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研究成果の概要（和文）： 
生殖医療において着床不全患者が問題となっている。これまで生殖免疫学の分野では胎児の免
疫学的寛容性の獲得の機序が検討されてきたが、本研究では妊娠初期の末梢血中の免疫細胞が
母体の黄体と子宮内膜の分化を促進して胚着床を誘導することを見出した。また末梢血中の血
小板が黄体形成や胎盤形成において血管網の再構築を制御していることを明らかにし、着床不
全患者に対する自己免疫細胞を用いた新しい治療法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Although it has been widely accepted that adequate endometrial differentiation for embryo 
implantation is induced by ovarian sex steroid hormones, the precise molecular 
mechanism(s) concerning human embryo attachment to endometrial epithelium remains 
unclear.  Accordingly, implantation failure in patients treated with in vitro fertilization 
and embryo transfer has been increasingly focused on in the field of assisted reproductive 
technology.  On the other hand, during the past several decades the mechanisms for 
establishing maternal immune tolerance against embryo have been investigated in 
reproductive immunology.  Recently, accumulating evidence suggests that activated 
immune cells actively contribute to establishment of pregnancy.  In accordance with it, we 
found that peripheral blood immune cells positively affect function and differentiation of 
maternal endometrium and corpus luteum of pregnancy to facilitate embryo implantation 
during early pregnancy.   In addition, platelets were shown to regulate vascular 
remodeling process in corpus luteum and placental formation.  Based on these findings, 
we have successfully developed a new therapy for patients with implantation failure using 
autologous peripheral blood immune cells.   
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１．研究開始当初の背景 
 哺乳類における生殖機構の特徴として子
宮内での胎児の発育が挙げられるが、このた
めには黄体形成や子宮内膜への胚着床、さら
に胎盤形成に至る一連の過程が必須である。
これらの現象では細胞の融合・増殖・分化の
みならず様々な臓器組織の再構築いわゆる
Tissue remodelingが重要と考えられている
が、その機構については不明な点が数多く残
されている。 
 上記の生殖活動においては正常な妊娠成
立の情報を母体の各臓器に的確に伝達する
機構の存在が不可欠である。従来の生殖医学
ではヒト妊娠初期においての妊娠成立・維持
は内分泌系である HCG ホルモンで制御され
ていると考えられていたが、内分泌系のみで
は説明困難な事象がこれまで多くの研究者
から指摘されてきた。そこで本研究代表者の
藤原は発想を転換し、内分泌系が血液中の液
性因子を利用するのに対して、血液中の細胞
成分である免疫細胞が妊娠成立の情報を血
流を介して全身性に卵巣、着床部位や諸臓器
に伝達し、母体の妊娠維持への対応を促進し
ているという新しい概念を導入した。また
HCG が免疫細胞を直接活性化することを示
し、その作用が従来から想定されていた
LH/HCG受容体を介した機構ではなく、免疫
系機構の中でもより primitive な系である糖
鎖抗原受容体によって伝達される可能性を
提示した。さらに自己の免疫細胞を胚からの
シグナルである HCG で刺激したのちに子宮
内膜上皮細胞へ作用させることにより子宮
内膜の胚に対する接着能が亢進することを
in vitro で示した。これらの結果から新しい
内分泌・免疫系のネットワークによる相互応
答の機構を提案することとなり、これらの基
礎実験の成果に基づいて京都大学医学部の
倫理委員会承認のもと、体外受精治療に対し
て不成功を繰り返す難治性の着床不全患者
を対象に自己の免疫細胞を利用した新しい
治療法を考案し、有意な臨床結果を得ること
に成功した。 
 一方でヒト胚の着床成立後の胎盤形成に
おいては、胚の栄養膜細胞(絨毛外栄養膜細胞
Extravillous trophoblast、 EVT)の母体内ラ
セン動脈内侵入による母体血管の再構築が
必須である。一般に臓器組織の再構築では組
織幹細胞をはじめとする様々な細胞がお互
いに相互作用しながら組織形成をしている
と考えられるが、それを媒介する物質として
細胞接着因子や細胞遊走因子（chemokine 
etc）などの分子群に近年注目が集まっている。 
  本研究従事者はこれまで世界に先駆けて
免疫細胞が細胞遊走因子を分泌して胚の浸
潤を促進する可能性、ヒト免疫細胞が HCG
に反応して chemokine を分泌すること、さ

らに動脈に向かう胚の栄養膜細胞(EVT)に
chemokine受容体が発現し、chemokineがそ
の浸潤を促進することを明らかにしてきた。
またこれらの研究の一環として EVT に特異
的に発現している新規の分子（laeverinと命
名）を発見したが、アミノ酸配列の構造決定
や recombinant-laeverinの検討から、この蛋
白が細胞表面に存在するアミノペプチダー
ゼであり、細胞遊走因子を代謝する酵素であ
ることが示された。さらに興味深いことに母
体血管内の血小板が chemokine を分泌し
EVT の浸潤移動を母体血管へと誘導してい
る可能性が判明した。この知見に基づいて再
検討したところ、黄体形成期の血管新生を血
小板が誘導している可能性が示され、この仮
説は Endocrinology誌の表紙に採択された。 
 これら一連の研究成果から末梢血中、すな
わち全身循環系に存在する細胞成分は生殖
現象に緊密に関わり、妊娠情報の伝達のみな
らず、組織の再構築に主要な役割を演じてい
るという新しい概念を着想するに至った。生
殖医療が扱っている生命の誕生は生命の再
生とも言い換えることができるが、現在目覚
ましい進歩を遂げている臓器や細胞の再生
医療では、臓器幹細胞の実用化が精力的に進
められている。産婦人科分野においても子宮
内膜や子宮筋の幹細胞に関する優れた研究
成果が我が国から発表されてきた。ここで注
目すべき知見は各臓器の幹細胞が末梢血中
にも存在し、いわゆる Perivascular Nicheと
名付けられている血管周囲の特定な場所で
幹細胞が stable な状態なままで維持されて
いるという新しい概念である。この発表と偶
然にも呼応して本研究従事者は先に述べた
laeverin が EVT 以 外 の 細 胞 と し て
Perivascular Nicheから活性化過程に誘導さ
れた幹細胞そのものに発現していること、す
なわち laeverin がこれまでに手に入らなか
ったヒト組織幹細胞の新しいマーカーであ
る可能性を見いだした。さらに脊髄切断幼若
ラットにおいて神経再生部に誘導されるグ
リア幹細胞に laeverin 発現が誘導されるこ
とが観察された。そこでこれまでの免疫細胞
および血小板に加えて解析の対象を組織幹
細胞まで広げ、laeverin蛋白機能解析情報の
advantageを生かして生殖臓器の組織再構築
の制御機構のみならず臓器の再生医療にも
応用できる新しい知見を得る可能性があり
本研究を計画した。 
 
２．研究の目的 
 本研究はヒト黄体形成の組織再構築機構
と妊娠時の黄体維持機構、ヒト胚着床時の子
宮内膜の分化誘導機構と胚の子宮内膜間質
内埋没の誘導機構、さらに EVT の母体子宮
内膜ラセン動脈の再構築機構を体循環に存



在する免疫細胞、血小板および幹細胞に着目
して、(1) HCGなどの内分泌系機構と免疫系
機構とのネットワークを介した母体-胚間の
相互応答機序に基づき総合的に解析し新し
い知見を得ること、さらにこれら検討から明
らかとなった成果をもとに(2)不妊症例に対
する安全かつ有効な診断法と治療法の開発
を計画し、臨床応用可能なプロとコールを検
討して最終年度にはそれを提言できる段階
まで研究を遂行すること、またヒト黄体形成
とラセン動脈の再構築、さらにラットの脊髄
神経再生を組織形成のモデルとして幹細胞
の動態を詳細に同定・検討して、(3)組織再生
医療へ応用できる新しい概念の提示と治療
法の開発の方向性を確立すること、以上３点
を研究期間内に達成することを目標として
計画された。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト免疫細胞および血小板による黄体
形成と血管新生およびその機能維持機構の
解析 
 患者の同意の上で卵巣組織から黄体を採
取し、黄体細胞を HCL-1 抗体を用いた cell 
sorter 法で回収し、妊娠または非妊娠女性か
ら採取・分離した末梢血単核球および血小板
と共培養してサイトカインの産生を測定し
た。また Flow cytometry 法にてサイトカイ
ンの産生変化をした細胞分画の同定を行い、
さらに高濃度の HCG を添加して cytokine 産
生と機能分子の発現の変化を観察してレク
チン関連受容体の役割を検討した。また末梢
血単核球および血小板の血管作動性因子産
生に対する HCG の作用を解析する目的で、HCG
存在下にこれらの血球細胞をヒト臍帯静脈
上皮細胞(HUVEC)と共培養し、HUVEC の増殖能
および migration 能の変化を観察した。 
 (2）末梢血免疫細胞や血小板によるヒト子
宮内膜分化・再構築およびヒト胚着床誘導機
構の解析 
 患者の同意を得た後に婦人科手術時に摘
出された子宮より分泌期初期の子宮内膜を
採取して上皮細胞を分離し培養し、ヒト
blastocyst 様 BeWo 細胞塊を用いた
attachment assay法にて胚接着能を検討した。
また末梢血単核球および血小板の存在下で
子宮内膜上皮細胞に発現誘導される遺伝子
群を Microarray 法で同定し、発現が変化し
た遺伝子群について、増殖期後期および各分
泌期の女性から子宮内膜上皮細胞を採取し、
月経周期の発現変化を Northern blot 法で確
認した。単核球および血小板由来の液性因子
として S1P を培養子宮内膜上皮細胞に添加し
て子宮内膜の胚受着能に対する促進機構に
関する知見を得た。 
（3）胚の子宮内膜間質内への埋没およびヒ
ト絨毛外栄養膜細胞の母体子宮内膜ラセン

動脈再構築機構の解析 
 抗 laeverin 抗体を用いて胎盤より精製し
た laeverin 蛋白を免疫源にして多種類の単
クローン抗体を作成し、分離 EVT の増殖や浸
潤を変化させる機能抗体を選別した。さらに
laeverin 遺伝子のはいったトランスファー
ベクターを構築後、Sf9 細胞にバキュロウイ
ルスを発現させ、感染細胞を回収し、これを
大量培養してアフィニティ精製法および
SDS-PAGEを用いてr-laeverinを分離精製後、
peptidase 活性とその基質を確認した。さら
に r-laeverin をヒト絨毛癌由来の細胞株に
添加培養して形態的な観察、Invasion assay
および WST assay を行いその生物学的作用を
検討した。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト免疫細胞および血小板による黄体
形成と血管新生およびその機能維持機構の
解析 
 末梢血単核球または血小板にて黄体細胞
で発現変化した機能分子として、chemokine
を分解する酵素である Dipeptidyl peptidase 
IV および chemokine 受容体である CCR4 が同
定された。さらに HCG 存在下に末梢血単核球
および血小板をヒト臍帯静脈上皮細胞
(HUVEC)と共培養したところ、脂質走化性因
子である S1P の分泌が増強されることが示さ
れ、黄体形成期の血管新生機構に関して、内
分泌系と免疫系の相互応答のもとに血管内
皮の走化性が制御されている可能性が示さ
れた。 
（2）末梢血免疫細胞や血小板によるヒト子
宮内膜分化・再構築およびヒト胚着床誘導機
構の解析 
 (1)で同定された S1P を培養子宮内膜上皮
細胞に作用させたところ上皮細胞の運動性
を増強させることが明らかとなった。また
Eph-ephrinA systemによって子宮内膜上皮間
の結合が解離することが示され、ヒト胚の子
宮内膜内への侵入機構に免疫細胞および血
小板が関与している可能性が示唆された。 
（3）胚の子宮内膜間質内への埋没およびヒ
ト絨毛外栄養膜細胞の母体子宮内膜ラセン
動脈再構築機構の解析 
 これまでに新しく同定された laeverin が
妊娠４週の初期から胚由来の絨毛外栄養膜
細胞に特異的に発現していること、さらにリ
コンビナント laeverin が絨毛外栄養膜細胞
の浸潤を増強することが観察され、新しい母
体子宮内膜ラセン動脈再構築機構が提示さ
れた。 
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