
はじめに

胎児や胎盤は父方由来の遺伝子をもつため，本来なら
ば母体にとって異物として認識され，母体免疫系によっ
て排除される．そのため，胎盤形成やその後の妊娠維持
には，母体の胎児に対する免疫寛容システムが必要とな
る［1］．この半同種異である胎児や胎盤を保護する母
体免疫系の詳細を明らかにするため，多くの研究が行わ
れてきた．その結果，さまざまな免疫細胞の存在や遺伝
子発現が明らかにされてきたが，依然として不明な点が
多い［2―8］．また，免疫系には自然免疫と獲得免疫が存
在するが，これまでの母体免疫系に関連する研究は，抗
原が体内に侵入してから特異的な免疫細胞を産生する時
間，いわゆる学習時間を必要とする獲得免疫に注目した
ものが多い．一方，自然免疫は，獲得免疫の起動に必須
であるにもかかわらず，妊娠の免疫では，獲得免疫ほど
重要視されてこなかった．したがって，胎盤形成期にお
ける自然免疫の存在や機能を明らかにすることは，複雑
な母体免疫系の理解につながる．
補体系とは自然免疫を担う主要な免疫系であり，30種

類以上の主要なタンパク質分子から構成される．この補
体系を活性化するには，古典経路，副経路，レクチン経
路と呼ばれる3つの生化学的プロセスがある［9］．3
つの経路の活性方法はそれぞれ異なるが，すべての経路
は活性化されると補体第3成分（C3）の分解につなが
る［10］．C3とは補体系のなかで最も重要な因子として
知られており，補体経路が活性化されると，C3は補体
因子 B（CFB）と補体因子 D（CFD）と複合体を形成す
ることで新たに C3bの生成を促進する［11，12］．その
後，生成された C3bは再度 CFB，CFDと複合体を形成
し，さらに多くの C3bを生成する．これら C3bが細胞
表面上で蓄積されることで，白血球の貪食作用や細胞融
解が促進されることが知られている．一方，C3bは補体

因子 I（CFI）とその補酵素である補体受容体様タンパ
ク質（CRRY）の存在下で，iC3bに転換される［13］．
さらに，前眼房において生成・分泌された iC3bが細胞
表面上の補体受容体3（CR3）と結合することで，炎症
作用を抑制する抗炎症性サイトカインの産生につなが
り，免疫寛容を起こすことが報告されている［14］．こ
れらの知見は，補体系はさまざまな免疫機能を有してお
り，そのなかには異物排除だけではなく寛容機能もある
ことを示している．
補体成分は主に肝臓で産生されるが，肝臓以外にも胎

盤を含むさまざまな組織で産生されることが知られてい
る［15］．また，マウスの着床期において，C3が栄養膜
細胞の脱落膜への浸潤を促進しているとの報告がある
［16］．一方，C3や C1qのノックアウトマウスでは，胎
盤のラビリンス層が発達不全となる［17，18］．さらに，
正常な胎盤と比べ，子癇前症の患者では C1qと C9が発
現していないことが報告されている［19］．これらは，
補体系が生体防御だけでなく，胚着床や胎盤形成にも関
与していることを示唆している．これまでさまざまな補
体系に関する研究が行われてきた一方で，補体系の母体
―胎児間における役割，とりわけ胎盤形成期からその後
の分娩に至る時期までの役割は，依然として不明な点が
多い．
したがって本研究では，はじめに二次元電気泳動法お

よびMALDI―TOF/MS法を用いて，妊娠中期から後期
に発現が変化する獲得免疫以外の免疫関連因子とくに自
然免疫に関わる因子を探索し，さらにそれら因子の胎盤
形成期から分娩前における役割について検証した．

胎盤形成初期のマウス脱落膜における特異的タンパ
ク質の発現

マウスでは，交配後，腟栓が確認された日を妊娠1日
とすると，妊娠4日の着床を経て，その後，胚・栄養膜
細胞との相互作用で子宮内膜細胞は脱落膜化する．さら
に，妊娠9日から11日には栄養膜細胞と脱落膜細胞との
間で胎盤形成が始まる．本研究では，二次元電気泳動法
を用いて，胎盤形成初期である妊娠11日のマウス脱落膜
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組織のタンパク質を，精管結紮したオスと交配させた偽
妊娠11日のマウス子宮内膜組織のタンパク質と比較する
ことで，母体―胎児間での自然免疫に関わる因子を探索
した（図1）．偽妊娠に比べて妊娠マウスの脱落膜では，
特異的なスポット（タンパク質）が検出された．とくに
発現変化が大きくみられた赤丸で囲んだスポットを切り
取り，MALDI―TOF/MS解析に供した結果，スポット
から45個のペプチドが同定された．さらに，これらペプ
チドから自然免疫に関わる因子を探索した結果，C3，C

3b，iC3bタンパク質が同定された．

マウス妊娠中期から後期の脱落膜および胎盤組織に
おけるC3遺伝子発現とC3，C3b，iC3bタンパク質
発現

マウス胎盤形成期の脱落膜で，自然免疫に関わる因子
を探索した結果，妊娠11日の脱落膜から補体 C3，C3b，
iC3bのペプチドが検出された．この結果から，リアル
タイム PCRとウエスタンブロット法を用いて，妊娠中

期11，15日から妊娠後期19日までの脱落膜および胎盤に
おける C3遺伝子発現と C3，C3bおよび iC3bタンパク
質発現をそれぞれ検討した（図2）．脱落膜組織におい
て，妊娠11日と比べて，15，19日の C3 mRNA発現は
それぞれ約8倍と約9倍高かった．一方，胎盤組織にお
ける C3 mRNA発現は，各妊娠ステージで変化がみら
れなかった（図2A）．また，C3，C3b，iC3bタンパク
質は，妊娠11日と比べて，妊娠15，19日の脱落膜および
妊娠19日の胎盤でそれぞれ発現量が上昇した（図2B，
C）．このことから，補体タンパク質 C3，C3b，iC3bは，
胎盤形成から分娩に向かい，その発現が増加することが
判明した．

妊娠後期の脱落膜と胎盤における iC3b転換酵素
Cfi とその補酵素Crry の発現

C3bタンパク質は，iC3b転換酵素 CFIとその補酵素
である CRRYの存在下で，iC3bへと変換される［13］．
そこで，妊娠後期の母体―胎児境界面において iC3bが生

図1 胎盤形成初期のマウス脱落膜における特異的タンパク質の発現
偽妊娠11日の子宮内膜（左）と妊娠11日の脱落膜（右）からそれぞれ抽出したタンパク質を二次元電気泳動法により
分離し，Ruby 染色を行った．妊娠11日の脱落膜において，偽妊娠11日の子宮内膜に対して，とくに発現変化が大きく
みられた丸で囲ったスポットを取り出し，MALDI―TOF/MS解析に供した．
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図2 マウス妊娠中期から後期の脱落膜および胎盤組織におけるC3遺伝子発現とC3，C3b，iC3bタンパク質発現
（A）妊娠11，15，19日の脱落膜（黒グラフ）と妊娠11，15，19日の胎盤におけるC3の遺伝子発現（リアルタ

イムPCR）．小文字アルファベットの違いは，脱落膜における発現量の差を示す．p＜0．05
（B）妊娠11，15，19日の脱落膜（左）と妊娠11，15，19日の胎盤（右）におけるC3，C3b，iC3bタンパク質

発現（ウエスタンブロット）．
（C）C3，C3b，iC3bタンパク質発現のデンシトメトリー解析．小文字アルファベットの違いは，脱落膜にお

ける発現量の差を示す．大文字アルファベットの違いは，胎盤における発現量の差を示す．p＜0．05
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成されているのかを確認するために，リアルタイム PCR

法により，妊娠11，15，19日の脱落膜および胎盤におけ
る Cfi と Crry の遺伝子発現を調べた（図3）．Cfi は，
妊娠19日の脱落膜と胎盤で妊娠11，15日と比べて，それ
ぞれ約20倍と約40倍高く発現していた（図3）．一方で，
Crry の発現量は，妊娠19日の脱落膜組織および胎盤組
織で，上昇する傾向がみられた（図3）．これらの結果
と iC3bタンパク質発現（図2B，C）から，妊娠19日の
脱落膜と胎盤で，C3bから iC3bへの転換が促進される
ことが示された．

脱落膜および胎盤における iC3b受容体 CR3の発現
と局在

次に，母体―胎児の境界面における iC3bの作用部位を
明らかにするために，妊娠11，15，19日の脱落膜および
胎盤における iC3b受容体 CR3を構成する CD11bと CD

18のmRNA発現を検証した（図4A）．胎盤では，Cd11b

および Cd18の発現量は，妊娠11日では最小であったが，
妊娠19日には約10倍と約3倍の上昇がみられた（図4
A）．一方，脱落膜では，Cd11b と Cd18のmRNA発現
は，各妊娠ステージで一定の発現量を維持していた（図
4A）．
マウス胎盤は，母体側と胎児側の組織が混在するスポ

ンジオ層と，胎児組織から構成されるラビリンス層に分
けられる．そこで，免疫組織染色法により，妊娠19日の
胎盤組織における CD11bタンパク質の局在を検証した
（図4B）．胎盤組織における CD11bの染色箇所と，マ

ウス胎盤スポンジオ層の特異的マーカーである TPBPA

［20，21］の染色箇所が一致したことから，iC3b受容体
CR3は，妊娠19日の胎盤において，スポンジオ層に局在
していることが明らかとなった（図4B）．このことか
ら，妊娠後期の脱落膜および胎盤において生成された iC

3bは，母体―胎児の境界面に作用していることが示され
た．

妊娠中期から後期にかけての抗炎症性サイトカイン
の発現

ここまでの結果から，補体 C3から生成された iC3b発
現が，脱落膜および胎盤において，妊娠中期から後期に
向かい上昇していることが明らかとなった．さらに，こ
の iC3bの受容体 CR3が妊娠19日の脱落膜および胎盤の
スポンジオ層に局在していることが判明した．次に，iC

3bが免疫寛容に関与しているか検証するために，妊娠
11，15，19日の脱落膜および胎盤における炎症性サイト
カイン Il12と抗炎症性サイトカイン Il10と Tgfb1の遺伝
子発現を調べた（図5）．炎症性サイトカイン Il12を構
成するサブユニット Il12a と Il12b の発現は，妊娠11日
目に比べて，妊娠15，19日の脱落膜および胎盤で少なかっ
た（図5）．一方，抗炎症性サイトカイン Il10の発現は，
iC3bの発現と同様に妊娠19日の脱落膜および胎盤で上
昇し，Tgfb1の発現は，妊娠19日の胎盤で上昇が確認さ
れた（図5）．これらサイトカインの発現変化は，妊娠
後期において iC3bが脱落膜や胎盤に局在する CR3に作
用した結果，生じたものと考えられる．

図3 妊娠後期の脱落膜と胎盤における iC3b転換酵素Cfi とその補酵素Crry の発現
妊娠11，15，19日の脱落膜組織（黒グラフ）と妊娠11，15，19日の胎盤組織（白グラフ）におけるCfi と Crry
の遺伝子発現（リアルタイムPCR）．小文字アルファベットの違いは，脱落膜における発現量の差を示す．大
文字アルファベットの違いは，胎盤における発現量の差を示す．p＜0．05

中村 圭吾 他

42 日本生殖内分泌学会雑誌 Vol.22 2017



Cd11b Cd18

図4 脱落膜および胎盤における iC3b受容体CR3の発現と局在
（A）マウス妊娠11，15，19日の脱落膜（黒グラフ）および胎盤（白グラフ）における iC3b受容体CR3を構

成するCd11b と Cd18の遺伝子発現（リアルタイムPCR）．大文字アルファベットの違いは，胎盤にお
ける発現量の差を示す．p＜0．05

（B）マウス妊娠19日の胎盤組織におけるマウス胎盤のスポンジオ層を特異的に染色する TPBPA（a，c，e）
とCD11b（b，d，f）の免疫組織染色像．（a）および（c）の組織切片は，抗 TPBPA抗体，（b）および
（c）の組織切片は，抗CD11b抗体でそれぞれ染色された．（c）は（a）そして（d）は（b）の黒枠で囲
われた箇所をそれぞれ拡大した．また，ネガティブコントロールとして，（e）と（f）の組織切片は，そ
れぞれ抗 IgG抗体で染色された．スケールバー＝200µm（a，b，c，d），100µm（e，f）

妊娠における補体 iC3bの新たな胎仔免疫寛容への効果
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妊娠後期の子宮における抗炎症性サイトカイン発現
に対する iC3bの効果

次に，われわれは妊娠後期の子宮における抗炎症性サ
イトカインの発現に対する iC3bの効果を検証するため
に，妊娠マウスへの iC3b中和抗体の投与実験を行った．
妊娠15日に iC3b中和抗体を尾静脈より投与し，妊娠17
日に脱落膜/胎盤の形態変化と抗炎症性サイトカインの
遺伝子発現を調べた（図6）．脱落膜／胎盤の形態は，
PBS投与群に対して，iC3b中和抗体投与群で出血，炎
症反応がみられた（図6A）．また，PBS投与群と比べ
て，抗炎症性サイトカイン Il10と Tgfb1の遺伝子発現は，
iC3b中和抗体投与群で減少していた．これらの結果か
ら，iC3bが，脱落膜および胎盤で抗炎症性サイトカイ
ンの発現を制御していることが示唆された．

おわりに

本研究では，妊娠中期から後期に特徴的な自然免疫に
関わる因子を探索し，さらにそれら因子の胎盤形成から
分娩期における役割について検証し，補体因子 iC3bの
妊娠中期から後期における新たな胎児免疫寛容への役割
について明らかにした．iC3bは，自然免疫系のオプソ
ニン作用に関わり，マクロファージなどの白血球の細胞
表面に存在する CD11bと CD18から構成される補体受
容体 CR3に結合し，食作用を促進する因子として知ら
れている［22］．本研究で，脱落膜および胎盤において，
Cd11b と Cd18が高発現しており，CD11bが妊娠19日の
胎盤のスポンジオ層に局在していることを明らかにし
た．さらに，抗炎症性サイトカイン Il10と Tgfb1の発現
が，妊娠19日の脱落膜組織と胎盤組織で高い一方で，炎
症性サイトカイン Il12発現が，妊娠15，19日の脱落膜

図5 妊娠中期から後期にかけての抗炎症性サイトカインの発現
マウス妊娠11，15，19日の脱落膜（黒グラフ）および胎盤（白グラフ）における炎症性サ
イトカイン Il12を構成するサブユニット Il12a，Il12b と抗炎症性サイトカイン Il10と Tgfb
1の遺伝子発現（リアルタイムPCR）．小文字アルファベットの違いは，脱落膜における発
現量の差を示す．大文字アルファベットの違いは，胎盤における発現量の差を示す．p＜0．05
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および胎盤において減少していた．加えて，iC3b中和
抗体の投与は，抗炎症性サイトカインの遺伝子発現を減
少させた．これらの知見から，母体―胎児境界面である
脱落膜や胎盤のスポンジオ層に存在する iC3bが，白血
球表面に存在する CR3に結合することで，抗炎症性サ
イトカイン産生の促進につながり，その結果として免疫
寛容が起こることが示唆された．さらに，免疫寛容が起
こっていると考えられている前眼房においても，iC3b

と CR3が結合することで，抗炎症性サイトカイン IL10
と TGFBの発現が上昇し，一方で，炎症性サイトカイ

ン IL12の発現が減少することが報告されており［14］，
今回の報告とも一致している．
今回の実験で，妊娠11，15，19日の脱落膜および胎盤

で，iC3bの発現に加えて C3bから iC3bへの転換に必要
な Cfi と Crry の高発現が明らかになった． その一方で，
妊娠11，15，19日の脱落膜と胎盤で，C3bの発現を促進
する Cfb と Cfd の発現は，確認されなかった（結果は省
略）．Crry 欠損マウスでの胚の生存率は，補体系の破綻
や胎盤の炎症とともに，妊娠10．5日目以降に急激に減少
する［23］．CRRYは，CFIとともに C3bから iC3bへの

図6 妊娠後期の子宮における抗炎症性サイトカイン発現に対する iC3bの効果
妊娠15日のマウスに iC3b中和抗体と尾静脈より投与し，妊娠17日に胎盤の形態変化と脱落膜および
胎盤の抗炎症性サイトカイン Il10と Tgfb1の遺伝子発現を調べた．また，コントロールとしてPBS
投与群も設けた．
（A）妊娠17日のマウス胎盤の形態変化．（左）PBS投与群（右）iC3b中和抗体投与群
（B）妊娠17日マウスの脱落膜および胎盤におけるPBS投与群（白グラフ）と iC3b中和抗体投与群

（黒グラフ）の Il10と Tgfb1の遺伝子発現（リアルタイムPCR）．p＜0．05
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転換を制御しており［24］，さらに，今回の実験で，妊
娠中期から後期にかけて iC3bの発現が上昇したことか
ら，妊娠中期から分娩に至るには，C3bから iC3bへの
転換促進が必要であることが示唆された．
これまでの報告から，補体系の破綻が，胎盤形成不全

を原因とする妊娠合併症に関与していることが明らかと
なっている．実際，早期胎盤剥離の患者では，補体系 C

3を中心とした機能障害がみつかっている［25］．さらに
今回の実験で，iC3b中和抗体投与群マウスの胎盤形態
が，早期胎盤剥離を発症した患者の胎盤と類似していた
点から，iC3bが妊娠中期から後期における胎盤維持に
関与していることが考えられた．また，自己免疫疾患の
一種である抗リン脂質抗体症候群の患者では，胎盤損傷
とともに C3bの高発現が確認されている［26］．これら
の知見は，活性型の C3bから抑制型の iC3bへの転換制
御が，胎盤形成および機能不全に関わる疾患に対する新
たな治療法につながることを示唆している．
以上，本研究で得られた知見から，マウスは獲得免疫

だけではなく補体系などの自然免疫も駆使することで，
妊娠中期から分娩期までの免疫系を維持していることが
明らかとなった．さらに，これまでの臨床報告や今回の
結果から，補体 iC3bは胎盤機能不全を原因とする流産
や早産に対する新たな治療薬になることが示唆された．
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