
自治医科大学・医学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３２２０２

若手研究

2021～2019

妊娠前、妊娠中の末梢血ＮＫ細胞の遺伝子・ｍｉｃｒｏＲＮＡ発現と各種病態形成

The gene and microRNA expressions of peripheral natural killer cells in 
prepregnancy and pregnancy, and the pathophysiological hypotheses

７０７７２１４３研究者番号：

石田　洋一（Ishida, Yoichi）

研究期間：

１９Ｋ１８６７８

年 月 日現在  ４   ６ １７

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：　母体末梢血NK細胞が着床や妊娠維持機構に関わっているという仮説を立て実験を開
始した。今回、卵胞期、黄体期、妊娠初期におけるNK細胞のマイクロアレイを施行した。その結果、各比較にお
いて多数の発現変動を認めたため、母体末梢血NK細胞が着床や妊娠維持機構に関わっている可能性が示唆され
た。卵胞期-黄体期ではCDK9等、黄体期-妊娠初期ではIL-10、MMP9、DUSP13等、卵胞期-妊娠初期ではIL-18、
MMP9、DUSP13等の遺伝子発現の変動を認めた。

研究成果の概要（英文）： We hypothesized that peripheral natural killer cells (pNK) were associated 
with the implantation and pathophysiology of feto-maternal tolerance, and started the examination. 
In this study, we examined the comprehensive gene expressions in pNK from prepregnancy (follicular 
phase and luteal phase) to 1st-trimester. The result showed the changes of expression for many 
genes, so pNK might be associated with the implantation and pathophysiology of feto-maternal 
tolerance. Changes in gene expression such as CDK9 in comparison between follicular and luteal 
phase, IL-10, MMP9, and DUSP13 in comparison between luteal phase and 1st-trimester, and IL-18, 
MMP9, and DUSP13 in comparison between follicular phase and 1st-trimester were observed.

研究分野：生殖免疫

キーワード： 末梢血NK細胞　妊娠　網羅的解析　遺伝子　microRNA　着床　妊娠維持機構
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　今回の検討で、妊娠前から妊娠初期にかけて母体末梢血NK細胞(pNK)の多数の遺伝子発現の変動を認めた。こ
の結果から、pNKが着床や妊娠維持機構に関与している可能性が示唆された。このことは、いまだ病態が完全に
解明されていない着床不全、不育症やまた早産、妊娠高血圧症候群、常位胎盤早期剥離など、妊娠に関わる疾患
の原因解明や治療の向上につながる可能性がある。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 母児間インターフェースにおいて、脱落膜 NK細胞だけでなく母体末梢血 NK細胞も母児免疫
寛容に関わっている、という仮説を立て実験を開始した。妊娠初期と後期における母体末梢血
NK 細胞（pNK）の網羅的遺伝子発現解析により比較したところ、約 1000 の遺伝子と約 25 の
microRNA(miRNA)に発現差があることを見出し、なかでも胎児由来と考えられる miRNA が母体血
中に存在し、母体末梢血 NK細胞で発現していることを示した。これは胎児由来 miRNA が母体由
来 NK細胞に影響を与え、母児免疫に関与することを示唆する。今回も母体血-胎盤絨毛の母児
間インターフェースに引き続き注目する。妊娠初期に胎盤絨毛は母体血中という半異個体のな
かにも関わらず、著しく増殖分化する。つまり、母体血中 NK細胞が妊娠初期にも母児免疫寛容
に寄与している可能性があると考えられる。これまでの検討では、妊娠前と妊娠初期の血液か
ら NK 細胞を分離してその細胞数をカウントしたところ、黄体期を頂点に pNK 数がダイナミック
に変動していた。この結果からも pNK が着床や妊娠維持機構に関与することが示唆され、今回
の検討では妊娠前と妊娠初期における pNK の網羅的遺伝子発現解析を中心に検討した。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 脱落膜 NK細胞が妊娠維持機構に関わっていることは知られているが、pNK が妊娠維持機構
に関わっているかどうかはわかっていない。これまで妊娠初期から後期にかけての pNK 網羅的
遺伝子発現解析において約1,000の遺伝子発現変動や胎盤特異的microRNAの検出を認めること、
pNK 数が黄体期を頂点に有意に変動することを報告してきた。今回、妊娠前から妊娠中にかけ
て pNK の網羅的遺伝子発現解析を施行し、pNK が着床や妊娠維持機構に関連がある傾向がある
かどうか評価した。 
 
(2) 妊娠前と妊娠初期における pNK の網羅的遺伝子発現解析において、有意に発現変動してい
た遺伝子のうち、これまでの知見で NK 細胞が着床や妊娠維持機構に関与している可能性がある
と考えられる遺伝子について発現確認(validation)を施行し、その遺伝子の発現変動を評価し
た。 
 
(3) 妊娠前と妊娠期における pNK の microRNA について検討した。研究開始当初、microRNA の
網羅的発現解析を計画していたが、採取したサンプルの pNK の TotalRNA の量が十分でなかった
ことから断念した。かわりに、妊娠前から妊娠中において胎盤特異的 microRNA である miR-517a
と miR-512-3p について RT-PCR によりその発現を評価し、これらの microRNA が着床や妊娠維持
機構に関連がある傾向があるかどうか評価した。 
 
３．研究の方法 
(1) 当院生殖医学センターまたは周産期医療センターに通院している患者から同意を得て、妊
娠前（卵胞期・黄体期）、妊娠初期に末梢血 14ml を採取し、磁気ビーズを用いて pNK を分離し
た。採取したサンプルのうち、同一人物から採取した卵胞期-黄体期６例、黄体期-妊娠初期５
例、卵胞期-妊娠初期６例に対して、pNK の網羅的遺伝子発現解析を行い比較検討した。実験に
ついては、Agilent 株式会社製のマイクロアレイスキャナを使用した。 
 
 
(2) 同一人物からの妊娠前（卵胞期・黄体期）、妊娠初期の pNK の検体を用いて、著明に有意に
発現変動しかつこれまでの知見で NK 細胞が着床や妊娠維持機構にとくに関与している可能性
があると考えられる遺伝子について RT-PCR により評価した。ΔΔCt 法を用いて、その相対発
現量 (2-ΔΔCt値)を比較検討した。統計解析については、SPSS Statistics ver.24 (IBM) を用
いて Wilcoxon signed-rank test による検定を施行し、有意差を p<0.05 とした。実験について
は、タカラバイオ株式会社製の Thermal Cycler Dice Real Time System II を使用した。 
 
(3) 同一人物からの妊娠前（卵胞期または黄体期）、妊娠初期、妊娠後期の pNK の検体を用いて、
胎盤特異的 microRNA である miR-517a と miR-512-3p について RT-PCR でその発現を評価した。
実験については、Thermo Fisher Scientific 株式会社製の TaqMan MicroRNA Assay を使用した。 
 
 
４． 研究成果 
 
(1) 妊娠前（卵胞期・黄体期）から妊娠初期の pNK の網羅的遺伝子発現解析において、卵胞期-
黄体期では CDK9、IL-6 等の 2259 種類の遺伝子、黄体期-妊娠初期では MMP9、DUSP13、IL-10
等の 3553 種類の遺伝子、卵胞期-妊娠初期では MMP9、DUSP13、IL-18 等の 5786 種類の遺伝
子の発現の有意な変動を認めた。それらの遺伝子から、NK細胞の着床や妊娠維持機構に関
与している可能性があると考えられる遺伝子についてまとめた(Fig. 1)。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
Fig.1 卵胞期と黄体期と妊娠初期における pNK の網羅的遺伝子発現解析において、著明に変動
しかつ NK細胞の着床や妊娠維持機構に関与している可能性がある遺伝子を示した。A:卵胞期と
黄体期の比較(n=6)、B:卵胞期と妊娠初期の比較(n=6)、C:黄体期と妊娠初期の比較(n=5)。 
 
 
 
(2) 網羅的遺伝子発現解析で著明に有意に変動した遺伝子でかつ NK 細胞の着床や妊娠維持機
構にとくに関与している可能性があると考えられる遺伝子について選択し、RT-PCR により
その発現変動を確認したところ、IL-6 以外で同様の実験結果が得られた (Fig. 2)。IL-6
についてはマイクロアレイの結果を再解析したところ、検出されたシグナル値が非常に低
かったことがわかり、それゆえに RT-PCR の実験では発現変動が確認できなかった、という
ことが考えられた。 
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Fig.2 網羅的遺伝子発現解析で著明に変動した遺伝子でかつ NK 細胞の着床や妊娠維持機構に
とくに関与している可能性があると考えられる遺伝子における RT-PCR の結果。すべて同一人物
から採取したサンプル間で比較を行った。A:卵胞期(F)と黄体期(L)における CDK9 の比較(n=8)。
有意差はなかったが、8例中 6例において発現上昇を認めた。B:卵胞期(F)と妊娠初期(1st)に
おける MMP9、DUSP13、IL-18 の比較(n=6～8)。DUSP13 においては、妊娠前、妊娠初期ともに発
現を認めない症例があった。 IL-18 については、1～2例で発現低下を認めたが、その他の症例
で発現は上昇していた。C:黄体期(L)と妊娠初期(1st)における MMP9、DUSP13、IL-10 の比較(n=6)。
IL-10 については、1例でわずかな発現低下を認めたが、概ね発現は上昇していた。 
 
 
(3) 妊娠前（卵胞期または黄体期）、妊娠初期、妊娠後期の pNK の胎盤特異的 microRNA である
miR-517a と miR-512-3p の RT-PCR において、妊娠前と妊娠初期では発現を認めないか軽度の発
現を認め、妊娠後期ではより強く発現を認めた(Fig. 3)。予想外であったのは、妊娠前におい
てもサンプルによっては、胎盤特異的 microRNA の発現をわずかに認めた。実験時のコンタミネ
ーションや非特異的増幅の可能性も否定できないが、１つのサンプルにおいてコンタミネーシ
ョンや非特異的増幅とは考えにくい発現を認めたため、妊娠前においても胎盤特異的 microRNA
の発現がある可能性が示唆された。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          

      
Fig. 3 妊娠前(Pre)、妊娠初期(1st)、妊娠後期(3rd)における pNK の胎盤特異的 microRNA で
ある miR-517a と miR-512-3p の RT-PCR の結果。縦軸は U6 をインターナルコントロールとした
各 microRNA の相対発現量。A:miR-517a、B: miR-512-3p (妊娠前-妊娠初期-妊娠後期 n=5)。同
一人物から採取したサンプル間で比較した。予想通り miR-517a と miR-512-3p ともに全体的に
妊娠前から妊娠後期にかけて発現上昇していた。また miR-517a と miR-512-3p ともに妊娠前で
も発現を認める症例があった。 
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考察 
過去の実験結果において黄体期を頂点に pNK 数がダイナミックに変動していた（Fig. 4）。今
回の実験結果では、まず pNK の MMP9 の発現が妊娠前から妊娠初期にかけてはっきり上昇してい
た。MMP9 については、MMP9 は細胞外マトリックスの分解、組織のリモデリング等に関わること
が知られている。考えられる機構としては、妊娠すると pNK の一部は子宮に移動し、母児間接
着面である「脱落膜の形成」、つまり pNK による子宮内膜の再構成、また pNK 自身が機能を変え
脱落膜 NK 細胞に移行する可能性がある、という仮説が考えられる。また DUSP13 の発現も妊娠
前から妊娠初期にかけて上昇していた。タンパク質-チロシンフォスファターゼスーパーファミ
リーのメンバーである DUSP13（二重特異性フォスファターゼ１３）は細胞の制御に関わってい
るとされるため、考えられる機構としては、妊娠した時の pNK の何らかの細胞機能の変化に関
わっているのではないか、ということが考えられる。 
IL-10 については、抑制性サイトカインである IL-10 の発現が妊娠時に上昇傾向であったこ
とから、pNKが脱落膜NK細胞と同様に、母児間の免疫寛容に役割を果たしている可能性がある、
ということが考えられる。 
IL-1B については接着分子、ケモカイン、血管拡張因子の発現を誘導して白血球の浸潤を促
進することが、また IL-18 については INF-γの産生の増強因子であることが分かっている。こ
のように IL-1B や IL-18 は免疫細胞の活性化に関わっているので、IL-1B や IL-18 の発現が妊
娠時に上昇傾向であったことから、pNK 自身については pNK の子宮への集積に関わっているの
ではないか、ということが考えられる。 
CDK9 については、細胞周期の調節に関わる CDK9 の発現が卵胞期から黄体期に上昇傾向であ
ったことから、CDK9 等の発現により黄体期において pNK が活性化していることが考えられる。
また卵胞期から黄体期にかけてpNK数が増加することにCDK9が関わっている可能性も考えられ
る。 
 MicroRNA については、今回胎盤特異的 microRNA である miR-517a と miR-512-3p の発現を妊
娠前からも認める症例があり、また妊娠初期から後期にかけての発現がこれまでの実験と同様
に上昇していた。これらの結果から miR-517a と miR-512-3p は胎盤以外の組織でも産生され、
着床や妊娠維持機構に寄与している可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4 pNK 数のダイナミックな変動 
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