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研究成果の概要（和文）：妊娠成立維持には母児間の免疫寛容が必須であり、制御性 T 細胞が

一員を担っている。妊娠成立維持が破綻した原因不明不妊症や不育症の原因解明、治療探究に

応用するため、マウスモデルを用いて胎児（父親）抗原特異的制御性 T 細胞の関与について検

討した。胎児（父親）抗原特異的制御性 T 細胞は父親抗原に対して強い抑制活性をもち、アロ

交配では着床直前の子宮所属リンパ節ですでに増加しており、着床直後には子宮局所に速やか

に集簇し、妊娠成立維持機構に重要であると考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）： Regulatory T（Treg） cells play an essential role for induction 
of feto-maternal tolerance. To understand the pathophysiology of unknown etiology of  
recurrent pregnancy loss and implantation failure, we have studied the paternal(fetal) 
antigen-specific Treg cells using mouse model. Paternal antigen specific Treg cells had 
paternal antigen specific immunosuppressive activity. Furthermore, paternal antigen  
specific Treg cells increased in the draining lymph nodes just before implantation , and 
in the uterus after implantation in allogeneic pregnant mice, but not in syngeneic 
pregnant mice.  
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１．研究開始当初の背景 

母体にとってsemi-allograftである胎児が母

体免疫機構から拒絶されずに妊娠が維持継

続することはいまだ不明な点が多い。一方、

末梢性の免疫寛容の維持に制御性T細胞（以

下Treg）が重要な役割を果たしており、これ

までの報告により、Treg細胞は胎児母体間の

免疫寛容においてもキーファクターとなり

うることが示唆されている。ヒト、マウスと

もに妊娠時には脱落膜（子宮内膜）や末梢血

中にTreg細胞が増加している（Sasakiら, Mol 

Hum Reprod. 10: 347-353,2004、Aluvihareら, 

Nat Immunol. 5: 266-271,2004; Zenclussenら, 

Am J Pathol. 166: 811-822.2005, 2005 J Reprod 

Immunol. 65: 101-110.; Zhuら, Biol Reprod. 72: 

338-345, 2005; Robertsonら, Biol Reprod. 80: 
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1036-1045,2009）。一方、免疫機構の破綻が想

定される産婦人科的疾患として、不妊症（着

床障害）、習慣流産（不育症）、妊娠高血圧症

候群などがある。不妊症の約 50%、流産の約

60%は原因不明とされており、これらの疾患

ではTreg細胞の関与が示唆されている。流産

モデルマウス（Zenclussenら , 2005; Zhuら , 

2005）、ヒト反復流産症例（Sasakiら, Mol Hum 

Reprod. 10: 347-353,2004）、ヒト妊娠高血圧症

候群症例（Sasakiら, Clin Exp Immunol. 149: 

139-145,2007）ではTreg細胞数が正常妊娠例に

比較して減少しており、また、原因不明不妊

の子宮内膜ではTreg細胞の転写調節因子であ

るFoxp3 のmRNA発現レベルが減少している

という報告（Jasperら, Mol Hum Reprod. 12: 

301-308,2006）もある。 

筆者は、アロ交配および同系交配マウスの着

床前（妊娠 2.5 日）、妊娠初期（妊娠 4.5 日お

よび 7.5 日）に抗CD25 モノクローナル抗体を

投与しTreg細胞を除去する実験を施行し、ア

ロ交配でのみ着床不全および流産が誘導さ

れることを証明した（ J Reprod Immunol. 

85(2):121-9,2010）。しかし、妊娠後期にTreg

細胞を除去しても早産や妊娠高血圧症候群

様の症状は出現しなかった。すなわちTreg細

胞は着床時、妊娠初期にアロ妊娠維持に極め

て重要であることを初めて証明した。アロ交

配でのみTreg細胞数の減少と着床不全、流産

率が関与している点から、Treg細胞は胎児（父

方）抗原特異的に機能していることが推察さ

れた。また、ヒトTreg細胞にもsubpopulation

が存在し免疫抑制活性の違いが証明されて

いる。今回、筆者はTreg細胞の中に胎児(父親)

抗原特異的Treg細胞が存在すると考え、この

胎児(父親)抗原特異的制御性T細胞に注目し

その存在を証明するべく研究を進めた。 

 
２．研究の目的 

 ヒトでは主要組織適合性抗原の多様性の

ため胎児(父親)抗原特異的 Treg 細胞の検出は

現在のところ不可能である。このため、ヒト

での胎児（父親）抗原特異的 Treg 細胞の同定

への応用が可能になることを目的とし、まず

マウスモデルでの胎児（父親）抗原特異的

Treg 細胞を同定し、その phenotype や妊娠時

の変動、機能を解析することをを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1) マウス妊娠における胎児(父親)抗原特異

的 Treg 細胞の phenotype の特定、機能解析（胎

児抗原非特異的 Treg 細胞との比較） 

胎児(父親)抗原特異的Treg細胞はBALB/cマウ

ス（♀）×DBA/2 マウス（♂）のアロ交配を用

いることで同定可能であることを筆者らは

すでに証明した。この系においてDBA/2 マウ

スの細胞が発現している MlsⅠ a抗原は

BALB/cマウスT細胞のT細胞受容体（TCR）V

β6 で認識され、図 1 の〇で囲った細胞群

（CD4+Foxp3+Vβ6+細胞）が胎児(父親)抗原特

異的Treg細胞と同定できる。この系を用いて、

胎児(父親)抗原特異的Treg細胞のPhenotypeお

よび機能解析を行った。BALB/cマウス（♀）

×DBA/2 マウス（♂）をアロ交配させ、腟栓に

て妊娠成立を確認した。妊娠成立したBALB/c

（♀）マウスを妊娠 3.5 日目、5.5 日目、10.5

日目、17.5 日目に解剖し、末梢血、脾臓、全

身表在リンパ節、子宮所属リンパ節および子

宮からリンパ球を分離したうえで、フローサ

イトメトリーにて胎児（父親）抗原特異的Treg

細胞（Vβ6＋CD4＋Foxp3＋細胞）のphetnotype(ケ

モカインレセプター発現、活性化マーカーな

らびに細胞増殖マーカーの発現)を解析した。 



また、Mixed lympholyd reaction を用いて胎児

(父親)抗原特異的 Treg 細胞と非特異的 Treg

細胞の抑制活性、あるいは増殖能を in vitro

で比較検討し、胎児(父親)抗原特異的 Treg 細

胞と非特異的 Treg 細胞の機能的な差異の有

無を検討した。 

さらに胎児抗原特異的 Treg 細胞および非特

異的 Treg細胞集団を Flow cytometryで sorting

し、mRNA を抽出し、マイクロアレイにて発

現遺伝子について比較検討した。 

（2）ヒト検体における胎児(父親)抗原特異的

Treg 細胞の特定とその変動 

研究（１）でマウスにおける胎児(父親)抗原

特異的 Treg 細胞の phenotype を特定したのち、

同様な phenotype を持つ Treg 細胞がヒト検体

ではどのように変動しているかを解析する

こととし、同意を得られた人工妊娠中絶術施

行症例（ヒト正常妊娠例）、胎児染色体異常

流産例、胎児染色体正常流産例より末梢血、

脱落膜を回収しリンパ球を分離し、ヒトにお

ける胎児(父親)抗原特異的 Treg 細胞がどのよ

うに変動しているのかフローサイトメトリ

ーにて解析した。 

 

４．研究成果 

マウス妊娠にておいて胎児(父親)抗原特異

的制御性T細胞はアロ妊娠においてのみ着床

直前（妊娠 3.5 日目）より所属リンパ節で着

床直後（妊娠 5.5 日目）より子宮局所で増殖

していることをつきとめた（図 2、図 3）。脾

臓や全身表在リンパ節、および同系交配では

変化を認めなかった。着床直前からの所属リ

ンパ節での胎児(父親)抗原特異的制御性 T細

胞増加は精漿によるプライミングが関与し

ている可能性があり、今後も研究をすすめて

いく必要がある。 

 

 また、Mixed lympholyd reaction を用いた

機能解析で胎児(父親)抗原特異的制御性 T 細

胞は非特異的制御性 T 細胞に比較し、父親抗

原に対して抑制活性が高いことを確認した。 

マウスにおける胎児(父親)抗原特異的制御性

T細胞の phenotype特定のため各種ケモカイ

ン、ケモカインレセプター、活性化マーカー

をフローサイトメトリーで検討したところ、

胎児(父親)抗原非特異的制御性 T 細胞に比較

し、CCR4 や CCR5 が強陽性であった（図 4）。 

 

図 1 

図 2 

図 3 



 

同様な phenotype（CCR4、CCR5）がヒ

トでの胎児(父親)抗原特異的 Treg 細胞とな

りうるか正常妊娠、および胎児染色体異常流

産、胎児染色体正常流産で検討したが有意な

マーカーではなかった。このため、代替マー

カー検索のため、現在、マウス胎児(父親)抗

原特異的制御性T細胞を回収しマイクロアレ

イにて遺伝子解析をすすめており、今後ヒト

に応用できるか検討していきたい。 
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