルとして、人工授精で精子が注入される子宮、受精・初期

発生の場である卵管、そして受精５日後以降の受精卵が戻ってきて着床する子宮に備わる未知の特

殊な局所免疫システムについて、➊全く新しい基礎概念を構築し、➋その阻害要因を明らかにした。

極めて顕著な概念、つまり、精子は子宮では基本的に攻撃・排除され、卵管では真逆に寛容される

免疫システムが存在する、ということを示すことができた。しかし、➌乳牛で実際に免疫寛容の強
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