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論文要旨 

老化細胞は不可逆的に細胞周期を停止した細胞と定義され、活発にサイトカインやプロテア

ーゼを分泌することで周囲組織の炎症や腫瘍化を促進する。老化細胞は生理的に妊娠子宮に出

現することが知られており、分娩後も子宮に存在することが考えられる。老化細胞の独特の性

質を考えると、老化細胞の除去は産褥子宮の機能回復に重要であることが推測される。しか

し、産褥子宮における老化細胞の動態や、それが過剰に蓄積した際の子宮機能障害の詳細、ま

た過剰な蓄積をもたらす子宮内微小環境については明らかになっていない。 

本研究では、産褥子宮における老化細胞の挙動とその除去機構を検討した。老化細胞は産褥

子宮間質に存在し、徐々に減少して分娩後約 1か月で消失した。また、Cd11b陽性細胞、NK細

胞、T細胞、及び好中球は産褥子宮に認められなかった一方で、F4/80陽性マクロファージが老

化細胞周囲に集積し、老化細胞のクリアランスを促進していることが示された。さらに、産褥

子宮に老化細胞が過剰に蓄積するマウスモデルを用いて、老化細胞の過剰な蓄積を引き起こす

子宮内微小環境の詳細を解析した。LPS誘導性早産 Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+（p53d/d）マウスでは老化

細胞のクリアランスの遅延と F4/80陽性マクロファージの減少、分娩直後の妊娠率の顕著な低

下が認められた。また、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮においては向炎症因子の発現

が増加していること、またプロゲステロンシグナリングの亢進とエストロゲンシグナリングの

減弱が認められた。 

以上をまとめると、本研究では産褥子宮には老化細胞が存在し、F4/80陽性マクロファージに

よって除去されること、加えて子宮内に老化細胞が過剰に蓄積することにより妊娠障害が誘起

されるほか、子宮内の炎症やエストロゲンシグナリングの増強によって老化細胞除去機構の障

害が引き起こされることが示唆された。  
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背景・導入 

子宮は妊娠過程が進行する場として雌性生殖における重要な器官である。しかし近年、医学

領域・畜産領域の双方における問題として妊娠障害が台頭してきた。これらは出産を望む家族

や畜産動物の経済性の低下による農家の負担を増大させ、我が国の少子高齢化や畜産界の縮小

に繋がる問題であり、医学的・獣医学的に早期の解明と治療法の確立が期待される。例えば医

学においては不妊が大きな問題となっている。産婦人科領域の急速な学術的・技術的な進歩に

も関わらず、原因不明不妊は 20%近く存在するとされ、その原因の解明と治療法の確立が期待

される。また畜産領域においては、ウシにおける人工授精受胎率の低下、ウマにおける早期胚

死滅などが大きな問題となっており、そのメカニズムや原因は未解明の部分が大きい。子宮疾

患は卵巣疾患と異なり診断が難しいものが多く、原因不明として扱われている症例が数多く存

在することが考えられる。また妊娠過程においてはブラックボックスとなっているプロセスが

多く残されていることから、子宮において妊娠障害を引き起こす未知の要因が存在することが

考えられる。 

老化細胞とは「不可逆的に細胞周期を停止した細胞」と定義される（Campisi J, Nat Rev Mol 

Cell Biol 2007）。古典的には培養細胞の増殖限界である「ヘイフリック限界」として発見され

（Hayflick L, Exp Cell Res 1961）、細胞分裂により生じるテロメアの短縮によって細胞増殖が停

止することで引き起こされる（d’Adda F, Nature 2003; Herbig U, Mol Cell 2004）。この一連の細胞

現象を細胞老化（replicative senescence）と呼び、狭義の細胞老化として定義されている

（Kuilman T, Genes Dev 2010）。一方近年では、DNA損傷や酸化ストレス、癌遺伝子の発現など、

様々な細胞ストレスによって不可逆的な細胞周期の停止が誘導されることがわかってきた（Di 

Leonardo A, Genes Dev 1994; Parrinello S, Nat Cell Biol 2003; Serrano M, Cell 1997; Lin AW, Genes Dev 

1998）。このようなストレス誘導性の細胞老化を premature senescenceと呼び、広義の細胞老化と

して認められるようになっている（Kuilman T, Genes Dev 2010）。 
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細胞老化を誘導する主な経路として、p16 を介する経路と、p21 を介する経路が知られている

（Fig.1; Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007）。p16INK4aは Cdkn2a 遺伝子にコードされた CDKi

（cyclin dependent kinase inhibitor）の１つであり、CDK4及び CDK6を阻害することにより Rbの

リン酸化を抑制し、細胞周期の停止（G1 arrest）を誘導する（Shapiro G, Mol Cell Biol 1998）。Rb

は S期進入において重要な転写因子 E2Fに結合する抑制因子であり 、E2F結合領域のヘテロク

ロマチン化に関与することで細胞老化状態の安定化に寄与している（Narita M, Cell 2003）。一方、

癌抑制因子として知られる p53 は様々な細胞ストレスで活性化される転写因子であり（Jin S, J 

Cell Sci 2001）、Cip/Kip ファミリーに属する CDKi である p21Cip1/Waf1を転写促進によって誘導す

る。p21 は Cdkn1a 遺伝子にコードされた CDKi の一つであり、CDK2 複合体に作用することで

G1 arrestを誘導し、細胞老化を促進する（Harper JW, Cell 1993; el-Deiry WS, Cell 1993; Brown JP, 

Science 1997）。p53の調節因子であるMdm-2はユビキチンリガーゼの一種であり、p53をユビキ

チン化することによってその分解を促進するが、p19ARF（Human; p14ARF） は Mdm-2に結合する

ことによりその活性を抑制し、p53の分解を阻害する（Honda R, EMBO J. 1999）。これらの 2つ

の経路の関与の程度は、細胞・組織ごとに様々であり（Serrano M,Cell 1997）、例えば子宮にお

いては p21依存的に細胞老化が促進されることが示されている（Hirota Y, PNAS 2011）。 

細胞老化関連ガラクトシダーゼ染色（senescence-associated -galactosidase; SA--gal染色）は

最もよく用いられる老化細胞の検出方法であり、これは老化細胞におけるライソゾームの増大

とガラクトシダーゼ活性の増加を反映している（Dimri GP, PNAS 1995; Lee BY, Aging Cell 2006）。 

細胞老化については古くから腫瘍領域で研究されており、一般的には腫瘍の増殖と悪性化を

抑制している一方で（Sharpless NE, Nature 2001; Braig M, Nature 2005; Chen Z, Nature 2005; Xue W, 

Nature 2007; Lin HK, Nature 2010; Kang TW, Nature 2011）、近年では逆に様々な疾患を増悪させる

要因としての報告が多い。例えば肝線維症においては、細胞老化が誘導されることにより過剰

な線維化を抑制している一方で、老化細胞の除去の遅延は肝線維症の回復の遅れと慢性肝障害
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を続発する（Krizhanovsky V, Cell 2008）。また、細胞老化自体が病態の形成に関与している例も

存在し、例えば脂肪組織における老化細胞は炎症性アディポカインを分泌し糖尿病の原因にな

るほか、動脈硬化病変においては細胞老化を生じた血管内皮細胞が存在する（Minamino T, 

Nature Med. 2009; Minamino T, Circulation. 2002）。さらに、人為的に老化細胞を除去したマウス

では白内障をはじめとする老化関連疾患が防止できることが示されている（Baker DJ, Nature 

2011）。老化細胞は様々な正常組織にも存在し、個体の加齢に従って多くの組織で増加すること

が知られている（Dimri GP, PNAS 1995; Paradis V, Hum. Pathol 2001; Erusalimsky JD, Exp Gerontol 

2005; Jeyapalan JC, Mech Ageing Dev 2007）。細胞老化が細胞に備わった生理的なストレス応答反

応であることを考えると、生理的に出現した老化細胞を組織中から除去することは、組織の恒

常性維持において重要な機構であると考えられる。 

老化細胞はサイトカインやプロテアーゼを含む老化関連の液性因子の分泌が亢進しており、

周囲微小環境に様々な影響を与える（Fig.2; Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007; Coppe JP, PLoS 

Biol 2008）。この特性を SASP（Senescence-Associated Secretary Phenotype）と呼び、その分泌物

の中には周囲の細胞に対して腫瘍化促進作用を持つものも存在するほか（Krtolica A, PNAS 

2001）、IL-6、IL-8、PAI-1、CXCL1 など、周囲の細胞の細胞老化を促進するものも存在する

（Tsai HH, Cell 2002; Acosta JC, Cell 2008; Elzi DJ, PNAS 2012; Lesina M, J Clin Invest 2016）。この

ように、組織中での老化細胞の蓄積は周囲の組織障害をもたらし、老化細胞の除去は加齢に伴

う組織傷害を防止する上で重要であると考えられている（Baker DJ, Nature 2011）。そのため、組

織の機能維持には適切な老化細胞の除去機構の存在が必須であると考えられるが、そのような

機構の詳細は未だよく分かっていない。例えば、Bakerらは老化細胞をマウス体内から除去する

手法を用いて老化細胞の蓄積と老化関連疾患の関連を示しているが（Baker DJ, Nature 2011）、そ

の除去手法は細胞老化誘導因子p16INK4a発現に伴いミリストイル化されたFkbp-Casp8が発現し、

AP20187 の投与によって Casp8 が重合、細胞にアポトーシスを誘導するという人為的な遺伝子



- 7 - 
 

操作によるものである。肝線維症モデルにおいては NK 細胞による老化細胞除去機構が示唆さ

れているが（Krizhanovsky V, Cell 2008; Kang TW, Nature 2011）、抗 NK細胞中和抗体を投与した

際の老化細胞の残存や線維症エリアの拡大はわずかであり、NK細胞以外の免疫細胞の関与が推

測される。マウス肝癌のモデルにおいては、p53 依存的に人工的に癌細胞が細胞老化を生じた

際に急速に除去される機構が存在することがわかっているが（Xue W, Nature 2007）、この機構

には自然免疫系が関わると結論付けている。自然免疫系の関与に関しては、細胞老化を誘導し

た肝星細胞は NF-B 依存的に SASP を呈し、培養系においてマクロファージによって除去され

る可能性を示している（Lujambio A, Cell 2013）。また、発生段階において中腎小管や内リンパ

嚢において生理的に細胞老化が生じ、老化細胞はやがて除去されることが示されているが、そ

の老化細胞の周囲には F4/80 陽性マクロファージが存在することがわかっている（Muñoz-Espín 

D, Cell 2013）。しかし、マクロファージを介した老化細胞除去機構の詳細は未だ明らかになって

いない。 

妊娠子宮には老化細胞が存在することがわかっている。マウスは妊娠日齢 4 日目（Day4、腟

栓を認めた日を Day1 とカウントする）の夜に着床反応を開始し、Day5 の朝には着床部位の血

管透過性の亢進による Blue Dye Reactionが確認できる。Day5の夜には Entosisによる子宮内膜上

皮の消失、Day6 から子宮内膜間質細胞の脱落膜化が進行する（Li Y, Cell Rep. 2015）。SA--gal

陽性反応は Day8の脱落膜から認められる（Hirota Y, J Clin Invest 2010）。胎盤の完成後は子宮間

膜三角（mesometrial triangle）付近に間質細胞の細胞老化が認められ、分娩が近づくにしたがっ

て SA--gal 活性の増強が観察される（Hirota Y, PNAS 2011）。自然発症早産マウスモデル

（Trp53loxp/loxpPgrcre/+；p53d/d）においては、着床部位の子宮間膜三角付近の間質細胞に異常な細

胞老化の亢進が生じ、COX2 増加、プロスタグランジン増加、mTOR1 シグナリングを介して血

中プロゲステロン濃度の低下を認めることなく早産をきたす（Hirota Y, J Clin Invest 2010; Hirota 

Y, PNAS 2011; Deng W, J Clin Invest 2016）。p53・p21ダブルノックアウトマウスである Cdkn1a-/-
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Trp53loxp/loxpPgrcre/+マウスでは p53d/dマウスで認められた異常が救済される（Hirota Y, PNAS 2011）。

このことから、妊娠子宮には p21 依存的に細胞老化を起こした老化細胞が生理的に出現するこ

とが考えられる（Hirota Y, PNAS 2011）。また、妊娠子宮における過剰な細胞老化は早産を誘導

し、ヒト早産子宮においても老化細胞が過剰に蓄積することが示されていることから（Cha J, J 

Clin Invest 2013）、子宮においても老化細胞の過剰な蓄積は何らかの子宮機能異常を引き起こす

ことが示唆される。妊娠子宮の老化細胞の一部は、脱落膜として分娩時に子宮から脱落し除去

されることがわかっているが（Cha J, J Clin Invest 2013）、mesometrial triangleの間質細胞すべて

が胎盤と共に脱落するわけではないため、一部は分娩後の子宮に残存することが推測される。

一方でマウスは分娩直後に排卵し、交配を行った際は妊娠・出産に至ることが知られている

（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）。妊娠の成立においては胚と子宮のサイトカイン相互作用やホ

ルモンによる子宮の胚受容能獲得など、様々なプロセスが同時並行で行われる必要があり

（Egashira M, Reprod Med Biol 2013; Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）、老化細胞による活発なサ

イトカイン分泌がこれらの着床現象の一連の過程を障害する可能性が考えられる。しかし、産

褥子宮においてこれらの老化細胞が子宮の着床痕にとどまり続けるのか、あるいは消失するの

か、という分娩後の動態については明らかでない。 

ヒト子宮内膜は分泌期において子宮内膜の肥厚と間質細胞の脱落膜化が生じるが、マウス妊

娠子宮間質では脱落膜化に際して老化細胞が出現することがわかっている（Hirota Y, PNAS 

2011）。このことから、ヒト子宮内膜には性周期毎に老化細胞が出現し、月経に伴い子宮から排

出・除去されることが考えられる。老化細胞の過剰な蓄積が組織機能障害を引き起こす可能性

を考えると、子宮内膜における老化細胞の異常な残存は妊娠障害を引き起こすことが推測され

る。しかし、老化細胞の蓄積が妊娠過程に及ぼす影響は明らかでない。子宮とは常に増殖・脱

落を繰り返す組織であることを考えると、老化細胞による妊娠障害を調べるための臨床検体の

収集には、性周期を揃えた特定の背景を持つ不妊患者の子宮内膜が必要であり、臨床サンプル
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の収集は非常に難しい。このことから、特定の背景を持つ不妊患者の臨床サンプルの収集のた

めには、子宮に老化細胞が蓄積する子宮内環境を誘発する病態を推定することが必要である。

しかし、老化細胞の異常な蓄積を引き起こす子宮内微小環境は未だ明らかでない。 

そこで本研究では、妊娠障害を引き起こす新規の子宮因子として老化細胞の可能性を検討す

るため、マウス産褥子宮における老化細胞の除去機構を明らかにすること、また老化細胞の異

常な残存を引き起こす子宮内微小環境を明らかにすること、の 2 点を目的として研究を行った。

まず、マウス産褥子宮をサンプルとして、SA--gal 染色によって老化細胞の検出と産褥子宮内

における動態の観察を試みた。さらに、細胞老化関連因子の発現を免疫染色法で調べた。また、

細胞老化関連因子（p16、p21）ノックアウトマウスを用いて産褥子宮の細胞老化の調節因子の

同定を試みた。次に、産褥子宮における老化細胞除去に関与する白血球分画を調べ、特定の白

血球分画を分娩後マウスにおいて人為的に除去した際の老化細胞のクリアランス変化と分娩直

後の妊娠への影響を観察した。さらに、老化細胞が過剰に子宮に蓄積する早産マウスモデルを

用い、このマウスの産褥子宮における老化細胞蓄積と分娩後の次回妊娠の転帰を観察した。最

後に、老化細胞蓄積の背景となる微小環境の詳細を明らかにし、この変化を改善する方法を検

討した。 
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方法・材料 

実験動物 

マウスは温度・湿度・照明が管理された動物施設で、自由給餌、自由給水の環境で飼育した。

6 週齢以上の野生型（ICR, 日本 SLC）の未経産雌マウスを実験に使用した。雌マウスの交配に

は生殖能を確認した野生型の雄マウス（ICR, 日本 SLC）を用い、交配は 17:00-19:00の間に開始

した。腟栓は交配を開始した翌日の 9:00-11:00 にチェックした。腟栓を認めた日を妊娠 1 日目 

（day1）とすると、通常 ICR 野生型雌マウスは day19 の深夜から day20 早朝に出産が認められ

る。全ての妊娠雌は単頭飼育とし、day17の朝から毎日出産をチェックした（9:00-11:00）。出産

を認めた日を分娩後 1 日目（Postpartum day 1; PPD1）と定義した。全ての動物実験は、東京大

学動物実験委員会の承認のもと、そのガイドラインに基づいて行った。 

Cdkn1a ノックアウトマウス、Cdkn2a ノックアウトマウスは次のように作成した。National 

Cancer Institute（NCI）Mouse Repository より FVB.129-Cdkn2atm2.1Rdp/Nci マウス（Sharpless NE, 

Nature 2001）を入手した。また、The Jackson Laboratory より 129S/Sv-Cdkn1atm1Tyj/J マウス

（Brugarolas J, Nature 1995）を入手した。この両系統のマウスを掛け合わせ、Cdkn1a+/+Cdkn2a+/+

（WT）、Cdka1a-/-Cdkn2a+/+（Cdkn1aKO）、Cdkn1a+/+Cdkn2a-/-（Cdkn2aKO）、Cdkn1a-/-Cdkn2a-/-

（dKO）の 4 系統を確立した。ジェノタイピングプロトコルは全て元の論文に準拠した

（Brugarolas J, Nature 1995; Sharpless NE, Nature 2001）。交配等は上述の野生型雄マウスを導入し、

同様にして行った。 

Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+マウスは次のように作成した。Mouse Models of Human Cancers Consortiumよ

り Trp53loxp/loxp マウス（Jonkers J, Nat Genet. 2001）を入手、これと J.B. Lydon and F.J. DeMayo

（Baylor College of Medicine, Houston, Texas）より供与された Pgrcre/+マウス（Soyal, Genesis 2005）

を交配させ、Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+（p53d/d）マウス及び Trp53loxp/loxp-Pgr+/+（p53f/f）マウスを作出し
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た。ジェノタイピングプロトコルは全て元の論文に準拠した（Jonkers, Nat Genet. 2001; Soyal SM, 

Genesis 2005）。交配等は上述の野生型雄マウスを導入し、同様にして行った。 

 

野生型マウスへの抗 F4/80中和抗体投与によるマクロファージ除去 

ATCC（American Type Culture Collection）より入手した抗 F4/80抗体産生ハイブリドーマを 5%

ウシ胎子血清入り RPMI 1640培地で培養し、得られた培養液から MabTrap Kit（GE Healthcare）

を用いて抗 F4/80 中和抗体を精製した。分娩後の野生型マウス（ICR）に対して、PPD1 より

PPD7まで 24時間おきに 1日 1回 250 µg/マウスの抗 F4/80 中和抗体を腹腔内投与した。マウス

は PPD8 に安楽死させ、子宮を回収した。抗体の濃度は Bio-RAD Quick Start Bradford 1xDye 

reagent（Bio-RAD）を用いて測定した。 

 

LPS誘導性早産モデルの確立 

野生型マウス及び Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+マウスと Trp53loxp/loxp-Pgr+/+マウスを用いた。交配には野

生型雄マウスを使用し、同様に行った。 

野生型マウス（ICR）における LPS誘導性早産モデルは Huang H, Placenta 2011の手法に準じ

た。Day16の 9:00-11:00に LPSを 100µg/マウス腹腔内投与した。Day17の 9:00-11:00にマウスを

観察し、早産を起こしていることを確認した。 

p53f/fマウスと p53d/dマウスを用いた LPS誘導性早産モデルは Cha J, J Clin Invest. 2013に準じ

た。Day16の 9:00-11:00にLPSを 10µg/マウス腹腔内投与した。妊娠雌はDay17-22まで毎日 9:00-

11:00 に観察し、分娩の有無を確認した。Day17 に分娩を認めたものを早産と取扱い、Day19-20

に分娩を認めたものを正期産と取り扱って以後の実験に用いた。 

 

LPS誘導性早産モデルに対するプロゲステロン投与 
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Day16の 9:00-11:00に LPSを 10µg/マウス腹腔内投与し Day17に早産を生じた p53d/dマウスに

対して、PPD1、PPD2の 9:00-11:00においてプロゲステロン（2mg/マウス in 0.1ml sesami oil）皮

下投与した。マウスは PPD3に安楽殺し、子宮を採取した。 

 

マクロファージ除去と分娩直後の妊娠転帰の観察 

 6週齢以上の p53f/fマウス、p53d/dマウスを用いた。交配には生殖能を確認した野生型の雄マウ

ス（ICR, 日本 SLC）を用いた。交配は 17:00-19:00の間に開始し、腟栓は交配を開始した翌日の

9:00-1100に確認した。腟栓を認めた日を妊娠 1日目 （day1）と定義し、妊娠雌は単頭飼育とし

た。Day16の 9:00-11:00にLPSを 10µg/マウス腹腔内投与した。その後の妊娠の転帰は 9:00-11:00

に毎日確認した。分娩を認めた日を PPD1 と定義した。PPD1 において生殖能を確認した野生型

の雄マウス（ICR, 日本 SLC）と交配し、PPD2 に腟栓を認めた場合は雄マウスを引き離し、認

めなかった場合は PPD7 まで交配を行った。PPD1 の時点で胎子は全て安楽殺した。その後の妊

娠の転帰は 9:00-11:00 に毎日確認し、交配を行った日から数えて 22 日目まで観察した。マクロ

ファージ除去には 6週齢以上の正期産 p53f/fマウスを用い、PPD1より PPD7まで 48時間おきに

1日 1回 250 µg/マウスの抗 F4/80中和抗体を腹腔内投与した。分娩直後の妊娠転帰は同様に観察

した。 

 

胎子安楽殺モデル 

 野生型マウス（ICR）を用いた。PPD1 において全ての胎子の娩出を確認、直後に胎子を全て

安楽殺した。PPD8にマウスを安楽殺し、子宮を採材した。 

 

組織の準備  

分娩後マウスもしくは分娩前マウスを安楽死させ、子宮組織を回収した。マウス産褥子宮は
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着床痕の間で切断した。組織は一部を液体窒素で瞬間凍結し、一部を 10%中性緩衝ホルマリン

にて固定した。凍結した組織は-80℃にて保管した。凍結切片の作成にはクリオスタット

（Leica CM1950）を用い、16 µm 厚で作成し各種組織染色に使用した。ホルマリン固定した組

織はパラフィン包埋ののち、ミクロトーム（Leica RM2235）で 6 µm厚の薄切を作成し各種染色

に用いた。スライドガラスは MAS-GP コートスライドグラス（MATSUNAMI）を使用した。サ

ンプルは異なる 3匹以上の個体から一個体につき複数個ランダムに選択し使用した。 

 

SA--gal染色  

 Krizhanovsky V, Cell 2008の手法にしたがって、凍結切片を 0.5%グルタルアルデヒドで固定後、

発色液の pHを 5.5に設定して lacZ染色を施行した。37℃で遮光にて 6時間発色した。対比染色

にはエオジンを用いた。複数の実験群で染色領域の比較を行う際は、対象となる実験群の全て

のサンプルを同時に染色した。 

 

免疫染色法 

免疫染色には Dako EnVision System 免疫染色キットを用いた。一次抗体として、抗 p21 抗体

（Abcam）、抗 p16抗体（Santa Cruz）、抗 p19抗体（Santa Cruz）、抗H2AX 抗体（Upstate）、抗

SMA（Dako）、抗 cytokeratin 抗体（Developmental Studies Hybridoma Bank）、抗 F4/80 抗体

（Serotec）、NIMP-R14 抗体（Santa Cruz）、抗 CD3（Dako）、抗 Perforin 抗体（Torrey Pines 

Biolabs）、抗 Cd11b抗体（Developmental Studies Hybridoma Bank）を用いた。発色には ImmPACT 

NovaRED（Vector Laboratory、染色陽性細胞は赤紫色に発色）を使用し、対比染色としてヘマト

キシリン染色を行った。抗 Ki67 抗体（Thermo）を用いた検出にはヒストファイン SAB-PO(M)

キット（陽性細胞は黄土色に発色）を使用した。 
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TUNEL法 

In Situ Cell Death Detection Kit（Roche）を用いた。陽性コントロールにはキット付属の DNase

で処理した肝臓の組織を用いた。発色には ImmPACT NovaRED（Vector Laboratory、染色陽性細

胞は赤紫色に発色）を用いた。 

 

RNA抽出と逆転写 

 凍結組織から Isogen（ニッポンジーン）もしくは TRI Reagent（MRC）を用いて RNA を抽出

し、逆転写反応（RT）には ReverTra Ace qPCR RT Master Mix with gDNA Remover（TOYOBO）

を用いた。マウス産褥子宮は着床痕の間で切断し、子宮 RNAは少なくとも 2つ以上の断片から

独立して抽出した。 

 

マクロアレイと GO解析 

PPD3 の産褥子宮の RNA を用いた。正期産の p53f/f（n=3）マウスと早産 p53d/d（n=7）マウス

の RNA をそれぞれ混ぜ合わせ、マクロアレイ及び GO 解析を行った。全ての解析は Toray 

Industries, Inc.に委託した。全 RNA増幅は Ambion Amino Allyl aRNA kitを用い、aRNAのラベリ

ングには Amersham Cy5 Mono-Reactive Dye was utilized for CyDyeを使用した。3D-geneⓇ DNA 

chipによってハイブリダイゼーションを行った。p53f/fに対して p53d/dで 2倍以上の発現が認めら

れたものを増加した遺伝子（up-regulated）、0.5 倍以下の発現を認めたものを減少した遺伝子

（down-regulated）とした。GO 解析はマイクロアレイのデータを用い、Up-regulated、Down-

regulatedに関してそれぞれ解析を行った。GOクラスタのデータベースは AmiGO 2を用いた。 

 

定量的 PCR 

 定量的 PCR試薬として SYBR Premix Ex TaqII Tli RNaseH Plus（TaKaRa）を用いて、Thermal 
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Cycler Dice Real Time System Lite（TaKaRa）の機器を用いて検討した。PCR反応は 3 stepで行い、

95℃・5秒、60℃・30秒、72℃・30秒で 40サイクルの反応を行った。内部コントロールとして

Actbを使用した。プライマー配列の一覧は Table 1に示す。 

 

染色組織像の定量化 

 SA--gal 染色陽性面積、F4/80 陽性面積の算出には GIMP2 2.8.18 (GNU Image Manipulation 

Program)を用いた。3 階調のポスタリゼーション処理を行った後、陽性領域を特定色選択によっ

て抽出、対象ピクセル数を算出した。Cd11b 陽性細胞数は同一面積の画像から複数回カウント

し、その平均を用いた。各々コントロール群の平均値を 1と置き換え、相対値を計算した。 

 

統計解析 

統計処理は Microsoft Office Excel を用いた。2群の検定に Studentの t検定、Fisher正確確率検

定、二乗検定を使用した。P<0.05を統計学的有意とした。 
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結果 

産褥子宮間質に老化細胞が存在する 

 正常な野生型マウス妊娠子宮の子宮間膜三角（mesometrial triangle）において SA--gal陽性の

老化細胞が存在することがわかっている（Hirota Y, PNAS 2011）。また、ヒト脱落膜には SA--

gal 染色で陽性を示す老化細胞が存在することがわかっていることから（Cha J, J Clin Invest. 

2013）、産褥子宮には老化細胞が残存していることが推測される。そこで、分娩 1か月後までの

マウス産褥子宮に対して、代表的な細胞老化検出法である SA--gal 染色を行った。Day17 の

9:00-11:00 から毎日同時刻に妊娠マウスを観察し、分娩が認められた日を Postpartum Day1

（PPD1）と定義した。その結果、PPD2（分娩後 2 日目）、PPD4、PPD8 の子宮には老化細胞が

存在し、その面積は PPD2に比べて PPD4と PPD8にて有意に減少していた（Fig.3A, B）。また、

PPD31 の子宮においては SA--gal 陽性を示す細胞は観察されず、着床痕（胎盤が付着していた

部位）において分娩時の出血を反映したと考えられるヘモジデリン沈着が散見された（Fig.3A）。

さらに、老化細胞の組織学的な位置を確認するため、上皮細胞マーカーであるサイトケラチン

及び筋層細胞マーカーであるSMA に対して免疫染色を行った。その結果、いずれのマーカー

に対しても老化細胞領域は陰性を示し、老化細胞領域は子宮間質に存在することが考えられた

（Fig.4）。このことから、マウス産褥子宮には妊娠子宮の子宮間膜三角において存在していた

老化細胞が残存し、徐々に減少し、分娩から約 1か月には消失していることが推測された。 

  

産褥子宮に存在する老化細胞は p21を発現する 

 細胞老化を誘導する主な経路として、p16 を介する経路と、p21 を介する経路が知られている

（Fig.1; Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007）。また、これらの 2つの経路の関与の程度は、細

胞・組織ごとに様々であり（Serrano M, Cell 1997）、妊娠子宮においては p21依存的に細胞老化

が促進されることが示されていることから（Hirota Y, PNAS 2011）、妊娠子宮に存在する老化細
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胞が残存した産褥子宮の老化細胞では、p21 依存的に細胞老化が引き起こされている可能性が

考えられる。この仮説を立証するため、p21 をはじめとする細胞老化因子に対する免疫染色法

を実施した。その結果、産褥子宮における老化細胞領域では p21を発現していた一方で（Fig.5）、

各陽性コントロール組織と比して p16、p19の発現は認められなかった（Fig.6; Zhang K, Clin Exp 

Pharmacol Physiol. 2014; Churchman ML, PLoS Genet. 2011）。DNA損傷マーカーH2AXもまた細

胞老化の補助的マーカーとして用いられることが多いが（Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007）、

陽性コントロール組織と比してH2AXの発現は認められなかった（Fig.6; Cordelli E, Methods Mol 

Biol. 2013）。これらの p21の発現は過去の文献とも一致し（Hirota Y, PNAS 2011）、産褥子宮にお

ける老化細胞は p21依存的に細胞老化を誘導していることが考えられた。 

 そこで、更にこの仮説を検証するため、既に確立された全身性ノックアウトマウスを用いて

Cdkn1a+/+Cdkn2a+/+（WT）、Cdka1a-/-Cdkn2a+/+（Cdkn1aKO）、Cdkn1a+/+Cdkn2a-/-（Cdkn2aKO）、

Cdkn1a-/-Cdkn2a-/-（dKO）の 4 系統を確立し、産褥子宮における老化細胞の局在を調べた。その

結果、いずれのノックアウトマウスにおいても特徴的な老化細胞の局在の変化は認められなか

った（Fig.7）。 

 

産褥子宮に F4/80陽性マクロファージが存在する 

 PPD4の産褥子宮に存在する老化細胞が PPD8にはその領域を縮小させ、PPD31には消失して

いたことから（Fig.3A）、産褥子宮における老化細胞除去機構の存在が推測される。肝線維症モ

デルにおいて NK細胞が老化細胞の除去に関わっていることや（Krizhanovsky V, Cell 2008）、培

養系において老化細胞がマクロファージによって貪食されること（Lujambio A, Cell 2013）から、

何らかの白血球分画が産褥子宮に存在する老化細胞の除去に関わっていることが考えられる。

そこで、産褥子宮における各白血球分画の局在を各々に対して特異的な抗体を用いた免疫染色

法によって調べた。その結果、PPD8 の産褥子宮において F4/80 陽性のマクロファージが老化細
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胞領域の周囲に存在していた一方で（Fig.8A, 8B）、Cd11b 陽性細胞は認められなかった。F4/80

陽性細胞は一部老化細胞領域内に浸潤している像も散見された（Fig. 8A）。また、強拡大におい

ては F4/80 陽性細胞が周囲の細胞を貪食していることを疑わせる像も散見された（Fig.8C）。こ

れは中腎小管や内リンパ嚢において生理的に細胞老化が生じ、老化細胞はやがて除去され、そ

の老化細胞の周囲には F4/80 陽性マクロファージが存在することがわかっているという過去の

報告とも一致する（Muñoz-Espín D, Cell 2013）。 

 マクロファージはアポトーシス細胞に表出されたホスファチジルセリンを認識する MEG-E8

を通じてアポトーシス細胞の貪食に関わっていることが知られている（Hanayama R, Science 

2004）。そこで、老化細胞のクリアランス機構におけるアポトーシスの関与を調べるため、マウ

ス産褥子宮を用いてアポトーシス細胞を検出する TUNEL 染色を行った。その結果、TUNEL 染

色において陽性を示す細胞は検出されなかった（Fig.8D, 8E）。 

さらに、NK 細胞（Perforin）、好中球（NIMP-R14）、T 細胞（CD3）の局在も同様に免疫染色

で調べた。その結果、いずれの細胞においても PPD8 の産褥子宮には局在が認められなかった

（Fig.9）。これは妊娠後期の子宮において NK細胞が認められないという過去の文献とも一致す

る（Delgado SR, J Leukoc Biol 1996）。以上の結果から、産褥子宮においては老化細胞周囲に

F4/80陽性マクロファージが集積し、老化細胞の除去に関与していることが推測された。 

  

産褥子宮に存在する老化細胞のクリアランスは F4/80陽性マクロファージ依存的である 

 老化細胞周囲に F4/80陽性マクロファージが集積していることから（Fig.8A）、F4/80陽性マク

ロファージが老化細胞の除去に関与していることが考えられる。そこで、産褥マウスに対して

抗 F4/80 中和抗体を用いて体内のマクロファージを除去し、その際の老化細胞領域の変化を観

察した。マクロファージは抗 F4/80 中和抗体の投与によって体内から除去することが出来る

（Bedoret D, J Clin Invest 2009）。その結果、中和抗体投与群ではコントロール群に比べて顕著に
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老化細胞領域が増加していた（Fig.10A, B）。これは F4/80 陽性マクロファージが産褥子宮にお

ける老化細胞の除去に関与している可能性を示すものである。 

 老化細胞は SASP（Senescence-associated secretory phenotype）という特徴を有し、活発なサイ

トカイン・プロテアーゼ分泌により周囲微小環境に影響を与える（Fig.2; Campisi J, Nat Rev Mol 

Cell Biol 2007; Coppe JP, PLoS Biol 2008）。従って、産褥子宮に存在する老化細胞の異常な残存は

その後の子宮機能に悪影響を与えることが考えられる。マウスは分娩時におけるプロゲステロ

ンシグナリングの減少とエストロゲンシグナリングの増加に伴い排卵を行い、分娩直後に交配

が成立した場合には妊娠・出産に至ることが知られている（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）。す

なわち、産褥子宮における老化細胞除去機構の障害はマウス分娩直後妊娠を阻害することが推

測される。この仮説を検証するため、体内からマクロファージを除去し、老化細胞除去機構を

障害した際の分娩直後の妊娠を観察した。Trp53loxp/loxp-Pgr+/+（p53f/f）マウスは day16 に少量の

LPS を投与した場合でも 100%の割合で正常に分娩に至ることが知られている（Cha J, J Clin 

Invest. 2013）。そこで、LPS を投与した p53f/f マウスが正期産に至ったことを確認の上、PPD1-7

に F4/80中和抗体を投与、雌マウスを PPD1から交配をかけ、妊娠の転帰を観察した。マウスは

搾乳刺激によって着床遅延が生じることが知られているため、胎子は PPD1 の時点で全て安楽

殺した（Bergstrom S, Fertil Steril. 1972）。その結果、コントロールマウスでは 92%の割合で分娩

に至ったのに対し、マクロファージを除去したマウスでは分娩に至った割合が 50%と、若干の

低下傾向を示したが、Fisherの正確性検定では P = 0.1357と有意差は認められなかった（Fig.11）。 

 

LPS誘導性早産マウスの産褥子宮では老化細胞のクリアランスが遅延する 

p53 全身性ノックアウトマウスは不妊を示すが、発育不良などの理由で妊娠実験には適さな

いことが知られている（Hirota Y, J Clin Invest 2010）。これを解決するため、プロゲステロン受容

体プロモーター制御下で発現する Cre タンパクを用いた Cre-loxp システムを利用したコンディ
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ショナルノックアウトマウス（Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+；p53d/d）が開発された。プロゲステロン受容

体は卵巣及び子宮内膜で発現するため（Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）、p53d/d マウスにおい

て p53 はこれらの組織にて特異的にノックアウトされる（Hirota Y, J Clin Invest 2010; Hirota Y, 

PNAS 2011）。p53d/dマウスの妊娠子宮では p21依存的な細胞老化が亢進し、血中プロゲステロン

濃度の低下を認めることなく自然発症的に早産を呈することが知られている（Hirota Y, J Clin 

Invest 2010; Hirota Y, PNAS 2011; Deng W, J Clin Invest 2016）。ただし、このマウスの早産率は約

52%と確実なものではなく、これを改良するために day16の p53d/dマウスに少量（10µg/マウス）

の LPSを腹腔内投与する早産モデルが開発された。この早産モデルにおいては、p53d/dマウスで

は 100%の割合で早産を引き起こすのに対し、コントロールマウス（Trp53loxp/loxp-Pgr+/+；p53f/f）

では全てのマウスが正期産となる（Cha J, J Clin Invest. 2013）。また、早産モデルにおいては脱

落膜のマクロファージの性質が M2 から M1 に傾いていることが示唆されている（Xu Y, J 

Immunol. 2016）。老化細胞除去機構に関与する F4/80 陽性マクロファージは M2 様の性質を持つ

ことから、p53d/dマウスを用いた LPS誘導性早産モデルの産褥子宮では過剰に細胞老化が亢進し

ていることが考えられる。従って、このモデルは産褥子宮における細胞老化の亢進と続発する

妊娠障害を生じ、過剰な老化細胞残存の背景となる子宮内微小環境の解明に有用であることが

予想される。 

 この仮説を検証するため、LPS 誘導性早産マウスの PPD3、PPD8 の産褥子宮において老化細

胞を検出する SA--gal 染色を行った。その結果、PPD3 では p53f/fと p53d/dにて老化細胞領域に

変化は認められなかった一方で、PPD8 の p53d/dマウスにおいては顕著に老化細胞領域が拡大し

ていた（Fig.12A, B）。同様の傾向は ICRにおけるLPS誘導性早産モデル（Huang H, Placenta 2011）

においても認められた（Fig.13）。p53f/fマウスでは day16における LPS（10µg/マウス）の投与は

早産を引き起こさないことが知られており（Cha J, J Clin Invest. 2013）、LPSの投与が老化細胞領

域の変化を誘導していないことを確かめるため、day16 に LPS（10µg/マウス）を投与した正期
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産 p53f/fマウスとコントロール正期産 p53f/fマウスにおいて、PPD8の産褥子宮に対して SA--gal

染色を行った。その結果、LPS 投与正期産 p53f/fマウスではコントロールと比較して老化細胞領

域の変化は認められなかった（Fig.14）。このことから、少量の LPS の投与では産褥子宮におけ

る老化細胞領域の拡大は起こらず、早産マウスにおいて産褥子宮に顕著な老化細胞領域の増大

が生じる可能性が示唆された。 

  

LPS誘導性早産マウスの分娩直後の妊娠率は有意に低下する 

 マウスは分娩直後に排卵し、交配が成立した場合は妊娠・出産に至ることが知られている

（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）。老化細胞は SASP（Senescence-associated secretory phenotype）

という特徴を有し、活発なサイトカイン・プロテアーゼ分泌により周囲微小環境に影響を与え

る（Fig.2; Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007; Coppe JP, PLoS Biol 2008）。従って、産褥子宮に

存在する老化細胞の異常な残存はその後の子宮機能に悪影響を与えることが考えられる。その

ため、老化細胞のクリアランスが遅延する LPS 誘導性早産モデルマウスでは分娩直後の妊娠が

障害される可能性が考えられる。この仮説を検証するため、p53f/f と p53d/d マウスの双方を生殖

能が確認された ICR 雄と分娩直後に交配を行い、その後の妊娠の転帰を観察した。マウスは搾

乳刺激によって着床遅延が生じることが知られているため、胎子は PPD1 の時点で全て安楽殺

した（Bergstrom S, Fertil Steril. 1972）。その結果、コントロールマウスではほぼ 100%の割合で出

産が認められたのに対して、LPS誘導性早産 p53d/dマウスにおいては分娩直後の妊娠が有意に障

害されていることが観察された（Fig.15）。これは産褥子宮における老化細胞の異常な残存が分

娩直後の妊娠を阻害する可能性を示すものである。 

 

LPS誘導性早産マウスにおいて F4/80陽性マクロファージの集積が減少する 

 産褥子宮に存在する老化細胞領域周囲には F4/80 陽性マクロファージが集積し、老化細胞の
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クリアランスの促進に関与していた（Fig.8, 10）。LPS 誘導性早産 p53d/d マウスにおいては、

PPD3 における老化細胞領域には変化はないものの、PPD8 の老化細胞領域はコントロールと比

較すると顕著に拡大しており、産褥子宮の老化細胞クリアランス機構に何らかの異常を生じて

いることが考えられた（Fig.12A, B）。そこで、p53f/fと p53d/dマウスにおける産褥子宮の F4/80陽

性マクロファージ及び Cd11b 陽性マクロファージの局在を免疫染色法によって調べた。その結

果、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの PPD8の産褥子宮においては顕著に F4/80陽性マクロファー

ジの集積が減少していた一方で、Cd11b陽性マクロファージの集積は増加していた（Fig.16A, B, 

C）。一方で、LPSを投与した p53f/fマウスではコントロールマウスと比較して、それぞれのマク

ロファージの集積に変化は認められなかった（Fig.17）。これは LPS 誘導性早産 p53d/dマウスに

おいて、F4/80陽性マクロファージ依存的な老化細胞除去機構に障害が生じていることを示唆し

ている。 

 

LPS誘導性早産マウスでは産褥子宮微小環境が向炎症性・エストロゲン優位に変化する 

 F4/80 陽性マクロファージは産褥子宮に存在する老化細胞のクリアランスを促進する一方で

（Fig.8, 10）、LPS 誘導性早産 p53d/d マウスでは F4/80 陽性マクロファージの集積が減少し

（Fig.16）、老化細胞が異常に残存した（Fig.12）。そこで、この異常を引き起こす子宮内微小環

境を解析するため、コントロールと比較して老化細胞領域自体には変化が認められない PPD3

の産褥子宮を用いてマイクロアレイとGO解析を行った（Supplemental Table.1）。23474の遺伝子

を解析し、約 3%にあたる 719 の遺伝子が 2 倍以上発現増加していた一方で、約 1.5%にあたる

348 の遺伝子が半分以下に発現が低下していた（Rate = p53d/d / p53f/f ）。GO 解析においては、

p53d/d では炎症亢進性遺伝子（inflammatory promoting）、自然免疫関連遺伝子（innate immune 

response）、炎症反応遺伝子（inflammatory response）、及び免疫反応関連遺伝子（immune 

response）のクラスタが有意に増加していた（Supplemental Table.2）。この結果は各 GOクラスタ
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において代表的な遺伝子に関しての qPCRでも確かめられた（Fig.18）。 

 マウスは分娩直後に排卵し、交配が成立した場合は妊娠・出産に至ることが知られている

（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）。妊娠においては卵巣からのプロゲステロン・エストロゲンが

重要な役割を持ち、これらの卵巣ホルモンは子宮内膜リモデリングに関与していることが知ら

れている（Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）。p53d/dマウスにおいては卵巣からのプロゲステロ

ンの低下を認めることなく早産が自然発症することから（Hirota Y, J Clin Invest 2010）、LPS誘導

性早産マウスの産褥子宮ではこれらのシグナル下流の応答が異なっている可能性がある。そこ

で、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮におけるプロゲステロン・エストロゲンシグナリン

グの働きを、それぞれに応答する代表的な遺伝子の発現によって調べた。その結果、LPS 誘導

性早産 p53d/d マウスにおいては有意にプロゲステロン応答性遺伝子の発現が低下していた一方

で、エストロゲン応答性遺伝子の発現は顕著に増加していた（Fig.19）。また、LPS 誘導性早産

p53d/dマウスの産褥子宮では有意にプロゲステロン受容体遺伝子の発現が低下していた（Fig.19）。

これはコントロールマウスに比べ、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮ではエストロゲンシ

グナリング優位に働いていることを示唆する。 

 老化細胞は SASP（Senescence-associated secretory phenotype）という特徴を有し、活発なサイ

トカイン・プロテアーゼ分泌能を有する（Fig.2; Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007; Coppe JP, 

PLoS Biol 2008）。LPS 誘導性早産 p53d/dマウスにおいて、PPD3 では老化細胞領域に顕著な拡大

は認められなかった（Fig.12）。マイクロアレイにおいても SASP 関連遺伝子に有意な増加は認

められず、この結果は PPD3 の産褥子宮を用いた qPCR でも確かめられた（Fig.20）。一方で、

PPD4の産褥子宮を用いた qPCRでは、LPS 誘導性早産モデルにおいて SASP 関連遺伝子の顕著

な増加を認めた（Fig.21）。これは PPD3に LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮に存在する向

炎症性・エストロゲン優位な微小環境の変化に続発して、SASP関連遺伝子の発現が増加すると

いう連続的な微小環境の変化が生じている可能性を示唆する。 
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 そこで、LPS 誘導性早産 p53d/dマウスにおける微小環境の変化を救済するため、day16 に LPS

を投与し day17（=PPD1）に早産を生じた p53d/d マウスに対して、PPD1 から連日プロゲステロ

ン（2mg/マウス）を皮下投与し、PPD3における LPS誘導性早産 p53d/dマウスの子宮内微小環境

を、炎症性遺伝子や卵巣ホルモン応答性遺伝子の qPCR法を用いて調べた。その結果、PPD3に

おいて向炎症性遺伝子の発現が一部抑制された（Fig.22）。また、プロゲステロン応答性遺伝子

には変化を認めなかったものの、エストロゲン応答性遺伝子の一部の発現は抑制され（Fig.23）、

プロゲステロン投与により LPS 誘導性早産 p53d/d マウスの産褥子宮の微小環境が部分的に改善

される可能性が示唆された。 

 

野生型マウスにおいて搾乳刺激の除去により老化細胞領域が拡大する 

LPS 誘導性早産 p53d/d マウスでは早産と同時に胎子は死亡することがわかっている（Cha J, J 

Clin Invest. 2013）。搾乳刺激により子宮復古が促進されることが知られており、すなわち LPS誘

導性早産p53d/dマウスにおいては早産に伴う胎子死亡によりその後の搾乳刺激の消失、子宮復古

の遅れが生じていることが考えられる。そこで、この仮説を検証するため、野生型マウス

（ICR）において分娩直後に胎子を安楽殺、PPD8における老化細胞領域を SA--gal 染色を用い

て観察した。その結果、胎子安楽殺群ではコントロール群と比較して顕著に老化細胞が拡大し

ていた（Fig.24）。また、子宮内膜リモデリングを調べるため細胞増殖マーカーである Ki67の染

色を行ったところ、胎子安楽殺群ではコントロール群には存在しない管腔上皮の増殖が認めら

れた（Fig.25）。 
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討論・総括 

 正常な野生型マウス妊娠子宮において、子宮間膜三角に老化細胞が存在することがわかって

いる（Hirota Y, PNAS 2011）。ヒト胎盤に付着した脱落膜組織に老化細胞が存在することから

（Cha J, J Clin Invest. 2013）、産褥子宮には妊娠子宮に存在した老化細胞が残存することが予想

される。老化細胞は産褥子宮間質に存在し、徐々に減少してやがて消失したという老化細胞を

検出する SA--gal染色の結果は（Fig.3, 4）、この仮説を裏付けるものである。また、過去の知見

において妊娠子宮に存在する老化細胞は p21 依存的に細胞老化を生じていることもわかってお

り（Hirota Y, PNAS 2011）、これは産褥子宮に存在する老化細胞は p21 を発現するという結果

（Fig.5, 6）とも一致する。従って、妊娠子宮の子宮間膜三角に存在した老化細胞が分娩後も子

宮に残存し、やがて消失するという老化細胞の一連の動態が推測される。 

一方で、Cdka1a-/-Cdkn2a+/+（Cdkn1aKO）、Cdkn1a+/+Cdkn2a-/-（Cdkn2aKO）、Cdkn1a-/-Cdkn2a-/-

（dKO）のマウスともに野生型マウス（WT）と比較して分娩後子宮の老化細胞領域に変化は認

められなかった（Fig.7）。通常 p53は p21の転写を促進することで細胞老化を誘導することが知

られているが（Jin S, J Cell Sci 2001）、妊娠子宮に存在する老化細胞は p53のコンディショナル

ノックアウトマウス（Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+; p53d/d）において増加することがわかっており、この

異常は p21 を同時にノックアウトすることで救済される（Hirota Y, J Clin Invest 2010; Hirota Y, 

PNAS 2011; Deng W, J Clin Invest 2016）。このことは妊娠子宮の老化細胞において p53と p21の関

連が通常とは逆方向であることを示唆している。また、細胞老化を誘導する因子は p16 や p21

以外にも多数存在し、例えば Cip/Kipファミリーに属する CDKiである p27は CDK2を抑制する

ことで細胞老化を誘導する（Al Sorkhy M, Cell Cycle 2016）。すなわち、これらは細胞老化を誘導

する経路は複数かつ冗長に存在し、また妊娠子宮老化細胞では未知の細胞老化誘導経路が働い

ている可能性を示唆している。このように、生理的な細胞老化は p21 非依存的な経路や、他の
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細胞老化誘導因子も関与した冗長的な経路によって誘導されている可能性も存在する。 

なお、細胞老化領域においてサイトケラチンは陰性を示したが（Fig.4）、サイトケラチンは

栄養膜細胞のマーカーとしても用いられるため（Konno T, Biol Reprod 2007）、この結果から老化

細胞領域には栄養膜細胞が存在しないことが示唆される。一方で栄養膜細胞の一部は Invasive 

Trophoblast Cell などとして子宮内膜まで浸潤し、これらの細胞はサイトケラチン陰性であるこ

とが考えられる。このため、老化細胞領域にこれらの胎子由来細胞が混在している可能性は否

めない。Cdkn1aKO、Cdkn2aKO、dKO マウスともに交配には野生型雄マウスを用いており、胎

子の遺伝子系はヘテロになっていることから、これらのマウスにおいて老化細胞領域に変化が

認められなかった可能性もある。これらの可能性を検討するには、Prl5a1 などのより分化した

栄養膜細胞特異的なマーカーや、CAG-GFPマウスを用いた解析が有用となるだろう。 

 細胞老化マーカーとして補助的に用いられるH2AX は産褥子宮において陰性を示した

（Fig.6）。H2AX は DNA 損傷マーカーとしても用いられ、細胞老化を誘導する DNA 損傷を検

出する（Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007）。妊娠子宮着床部位のトランスクリプトーム解析

において、妊娠子宮の細胞老化が異常に亢進する p53d/dマウスでは抗酸化ストレス応答が障害さ

れていることが示されている（Burnum KE, Endocrinology 2012）。酸化ストレスは細胞老化の一

因であり（Parrinello S, Nat Cell Biol 2003）、脱落膜反応では急激な細胞増殖と DNA合成が起き

ることから、抗酸化ストレス応答の一環として脱落膜細胞の細胞老化が起きることが予想され

る。 

 妊娠子宮に存在する細胞老化は p53 を欠損することで p21 依存的に増強することがわかって

いるが（Hirota Y, J Clin Invest 2010; Hirota Y, PNAS 2011）、この結果からは p53の欠損という異

常状態の子宮においてのみ p21 依存的な細胞老化が生じていることも考えられる。すなわち、

p21依存的な細胞老化は p53の欠損という異常状態によってのみ引き起こされている可能性であ

る。マウス妊娠子宮における細胞老化は脱落膜化と同時に生じることがわかっており、妊娠子
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宮における細胞老化機序の解明には脱落膜化に障害を生じる遺伝子改変マウスの解析が有用と

なるだろう。 

Rbは S期進入において重要な転写因子 E2Fに結合する抑制因子であり 、E2F結合領域のヘテ

ロクロマチン化に関与することで細胞老化状態の安定化に寄与している（Narita M, Cell 2003）。

マウス着床前子宮において、着床前期において特徴的な子宮管腔上皮の増殖は着床期において

プロゲステロン依存的にその増殖を静止することがわかっている（Haraguchi H, Mol Endocrinol. 

2014）。この変化が認められないマウスは不妊を呈する場合が多く、例えば Msx1 コンディショ

ナルノックアウトマウスは着床期における管腔形成に異常を来たし、妊娠障害を生じる

（Daikoku T, Dev Cell. 2011）。プロゲステロン依存的な子宮内膜上皮の増殖停止は Rb1が寄与し

ていることもわかっていることから（Yuan DZ, Horm Metab Res. 2014）、着床期に認められるプ

ロゲステロン依存的な子宮内膜変化において Rbが重要な働きをしている可能性が考えられる。

着床期の異常はその後の脱落膜形成に関与することがわかっており（Daikoku T, Dev Cell. 2011）、

Rbの全身性ノックアウトマウスは胎生致死を生じるため（Jacks T, Nature 1992）、Rbタンパクの

妊娠における生理的役割の解明には適さないが、Rb のコンディショナルノックアウトは着床か

らの脱落膜化異常を生じ、妊娠子宮における細胞老化機序の解明に有用であることが考えられ

る。 

老化細胞は活発にサイトカインやプロテアーゼを分泌し周囲微小環境に変化を及ぼす性質を

持つことから（Campisi J, Nat Rev Mol Cell Biol 2007; Coppe JP, PLoS Biol 2008）、子宮における老

化細胞の除去は分娩後の子宮機能の回復において重要であることが考えられる。一方で、組織

中から老化細胞を除去する機構の詳細は未だ明らかではない。産褥子宮において、F4/80陽性マ

クロファージが老化細胞領域周囲に集積していた一方で、Cd11b陽性マクロファージ、及び NK

細胞、T 細胞、好中球は認められなかった（Fig.8, 9）。また、抗 F4/80 中和抗体による産褥マウ

ス体内のマクロファージの除去は、産褥子宮における老化細胞領域の減少を著しく障害した
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（Fig.10）。これは F4/80 陽性マクロファージが老化細胞のクリアランスに関与していることを

示唆している。マクロファージは大きく 2 つのサブセットに分かれ、classically activated 

macrophages（M1）と alternatively activated macrophages（M2）とが知られている （Sica A, J Clin 

Invest  2012）。M1 マクロファージは活発に炎症性サイトカインを分泌することで Th1 反応を促

進し、細菌やウイルスから宿主を保護する役割を担う。一方で M2 マクロファージは免疫抑制

機能や高い貪食能を有し、創傷治癒や組織の再構築といった役割を担う（Murray PJ, Nat Rev 

Immunol 2011）。F4/80 は EGF-like module containing, mucin-like, hormone receptor-like sequence 1

（Emr1）遺伝子にエンコードされた細胞表面タンパクであり、主に M2 様の形質を持つ組織マ

クロファージに発現していることが知られている（Satoh T, Nature 2013）。一方で Cd11bは全て

の単球系細胞に発現するが、一部の F4/80 陽性の組織マクロファージでは Cd11b を発現しない

ことが知られている（Ikarashi M, J Leukoc Biol. 2013）。このことから、老化細胞の除去に関わっ

ているのは F4/80陽性のM2様の性質を持つ子宮に存在する組織マクロファージであることが考

えられる。このマクロファージの性質の解明には、FACS やより代表的な M1/M2 マーカーを用

いたマクロファージ表面抗原の解析が必要となるだろう。 

また、本研究ではマクロファージが周囲の細胞を貪食していることを示唆する像が散見され

たが（Fig. 8C）、直接マクロファージが老化細胞を貪食している像の観察に成功したわけではな

い。これには p21をはじめとする老化細胞マーカーと F4/80の二重染色や、電子顕微鏡を用いた

微細な細胞構造の観察が有用であると考えられる。 

さらに、本研究においてはマクロファージ依存的な細胞老化の除去機構を示したが、老化細

胞が除去される機構としては様々なものが考えられる。例えば肝線維症モデルにおいては NK

細胞による老化細胞除去機構が示唆されており（Krizhanovsky V, Cell 2008; Kang TW, Nature 

2011）、マウス肝癌のモデルにおいては自然免疫系が関与する老化細胞の除去機構の存在が示さ

れている（Xue W, Nature 2007）。また、本研究においてマウス産褥子宮にアポトーシス細胞は
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認められなかったが（Fig. 8D, 8E）、TUNEL染色は DNA二重鎖切断を検出する染色法であり、

比較的アポトーシス後期の細胞を検出する。すなわち、アポトーシス過程を経ていながら、

TUNEL 染色で陽性を示す前段階で免疫細胞等によって除去されている可能性が考えられる。老

化細胞除去機構におけるアポトーシスの関与を否定するためには Cleaved Caspase-3 の検出など、

よりアポトーシス早期の段階の細胞を検出する手法が必要である。また、体内からマクロファ

ージを除去した産褥マウスの長期の観察は、マクロファージ以外の細胞老化除去機構を検討す

るのに有用であると考えられる。 

 マウスは分娩直後に排卵し、交配が成立した場合は妊娠・出産に至ることが知られている

（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）。正期産の p53f/fマウスにおいて、分娩直後の妊娠は 92%の割

合で成立したのに対し、抗 F4/80 中和抗体を投与してマクロファージを除去したマウスでの分

娩直後の妊娠率は 50%と減少傾向を示した（Fig.11）。本研究ではサンプル数が少ないため有意

差は検出されなかったが、F4/80陽性マクロファージによる老化細胞除去機構の障害と続発する

老化細胞の著しい増加は、分娩直後の妊娠障害という子宮機能異常を引き起こす可能性が考え

られる。マクロファージ除去マウスでは PPD8 での著しい老化細胞領域の増加を認めたが

（Fig.11）、妊娠日齢 day8とは着床が成立し、脱落膜化が生じる時期である。従って、分娩直後

の妊娠においては妊娠の初期、特に着床現象において異常が生じる可能性が高い。着床現象は

胚と子宮のサイトカイン相互作用やホルモンによる子宮の胚受容能獲得など、様々なプロセス

が同時並行で起こる現象である（Egashira M, Reprod Med Biol 2013; Haraguchi H, Mol Endocrinol. 

2014）。すなわち、老化細胞による活発なサイトカイン分泌がこれらの着床現象の一連の過程を

障害する可能性が考えられる。ただし、Cd11b-DTR マウスを用いた解析で、Cd11b+F4/80+マク

ロファージがマウス着床期の黄体形成に関与していることが示唆されている（Care AS, J Clin 

Invest. 2013）。すなわち、抗 F4/80 中和抗体によるマクロファージの除去が分娩直後の妊娠にお

ける黄体形成を障害する可能性も考えられる。老化細胞による妊娠障害の詳細を明らかにする
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には、黄体形成には異常を認めずに老化細胞が過剰に蓄積するモデルが必要である。 

 また、子宮は繰り返し妊娠を行う組織であるが、本研究では二回目の着床が成立する分娩後

4 日目には着床痕に老化細胞が存在することを示した（Fig. 3A）。1 回目の着床部位と 2 回目の

着床部位との位置関係は不明であり、今後の観察が必要である。この解析は老化細胞の残存と

2 回目の妊娠との関連を示唆するとともに、子宮という組織の機能再生機構の一端の解明に寄

与することが考えられる。 

p53d/dマウスの妊娠子宮では p21依存的な細胞老化が亢進する一方で、生理的に細胞老化は分

娩が近づくにつれて増強する（Hirota Y, J Clin Invest 2010; Hirota Y, PNAS 2011）。LPS誘導性早産

p53d/dマウスの産褥子宮では比較的分娩直後に近い PPD3 においてコントロールマウスと比べて

老化細胞領域の顕著な変化は認められなかったこと、また PPD8 では老化細胞領域が顕著に拡

大していたことから（Fig.12）、LPS誘導性早産 p53d/dマウスでは正期産コントロールマウスと比

べて分娩直後の老化細胞領域には変化はないものの、その後の老化細胞除去過程が障害される

ことにより老化細胞の過剰な残存が生じることが考えられる。この推論は LPS誘導性早産 p53d/d

マウスの産褥子宮において、F4/80陽性マクロファージの集積が顕著に減少していることからも

推測できる（Fig.16）。F4/80陽性マクロファージは高い貪食能や免疫抑制能といった M2様の性

質を持ち、組織修復や創傷治癒に関与する（Murray PJ, Nat Rev Immunol 2011; Satoh T, Nature 

2013）。F4/80 陽性マクロファージが産褥子宮に残存する老化細胞のクリアランスに関与してい

ることを示しており（Fig.8, 10）、すなわち LPS誘導性早産 p53d/dマウスでは F4/80陽性マクロフ

ァージの減少という老化細胞除去機構の障害が生じ、その結果として老化細胞の過剰な蓄積が

生じていることが考えられる。また、培養系において老化細胞は単球系細胞を M1 様の性質に

シフトさせることが知られており（Lujambio A, Cell 2013）、老化細胞の過剰な蓄積と M2マクロ

ファージの減少との正のフィードバックが存在していることも推測される。 

マウスは分娩直後に排卵し、交配が成立した場合は妊娠・出産に至ることが知られており
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（Bingel AS, J Reprod Fertil 1969）、抗 F4/80中和抗体を投与して体内からマクロファージを除去

したマウスでは過剰な老化細胞の蓄積が生じることを示した（Fig.10）。さらに、F4/80マクロフ

ァージの集積の減少により老化細胞の過剰な蓄積が生じた LPS 誘導性早産 p53d/d マウスでは、

分娩直後の妊娠率はコントロールマウスと比べて著しく低下していた（Fig.15）。マウスにおい

ては血中プロゲステロン濃度の低下を認めることなく分娩が開始するが、p53d/d マウスにおいて

も生理的な分娩と同様に卵巣からのプロゲステロンの低下を認めることなく早産が自然発症す

ることから（Hirota Y, J Clin Invest 2010）、子宮における老化細胞の過剰な蓄積が妊娠障害を誘

発することが強く疑われる。一方で、本研究ではあくまで LPS 誘導性早産 p53d/d マウスにおい

て、老化細胞の過剰な蓄積と次回妊娠の障害が併発するということを示したに過ぎない。F4/80

陽性マクロファージの減少による老化細胞の過剰な蓄積が分娩直後の妊娠を傷害するという仮

説を更に検証するためには、LPS誘導性早産 p53d/dマウスにおけるマクロファージを M2様に分

化させることによって、老化細胞の局在と分娩直後の妊娠率が改善されることを観察すること

が必要である。M2マクロファージへの分化誘導には7nAChRのアゴニストである PNU-282987

や PGE2 シグナリングなどが有用であることが知られており（Pinheiro NM, FASEB J. 2016; 

Hosono K, PLoS One. 2016）、これらの投与による LPS誘導性早産 p53d/dマウスの妊娠障害の改善

が期待される。 

LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮では、比較的分娩直後に近い PPD3においてコントロ

ールマウスと比べて老化細胞領域の顕著な変化は認められなかった（Fig.12）。この結果はPPD3

の産褥子宮では SASP 関連遺伝子の発現がコントロールマウスと比較して変化がなかったこと

と一致する（Supplemental Table1, Fig.20）。一方で、炎症亢進性 GO クラスタに属する遺伝子発

現が有意に増加しており（Supplemental Table1, 2, Fig.18）、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子

宮ではコントロールマウスと比較して微小環境が向炎症性に変化していることが示唆される。

リポカリン 2（Lcn2）は Neutrophil gelatinase-associated lipocalin とも呼ばれ、ミクログリアの性
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質を M1様に変化させる作用を持っている（Jang E, FASEB. J. 2013）。すなわち、リポカリン 2は

LPS誘導性早産 p53d/dマウスにおいて M2様性質を持つマクロファージの減少に関与している可

能性が考えられる。リポカリン 2 の発現はプロゲステロン投与によって有意に減少しており

（Fig.22）、プロゲステロン投与が LPS誘導性早産 p53d/dマウスにおけるM2マクロファージの減

少を改善している可能性がある。CD14 は PPD3 で大きく増加している傾向が認められた

（Fig.18）。CD14はマクロファージに発現しており、TLR4とともに LPSを認識する（Prakash H, 

Sci Rep. 2016）。CD14/TLR4シグナリングはマウスすい臓がんモデルにおいて腫瘍随伴性マクロ

ファージ（Tumor Associated Macrophage；TAM）を減少させることが知られており、TAMは M2

様性質を持つマクロファージとして腫瘍組織の形成と成長に関連している（Prakash H, Sci Rep. 

2016）。すなわち、CD14 はマクロファージ表面に発現し、炎症性サイトカインを認識すること

で M2マクロファージの減少に関与している可能性が考えられる。C3、Cfbと Cfiは補体系の一

部であり、C3 と Cfb は M1 マクロファージにて発現が増加していることが示されている（Luo 

C, Inflammation  2012）。C3 はエストロゲン応答性遺伝子としても知られており（Fig. 19; 

Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）、LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮におけるエストロゲ

ン優位性を示している。Elf3は ETS domain transcription factorとして知られ、LPS刺激に応じて

COX2の発現を誘導することが知られている（Grall FT, FASEB J. 2005）。このように、LPS誘導

性早産p53d/dマウスの産褥子宮ではPPD3から炎症促進性遺伝子が発現しており、これらがPPD8

における M2様性質を持つマクロファージの減少を続発し、SASP関連遺伝子の発現の増加と老

化細胞の残存を誘導している可能性が考えられる。 

LPS誘導性早産 p53d/dマウスでは PPD3において、子宮内微小環境がエストロゲン優位に傾い

ていた（Fig.19）。LPS誘導性早産 p53d/dマウスでは早産と同時に胎子は死亡することがわかって

おり（Cha J, J Clin Invest. 2013）、すなわち LPS誘導性早産 p53d/dマウスではコントロールマウス

に対して搾乳刺激が存在しない。搾乳刺激の有無は老化細胞除去と関連しており（Fig.24）、交
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配を行わなかった LPS 誘導性早産 p53d/d マウスでは搾乳刺激の消失により老化細胞除去が遅れ

ていた可能性が考えられる。一方で、マウスは搾乳刺激によって着床遅延が生じることが知ら

れており（Bergstrom S, Fertil Steril. 1972）、着床遅延は着床前期の卵巣除去とプロゲステロン投

与によっても引き起こされる（Cha J, Nat Med. 2012）。すなわちこれは搾乳刺激により、産褥子

宮復古に対して一部プロゲステロンと同様のシグナリングが働いていることを示唆する。これ

は胎子安楽殺群において、プロゲステロンシグナリングで抑制される子宮内膜上皮の増殖が認

められたことも支持する（Fig.25; Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）。一方、本研究で用いた分

娩直後の妊娠観察モデルでは着床遅延を防ぐため分娩直後に胎子を全て安楽殺しているが、交

尾刺激の存在により分娩と同時に排卵・形成された黄体が活性化、プロゲステロンが分泌され

ていることが考えられる。プロゲステロンは着床前期から分泌され、着床に必要な子宮内膜の

分化である子宮内膜上皮の増殖停止と子宮内膜間質の増殖を誘導することが知られている

（Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）。また、着床期子宮においてプロゲステロンシグナリング

が低下するマウスは着床障害を呈することが知られており、例えば Gp130や Stat3コンディショ

ナルノックアウトマウスはプロゲステロンシグナリングの低下とエストロゲンシグナリングの

増強により着床障害を示す（Sun X, Mol Endocrinol. 2013）。LPS誘導性早産 p53d/dマウスの PPD3

ではプロゲステロン受容体の発現もまた有意に低下していたことから（Fig.19）、LPS 誘導性早

産p53d/dマウスではプロゲステロン受容体の発現低下によるプロゲステロンシグナリングの低下

も妊娠障害を続発している可能性が考えられる。子宮頚部においては MicroRNA-200a が直接プ

ロゲステロン受容体プロモーターに結合し、プロゲステロン受容体の発現を低下させているメ

カニズムが示されており（Haraguchi H, Mol Endocrinol. 2014）、同様の機構が LPS 誘導性早産

p53d/d マウスに存在している可能性も考えられる。しかし、本研究で行ったマイクロアレイでは

マイクロ RNA の解析は行っていないため、LPS 誘導性早産 p53d/dマウスにおけるプロゲステロ

ンシグナリングの低下機構の解明には更なる検討が必要である。 
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ただし、プロゲステロンの投与により子宮内微小環境の改善を試みたが、炎症性遺伝子やエ

ストロゲンシグナリングの低下こそ認められたものの、プロゲステロン応答性遺伝子の改善は

認められなかった（Fig.22）。妊娠の維持にはプロゲステロンが必須であることに加え、着床過

程においてはエストロゲンシグナリングの存在が不可欠である（Cha J, Nat Med. 2012）。また、

本研究において分娩後の妊娠障害を呈した LPS 誘導性早産 p53d/d マウスではすでに交尾刺激に

より黄体形成とプロゲステロン分泌が起きていた可能性を考えると、プロゲステロン単独によ

る直接の妊娠障害の改善は難しい可能性が推測される。一方で、老化細胞の過剰な蓄積を引き

起こす背景としてプロゲステロンシグナリングの低下は考えられるため、その改善の布石とし

てプロゲステロンを投与した際の老化細胞の局在の変化や子宮内膜復古に関しての観察が必要

である。 

以上をまとめると、産褥子宮には p21を発現する老化細胞が存在し、F4/80陽性マクロファー

ジによって除去されることが推測される。また、子宮内に老化細胞が過剰に蓄積することによ

り妊娠障害が誘起されるほか、子宮内の炎症やエストロゲンシグナリングの増強によって老化

細胞除去機構の減弱が引き起こされるという一連の機序が推測される（Fig.26）。 

加齢は重要な不妊因子として知られている。本研究では PPD31 において老化細胞が消失する

ことを示したが（Fig.3A）、本研究で用いているのは全て若齢の未経産マウスであり、老化細胞

が加齢とともに生体内に蓄積することを考えても、妊娠・出産を繰り返したマウスや加齢マウ

スでは子宮に老化細胞が過剰に存在している可能性も考えられる。一方でマウスはヒトと異な

り寿命が短く、ヒトと比べて十分な老化細胞を蓄積しないまま寿命に至る可能性もまた否めな

い。従って、このような経産マウスや加齢マウスの解析は、加齢に伴う不妊を説明する新たな

モデルを提示する可能性がある有用な研究となるだろう。 

 本研究では、子宮内の炎症が老化細胞の残存を誘発する可能性を示した。老化細胞は周囲組

織の炎症を惹起する性質を持ち、子宮内微小環境の炎症亢進と老化細胞の存在とは正のフィー
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ドバックの関係にあることが推測される。実際に、慢性炎症と老化細胞は密接に関連している

ことが知られている（Jurk D, Nat Commun. 2014）。慢性子宮内膜炎は着床障害や原因不明不妊、

反復性流産と関連していることが知られており（Kitaya K, Fertil Steril. 2011; McQueen DB, Fertil 

Steril. 2014; Bouet PE, Fertil Steril. 2016）、慢性子宮内膜炎の治療により妊娠率が改善した報告も

存在する（Johnston-MacAnanny EB, Fertil Steril. 2010）。また、慢性子宮内膜炎ではセクレチン E、

CXCL1、CXCL13 といったサイトカインが過剰に発現していることが知られている（Kitaya K, 

Mod Pathol. 2010）。CXCL1は SASP遺伝子の一つであり、CXCR2を通じて周囲組織の細胞老化

を増強するほか（Lesina M, J Clin Invest 2016; Tsai HH, Cell 2002）、好中球の集積などを通じて炎

症惹起に寄与する（Parknun SM, J Leukoc Biol. 2016）。LPS誘導性早産 p53d/dマウスの産褥子宮で

は有意に Cxcl1の発現が上昇していることを示しており、すなわち LPS誘導性早産 p53d/dマウス

では子宮内炎症惹起と細胞老化が正のフィードバックを成している可能性を示唆する。マウス

妊娠子宮の脱落膜化では細胞分化の過程として生理的に細胞老化が生じる一方で（Hirota Y, J 

Clin Invest 2010; Hirota Y, PNAS 2011）、ヒト子宮では排卵とともに脱落膜化が生じることから、

ヒト子宮には生理的に老化細胞が存在することが考えられる。従って、性周期ごとに形成され

る老化細胞はその度に除去される必要があるが、子宮内慢性炎症が生じた際にはこの除去機構

が障害される可能性が推測される。すなわち、ヒト慢性子宮内膜炎をはじめとする子宮内炎症

と老化細胞の異常な残存は密接に関連し、着床障害や習慣流産をはじめとする不妊症・不育症

と関連している可能性が考えられる。この可能性を検討するには、LPS誘導性早産 p53d/dマウス

において生じる分娩直後の妊娠障害の詳細を明らかにするとともに、ヒト不妊患者の子宮にお

ける細胞老化の局在の変化を調べることが必要となるだろう。 

 子宮内炎症が不妊の原因となるのはヒトに留まらない。3 回以上の交配でいずれも妊娠に至

らず、その原因が不明であるウシをリピートブリーダー（低受胎雌畜）と呼ぶが、リピートブ

リーダーのうち約 13%が潜在性子宮内膜炎を発症しているという報告がある（Pothmann H, 
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Theriogenology 2015）。子宮疾患は卵巣疾患と異なり、臨床症状がない限り診断や発見が難しい。

特に分娩後の子宮内膜炎の発症リスクは高く、子宮内膜炎の罹患は人工授精の成績を有意に低

下させることが示されている（Toni F, Theriogenology 2015）。また、ウマ子宮内膜炎は雌馬の繁

殖において不妊に繋がる大きな要因となっている（LeBlanc MM, Reprod Domest Anim. 2009）。こ

れらの畜産動物では繰り返し繁殖を行う必要があり、分娩後の子宮内膜リモデリングと子宮機

能回復が重要である。分娩後に胎子遺残物や炎症性滲出物の排泄が必要であるが、これらの排

泄の失敗は子宮内膜炎のリスク要因である。従って、子宮内炎症が雌性繁殖障害に関与してい

るリスクは非常に高いことが考えられる。一方、これらの動物においては血絨毛膜胎盤を持つ

マウスやヒトと異なり、子宮内膜の脱落膜化を生じない。そのため、これらの動物の子宮にお

ける老化細胞の存在は全くの未解明である。しかし、細胞老化が広く動物種に保存されたメカ

ニズムであること、慢性炎症と老化細胞が密接に関連することを考えると、これらの動物の子

宮においても老化細胞の蓄積が新規の雌性不妊因子として寄与している可能性が考えられる。

そのため、不妊雌畜における子宮内膜微小環境の解明は今後の課題であると考えられる。 

子宮は新たな命を育む場であり、雌性生殖において最も重要な器官の一つである。しかしな

がら近年では医学的・獣医学的な問題として妊娠関連障害が台頭してきた。ヒトにおいては不

妊症や反復早産といった子宮関連疾患が増加し、これは妊娠・出産に関わる家族の負担を増加

させ、我が国の出産率の低下と少子高齢化を促進させる重要な問題である。ウシ人工授精にお

いてはその技術の向上にも関わらず受胎率は年々低下を続けており、原因の究明と改善策の施

行が急務となっている。ウマにおいては早期胚死滅が大きな問題となっている。これらの繁殖

障害は生産性の著しい低下と農家の経済的負担の増加を引き起こし、日本の畜産界の縮小に繋

がる重要な問題である。本研究では、マウス産褥子宮に老化細胞が存在し、子宮内炎症の亢進

による老化細胞除去機構の破綻と老化細胞の異常な蓄積が分娩直後の妊娠を阻害することを示

した。すなわち、新たな妊娠障害となる子宮因子としての老化細胞の可能性を始めて示唆する
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ものである。今後は、老化細胞が関与する妊娠障害に対する治療法と予防法の確立を目指して、

マウスモデルを用いて老化細胞が引き起こす妊娠障害の詳細を明らかにするとともに、畜産や

医学における細胞老化の病理的な意義を解明することが次なる目標となるだろう。 
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Figure 1  細胞老化の誘導模式図。各種ストレスに応じて、不可逆的な細胞周期の停止、すなわち細

胞老化が誘導される。p16 経路と p21 経路が関与している。 老化細胞の特徴としては SA--gal 染色

陽性、SASP（Senescence associated secretory phenotype）などが挙げられる。  

Figure 1 
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Figure 2  SASPによる周囲細胞への影響の模式図。老化細胞は他の細胞の腫瘍化、細胞老化のさらな

る誘導、炎症の増悪（白血球の誘導など）に作用し、周囲微小環境に影響を与える。  

Figure 2 



- 40 - 
 

 

 

 

 

 
Figure 3 （A）野生型マウス産褥子宮の SA--gal染色。青く染まっている部位が陽性領域となる。分

娩を認めた日を分娩後 1日目（Postpartum Day 1 = PPD1）と定義した。矢頭はヘモジデリン沈着を示

す。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。（B）SA--gal 染色陽性領域の定量化面積。各々

n=3。PPD2の平均面積を 1とした。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05 

Figure 3 
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Figure 4 野生型マウス産褥子宮の Cytokeratin / SMA免疫染色。赤く染まっている部位が陽性領域と

なる。対比染色はヘマトキシリンを用いた。Bar = 500µm。  

Figure 4 
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Figure 5 野生型マウス産褥子宮の p21免疫染色。赤く染まっている部位が陽性細胞となる。対比染色

はヘマトキシリンを用いた。（B）は（A）の強拡大。（A）Bar = 100µm。（B）Bar = 20µm。  

Figure 5 
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Figure 6 野生型マウスの p19ARF / p16INK4a / H2AX免疫染色。赤く染まっている部位が陽性細胞とな

る。対比染色はヘマトキシリンを用いた。（B）は（A）の陽性コントロール。（A）マウス産褥子宮

Bar = 200µm。（B）p19；精巣 、p16；胎盤、H2AX；精巣。Bar = 20µm。  

Figure 6 
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Figure 7 マウス産褥子宮の SA--gal 染色。青く染まっている部位が陽性領域となる。それぞれ遺伝

子型は野生型（Cdkn1a+/+Cdkn2a+/+；WT）、Cdkn1a-/-Cdkn2a+/+（Cdkn1aKO）、Cdkn1a+/+Cdkn2a-

/-（Cdkn2aKO）、Cdkn1a-/-Cdkn2a-/-（dKO）となる。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。   

Figure 7 
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Figure 8 野生型マウス産褥子宮におけるマクロファージの局在。対比染色はヘマトキシリンを用い

た。（A）野生型マウス産褥子宮（PPD8）における F4/80及び Cd11bの免疫染色。赤色の細胞が陽性

を示す。左下に強拡大図、矢頭は陽性細胞。Bar = 100µm。（B）Cd11bの陽性コントロール（野生型

マウス脾臓）。赤色の細胞が陽性を示す。Bar = 100µm。（C）（A）の強拡大図。Bar = 20µm。（D）野

生型マウス産褥子宮（PPD8）における TUNEL染色。Bar = 200µm。（E）野生型マウス肝臓を用いた

TUNEL染色の陽性コントロール。Bar = 50µm。赤色の細胞が陽性を示す。  

Figure 8 
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Figure 9  （A）野生型マウス産褥子宮（PPD8）における Perforin（NK細胞）、CD3（T細胞）、

NIMP-R14（好中球）の免疫染色。赤色の細胞が陽性を示す。Bar = 200µm。対比染色はヘマトキシ

リンを用いた。（B）各々の陽性コントロール。Perforin（マウス胎盤）、CD3・NIMP-R14（脾臓）。

Bar = 100µm。対比染色はヘマトキシリンを用いた。  

Figure 9 
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Figure 10 （A）マクロファージ除去処理をした野生型マウス産褥子宮における SA--gal染色

（PPD8）。青く染まっている部位が陽性領域となる。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。

（B）SA--gal染色陽性領域の定量化面積。各々n=3。コントロールの平均面積を 1とした。2群の

検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05  

Figure 10 
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Figure 11 マクロファージ除去処理をした正期産 p53f/f（Trp53loxp/loxp-Pgr+/+）マウスにおける分娩直後

の妊娠率。分娩に至ったものを妊娠の成功とみなした。なおコントロールのデータは Figure 15と同

じものである。2群の検定には Fisherの正確確率検定を用いた。  

Figure 11 
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Figure 12 （A）LPS 誘導性早産 p53d/d（Trp53loxp/loxp-Pgrcre/+）マウスと LPS 投与正期産 p53f/f

（Trploxp/loxp-Pgr+/+）マウス産褥子宮における SA--gal 染色（PPD3、PPD8）。青く染まっている部位

が陽性領域となる。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。（B）PPD8における SA--gal染色

陽性領域の定量化面積。各々n=3。コントロールの平均面積を 1とした。2群の検定に Studentの t検

定を使用した。*p < 0.05  

Figure 12 
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Figure 13 LPS誘導性早産野生型マウスと正期産マウス産褥子宮における SA--gal染色（PPD8）。青

く染まっている部位が陽性領域となる。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。  

Figure 13 
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Figure 14 LPS 投与正期産 p53f/f（Trploxp/loxp-Pgr+/+）マウスとコントロール正期産 p53f/f（Trploxp/loxp-

Pgr+/+）産褥子宮における SA--gal染色（PPD8）。青く染まっている部位が陽性領域となる。対比染

色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。  

Figure 14  
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Figure 15 コントロール正期産 p53f/fマウス・LPS投与正期産 p53f/fマウス・LPS誘導性早産 p53d/dマ

ウスの分娩直後の妊娠率。Day16 に LPS を 10µg/mouse 腹腔内投与 PPD1 の夕方から野生型マウス

（ICR）雄と交配をかけ、その後の妊娠の転帰を観察した。分娩に至ったものを妊娠の成功とみな

した。なおLPS投与正期産p53f/fマウスのデータはFigure 11と同じものである。LPS投与正期産p53f/f

マウス・LPS誘導性早産 p53d/dマウスの 2群の検定にカイ 2乗検定を使用した。*p < 0.05  

Figure 15 
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Figure 16（A）正期産 p53f/fマウス・LPS 誘導性早産 p53d/dマウス産褥子宮（PPD8）における F4/80

及び Cd11b の免疫染色。赤色の細胞が陽性を示す。対比染色はヘマトキシリンを用いた。Bar = 

200µm。（B）PPD8 における Cd11b 陽性細胞の相対数。各々n=3。コントロールの平均細胞数を 1 と

した。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05（C）F4/80陽性面積の相対値。各々n=3。

コントロールの平均面積を 1とした。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05  

Figure 16 
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Figure 17 コントロール正期産 p53f/fマウス・LPS投与正期産 p53f/fマウス産褥子宮（PPD8）における

F4/80 及び Cd11b の免疫染色。赤色の細胞が陽性を示す。対比染色はヘマトキシリンを用いた。Bar 

= 200µm。  

Figure 17 
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Figure 18正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=7）産褥子宮（PPD3）におけ

る炎症性遺伝子の発現（qPCR法）。正期産 p53f/fマウスの発現を 1とし、内部コントロールには Actb

を用いた。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05  

Figure 18 



- 56 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=7）産褥子宮（PPD3）におけ

るプロゲステロン応答性遺伝子・エストロゲン応答性遺伝子の発現（qPCR法）。正期産 p53f/fマウス

の発現を 1とし、内部コントロールには Actbを用いた。2群の検定に Studentの t 検定を使用した。
*p < 0.05  

Figure 19 



- 57 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=7）産褥子宮（PPD3）におけ

る SASP（Senescence associated secretory phenotype）遺伝子の発現（qPCR法）。正期産 p53f/fマウスの

発現を 1とし、内部コントロールには Actbを用いた。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p 

< 0.05  

Figure 20 
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Figure 21正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=3）産褥子宮（PPD4）におけ

る SASP（Senescence associated secretory phenotype）遺伝子の発現（qPCR法）。正期産 p53f/fマウスの

発現を 1とし、内部コントロールには Actbを用いた。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p 

< 0.05  

Figure 21 
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Figure 22 LPS 誘導性早産 p53d/d マウス（n=7）・プロゲステロン投与 LPS 誘導性早産 p53d/d マウス

（n=4）産褥子宮（PPD3）における炎症性遺伝子の発現（qPCR法）。LPS誘導性早産 p53d/dマウスの

発現を 1とし、内部コントロールには Actbを用いた。2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p 

< 0.05  

Figure 22 
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Figure 23 LPS 誘導性早産 p53d/d マウス（n=7）・プロゲステロン投与 LPS 誘導性早産 p53d/d マウス

（n=4）産褥子宮（PPD3）におけるプロゲステロン応答性遺伝子・エストロゲン応答性遺伝子の発

現（qPCR法）。LPS誘導性早産 p53d/dマウスの発現を 1とし、内部コントロールにはActbを用いた。

2群の検定に Studentの t検定を使用した。*p < 0.05  

Figure 23 
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Figure 24 胎子安楽殺野生型マウス・コントロール野生型マウス産褥子宮における SA--gal染色

（PPD8）。青く染まっている部位が陽性領域となる。対比染色はエオジンを用いた。Bar = 500µm。  

Figure 24 
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Figure 25 胎子安楽殺野生型マウス・コントロール野生型マウス産褥子宮における Ki67免疫染色

（PPD8）。茶色く染まっているものが陽性細胞となる。対比染色はヘマトキシリンを用いた。Bar = 

500µm。  

Figure 25 
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Figure 26  本研究で提示する産褥子宮における老化細胞除去機構と老化細胞の過剰な蓄積が生じる機

構の模式図。正期産マウスにおいては F4/80陽性マクロファージによって老化細胞のクリアランス

が生じる。早産マウスにおいては子宮内微小環境の炎症亢進とエストロゲンシグナリングの優位性

によって F4/80陽性マクロファージの減少が生じ、結果的に老化細胞の過剰な蓄積と分娩直後の妊

娠の障害が引き起こされる。  

Figure 26 
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Table 1  本研究で使用したプライマー配列一覧。 

  

Target gene   GeneBank accession No. Forward primers (5'-3') Reverse primer (5'-3') 

mCxcl1 NM_008176 AAACCGAAGTCATAGCCACACT TGTTGTCAGAAGCCAGCGTT 

mCxcl2 NM_009140 CCAGACAGAAGTCATAGCCACT CGAGGCACATCAGGTACGAT 

mSerpine1 NM_008871 ACAACCCGACAGAGACAATCC GTCTGGGATGCTGGTTGGAA 

mMmp3 NM_010809 GGACAAATACTGGAGGTTTGATGAG GGATGCCTTCCTTGGATCTCTT 

mTgfb NM_011577 ACCGCAACAACGCCATCTAT GTATCAGTGGGGGTCAGCAG 

mCfb NM_008198 CAAGGGAAGAGCCTGACTCG CCCCGGAATCTCCTTTGCAT 

mCfi NM_007686 TCAGGAGAAAGCCTGCAACG CAGCTTCTCCTTGAGCTGACC 

mLcn2 NM_008491 TACCCTGTATGGAAGAACCAAGG CCACACTCACCACCCATTCA 

mCcl3 NM_011337  TCCCAGCCAGGTGTCATTTTC CTCAAGCCCCTGCTCTACAC 

mCcl5 NM_013653 GCAGTCGTGTTTGTCACTCG AGAGCAAGCAATGACAGGGA 

mCd14 NM_009841 AGAGGAAGGGACAGGGTGAC ACACGCTCCATGGTCGGTA 

mIl1a NM_010554 GCTTGAGTCGGCAAAGAAATCA CTTCCCGTTGCTTGACGTTG 

mElf3 NM_001163131 CAGGACTGATCCTCTGGCTG CATCAGAAGAGTTGGAGGTGAGG 

mPlscr1 NM_011636 AGAAGGAGCCTCAGAAACTGT CTGGCTGATTTTGGACAGGAAA 

mHoxa10 NM_008263 TAACTTAGCCGGAGCCTTAGGTC CCTGATTAAACACAGCCCAGCA 

mHand2 NM_010402 CCAGCCCAAGAGAACCGCCG CCGTCCTCGCTCCTCAGGCT 

mMuc1 NM_013605 GTGCCAGTGCCGCCGAAAGA CCGCCAAAGCTGCCCCAAGT 

mLtf NM_008522 GGAGCCTTGAGGTGTCTGAG CCAGGTGGCACTCCTTGTAT 

mC3 NM_009778 CCCCTGCCCCTTACCCCTTCA TGGCTGGAATCTTGATGGAGACG 

mPgr NM_008829 AGGGCAATGGAAGGGCAGCAT CCACCGACTGGGGGAGAGCAA 

mEsr1 NM_007956 CGGCCCTCCCGCCTTCTACA CGGTCTTTCCGTATGCCGCCT 

mActb NM_007393 TGTTACCAACTGGGACGACA GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA 

Table 1 
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Supplemental Table 1  (Excel File) 正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=7）

産褥子宮（PPD3）を用いたマイクロアレイ解析。p53f/fに対して p53d/dで 2倍以上の発現が認められ

たものを増加した遺伝子（up-regulated）、0.5倍以下の発現を認めたものを減少した遺伝子（down-

regulated）とした。 

Supplemental Table 2  (Excel File) 正期産 p53f/fマウス（n=3）・LPS誘導性早産 p53d/dマウス（n=7）

産褥子宮（PPD3）を用いた GO解析。p53f/fに対して p53d/dで 2倍以上の発現が認められたものを増

加した遺伝子（up-regulated）、0.5倍以下の発現を認めたものを減少した遺伝子（down-regulated）を

用いた。  
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