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Abstract : Previous studies demonstrated that the presence and distribution of macrophages in the mouse

uterus is dependent on cyclical production of estrogen and progesterone and that, at the time of implantation,

macrophages are very clearly increased in number especially at subepithelial area. Accumulation of macro-

phages in pregnant uterus appears to be caused in part by ovarian hormone-stimulated CSF-1 production and

in part by others as yet unidentified uterine chemotactic factors. Recently, it was reported that macrophage in-

flammatory protein-1 α (MIP-1 α), one of β-chemokine subfamily whose target cells are T cells and macro-
phages, was expressed in mouse uterus throughout pregnancy. However, no morphological assessment has

been performed yet.

In this immunohistochemical study, we examined the spatio-temporal distribution of MIP-1 α positive cells in
the mouse endometrium and decidua between days 0 and 8 of pregnancy, and obtained the following results.

Firstly, the concentration of MIP-1 α positive cells in the periluminal area of endometrium (called�primary de-
cidua�after implantation period) was low on days 0 and 3, and high on days 4 and 5, but not thereafter. Sec-
ondly, the concentration of MIP-1 α positive cells in the perimyometrial area of endometrium (called "secon-
dary decidua" after implantation period) was high on days 3 to 8 thereafter. Lastly, most of MIP-1 α positive
cells in the mouse endometrium during early pregnancy were macrophages.

These changes of distribution of MIP-1 α positive macrophages may be involved in the successful conception
in mice.
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は じ め に

妊娠の成立に際し子宮内膜ではマクロファージや

白血球，Ｔ細胞などの特異的な浸潤が観察され，こ

れらの免疫担当細胞の誘導が哺乳類の妊孕現象に深

く関わっていることが推測されている３，４，９，１０，１８）．

多核白血球やマクロファージの遊走活性を調節する

炎症性サイトカインの一群には，よく似たアミノ酸

配列をもつためにケモカインと呼ばれるものがあ

る．ケモカインは，一番Ｎ末側の２つのシステイン

の連鎖配列の違いによって， α‐ケモカイン（別名

Ｃ‐Ｘ‐Ｃケモカイン：システインとシステインとの

間に１つの異なるアミノ酸が存在する）と β‐ケモ

カイン（別名Ｃ‐Ｃケモカイン）との２つのサブフ

ァミリーに大別される．一般に前者は好中球に対し

て，後者は単球，マクロファージに対して遊走活性

をもつことで知られる２０）．

近年， β‐ケモカインに属するmonocyte chemo-

tactic protein-1（MCP-1）や， α‐ケモカインに属

するinterleukin-8（IL-8）がヒト子宮内膜において

も合成され６），しかも他のいくつかのサイトカイン

と同様に，分泌期にこれらの合成が亢進しているこ

とが報告された６，１６）．

最近，秋山らは， β‐ケモカインの１つである

macrophage inflammatory protein-1 α（MIP-1α）

が，増殖期および分泌期のヒト子宮内膜上皮細胞に

発現していることを報告し１），ケモカインの子宮内

膜における役割が注目されるようになってきたが，

これらの役割をより深く解明するためには動物モデ

ルが必要である．また，妊娠マウス子宮においてMIP

-1α が発現していることが最近報告されたが１９），妊

娠初期におけるマウス子宮内膜でのMIP-1α の局

在，分布を調べた報告はこれまでにない．そこで今

回われわれは妊孕現象におけるMIP- 1α の役割をよ

りよく理解する第一歩として，着床前後におけるマ

ウス子宮内膜のMIP-1α の発現分布を免疫組織化学

的方法を用いて解析したのでここに報告する．

材料と方法

１．実験動物と組織調製

４週齢のICRマウス（日本Charles River Inc.）

を温度２３±２℃，湿度５０±１０％，明暗各１２時間で

水，食事制限なしの条件で飼育した．過排卵処理

は５～６週齢の雌マウスにPMSG（pregnant mare

serum gonadotropin；帝国臓器）５単位を腹腔内

投与し，４８時間後にhCG（human chorionic gona-

dotropin；帝国臓器）５単位を腹腔内投与し，雄

マウスと一晩同居させ，翌朝膣栓を確認した．そ

の日を妊娠第１日目とした．２１匹の雌マウスを３

匹ずつ７グループ，すなわち非妊娠群と妊娠

３，４，５，６，７，８日目のグループに分けた．麻

酔はペントバルビタール（５０�／�）の腹腔内投
与で行い，左心室から５ml／minの速度で４％

paraformaldehyde（PFA），０．５％ glutaraldehyde

（Glu），０．２％ picric acid（PA）in 0.1 M phosphate

-buffer（PB. pH７．４）を４℃で１０分間灌流した後

に子宮を摘出した．妊娠３～５日目の動物では

O'Neillらの洗浄法に準じて１７）子宮の中にblasto-

cystsの存在を確認し，妊娠６～８日目では肉眼

的に妊娠を確認した．取り出した子宮は４％

PFA，０．２％ PA in 0.1 M PB（pH７．４）溶液中で

４℃で２４時間後固定した後，１５％sucrose in 0.1

M phosphate buffer saline（PBS）溶液中で４℃

で４日間洗浄した．１０％ gelatin溶液に３７℃で６時

間包埋し，氷冷により固めた後，cryostatで１０µm

の厚さの切片を作製した．切片はPBST（０．１MPBS

containing ０．３％ Triton X-１００）溶液中に４日間

浸漬し，免疫組織化学染色を行なった．胚を含む

子宮の中央部の切片を染色に用いた．

２．免疫組織化学

上記作製の子宮切片を０．１％ trypsin（Sigma

Chemical Co.），0.068 mM calcium chloride in

0.05 M Tris-HCl buffer（pH７．６）溶液中で，２０℃

で１０分間前処理を行なった．PBSTで切片を１０分

間３回洗浄後，抗マウスmacrophage inflamma-

tory protein-1α 抗体（MIP-1α ウサギポリクロー

ナル抗体，HyCult biotechnology b.v）５，７，１３），

PBST１０００倍希釈溶液中で４℃で５日間反応させ
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た１２）．次に内因性のペルオキシダーゼを除去す

るために０．１％ H２O２in PBＳ及び０．１％ phenylhy-

drazine in PBSをそれぞれ室温で３０分間反応させ

た．さらにbiotinylated anti-rabbit IgG 2次抗体

（Vector Laboratories Inc.）PBST１０００倍希釈溶

液中で室温で２時間反応させ，さらにavidin-biotin

-peroxidase complex（ABC Kit, Vector Laborato-

ries Inc.）PBST１０００倍希釈溶液中で室温で１．５時間

反応させた．免疫反応は０．０１％３，３'-diaminobenzidine

（DAB）（日本同仁化学研究所），０．１％硫酸アン

モニウムニッケル，０．０００３％Ｈ２Ｏ２in 0.05 M Tris-

HCl buffer（pH７．６）溶液中で１０分間発色を行な

った．切片はスライドグラスに載せ，０．１％

Neutral-Redで対位染色後，アルコール脱水，エ

ンテランに封入し光学顕微鏡下で観察した．マウ

スの肺と脾臓を陽性コントロールとし，陰性コン

トロールは一次抗体を抜いて免疫染色を行った．

３．二重標識免疫組織化学

上記の免疫組織化学染色方法と同様に，最初に

抗マウスMacrophage抗体（Ｆ４／８０IgG２α ラッ

トモノクローナル抗体BMA Co.）２，１４），PBST１０００

倍希釈溶液中で４℃で５日間反応させ，２次抗

体，ABCを 経 て，免 疫 反 応 は０．０１％ ３，３'-

diaminobenzidine（DAB），０．０００３％Ｈ２Ｏ２in 0.05

M Tris-HCl buffer（pH７．６）溶液中で行い，陽性

構造を茶色で染色した．さらにMIP-1α 抗体PBST

１０００倍希釈溶液中で４℃で５日間反応させて，２

次抗体，ABC反応を経て，免疫反応は０．０１％３，３'

-diaminobenzidine（DAB），０．１％硫酸アンモニ

ウムニッケル，０．０００３％ Ｈ２Ｏ２ in 0.05 M Tris-

HCl buffer（pH７．６）溶液中で行い，陽性構造を

紫色で染色した．

４．MIP－1 α陽性細胞密度の画像解析

非妊娠と妊娠３～５日目：子宮中央部を含んで

縦の切片の子宮腔側内膜（periluminal area）と

子宮筋側内膜（perimyometrial area）各 ２々３７．６０

µ�（光顕対物×２０）の領域に含まれる全間質細
胞数に占めるMIP-1α 陽性細胞数の比率（陽性細

胞数／間質細胞数×１００％）をPA１６０D／EM／NR画

像解析装置とMacintoshのPhotoshop４．０を組み合

マウス子宮内膜MIP-1αの分布検討

Fig.１． 交配直後の非妊娠，妊娠３，４，５日目及び妊娠６，７，８日目におけるMIP-1α陽性細胞と子宮内膜
間質細胞の分布のモデル図．A-Fの四角の領域はFig. 2のA-Fに対応する．
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わせて測定した（Fig. 1）．妊娠６～８日目：同様

に胚の着床点の近傍（primary decidua）及び胚

の着床周辺部（secondary decidua）各 ２々３７．６０µ

�の領域に含まれる全間質細胞数に占めるMIP-1
α 陽性細胞数の比率を画像解析装置で測定した

（Fig. 1）１５）．

非妊娠及び妊娠３～５日目の子宮切片１枚当た

り にperiluminal area３個 所 とperimyometrial

area３個所もしくは，妊娠６～８日目の子宮切片

１枚当たりにprimary decidual area３個所とsec-

ondary decidual area３個所の平均値を求めた．

動物１匹につき子宮切片３枚の解析を行い，３匹

の動物の平均，標準誤差を求めた．

５．統計学処理

妊娠３～８日目マウスの子宮periluminal area

及びprimary deciduaにおける MIP-1α 陽性細胞

密度とperimyometrial area及びsecondary de-

ciduaにおけるMIP-1α 陽性細胞密度の妊娠経過に

おける変化をone way ANOVAを用いて非妊娠群

と比較した．

結 果

妊娠マウスにおける子宮内膜中のMIP-1α 陽性細

胞の分布は妊娠日数に応じて変化した．Fig. １で四

角で囲んだ領域の顕微鏡写真をFig. ２に示した．非

妊娠マウスではperiluminal area，perimyometrial

area ともMIP-1α 陽性細胞が疎にびまん性に分布

した（Fig. 2，AA'BB'）．妊娠４日目ではperiluminal

area, perimyometrial areaとも子宮内膜間質細胞の

増加が見られ，MIP-1α 陽性細胞も増加する傾向に

あった（Fig. 2 CC'，DD'）．妊娠４～５日目では内

膜上皮直下のperiluminal areaで陽性細胞が増加す

る傾向があった（Fig. 2 CC'）．妊娠６～８日目では

胚周辺のprimary decidua（着床前のperiluminal

areaに相当する部分で胚に比較的近い部分の脱落膜

領域）ではMIP-1α 陽性細胞は低密度となったが，

子宮筋層に近いsecondary decidua（着床前のpe-

rimyometrial areaに相当する部分で胚から比較的遠

い部分の脱落膜領域）では妊娠４日目より高密度に

観察され，少なくとも妊娠８日目まではMIP-1 α陽

性細胞は高密度に観察された（Fig. 2 EE'，FF'）．

すなわち着床後はprimary deciduaの着床点の近く

では陽性細胞の密度が少なく，周辺にむかうにつれ

て多くなる所見が得られた（Fig. 2 Day 7，E）．さ

らに栄養膜外胚葉（trophectoderm）においても一

部にMIP-1 α陽性細胞が見られた（Fig. 2 Day 7）．

次に抗MIP-1 α抗体とＦ４／８０ IgG２α ラットモノ

クローナル抗体（抗Ｍacrophage抗体）で二重染色

をおこなったところMIP-1α 陽性細胞のほとんどは

マクロファージであることがわかった（Fig. 2

E"）．すなわち脱落膜に存在するMIP-1α 陽性細胞

の大部分がマクロファージであることが示唆され

た．

交配直後から妊娠８日目までのマウス子宮内膜に

おけるMIP-1α 陽性細胞密度の推移を画像解析によ

って数値化して表した（Fig. 3,4）．交配直後におけ

るperiluminal areaにおける陽性細胞密度は５．８％で

あった（Fig. 3）．妊娠３日目のperiluminal areaに

おける陽性細胞密度は６．７％で非妊娠群と差がなか

ったが，妊娠４日目で１２．９％になり，５日目で

１３．２％と最大になり，着床期には有意に増加した．

しかし着床後の妊娠６日目以降になるとprimary

decidua（着床前のperiluminal areaに相当する部分

で胚に比較的近い部分の脱落膜領域）では妊娠３日

目のレベルに低下した（Fig. 3）．

また，交配直後におけるperimyometrial areaの

MIP-1α 陽性細胞密度は４．５％であり，妊娠３日目

では１１％，４日目で１２．１％，５日目で１１．６％，６日

目で１４．１％，７日目で１４．７％，８日目で１２．６％であ

った（Fig. 4）．着床前の妊娠３日目を過ぎるとpe-

rimyometrial areaでは，MIP-1α 陽性細胞は有意に

増加し，少なくとも妊娠８日目までsecondary decidua

ではMIP-1α陽性細胞密度は高値を持続した（Fig. 4）．

考 察

近年，ヒト子宮内膜の脱落膜細胞においても種々

のサイトカインによってin vitro下にMIP-1α の産生

が誘導されることが報告された１１）．さらに１９９９年，

われわれのグループによってMIP-1α が正常ヒト子

宮内膜腺上皮において発現していることが明らかと

なったが１），今回の研究によって，妊娠初期マウス
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マウス子宮内膜MIP-1αの分布検討

Fig.２． 非妊娠（ＡＡ’，ＢＢ’），妊娠４日目（ＣＣ’，ＤＤ’）及び妊娠７日目（Day ７，ＥＥ’，Ｅ’’ＦＦ’）におけ
る子宮内膜のMIP-1α陽性細胞の分布．
Ａ，Ｃはperiluminal area，Ｂ，Ｄはperimyometrial area，Ｅはprimary decidua，Ｆはsecondary decidua
を示し，Day ７は妊娠７日目の胚の着床の全貌を示す．×４５
Ａ’-Ｆ’はそれぞれＡ-Ｆの四角の領域の拡大写真である．
Ｅ’’はMIP-1αとmacrophage抗体の二重免疫染色所見を示す．
Ａ-Ｆ及びＥ’’×２２０
Ａ’-Ｆ’×４２０
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では子宮内膜上皮細胞にはその発現が認められず，

その産生細胞のほとんどが子宮内膜間質に存在する

マクロファージであったことは興味深い．すなわち

MIP-1α は，ヒト子宮内膜では月経周期全般を通じ

て間質でほとんど認められず，上皮細胞にのみ強く

その発現が認められたのに対し，マウスにおいて

は，少なくとも交配直後では子宮内膜間質に弱くび

まん性に認められたのみであり，上皮細胞には認め

られなかった．この相違の原因としては�ヒトとマ
ウスではそもそも着床機構にかなり異なる点がある

ため，あるいは�ヒトでの発現分布は非妊娠子宮に

ついて調べたものであるのに対し，マウスでは妊娠

子宮について調べたものであるためと考えられる

が， 詳細は不明である．さらにマウスでは管腔に

近い間質（periluminal area）において胚の着床直

前時期にのみ高密度にMIP-1α 産生細胞が観察さ

れ，妊娠６～８日目になると，子宮内膜間質細胞の

脱落膜化がみられ，着床点近傍のprimary decidua

にはMIP-1α 陽性細胞は疎らになり，MIP-1α 陽性

細胞は着床点から離れるにしたがってその数が増加

する傾向が認められた．これらの所見から，子宮内

膜への胚の着床という現象はマクロファージ数や
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MIP-1α 陽性細胞数の減少など局所免疫的に抑制さ

れた状態で開始されると推測される．これらの免疫

抑制因子として，リンパ球，とくにhelper T-1細胞，

CD 8-T細胞を介した抑制作用や抗体を介した抑制

作用があり，同時にMIP-1α をはじめとするケモカ

インの作用や分布を考慮する必要があると考えられ

る９）．子宮筋層に近い部分の間質（perimyometrial

area，着床後ではsecondary decidua）ではMIP-1α

陽性細胞が着床前から着床後も持続して集積してい

るという観察結果は，着床と妊娠の維持という２つ

の現象にMIP-1α がそれぞれ異なった役割を演じて

いる可能性が考えられよう．また，ヒトではプロゲ

ステロンが妊娠に必須であるのに対して，マウスに

おいては着床直前にエストロゲンサージがおこるこ

とが着床に必須であり，管腔に近い間質でのMIP-1

α 陽性細胞の集積が，ステロイドホルモン影響下に

誘導されている可能性が考えられるが８），ごく最近

の研究によれば，MIP-1α の発現誘導にはエストロ

ゲンおよびプロゲステロンは無関係らしい１９）．受

精卵が卵管から子宮腔内に移動する妊娠３日目より

MIP-1α の発現が高まることから，MIP-1α の発現

を促す因子として胚由来因子が可能性の一つにあげ

られる．すなわちこの微量な胚由来因子によって

MIP-1α がまず発現誘導され，次にマクロファージ

にautocrine, paracrine的な作用を及ぼし，そのシグ

ナルを増幅してマクロファージの集積を増強させて

いるのかもしれない．

妊娠初期のヒト脱落膜でのMIP-1α の発現分布の

報告は現在まだないが，着床現象には種間による相

違があり，ケモカインの産生様式という観点から，

ヒトとマウスの着床現象を比較解析してみるのも興

味深い．
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