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研究成果の概要（和文）：骨髄由来免疫抑制細胞（MDSC）はT細胞活性を抑制して強力に免疫寛容を誘導する
が、胎子免疫寛容におけるMDSCの役割は未だ不明である。本研究では妊娠犬の末梢血液中におけるMDSCを解析す
ることで、妊娠に伴いMDSCが増加することを明らかにした。また、妊娠関連ホルモンとMDSCとの関連性を解析す
ることで、リラキシンとMDSCで有意に相関していたことを発見し、リラキシンは単球系MDSCの誘導能とそれに関
連した免疫抑制能有していることを明らかにした。したがって、妊娠犬における単核系MDSCの増加はリラキシン
が関与していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：MDSC suppress immune activity and maintain immune tolerance. However, the 
role of MDSC in maternal-fetal immune tolerance remains unclear. Herein, we investigated MDSC in the
 blood of pregnant canines and its induction mechanism. By analyzing MDSC in the blood of pregnant 
canines, elevation of MDSC which inhibit T cell activation has been observed. These results suggest 
that the elevated MDSC in canine pregnancy may contribute to reduces maternal immune activity. To 
clarify the cause of MDSC elevation in canine pregnancy, we analyzed the relationship between 
pregnancy-related hormones and MDSCs. Serum relaxin levels were correlated with the ratio of 
monocyte MDSC. Additionally, relaxin induced monocytic MDSC as well as inhibited T cell activation. 
Thus, relaxin contributes to the elevation of monocytic MDSC in the blood of pregnant canines. Our 
findings highlight the novel role of relaxin in pregnancy and contribute to a better understanding 
of maternal-fetal immune tolerance.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究より、リラキシンのMDSC誘導能による免疫抑制作用を明らかにした。リラキシンは妊娠期間中のみ分泌さ
れるホルモンのため、妊娠犬の母体免疫抑制にリラキシンが関与していると考えられる。胎子に対する母体免疫
抑制（胎子免疫寛容）は正常な妊娠を行うために必要な機構であるが、この胎子免疫寛容が正常に誘導されない
場合、着床不全や早期流産を引き起こすと考えられている。本研究により明らかになったリラキシンの免疫抑制
機構は今後の胎子免疫寛容機構解明に重要な知見であり、不妊治療に貢献すると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
世界各国において盲導犬、介助犬や聴導犬などの補助犬が慢性的に不足していることは周知

の事実であり、補助犬の安定的、効率的な繁殖は最も重要な課題の一つである。この問題の解決
に凍結精液を用いた人工授精の活用は有効な手段であるが、母体や精液の状態に細心の注意を
払ったとしてもその受胎率は 50−90%であり、性周期の関係で人工授精が年に 1〜2 回しか行え
ないことを考えるとこの受胎率は決して高くはない。したがって、補助犬の安定的、効率的な繁
殖を行うためには、人工授精における受胎率を向上させる必要があると考えられる。 
母体にとって半異物である胎子が正常に発育することができるのは、胎子に対する母体免疫

の攻撃が抑制 (胎子免疫寛容) されているためである。一方、この胎子免疫寛容が正常に誘導さ
れない場合、母体免疫が胎子を排除するため、着床不全や早期流産を引き起こすと考えられてい
る。着床不全や早期流産は人工授精における受胎率低下の要因であるため、胎子免疫寛容誘導メ
カニズムを解明できれば、人工授精の受胎率向上に寄与すると考えられるが、その誘導メカニズ
ムは今のところわかっていない。骨髄由来免疫抑制細胞 (MDSC) は、顆粒球、樹状細胞および
マクロファージに分化する前の未熟な細胞の中で、免疫反応の抑制能を有する細胞集団である。
特に、MDSC はがんに対する免疫応答を抑制してがんの免疫寛容を誘導することが知られてい
る。一方、犬の胎子免疫寛容における MDSC の役割は依然不明であり、MDSC は母体免疫を抑
制することで胎子免疫寛容を誘導するかなどの問題が存在する。 
 
 
２．研究の目的 

がんと同様に免疫から逃避することで、胎子は母体で発育することができるため、がんで認
められた免疫抑制機構が胎子に対しても働いている可能性が考えられる。そこで本研究では、が
んの免疫寛容を誘導する MDSC の免疫抑制機構から、犬の胎子免疫寛容誘導メカニズムを解明
することを目的する。胎子免疫寛容は妊娠の成立、維持に極めて重要な機構であり、胎子免疫寛
容が正常に誘導されない場合、着床不全や早期流産など不妊の原因となる。本研究では妊娠犬の
末梢血液を用いて MDSC の解析を行い、犬の胎子免疫寛容に MDSC が関与するか解析する。ま
た、MDSC の誘導機構を明らかにするために妊娠関連ホルモンと MDSC の関連性を解析すると
ともに、関連が認められたホルモンの MDSC 誘導能を解析する計画である。本研究により、犬
の胎子免疫寛容誘導メカニズムが解明できれば、犬の不妊の病態解明に貢献できるとともに、新
たな不妊治療の開発研究に展開できると考えられる。  
 
３．研究の方法 
妊娠犬における MDSC の発現量解析 

妊娠犬５頭から、妊娠 3 週目、妊娠 6 週目、妊娠 9 週目で採血を実施し、末梢血単核球（PBMC）
中の MDSC とそのサブタイプである単球系 MDSC、および顆粒球系 MDSC の割合を解析した。
CD11b+ MHC class II- CD14+ 細胞を単球系 MDSC、CD11b+ MHC class II- CD14- 細胞を顆粒
系 MDSC として、フローサイトメトリーを用いて解析を行った。 
 
MDSC の T 細胞抑制能解析 

妊娠で増加した MDSC の機能解析を実施するために、妊娠 9 週目の末梢血液から MDSC を
ソーティングにより分離した。また、末梢血液から PBMC を採取し、CFSE 染色を行ったのち 2
×105で 96 well プレートに播種した。その後、採取した MDSC を 0.5×105および 0.25×105で播
種し、T 細胞活性にはコンカナバリン A を用いた。3 日間共培養を行い T 細胞の増殖率をフロー
サイトメトリー法により解析を行うとともに、培養上清中の IFNの発現量を ELISA により解析
を行った。 
 
妊娠関連ホルモンと MDSC 発現量の関連性の解析 

妊娠犬 5 頭から、妊娠 3 週目、妊娠 6 週目、妊娠 9 週目で採血を実施し、血液中の妊娠関連
ホルモン（エストロジェン、プロジェステロン、リラキシン）を測定した。また、各種ホルモン
と MDSC の発現量との相関性を R 検定を用いて解析した。 
 
 
リラキシンの MDSC 誘導能と免疫抑制能の解析 

犬リラキシンリコンビナントタンパクを用いて、MDSC 誘導能と免疫抑制能を解析した。 
健常犬の末梢血液から PBMC を採取し、１X106になるように 6 well プレートに播種する。つい
で犬リラキシンを 0-10 ng/ml の濃度で添加し、3 日間培養する。その後、MDSC の発現をフロー
サイトメトリーで解析するとともに、アポトーシスアッセイを行なった。免疫抑制能の解析には、
採取した PBMC を用いて CFSE 染色を行い、2×105で 96 well プレートに播種した。犬リラキシ
ンタンパクを 0-10 ng/ml の濃度でそれぞれ添加し、3 日間培養を行った。培養後、T 細胞活性処



置（コンカナバリン A）を行いさらに 3 日間培養した。T 細胞増殖率および IFNの発現を解析
した。 
 
 
４．研究成果 
 
妊娠犬における MDSC の発現量と機能解析 

妊娠犬 5 頭から、妊娠 3 週目、妊娠 6 週目、妊娠 9 週目に採血を行い MDSC およびそのサブ
タイプである単球系 MDSC、顆粒球系 MDSC の発現を解析した。その結果、妊娠期間に関連し
て MDSC の発現量は増加し、妊娠 6, 9 週目では妊娠 3 週目と比較して有意に増加した。MDSC
のサブタイプでは単球系 MDSC および顆粒球系 MDSC ともに妊娠期間に関連して増加し、顆粒
球系 MDSC は妊娠 9 週目で有意に増加がみられ、単球系 MDSC では妊娠 6 週目から有意差が認
められた。次に、妊娠 9 週目の PBMC から MDSC をソーティングにより採取し、MDSC の機能
解析を行った。その結果、MDSC により T 細胞の増殖率は低下し、さらに炎症性サイトカイン
である IFNの発現量が減少した。したがって、妊娠により増加した MDSC は T 細胞抑制能を有
していることが示された。 
 
妊娠関連ホルモンと MDSC 発現量の関連性の解析 

妊娠期間中のエストロジェン、プロジェステロンおよびリラキシンの血液濃度を解析し、
MDSC との相関性を検討した。妊娠犬では妊娠期間中エストロジェンの発現は認められない一
方で、プロジェステロンおよびリラキシンの発現が認められた。MDSC との相関性を解析する
と、プロジェステロンと単球系 MDSC および顆粒球系 MDSC との相関性は認められなかった
（R<0.01）。一方、リラキシンと単球系 MDSC および顆粒球系 MDSC との相関性は R=0.66 およ
び R=0.77 で相関が認められた。 
 
リラキシンの MDSC 誘導能と免疫抑制能の解析 

妊娠犬においてリラキシンと MDSC との相関が認められたため、リラキシンにより MDSC
が誘導されている可能性が考えられた。そこで、犬リラキシンリコンビナンントタンパクを用い
て MDSC 誘導能を解析した。PBMC にリラキシン 0-10 ng/ml を投与して MDSC の割合を解析す
るとリラキシン 1 ng/ml から有意に MDSC が増加した。サブタイプでは顆粒球系 MDSC はリラ
キシンに関係なく増加は認められなかったが、単球系 MDSC はリラキシン 1 ng/ml の濃度で有
意に増加した。また、この濃度のリラキシンでは PBMC のアポトーシスは認められなかった。
そのため、リラキシンは単球系 MDSC を誘導すると考えられた。 

次にリラキシンによる T 細胞抑制能を解析するとリラキシン 1 ng/ml から T 細胞活性を有意
に抑制した。以上から、リラキシンは T 細胞抑制能を有しており、これは単球系 MDSC を誘導
することで T 細胞活性を抑制している可能性が示唆された。 

以上の研究結果により、リラキシンの新たな免疫抑制能が解明され、今後の胎子免疫寛容研
究において重要な知見になると考えられた。 
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