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概要　母体 に と つ て semiallograft で あ る胎児 ・胎盤 が な ぜ 母体 に よ り拒絶 さ れ な い の か は 免疫学的 に

．興味 あ る 問題 で あ り，生殖免疫学 の 分野 に お い て 大 ぎな 研究テ ー
マ と な つ て い る． こ れ を説明 し よ う と

す る 諸説 の 中で ，妊婦血清中に 観察さ れ る遮断抗体の 重要性が近年注 目 さ れ て い る． こ れ ま で の 研究 に

ょ り，遮断抗体が父系 HLA −DR と関連 した抗体 で ある こ と が明 らか に さ れ て い る が，こ の 免疫原が何で

あ る か は い まだ に 不 明で あ る，著者 らは 以前，母児の 境界面 に 位置す る trophoblast に HLA −DR が表現

され て い ない こ とを報告し た が，本研究で は 同 じ HLA ・D 領域に 属する HLA −DP お よ び HLA ・DQ が各

種 の trephoblastに 表現 さ れ て い る か 否 か を検討する 目的で ，単 ク ロ
ーン 抗体を 用 い た 酵素抗体聞接法

に よ り解析を行 つ た ．

　十分な陽性 お よ び 陰性 コ ソ ト ロ
t一ル を お い た 解析 の 結果，HLA ・DP お よ び HLA ・DQ は 妊娠 8週 か ら

22週 まで の 正常妊娠 に お け る す べ て の trophoblast ，全胞状奇 胎お よ び部分胞状奇胎 の trophoblast ，な

らび に 妊娠性絨毛癌細胞 に 表現 され て い な い との 成績が得 られ た ，した が つ て ，以前得られ た HLA ・DR
の 陰性所見 と も合 わ せ ，遮断抗体が trophoblast 上 の HLA −D 領域抗原を認識 し て 産生 さ れ た 抗体で あ

る可 能性 は 少な い と思われ た ，

Synopsis　 A 　blecking　antibody 　in　pregnant　sera 　seerns 　essential 　in　understanding 　why 　a 　fetus　can 　survive

as 　 a　 semiallograft 　 in　an 　 immunologically　 competent 　 motheL 　It　has　been　demonstrated　that　blocking
antibody 　is　 c 夏osely 　re 玉ated 　to　the　patemal 　HLA −DR 　antigens ．　 However ，　we 　previously　reported 　that

HLA −DR 　is　not 　expressed 　on 　any 　trophoblast　constituting 　the　fetal　frontier　at　the　feto・matemal 　interface．
The 　present　study 　was 　then 　undertaken 　to　clarify 　whether 　or 　not 　trophoblasts　of 　normal 　pregnancy 　and

trophoblastic　diseases　express 　HLA −DP 　or 　 HLA −DQ 　 antigens 　which 　 are 　 closely 　linked　to　 HLA −DR 　as 　 a

haplotype，
　Materials　 were 　taken 　from　ten　pregnant　 uteri，　 ranging 　from 　 8　 to　22　 weeks 　 of　gestation，　 two 　 uteri

containing 　complete 　mo 三e　and 　two　uteri 　each 　containing 　gestational 　choriocarcinoma ．　 Curettage　speci −

mens 　obtained 　from　three　cases 　of 　complete 　mole 　and 　two　 cases 　of 　partial 　mo 重e　were 　also 　 employed ．
Antigen 　 expression 　was 　examined 　by　 an 　indirect　immunoperoxidase 　technique　 using 　various 　monoclonal

antibodies 、

　From 　this　immunohistochem三cal 　 study ，　neither 　 HLA ・DP 　nor 　HLA ・DQ 　seelned 　to　be　expressed 　on 　any

trophoblast　of　normal 　pregnancy 　and 　trophoblastic　d三seases ，　which ，　together　with 　the　negative 丘ndings 　of

HLA ・DR 　 on 　trophoblasts
，
　 may 　 suggest 　 that 　blocking　 antibody 　is　 not 　generated　 against 　 HLA ・D 　 locus

ant童gens　on 　trophoblasts．

Key 　words ： HLA −DP ・HLA −DQ 　
’
　Trophoblast ・No   al　pregnancy ・Trophoblastic 　disease
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　　　　　　　　　緒　　言

　妊 娠は 免疫学 的 に み る と
，
　semiallograft で あ る

胎児 ・胎盤が子宮に 生着した 現象と して とらえ る

こ とがで きる．胎児 ・胎盤が宿主で ある母体に よ

りなぜ拒絶 され な い の か は 興 味深 い 問題 で あ り，

生殖免疫学 の 分野 に お ける大 きな研究 テ
ー

マ とな

つ て い る ．

　妊娠維持に 関与する 免疫学的機序を解 明すべ く．

数多 くの 研究成果
14 ｝が報告され て きて い るが

，
こ

れ らの 中で ，妊婦血 清中 に 観察 され る遮断抗体 の

重要性が近年注 目され て い る ．遮断抗体 は マ ク ロ

フ ァ
ージ遊走阻止試験

17）や リ ン パ 球混合培養
12）な

ど in　vitro の 試験 に お い て ，妊婦 リ ン パ 球 の 父系

抗原 に 対す る反応 を抑制す る こ とが知 られて い

る．また ， 習慣性流産患者の 血 清中に は遮断抗体

の み られ な い こ とが多い
9・　）17 ）

， 習慣性流産 患者 に

プ ー
ル し た 第三 者 の リ ン パ 球 や夫 の リ ン パ 球を用

い て 免疫す る こ とに よ り血 清中に遮断抗体 が出現

し， 多 くの 症例 で 生児が得られ る
4）16）22）24）25 ）な ど の

臨床 的経験 か ら，
in　vivo に お い て も妊娠維持 の う

えで 重要な役割をはた し て い る もの と推察 されて

い る．

　遮 断抗体 の 免疫原が何 で ある か に つ い て は い ま

だ 不 明で ある が ，夫 由来 の HLA −DR 抗原 と の 関

連性 が報告 され て い る
’°）13）’7〕．

　 HLA −D 領域 は 主 と して HLA −DP
，
　 HLA −DQ

，

HLA −DR に よ り構成 されて お り，こ れ らは ／ ・ プ ロ

タ イ プ と し て 遺伝 され る こ とが知 られ て い る
5｝．

著者は 以 前， 母 児の 境界面 に 位置す る trophob−

lastに HLA −DR が 表現され て い な い こ とを報告

し た
2｝が，trophoblast に お ける HLA ・DP お よ び

HLA ・DQ の 表現に 関 して は ，
こ れ ま で に Starkey

の 報告
20｝がみ られ る の み で ある 。

　本研究で は，多数の 材料を用 い ，正常妊娠お よ

び絨毛 性疾 患 の trophoblast に お け る HLA ・DP

お よ び HLA ・DQ の 表現に つ い て 観察す る こ とを

目的 とした 。

　　　　　 研究材料お よ び研究方法

　1．研究材料

　子宮筋腫 な ど医学的適応 に よ り摘 出された 妊娠

8週 か ら22週 ま で の 正 常妊娠子 宮10例お よ び 全胞

状奇胎子宮 2例 ， 子宮内容除去術 に よ り得 られた

全 胞状奇胎 組織 3例 お よ び 部 分胞 状奇胎組 織 2

例，な らび に 子宮摘 出に よ り得 られ た 子宮絨毛癌

2例を材料 と した．

　 2，抗体

　 HLA −DP お よ び HLA −DQ の 局在 は マ ウ ス 単

ク ロ
ーソ 抗 体 を 用 い て 解析 し た．抗 HLA −DP

（B7／21s）is ），培養上 澄）お よ び抗 HLA −DQ （抗 Leu ・

106）7）， 培養上澄）は Becton　Dickinson社 よ り購入

した もの を使用 し ， 各 々 80倍 と50倍に 稀釈し て 用

い た ．

　 正常 ウ サ ギ血 清，ペ ル オ キ シ ダ ーゼ 標識 ウ サ ギ

抗 マ ウ ス 免疫 グ ロ プ リ ソ は Dakopatts社 よ り求

め
， 各 々　10倍 と20倍に 稀釈 し て 用 い た ．

　正常血 清の 稀釈 は 0．01M 　phosphate −buffered
saline （PBS ），　 pH7 ．6に よ り，

ま た 抗体 の 稀釈は

1 ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を加 え た 0．01M 　 PBS に

よ り行つ た ．

　 3．酵素抗体法

　材料は 摘出後 ， た だ ち に 液体窒素に よ り急速凍

結 し，ミ ク ロ トーム で 4μ m の 薄切 片を作製 した．

空気乾燥後，冷 ア セ トン に て 10分間固定 し た ．

　HLA 抗原 の 観察は 酵素抗体間接 法に よ り行 つ

た ，組織切片を親水性 に 戻 し た 後 ， 正常 ウ サ ギ血

清を 20分間組織 に重 ね，二 次抗体 の 非特異的反応

の 防止 に 努めた ．軽 く洗浄後 ，

一
次抗体，二 次抗

体 の 順 に 組織 に 重ね ， 各 々 60分間お よ び30分間室

温 に て 反応 させ た．各反応後，0．01M 　PBS に て 十

分洗浄した ．

　抗 原 観 察 は diaminobenzidine（S 一タ イ ト

社）・H ，O ，溶液 を用 い た 反応 に よ り行 い
， 核染色

は メ チ ル グ リーン また は ヘ マ ト キ シ リ ン に よ り行

つ た ．

　4．trophoblast の 同定

　正常妊娠お よ び胞状奇胎 に お い て ，trophoblast

は 絨毛表面に 存在 して い る が ， 絨毛構造 に 関与せ

ず ， 母体組織に 向か つ て 増殖 ， 浸潤 する trophob −

1ast細胞群 の 存在す る こ とが 知 られ て い る
19 ）． こ

れ らの 細胞を母 体細胞 よ り細胞 形態の うえか ら識

別す る の は 困難で ある と考 えられ て い る．こ の た

め
，

ラ ッ ト単 ク ロ
ー

ソ 抗体で あ る Troma 　1（西 ド
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写真 1　 リ ノ パ 節 に お け る HLA 　DP の 染 色 （× 200）

　 リ ／ ハ濾胞 を構成 す る リ ノ ハ 球 に 陽性所見 が得 られ

　 た

写 真 2　 妊 娠 8週 の 着 床 部 に お け る Troma 　 1の 染色

　（× 40） 絨毛表面 の vlllous 　trophoblast，な らひ に

　cell　 column （矢 印）や 脱 落膜 （D ） に 存 在 す る

　extravdlous 　tropheblastが 観察 され た

写真 3　 写真 2の 連続切片 に お け る HLA 　DP の 染色

　（× 40）．脱落膜 お よ び 子宮筋層 に HLA 　DP 陽性 の

　 リ ノ ・・球 が散見された が，す へ て の trophoblastて

　HLA 　DP は 陰性て あっ た

写真 4　全胞状奇胎 の 着床部 に お け る Troma 　1の 染 色

　（× 40） vlllous　trophoblast の ほ か，旺盛 な 増殖を 示

　す extravillous 　trophoblast （矢印） が み られ た

写真 5　 写真 4 の 連 続 切 片 に お け る HLA 　DP の 染色

　（× 40） vlllous 　 trophoblast お よ び extravillous

　trophoblast の す べ て の 細 胞 て HLA 　DP は 陰 性 で

　 あ つ た

写真 6　絨毛癌 に お け る Troma 　 1の 染色 （× 40） 壊

　 死 組織 （N ） と健常子 宮筋層 （M ）の 間に 絨毛癌細胞

　 が 多 数認 め られ た

N 工工
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写真 7　写真 6の 連続切片 に お け る HLA −DP の 染色

　（x4G ）．周 囲子宮筋層中 に HLA −DP 陽性 の リ ソ パ

　球 （小 さ な矢 印） が 多数認め られ た ．一
方，絨毛癌

　細胞 （大 ぎな 矢 印）で は 陽 性 所見は 得 ら れ な か つ た ．

イ ッ ・Kemler 博士 よ り供与された）を連続切片 の

中で 用 い
， trophoblast の 同定を 確実 に す る よ う

努め た ．Troma 　1が正 常妊娠 お よ び 絨毛性疾患 に

お い て 組織学的 trophoblast　marker と し て 有用

で ある こ とはすで に報告し て あ る
19）．

　 5． コ ン トロ
ー

ル

　本研究 に 先立 ち
，
technical 　error な どを 確認す

る 目的で ，子宮頚癌 の 手術 の 際に 摘出 された リ ソ

パ 節を陽性 コ ン ト ロ
ー

ル とし て 用 い
， 同様の 方法

で 免疫組織化学的染色を行 つ た ．

　 また ，反応 の特異性を確認す る た め ，マ ウ ス 骨

髄腫細胞株で ある NS −1培養上澄液を
一

次抗 体の

陰性 コ ソ ト ロ
ー

ル とし て 用 い た が ， 陽性反応は観

察さ れ な か つ た ．

　　　　　　　　　成 　　績

　 1． リソ パ 節

　 リ ン パ 濾胞 を 中心 に
，
HLA −DP 陽性 の リ ン パ

球，お よび HLA −DQ 陽性 の リ ソ パ 球 が多数認め

られ た ．

　 2．正常妊娠

　着床部に お い て
， 脱落膜を中心 に HLA −DP お

よ び HLA −DQ が陽性 の リ ソ パ 球が 多数散在 して

い る の が認め られ た．

　絨 毛 表 面 の viHous 　 trophoblast に お し・て
，

HLA −DP お よび HLA −DQ は 陰性 で あつ た ．　 cell

column
，
　shel1 ，脱落膜な どに存在す る絨毛形態 に

関与 しな い extravillous 　trophoblast　Vこ つ い て も

HLA ・DP ，　 HLA −DQ は ともに陰性で あつ た ．

　 これ らの成績 は観察 したす べ て の 組織に お い て

同一
で あ り， HLA ・DP ，ある い は HLA −DQ が 陽性

の trophoblast は 観察 され な か つ た ．

　 3．　胞 ‡犬奇月台

　 摘出 し た 全胞状奇胎子宮 の 着床部 に お い て tro−

phoblast の 旺盛 な増殖 がみ られ ，
こ れ らが母 体組

織に 向か つ て 浸潤 して い くの が認め られ た ．奇胎

絨毛表面 の villous 　 trophoblastを含むす べ て の

trophoblast に お い て HLA −DP お よ び HLA −DQ

は 陰性で あつ た．
一
方，脱落膜な ど に は HLA −DP

お よ び HLA ・DQ が 陽性 の リ ン パ 球が 多数認 め ら

れた．

　子宮内容 除去 術 に よ り得 られた 全 胞 状奇胎組

織 ，
お よ び部 分胞状奇胎組織に お ける 成績も摘出

子宮で の 成績 と同一
で あつ た ．

　 4．絨 毛癌

　健常子宮筋層 と中央壊死組織 と の 間に 絨毛癌細

胞を認め ，連続切片 の 中で Troma 　le＝ よ り絨毛癌

細胞で あ る こ とを確認 し つ つ
， 絨毛癌細胞に お け

る HLA −DP お よ び HLA −DQ の 局在を観察 した．

　周 囲筋層 組織 中 に HLA −DP お よ び HLA ・DQ

が 陽性の リ ソ パ 球が 認め られ た．しか し，絨毛癌

細胞 に つ い て は
， す べ て の 細胞 で HLA −DP お よ

び HLA ・DQ が陰性で ある と考え られ た．

　　　　　　　　　考 　　案

　妊娠維持機構 に お ける遮断抗体 の 重要 性 が近年

注 目され て い る．遮断抗体は 妊娠 5 週 よ り妊婦血

清中 に 出現す る こ とが観察 され て お り
1），また ，絨

毛性疾患患者血 清中に も存在す る こ とが知 られ て

お り
23）

， 基礎的研究な らび に 臨床的経験か ら， 妊娠

現象 の 中 で 重要 な役割 を は た して い る も の と考 え

られて い る ． こ の 抗体 の 免疫原が何で ある か は 十

分に 解明 され て い な い が ， 夫 由来 の HLA −DR 抗

原 との 関連が認め られ て い る
10）13）17）．

　母児境 界面 の 胎 児側 を構成 す る の は trophob −

lastで あ り，母体免疫担 当細胞 が trophoblast以

外 の 胎児細 胞 と接触す る こ とは 原則的に ない と考

え られ る．したが つ て ，遮断抗体 の 免疫原 と し て
，

まず trophoblastを考 えな けれ ば な らな い が，著

者は 以前 ， 妊娠 6 週か ら 18週 ま で の す べ て の tro一
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phoblast で HLA −DR が表現 され て い な い こ とを

観察 し て お り
21
，こ の 成績は 諸家 の 報告

21）と も
一

致

し て い る．HLA −D 領域 の 抗原は 第 6 染色体上 の

遺伝子に よ リ コ ー ドされて お り， 主 とし て HLA −

DP ，
　 HLA −DQ ，

　 HLA −DR に よ り構成 され て い る

が
，

こ れ らは す べ て ハ ブ Pt タ イ プ として 遺伝 され

て い くこ とが知 られて い る
5）．そ れゆ え， 遮断抗体

の 免疫原 を考 える うえで
，
trophoblast細胞上 に

HLA ・DR と 深 い 関 連 の あ る HLA −DP お よ び

HLA −DQ 抗原 が表現 され て い る か ど うか は 興 味

深 い 問題で ある ．

　trophoblast に お け る HLA −DP お よ び HLA −

DQ 抗原 の 表現 に つ い て の 報告 は
，

こ れ ま で に

Starkeyの 報告
2°）が み られる の み で ある．こ の 中

で ，抗 HLA −DP 抗体 （B7／21）が cytotrophoblast

や syncytiotrophoblast な ど の villous 　trophob −

1ast
， 脱落膜や cell　 column に 存在す る extravi1 −

lous　trophoblastな ど と反応す る こ と が述 べ られ

て い る ．

　今回 ， 著者 ら は 多 くの 材料 を用 い
， 酵素抗体 間

接法 に よ り B7／21の trophoblast との 反応 性を検

討 した．十分な陽性お よ び陰性 コ ン ト ロ ール を用

い て 解析 した 結果 ，
B7／21は 正 常妊娠お よび絨毛

性疾患 の す べ て の trophob正ast と反応 し な い と考

え られ た ．Starkeyは 三 次 抗 体を 用 い た three

stage 　technique に よ り検討し て お り， 研究成績が

一致 しな か つ た の は 研究方法 の 感度 の 違 い に 起因

す る こ と も考え られ る．そ こ で ， よ り高感度な方

法 と さ れ る avidin −biotin−peroxidase　complex

法
1 「》を用 い 同様の 検討を 行つ た が

， 得られ た 成績

は 同 じで あつ た ，Starkeyの 報告は 少数例 に つ い

て の 検討で あ り，また ，

一
次抗体 の 稀釈濃 度が 不

明 で ある ， 高感度 の 方法論を 用 い て い る
， な どの

点 よ り，非特異的な反応で ある可 能性 もある か と

思わ れ る．

　最 近 ， 高 橋 ら
3）
は HLA −DP に 対 す る cDNA

probe を 用 い た Northern 　 analysis に よ り ，

HLA ・DP に 対 す る mRNA が 正 常 妊 娠 の tro・

phoblast に存在する か 否か を検討 し ， 初期胎盤 8

例中 1 例，満期胎盤 8 例中 1例 に お い て 陽性所見

が得 られ た と報告 し て い る．妊娠 とい う基本的な

生命現象を考 える うえで 16例 中 2例 に み られた 陽

性所見 は重要 なもの と は とらえづ ら く， 逆 に高感

度な方法論 で あ る Northern　analysis に よ り得 ら

れた 16例中 14例の 陰性所見 こ そ が
， われわ れ の 成

績を支持す る もの と思わ れ る，

　 HLA −DQ に 関す る 成 績 は ，著者 ら の 成 績 も

Starkeyの 成績 と
…

致 し て お り，す べ て の tro−

phoblast で 陰性で あつ た ．

　 B7／21が 認識す る エ ピ トープ が正常妊娠 の tro−

phoblast 上 に 表現 され て い る か 否 か に つ い て の

結論は
， 今後 の 追試験 に 委ねた い が

， HLA −DP 上

の ほ か の い くつ か の エ ピ トープが表現 され て い な

い こ とが Starkeyに よ り報告 され て い る こ と か

ら ，
HLA −DP が完全 な分子 と して表現 され て い る

とは 考えづ らい ．HLA ・DQ お よ び HLA −DR に お

け る 陰性所 見 と も合 わ せ ，遮 断抗 体 が trophob −

1ast上 の HLA ・D 領域抗原を 認識 し て 産生 された

抗体で ある可 能性 は 少 な い と思 われ た．

　遮断抗体の 免疫原 と し て
， 母体血 中に観察 され

る
15｝胎児血球上 の HLA −D 領域抗原な ど い くつ か

の 可能性が考 えられるが
， 今後 の 研究 に 期待 した

い と思 う．
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