
されることが多くの研究者により報告されてきた2〜5）．
その機序は，全身性のショックに付随するものと考えら
れてきたが，近年，Clarkらにより新たなメカニズムが
発表された．彼らによれば，CBA×DBA/2のマウスに
おける自然流産はTh1の炎症性サイトカインである
TNF-a とIFN-g によって引き起こされるが， 第3の刺
激として，TLR danger signalに依存する， すなわち
LPSがIFN-g とTNF-a 産生を増強することが流産に必
須の過程であるとするものである6）．ヒトの臨床例にお
いても， 自然流産や切迫流早産とLPSの関係を示唆す
る多くの研究がある7〜9）．また，LPSの初期胎盤や栄養
膜細胞に及ぼす影響についての研究は多いが，ヒトの脱
落膜免疫細胞に対する研究は少ない．本研究では，LPS
が脱落膜単核球（Decidual mononuclear cells, DMNC）
に対してどのように作用するのか，特に，LPSに誘導さ
れるIFN-g とTNF-a に及ぼすIL-2，IL-12の影響につ
いて検討した．

緒　　言

グラム陰性菌はヒトの消化管や女性生殖器の常在菌の
一部として生理的に共生している．しかし，その細胞壁
の構成成分であるリポポリサッカライド（lipopolysac-
charide, LPS）には強い生物活性がある．LPSは，マク
ロファージや樹状細胞のみならず，上皮や間質細胞に発
現するTLR4によって認識され，炎症性サイトカインの
誘導を介した自然免疫応答が生じる1）．LPSのレセプタ
ーとしてのTLR4の役割はTLRの中でも特に重点的に
研究され，宿主の防御反応のみならず様々な炎症性疾患
との関連が報告されている． 生殖医学領域では1960年
代から，齧歯類において，LPS投与によって流産が誘発
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Th1サイトカインとLPS刺激による 
脱落膜からのIFN-g の産生

─異常妊娠におけるグラム陰性菌への感受性亢進の機構解明に向けて─

獨協医科大学 産科婦人科学

根岸　正実

要　旨　妊娠の成立と維持にはTh2優位の免疫環境が重要であり，Th1型の応答は，母体の細胞傷害性T細
胞やNK細胞を活性化し，胎児胎盤を傷害する．さらに両者の関係に，第三の因子として細菌やウイルス感染が
影響する可能性がある．本研究ではグラム陰性菌の内毒素であるLPSがToll様受容体（TLR）4を介して脱落膜
リンパ球を活性化する過程に，Th1誘導サイトカインがどのように作用するのかを検討することを目的とした．
妊娠初期に，社会経済的理由にて人工妊娠中絶を受けた妊婦より，脱落膜単核球を採取してIL-2，IL-12，およ
びLPSを添加して培養し， 上清中のIFN-g およびTNF-a をELISAにて測定した． フローサイトメトリーで
CD3，CD56，TLR4発現を解析した．その結果，脱落膜単核球のほとんどはCD56陽性CD3陰性細胞であり，
TLR4はCD56陽性，CD56陰性細胞両者に発現していた．IL-2，IL-12はTLR4発現には影響はなかった．脱落
膜単核球は，LPS単独でIFN-g を産生するが，IL-2，IL-12存在下ではその産生が著しく増強する．脱落膜単核
球はLPS刺激によりTNF-a を産生するが，IL-2，IL-12は，その産生に影響しない．そのメカニズムとして
IL-2，IL-12とLPSは相互に感受性を高めてIFN-g 産生を増強するが，TNF-a の産生は異なった調節を受けて
いる可能性が示唆された．

Key Words：�脱落膜単核球，LPS，IFN-g，IL-2，IL-12
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Step RT-PCR Kit Ver.2.0 （Takara Bio）を用いて，sin-
gle tubeで行った． プライマーはLauzonらにより報告
さ れ た も の を 用 い た 10）．forward；5 ’-CTGGAC-
CTCTCTCAGTGTC-3 ’，reverse；5 ’-GGCAGAGCT-
GAAATGGAGG-3’．b アクチンをスタンダードとして
用 い た．forward；5 ’-TGGCACCCAGCACAAT-
GAA-3’，reverse；5’-CTAAGTCATAGTCCGCCTA-
GAAGCA-3’． 以下の条件で反応を行った． 変性94°C 
30秒，アニーリング 56°C 30秒，延長反応72°C 1分で，
この反応を30サイクル行った．増幅産物は2％アガロー
スゲル電気泳動で確認した．

方　　法

1. 脱落膜免疫細胞の採取
脱落膜組織は，社会経済的な理由で人工妊娠中絶を受

けた初期妊婦10名より採取した．事前に，本人・パー
トナーより文書による承諾を得た．また，以下のすべて
の実験は，獨協医科大学および日本大学医学部の倫理委
員会の承認を得て行われた．

静麻下に清潔操作にて子宮内容物を採取し，胎盤絨毛
より6時間以内に脱落膜を分離細切し，メッシュを通し，
リンホセパールⅠ（IBL，Gunma，Japan）を用い，比重
遠心法にてDMNCを分離した．

2. フローサイトメトリー
本研究では，以下のFITCおよびRPE標識モノクロー

ナル抗体を用いた．使用した抗体は，抗CD3抗体（clone 
HIT3a）（BDバイオサイエンス， San Jose， CA， USA），
抗CD56抗体（clone B159）（BDバイオサイエンス）， 抗
TLR4抗体（clone HTA125）（IMGENEX, San Diego, 
CA， USA），抗CD25抗体（clone B1.49.9）（Beckman 
Coulter， Fullerton， CA， USA）， 抗CD212抗体（clone 
114）（BDバイオサイエンス）．フローサイトメーターは
488 nmのアルゴンレーザー搭載のFACSCalibur（BDバ
イオサイエンス）を用いた． データの解析ソフトは，
CellQuest（BDバイオサイエンス）を使用した．

3. RT-PCR
Fast Pure RNA kit（Takara Bio, Shiga, Japan）を用

い，添付の実験プロトコールによりDMNCからRNAを
抽出した．DMNCにおけるTLR4の発現をRNAレベル
で確認するため，RT-PCRを行った． コンタミネーシ
ョンを避けるため逆転写とPCRはPrimeScript One 
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図 1　�CD3抗体，CD56抗体で染色したDMNC（妊娠7週）（a）とPBMC （b）のフロー
サイトメトリーの結果を示す．

M 1 2
図 2　�RT-PCRによるDMNCのTLR4のmRNAの発現を

示す．Lane 1にDMNCのTLR4が発現している．
Lane Mは分子量サイズマーカーであり，Lane 2は
b アクチンである．
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ありとした．

結　　果

DMNC中のCD56陽性細胞の存在
はじめに，DMNCのCD56陽性とCD3陽性の細胞数

を測定した． 図1にDMNCと末梢血単核球（Peripheral 
blood mononuclear cells, PBMC）の典型的な測定結果を
示す． 以前より報告されているように，DMNCの大部
分はCD56強陽性の細胞であった（80.16±7.59％）（図
1a）．一方，CD3陽性細胞の測定値は6.86±3.71％であ
った．これに対し，PBMCのCD56陽性細胞は4.43％で，
わずかに認めるのみであった（図1b）．

DMNCにおけるTLR4の発現
TLR4はグラム陰性菌の細胞壁の構成成分であるLPS

のレセプターである．RT-PCRによって，DMNCにお
けるTLR4 mRNAの発現を確認した（図2）． ついで，
フローサイトメトリーでTLR4の発現を確認した．
DMNCの採取直後のTLR4の発現率は，3.87±1.49％で
あった（図3a）．CD56陽性細胞も，CD56陰性細胞もど
ちらもTLR4を発現していた．TLR4の発現はIL-2，
IL-12の刺激および，IL-2，IL-12とLPSの刺激で若干
の減少傾向を認めた （図3c, d）．グラム陰性菌が母児間
の免疫寛容に影響を及ぼす可能性があるかどうかについ

4. DMNCのIL-12，IL-12，LPSによる刺激培養
DMNCは24-wellプレートで，1 wellあたり，1.0×

105個/mlの濃度，全量500  m lで培養した．そこにIL-2
（100 U/ml）（BDバイオサイエンス）とIL-12（10 U/ml）
（BDバイオサイエンス）を加えて，E.coli （K12株）由来
のLPS 1  mg/ml（Invivogen， San Diego， CA， USA）を
加えたものと， 加えないものを48時間培養した． 培養
液は，10％のFBS（JRH Biosciences， Lenexa， KS， 
USA）加RPMI1640（Invitrogen， Carlsbad， CA， USA）
で，防腐のためペニシリン（100 U/ml）とストレプトマ
イシン（100 mg/ml）を加えた．37℃，5％CO2の状態で
培養し， 一定時間後上清を回収して4℃，3000 gで5分
間遠心し−80℃で凍結保存した．

5. ELISA
培養上清中のIFN-g およびTNF-a をHuman IFN-g  

ELISA Kit （Thermo SCIENTIFIC, Rockford, IL, USA）
とHuman TNF-a  ELISA Kit （Thermo SCIENTIFIC）
にて測定した．方法は添付された実験プロトコールにし
たがい，各々 2回行った．

6. 検定
測定値は平均値±標準偏差で示した． 各データの解

析はMann Whitney検定にて行い，危険率5％で有意差
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図 3　DMNCにおけるTLR4の発現を検討したフローサイトメトリーの結果を示す．
a） 採取直後のDMNC．b） 無添加で48時間培養後のDMNC．c） IL-2, IL-12を加え48
時間培養したDMNC．d） IL-2，IL-12，LPSを加え48時間培養したDMNC．
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に必要なサイトカインである．IL-12は主に抗原提示細
胞より産生され，Th1免疫応答を亢進する重要なサイト
カインのひとつと考えられている．Hayakawaらを含め
多くの研究者が先に報告したように，IL-2とIL-12は相
乗的にLymphokine activated killer （LAK）活動性を増
強する11〜14）．その事実を踏まえて，本実験ではDMNC

て，以下の検討を行った．

IL-2，IL-12存在下でのDMNCのIFN-g産生はLPS
により増強される
IL-2は抗原やマイトジェンに活性化されたTリンパ

球により産生され，活性型Tリンパ球とNK細胞の増殖

T4 DJMS

IF
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l

IL-2:            - 100 U/ml     - 100 U/ml 1000 U/ml

IL-12:          - 10 U/ml       - 10 U/ml       100 U/ml

LPS:           - - 1mg/ml   1mg/ml             -

図 4　DMNCのLPS刺激によるIFN-g の産生
臨床検体（n＝8） から得られたDMNCをLPS添加・ 無添加，IL-2，
IL-12添加・無添加条件で48時間培養し，ELISAにてIFN-g を測定した．
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図 5　DMNCにおけるCD25の発現量を検討したフローサイトメトリーの結果を示す．
a） 採取直後のDMNC．b） 無添加で48時間培養後のDMNC．c） IL-2，IL-12，LPSを加
え48時間培養したDMNC．
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p38MAPKを介するとされている16,17）． 従って私は，
TNF-a もIFN-g 同様に，IL-2，IL-12刺激で産生増強
すると仮定した．しかしながら，実験結果は予想に反し，
DMNCによるTNF-a 産生は，LPS単独で誘導されるが，
IL-2, IL-12を添加してもその産生に影響はなかった．
また，LPSの添加濃度を0.5  mg/ml，0.1  mg/mlと変え
て実験したが，TNF-a の産生量に変化なかった（図7）．

考　　察

細菌は皮膚や粘膜表面に常在菌叢として共存している
が，外傷や変性による組織損傷あるいは加齢や妊娠によ
る宿主の免疫応答低下時には病原体となる18,19）．一般に
知られる多くの急性や慢性の感染症以外でも，自己免疫
疾患やメタボリックシンドローム，そして悪性腫瘍も多
かれ少なかれ細菌感染と関連がある．特にグラム陰性菌
が異常妊娠を引き起こす可能性は緒家により報告されて
いるが，その機序は不明な点が多い20〜22）．

本研究では，DMNCのIFN-g 産生に対するタイプ1
サイトカイン（IL-2，IL-12）とLPSの相乗効果を明ら
かにした．サイトカインは初期流産や，切迫早産，妊娠
高血圧症候群，子宮内胎児発育遅延といった妊娠後期の
合併症を含む， さまざまな生殖過程に影響する． 過去
10年間，Th1/Th2パラダイムが哺乳類の妊娠を説明す
るために多く引用されてきた．この理論の骨子はタイプ

をIL-2，IL-12存在下で，LPS添加，無添加でIFN-g の
産生を検討した． 高濃度のIL-2（1000 U/ml）とIL-12

（100 U/ml）の添加による48時間培養でDMNCはIFN-g
を産生した．しかし，それより低い濃度であるIL-2（100 
U/ml）とIL-12（10 U/ml）の添加では，IFN-g は産生し
ないか， しても少量であった． 加えて，LPS単独でも
IFN-g の産生はわずかであった． しかし，LPSおよび
IL-2，IL-12の刺激でIFN-g の産生は著しく増強した（図
4）．

LPSがIL-2，IL-12の反応性を高める機序として，
IL-2，IL-12の受容体の発現を高める可能性を検討する
ために，IL-2, IL-12の受容体発現を検討した．IL-2の
受容体としてCD25の発現量，IL-12の受容体として
CD212の発現量を検討した（図5， 6）． 無添加培養後に
くらべ刺激培養後の発現量は陽性細胞比率，MFIとも
に増加傾向が認められた．TLR4シグナルがCD25，
CD212の発現を亢進させTh1サイトカインの感受性を
亢進する可能性が示唆された．

IL-2，IL-12存在下ではDMNCのTNF-a産生はLPS
刺激による影響を受けない
TNF-a は炎症を引き起こす重要な物質であり，流産

に関連するとする報告が多い15）． 一般にLPSによる
TNF-a の 産 生 は IFN- g の 産 生 と 同 様 に JNK や
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図 6　�DMNCにおけるCD212の発現量を検討したフローサイトメトリーの結果を示す．
a） 採取直後のDMNC．b） 無添加で48時間培養後のDMNC．c） IL-2，IL-12，
LPSを加え48時間培養したDMNC．
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において，NK細胞がTNF-a を産生するとしても， そ
の産生がTh1サイトカインでは調節できない． という
のも，LPSによるTNF-a 誘導が免疫系の成立よりも古
くから存在するシステムであること，あるいはあるいは
TNF-a を産生しているのが，NK細胞やNKT細胞以外
の細胞である可能性がある27,28）．

本研究で， 私はDMNCのIFN-g 産生に対するタイプ
1サイトカイン（IL-2，IL-12）とLPSの相乗効果を明ら
かにした．この結果は，グラム陰性菌によって引き起こ
される尿路感染症や子宮内感染が，切迫早産や子宮内胎
児発育遅延や妊娠高血圧症候群などの頻度を増やすとい
う臨床データに一致する29）．尿路感染症が問題となるの
は主に途上国であるが，先進国でも早産になった妊婦の
少なくとも40％で子宮内感染を起こしているとの報告
がある30）．この意味で，本研究は妊娠合併症の予防およ
び治療のために適切な抗菌薬使用の根拠となるであろ
う．

IFN-g は自然免疫も獲得免疫も活性化するため31），妊
娠の維持には有害に働く．臨床的にそれを裏付ける所見
として，初期に流産を繰り返す女性から得られた血漿中
に高濃度のIFN-g を認めたという報告や， これらの患
者末梢血で正常妊娠に比べIFN-g の産生が増強してい
るという報告がある32,33）．一方，多くのTNF-a はLPS
や他の細菌成分，IL-1に誘導される．LPSはTNF-a を
強く誘導することで，妊娠維持に有害であると考えられ
る．実験的に，抗TNF-a モノクローナル抗体がマウス
のLPSによって引き起こされる流産を抑制したという
報告34）や，臨床的にも抗TNF-a 抗体が習慣流産の治療
に有用であるとする報告があるからである35,36）．しかし，
TNF-a はヒトの生体防御に重要な機能を有しており，

2のサイトカイン（IL-4，IL-10，IL-13など）は妊娠維
持に働き， 反対にタイプ1のサイトカイン（IFN-g，
TNF-a など）は妊娠に不利に働き，妊娠合併症にかか
わるというものである23〜26）．しかしながら，最近では，
この理論は事実を簡略化しすぎており，説明できない現
象も多いと考えられている．実際，母体にとって胎児は
遺伝的に半分は非自己であり， 各々の“利己的遺伝子”
にしたがって最適の行動をとり，さらにここに病原微生
物の遺伝子が干渉する余地がある．Clarkらは胎児の生
存における環境因子の重要性を指摘し，最も重要な第三

（母体，胎児の次）の因子はTh1/Th2の支配ではなく病
原微生物， 特にグラム陰性菌に由来するLPSの存在で
あるとしている6）．

本研究における，臨床検体での結果は彼らの仮説を支
持するものである．なぜならば，IL-2，IL-12のみでは
ほとんど誘導されないIFN-g の産生がLPSの存在下で
著しく増強されたからである．言いかえると，Th1に偏
った免疫状態では，LPSに対する感受性が高まるとなる．
臨床的にE.coliをはじめとするグラム陰性菌はDMNC
に上行感染したり，血液を介したり，消化管からの血中
移行で胎盤や脱落膜に達する可能性がある．

一方，TNF-a の産生はIL-2，IL-12の存在で変化が
見られなかった．現時点で，この相違を完全に説明する
ことは難しいが，考えられる理由のひとつはTNF-a が
進化の上でより起源が古いという事である．すなわち，
遺伝子のレベルではIFN-g は脊椎動物においてはじめ
て出現するが，TNF-a およびそのホモログは無脊椎動
物にも存在する． また，IFN-g はNK細胞，NKT細胞，
T細胞から産生されるが，TNF-a はマクロファージや
間質細胞を含むさまざまな細胞から産生される．DMNC
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図 7　DMNCのLPS刺激によるTNF-a の産生
臨床検体（n＝2）から得たDMNCをLPS添加・無添加，IL-2，IL-12添加・
無添加条件で48時間培養し，ELISAにてTNF-a を測定した．
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結　　論

私はLPSがDMNCのIFN-g とTNF-a の産生を誘導
することを明らかにした． しかし，IFN-g の産生は
IL-2，IL-12に依存しているが，TNF-a の産生はIL-2，
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ことが示唆された．
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