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研究成果の概要（和文）：HLA-G による妊娠時の免疫抑制機能解析には、MHC分子進化や胎盤形成の進化速度が速いた
め、霊長類モデルの作製を必要とする。そこで非ヒト霊長類コモンマーモセットを霊長類妊娠免疫モデルとし、胎盤ト
ロフォブラストでのヒトHLA オーソログの発現と母体の免疫系との相互作用の解析を行った。 まず、野生型の母体に
形成されたGFP 発現マーモセットの胎盤を用いることにより両者の識別を可能とし、母体脱落膜および胎仔絨毛組織そ
れぞれよりトロフォブラストを分離し、胎盤に発現する古典的・非古典的マーモセットMHC を同定した。分泌型HLA-G
オーソログは妊娠母体末梢血の血漿中に検出されなかった。

研究成果の概要（英文）：The analysis of HLA-G function on pregnant immunity needs primate-based models 
because of the high evolution speed of MHC molecules and placenta development. We used common marmoset as 
a non-human primate pregnant model and analyzed the expression of human HLA ortholog and the interaction 
with maternal immunity. The GFP marmoset placenta developed in the wild type mother enabled to 
distinguish fetal and maternal tissues. The classical and non-classical marmoset MHC was identified 
expressed on the trophoblasts from decidua and villi. The secretion type HLA-G ortholog was not detected 
in the pregnant marmoset peripheral blood-derived plasma.

研究分野： 免疫学
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１．研究開始当初の背景 
栄養膜を形成する栄養胚葉細胞

(trophoblast)は、母体への浸潤能獲得過程

で絨毛を形成するvillous trophoblast 

(VT)からextravillous trophoblast (EVT)

に分化する。これらは胚の着床・胎盤形成

およびそれに関連する妊娠免疫の成立に重

要な役割を果たす。EVT は免疫抑制分子で

あるHLA-G の発現に代表される免疫抑制分

子群や組織破壊を行うプロテアーゼを発現

し、脱落膜中に存在するNK 細胞やCD8+ T 

細胞、プロテアーゼインヒビターなどによ

る攻撃・防御等に対抗している。一方、免

疫担当細胞が産生するインターフェロンな

どのサイトカインは、EVT の浸潤に対抗 

する一方で、免疫抑制に有効な分子形態で

あるHLA-G dimer の形成を亢進するなどの

報告もあるため、リンパ球やそのエフェク

ター分子がVT, EVT の生長に正に働く可能

性もある。HLA-G および関連分子の発現は

胎盤形成に重要であるのみならず、多くの

癌でも報告されており、これらの分子機序

は、今後、腫瘍免疫でも重要な知見をもた

らすことが予想される。しかしながら、胎

盤の解剖学的所見は、マウスとヒトでは非

常に大きな差があり、遺伝子発現プロファ

イルも大きく異なることから、マウスVT, 

EVT はヒトのモデルとして用いることが出

来ない部分が非常に大きい。また、VT, EVT 

それぞれの分化段階を反映すると考えられ

る代表的細胞株のJAR, JEG-3 は、発現アレ

イ解析により新鮮組織と大きく異なる発現

プロファイルを持つことが明らかとなり、

培養細胞系を用いた研究も大きな問題を有

することが明らかとなっている。一方、 

免疫系関連遺伝子の発現プロファイルにつ

いても、ヒトとマウスでは、大きく異なる

事が知られている。これらの事実から、現

時点では、VT, EVT および脱落膜に存在す

る免疫系細胞の解析には、非ヒト霊長類を

用いることが必須であると考えられている。

旧世界ザル、新世界ザルの胎盤の組織化学

的、細胞生物学的研究より、旧世界ザル、

新世界ザル共にヒトと類似の高度に浸潤性

のある組織構造を持ち、EVT の浸潤能など

については特にマウスより大幅にヒトに近

いデータを得られる可能性が高い。しかし、

非ヒト霊長類は、一般に産仔数が少なく（数

年に1 回1 匹を出産など）、大型であり、

免疫系の解析も遅れている。その中で、非

ヒト霊長類であるコモンマーモセットは小

型で多産であり（一年に2 回、2-3 匹を出

産する）、実験動物コロニーが国内にある

上、トランスジェニック動物の作出に成功

するなど、非ヒト霊長類実験動物として優

れた点を多く持ち、近年、霊長類モデ 

ル動物として着目されている。申請者らは、

コモンマーモセットの免疫系解析ツールを

作製し、その免疫系を解析すると共に

(Kametani et al. 2009)、これらを用いて

造血幹細胞を同定し、マスト細胞を含む免

疫担当細胞の分化を解析してきた

(Nunomura et al. 2012)。また、連携研究

者らとT 細胞受容体の多様性解析を行って

きた(Kitaura et al. 2012)。また、申請者

らは既にマーモセットCD4, CD8 抗体など、

T 細胞マーカー特異的モノクローナル抗体

を作製しており、免疫関連遺伝子のcDNA も

同定した(Kohu et al. 2008)。申請者らは、

これらを駆使してコモンマーモセットの免

疫系解析を行うことを可能にしてきた。さ

らに、連携研究者である佐々木らにより_

既に作製されているトランスジェニック

GFP マーモセット由来の胎盤を用いれば、

脱落膜の細胞群と胎盤由来の細胞群を新鮮

組織からセルソーターにより分離可能であ

り、胎盤由来の遺伝子発現を正確に知るこ

とが出来ると考えられた。これらのツール

開発、免疫系のデータの集積により、この

サルをVT, EVT の分化及び妊娠免疫との関



連性について解析する為のモデル動物とし

て確立するには、他の非ヒト霊長類と比べ

ても突出して有利であると考えられた。 

 
２．研究の目的 
本研究では、まずヒトEVT で発現するHLA-G 

やその分泌型HLA-G、HLA-A,B,C に相当する

マーモセットMHC を、現在進行しているマ

ーモセットMHC 解析プロジェクトと密接に

連携しながら同定する。ヒトVT, EVT で発

現する新鮮胎盤組織は母体側、新生仔側の

組織の区別が困難であるが、 野生型の母体

に形成されたGFP 発現マーモセットの胎盤

を用いることにより両者の識別が可能とな 

る。この組織をそのまま、あるいは培養に

よりVT, EVT を分離し、mRNA よりEVT 特異

的に発現するMHC を同定する。 

妊娠中のマーモセットにおいて、ヒトで確

認されている分泌型分子が血漿中に分泌さ

れるか否か、また、存在するならば活性の

高いdimer の形態で存在するのかについて、

妊娠マーモセット血漿の2 次元電気泳動と

質量分析を組み合わせて明らかにする。 

また、同時に、以下のような、分子細胞学

的解析も試みる。マーモセットはまだ解析

ツールが充実していないため、mRNA の定量

を中心とした詳細な解析を行う。細胞分画

の採取には、現在ある抗体をフルに用いる

一方で、モノクローナル抗体の作製も試み

る。特に現在マーモセット抗体としては、

NK 細胞を検出する抗体が得られていない

ため、本研究ではCD56 抗体についても合わ

せて作製を試みる事とした。 

マーモセットに発現するHLA オーソログ

MHC のVT からEVT への分化過程における

発現調節とリンパ球との相互作用について

機能解析を行う。また、ヒト培養系との比

較を行うことによりヒトでの免疫系調節機

構にどの程度似ているのか明らかにする事

を試みた。これらのリンパ球の存在がMHC 

の発現を介して、VT, EVT を拒絶するとい

う方向だけでなく、浸潤能獲得を含むVT か

らEVT への分化に正に働くのか、負に働く

のか、分化に関しては全く中立であるのか

についても明らかにする。さらに、VT, EVT 

の存在が、脱落膜中のリンパ球の動態に与

える影響をあきらかにする。具体的に 

は、HLA オーソログの発現するVT, EVT が

存在する局所にリンパ球が集積してくるの

か、もし集積してくるなら、どのようなリ

ンパ球が集積してくるのか、VT, EVT との

HLA を介した相互作用の後、どのような転

写調節がリンパ球に生じるのかについても

in vitro, in vivo の系を用いて明らか 

にする。これらの結果をヒトVT, EVT の培

養による結果と比較し、どこまでこれらの

実験動物がヒトを代替できるのかについて

評価することとした。 
 
３．研究の方法 
(1)野生型マーモセット子宮にGFP 発現マ

ーモセットの受精卵を移植し、親が野生型、

新生仔がGFPマーモセットの新鮮胎盤を得

る。この胎盤採取については、連携研究者

である佐々木えりか氏が行う。胎盤をトリ

プシン処理した後、GFP 陽性細胞と陰性細

胞をセルソーターで分離する。陰性細胞よ

りリンパ球ゲート細胞画分をフローサイト

メトリーで解析したのちCD8+CD3+細胞およ

びCD4+CD3+細胞、CD4-CD8-CD3+細胞、

CD4-CD8-CD3-細胞を精製する。分離した細

胞は一部をそのままTrizol 処理し、mRNA 

抽出を行う。残りはMEM 培地で培養を行い、

villi が進展した後VT, EVTを顕微鏡下で

採取、分離する。これらについてもTrizol 

処理し、mRNA を抽出し、cDNA を得る。 

これらの細胞発現しているCaja 組織適合

性抗原(MHC)遺伝子について、今まで申請者

らが同定してきた配列に基づいてprimer 

を設計し、PCR およびDNA 配列解析により

同定する。 



(2)ヒト胎盤での発現プロファイル変異を

明らかにするために、ヒト胎盤より同様に

VT/EVT 及び各分画を得る。ヒトVT/EVT 及

びリンパ球は、培養及びフローサイトメト

リーを用いて精製する。また、リンパ球活

性化についてもフローサイトメトリーを用

いて解析する。これらの細胞群の共培養か

ら得た細胞のmRNA を用いて発現アレイを

解析し、マーモセットとの相同性を明らか

にする。 

(3)妊娠マーモセット化マウス・妊娠ヒト化

マウスを作製し、これらのMHCの発現動態を

確認する。 
 
４．研究成果 

本研究において、我々は以下の３つの結果

を得た。 

（１）マーモセット胎盤からのプロテアー

ゼ処理による絨毛膜・脱落膜・胎盤血など

各種細胞の分離法を確立し、また、GFP マ

ーモセット胚を野生型仮親子宮に移植して

作製したキメラ胎盤を用いて胎盤の上記各

組織中に存在する胎仔および母体細胞の識

別を可能とした。また、GFP および各種蛍

光標識抗体を用いて胎盤中のトロフォブラ

スト画分、ヘルパーT 細胞, 細胞障害性 T

細胞、B 細胞、NK 細胞画分の精製にも成

功した。これらの細胞を用いて低酸素下で

共培養を行う事も可能とした。これに引き

続き、GFP マーモセット胎盤組織における

MHC の発現解析を免疫組織化学染色及び

次世代シークエンサーを用いて行った。そ

の結果、胎盤組織に古典的 class-I MHC の

発現が確認され、母体組織と比較してその

発現が低い事が示唆された（Fig1）。また、

胎盤のみに発現が確認され、ほとんど他の

組織における mRNA 発現が確認されない

HLA オーソログであるCaja-B 遺伝子を同

定した。 HLA-G オーソログである Caja-G

は、むしろ胎盤以外の組織でも高発現して

おり、HLA-G と機能的に異なることが示

唆された。

 

（２）重度免疫不全マウス(NOG マウス)

へのヒト・マーモセット造血幹細胞移植お

よび末梢血単核球移植を行い、ヒト細胞と

の比較解析を行いながら、マーモセット造

血幹細胞マーカーの同定とリンパ球が分

化・生着する条件、および細胞動態を解析

する条件を決定した。また、ヒト及びマー

モセット末梢血単核球を移植した系も作製

し、これを妊娠させる事によって、ヒト妊

娠免疫系のマウス体内での再構築に成功し

た。このマウスにおいては、CD8T 細胞が

胎盤に集積する一方で、脾臓のヒトリンパ

球は CD4T 細胞優位になっていた(Fig 2)。

 

（３）Class-I MHC に対するモノクローナ

ル抗体作製法は、ブタ SLA-１を用いて

PBMC, トランスフェクタントによる免疫

と細胞融合・スクリーニング法について一

連の方法論を確立しており、特許申請も

2015 年 1 月に行った。 
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