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概要 　近年習慣 流産患者 に い わ ゆ る 免疫療法 が 行 なわ れ ，著 明 な効果 を あげ て い る が，そ の 作用機序 は

完全 に は 解明 され て い ない ．本研究 で は 胎児を 種 の semi −allograft とみ な し，免疫 治療 に よ り，移植

免疫 に お ける い わゆ る生着反応 と同様 の 機序が働 くと考 えて そ の 特異的免疫抑制機構 に つ い て 解析 し

た ．

　当院 不 育症外 来 に 通院す る反復流産患者 に 対 して 諸検査 を施行 し ， 免疫学的流産 と思われ る 患者に 対

して 夫 リソ パ 球 に よ る 免疫治療 を行 な い
， そ の 前後 の MLC ，　 T 細胞 サ ブ セ

ッ ト，抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体

の 変化 を調 べ た と こ ろ ，以 下の 成績 を得 た ，

　1．免疫治療前 後 の MLC 変動 を40組 に つ い て 調 べ た と こ ろ ，著明な抑制 が み られ（p ＜ 0．OO1）， そ の 平

均抑糊率 は 50．5 ± 25．6％（mean ± SD ）で あ つ た．ま た，14組 に つ い て 第三 者の リ ン パ 球 を stimulator と

し た 系 をつ くり，検討 し た と こ ろ 夫 を stimulator と し た 場合が平均 61．2± 23，7％の 抑制率 で あつ た の に

対 し，第 三者で は 34．9土 42．5％と有意 に （p〈 0．05）低 か つ た．

　2．T 細胞 サ ブ セ ッ トの 変化を19症例 に つ い て 調べ た と こ ろ，　 suppresser 　T 細胞 は 有意 に （p 〈 0，01）
増加 し，cytotoxic 　T 細胞 は 有意 に （p 〈 D，05）減少 した ．　 helper　T 細胞 と inducer　T 細胞 は，有意 な

変化 は 認 め ら れな か つ た．

　3．抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体に つ い て は，フ Pt　一サ イ ト メ ー
タ
ー

を用 い た 二 重染色法 に よ り，約 5 ％の 夫

リ ソ パ 球 に 刺激 さ れた 妻 リ ン パ 芽球 に 自己抗体 の 結合 が 認め られ，免疫療法後妻血 清中 に 抗 イ デ ィ オ タ

イ プ 抗体 が 存在 す る こ と が 示唆 され た．

　以上 の 結果 に よ り，免疫療法に よ り，液性免疫に つ い て も細胞性免疫 に つ い て も免疫抑制機構 が 働 く

こ と が 示 され た．

Synopsis　The 　mechanism ‘）f　the　bene丘cial 　 effect 　 of 　immunotherapy 　for　human　 reproductive 　wastage

remains 　to　be　elucidated ．　 The　induction　of 　blocking　antibodies 　such 　as 　anti −HLA 　class 　II　antibodies 　and

anti・idiotypic　antibodies 　was 　lnvestigated　 as 　the 　mechanism 　of　specific　immun   suppression 　ln　pregnancy ．
We 　reported 　that 　changes 　in　 a　 mixed 　Iymphocyte 　 culture （MLC ），　T −cell 　 subsets 　 and 　generation　of 　anti・

idiotypic　antibodies 　after 　immunotherapy　compared 　to　before，　 MLC 　was 　significantly （p 〈 0．001｝inhibited
after 　the　immunization．　 The 　mean 　inhibition　rate 　 was 　50．5％，　 suggesting 　that　MLR 　blocking　 antibodies

were 　induced　by　immunotherapy．　 We 　demonstrated　that　this　blocking　effect 　was 　specific　to　the　husband，
because　the　inhibition　of 　one ・way 　MLC 　reactions 　which 　were 　set 　up 　with 　respQnding 　matemal 　lymphocytes

and 　MMC −treated　stimulating 　lymphocytes　 of 　third 　parties 　were 　 significantly 　low （p〈 0，05）compared 　to

stimulation 　with 　paternal　Iymphocytes．　 The　binding　of　auteantibodies 　to　alloactivated 　matemal ］ymphob −

lasts　 against 　 the　 patemal 　 lymph 〔，cytes 　 was 　 detected　 in　 post−immunization 　 cases 　 in　 two ・color 　 flow−

cytometric 　 experiments ．　 This　strongly 　s   gests　that　 anti・idiotypic　 antibodies 　 were 　induced　by　the　im −

munotherapy ．　 The 　percentage　of　cytotoxic 　T　cells　was 　significantly 　decreased（p＜ 0．05）and 　the　percent ・

age 　of 　suppressor 　T 　ceHs 　was 　significantly 　increased （p く 0，0ユ）after　the　immunotherapy，　suggesting 　that　a

cell −mediated 　immune 　response 　was 　induced　by　the　immunotherapy．
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　 　 　 　 　　 　 　 　緒 　 　言

　近年 習慣流産患者 に 対 し て ， 夫 リ ン パ 球を妻に

皮 内注射す る免疫療法が 行 なわ れ，効果 をあげて

い る が ，そ の 作用機序は い まだ 完全に は解明 され

て い な い ．胎児ば 父親か らの HLA 抗原 を 半分受

け継 い で お り
，

母 体 に と つ て 免疫 学 的 に semi −

allograft で ある と考 え られ るが，正常妊娠 に お い

て い か な る機構が働 き， 拒 絶 され る こ とな く分娩

に 至 るの か もい まだ不明 の 点が 多い ．父親 由来の

抗原 に 対 し て blocking　antibody が 産生 さ れ た

り，また suppressor 　T 細胞 が増 え る な どの 細胞

性免疫 の 抑制機構が働 き， 胎児に 有利 な方向に 働

い て い る と い う報 告 が い く つ か み ら れ る

が
9）12］15）16｝

， 妊娠 と同 じ夫由来 の抗原刺激 で あ る免

疫療法に お い て も同様の メ カ ニ ズ ム が 働 き，免疫

学的流産に 対 し て 効果 を あげて い る とい う仮定の

も とに ， 本 研究を行な い ，以 下の 成 績 を得た の で

報告す る．

　　　　　　 研 究対象 と研究方法

　 1．対象

　当院不 育症外来に 通 院 す る， 2 回以上 の反復流

産の 既往 を もつ 患者に 対 し て ス ク リ
ーニ ン グ テ ス

ト （表 1）を施 行 し，免疫学的流産 と判断 して 免

疫療法の 適応 と され た 夫婦を対象 と した．

　 2．免疫療法

　 夫 の ヘ パ リ ン 加 末 稍 血 30m1 よ り FiCQ11・

Conray 比 重遠 心 法 に て リ ン パ 球を分離 し，4．0±

O．5 × 107個／ml に なる よ うに滅 菌生 理 食塩水で 濃

度調整 し， こ れ を妻 の 上腕 と前腕 に 6 〜 8 ヵ 所皮

内接種 した ．こ れ を 2 〜4週 間隔で 4回施 行 した ．

表 1　 不 育 症 ス ク リ
ー；ン グ テ ス ト

検査

影検査

、精液検 査

腔鏡

　LH −RH 　test）

　3．Mixed 　Lymphocyte　Culture

　免疫療 法終 了 後，妻 リ ソ パ 球 を responder ，

mitomycin −C 処理 し た夫 また は第二者 （男性 ） の

リ γ パ 球 を stimulator と し た 一 方 向 Mixed

Lymphocyte　Culture（MLC ）を施行 した．　 MLC

は，非働化 した 免疫療法前妻血 清を加 え た系と ，

免疫療法後妻血 清を加 えた系を 同 時に施行 し ， 6

日間培養後
3H −thymidine を 加 え ，18時間培養後取

り込 み を カ ウ ン ト し，免疫療法前後 の 変化を調 べ

た．

　 4．T 細胞 サ ブ セ ッ ト

　免疫療 法前 後 の 妻 の T 細胞 サ ブ セ ッ ト の 変化

を， フ ロ
ーサ イ ト メ

ー
タ

ーFACScan （Becton

Dickinson，　 CA ，
　 USA ）を用 い た 二 重染色法 で 測

定 し た ．本研究で は ，CD8 ＋
十 CDIIb ’

（suppressor

T ）細胞，CD8 ＋
＋　CDIIb

−
（cytotoxic 　T ）細胞，

CD4 ＋
十Leu8

−
（helper　T ）細胞，　 CD4 ＋

十 Leu8＋

（inducer　T ）細胞の 全 リ ン パ 球中 に 占め る割合 に

つ い て 調 べ た．

　 5．抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体

　 免疫療法 に よ り， 妻血 清中に 抗 イ デ ィ オ タ イ プ

抗体が産生 され る こ と を，FACScan を 用 い た 二

重染色法に よ り証明を試み た ，まず ， 妻 リ ソ パ 球

を20％AB 血 清を含む RPMI 　1640　medium 中で ，

mitomycin ・C 処 理 し た 夫 リ ソ パ 球 を stimulator

と し て 一方向 MLC を行な つ た． 7 日間培養後，

medium を 交 換 し ，
　 IL・2 （Electro−Nucleonics，

Silver　Springs，　 Md ．）を加 え，再度 mitomycin −C

処理 し た 夫 リ ン パ 球を加 え て 再 刺激 と し， さらに

7 日間培養 した ．培 養 し た 妻 リ ン パ 芽 球を 回収

し ， phosphate ・buffered　saline （PBS ） で 洗浄 し，

免疫療法前後の 妻血清を加 え，
4 ℃，30分間イ γ

キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た ．さ ら に PBS で 洗浄 した

後 ，
fluorescein−isothiocyanate（FITC ） ラ ベ ル

F （ab
’

）2　 goat抗 ヒ ト 免疫 グ ロ ブ リ ン 抗体 （Or−

ganon 　Teknika　Corp．　West　Chester，　 UK ） と

Phycoerythrin（PE ）ラ ベ ル 抗 Leu−4（CD3 ，　Becton

Dickinson　Monoclonals，　 Mountain　View ，　 CA ）

を加 え，4℃ ， 30分間イ ソ キ ュ ベ ーシ ョ ン し ， FAC 一
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Scan に て 解析 し た ．

　　　　　　 　　 研 究成績

　 1．Mixed　Lymphocyte　Culture

　 図 1 は 免疫療 法前後 の MLC の 変動 を示 した も

の で あ る．40組 に つ い て 調 べ た と こ ろ ，ほ と ん ど

の 例で 著 明 な抑制 が み ら れ ， そ の 平均 抑 制率 は

50．5± 25．6％ （mean ± SD）で あ り， 統計学的に 有

意で あ つ た （p 〈 0．001）．こ れ は
， 抗 HLA 　class 　II

抗体や ， 抗イデ ィ オ タ イ プ抗体等 とい っ た block−

ing　antibody が免疫療法に よつ て 産生 された こ と

を示唆す る ，

　また ， 40組 中14組に つ い て 夫以外の 第三 者の 男

性 の リ ン パ 球 を stimulator とし た 系 を つ く り，検

討 し た と こ ろ ， 夫を stirnulator と した 系 の 免疫後

の 平均抑制 率は
，
61．2± 23．7％で あ つ た の に 対 し ，

第三 者 を st｛mulator と し た 系で は 平 均抑制率 は

34．9± 42．5％ と有意に （p〈 0．05）低か っ た ．これ

は
， 免疫療法 に よ り ， 夫に 特異的な免疫抑制が働

くこ とを示唆す る もの で ある．

　2．　T 糸田胞
一
サ ブ セ ヅ　ト

　図 2 は 免疫 療法 前後 の suppressor 　 T 細 胞 と

cytotoxic 　 T 細胞の 変動 を示 し た もの で ある ．そ

れ ぞ れ 19症例 に つ い て検討した と こ ろ，suppres ・

sor 　T 細 胞は 免疫療法前 は 平均 10．2±3，5％で あ

つ た の が，免疫療法後は 平均 12．6± 4．0％に 増 加

コH・thymidlne
　 lCPM｝

　

　　　　　　　　　　　 9」1。°°
1

図 1　 免疫療法 前後の MLC の 変 動

杉他 175

し
， 対応 の あ る 場 合 の T 検 定 に て 有 意差 （p〈

0，01）が確認 された ．こ れ に 対 して cytotoxic 　T 細

胞 は ，免疫療法前 は 平均 19．3± 6．9％ で あ つ た の

が ， 免疫療法後は平均 16，6± 6．8％ とな り，有意 に

（p＜ 0，05）減少 し た ．

　図 3 は 免疫療法 前 後 の helper　 T 細 胞 と in−

ducer　T 細胞 の 変動を示 した もの で ある．同じ く

19症例 に つ い て 検討 し た と こ ろ ， helper　T 細胞は

免疫療 法前は 平均 11，2± 3．9％，免疫療法後 は 平均

13．0± 5．8％ で，増加 傾向に ある もの の ，対応の あ

る場合 の T 検 定に て 有意差 は認め られ な か つ た ．

inducer　 T 細 胞 は
， 免 疫 療 法 前 は 平 均 29．3±

7．4％，免疫療法後は 27．7± 7．6％で 減 少傾向 に あ

b
％
20

1．ξ140

30

20

　 pre　 IMZ　　　 pest 　 IMZ　　　　　　　　　 pro 　IMZ 　　　　po5 量 IMZ
　 　 　 　 　 　 　 P．oOl
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 p　 ao5

図 2　免疫療法前後 の suppressor 　T 細胞，　 cytotoxic

　T 細胞 の 変動

h T
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丁．
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30

　 　 　 20

　　　　　　　　　　　Lき ＿ ．
　 pre 　IMZ　　　　　PO5t 　IMZ　　　　　　　　　　　　 pre 　IMZ 　　　　 post 瑚 Z

　 　 　 　 　 　 　 Ns 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Ns

図 3　免疫療法前後 の helper　T 細胞，　inducer　T 細 胞

　 の 変 動
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る もの の ， 同 じ く有意差は 認 め られ な か つ た ．

　3，抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体

　培養 して 得られた 妻 リ γ パ 芽球を FACScan に

流 し ， forward　scatter お よ び side 　scatter に よ る

gating を か け，死細 胞 ， と くに stimulator 　cell や，

cell　debrisを除外 し て 解析 を行な つ た．図 4 は 免

疫療法前後 の 比較を示 した もの で ある．CD3 ＋
細 胞

群 は 免疫療 法後 に 右 に 移動 し ， 約 5 ％ の 細胞 が

FITC 陽性 となつ た ，こ れ は
， 夫 リ ン パ 球 に 刺激 さ

れ た妻 リ ン パ 芽球 に結合す る 自己抗体が 免疫療 法

後妻血 清に 存在す る こ とを 示 して お り，免疫療法

に よ り ， 妻血 清中に抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体が産生

され る こ とが示 唆され た ．

　図 5 は 逆 に mitomycin −C 処 理 し た 妻 リ ソ パ 球

で 刺激 し た 夫 リ γ パ 芽球を免疫療法 後妻血 清 と イ

γ キ ュ ベ ー
シ ョ ン し た も の を示 し て い る．CD3 ＋

細

胞 群は 明 ら か に 右 に 移動 し て い る ． こ れ は こ の

assay の positive　contro1 で ある．

　　　　　　　　　考　　案

　近年，習慣流産患者 に 対 し て ，夫 リ ン パ 球 を用

い た 免疫療法が 行な わ れ る よ うに な り， 当院 に お

い て も1990年 3 月時点で 393人 の 患 者に 対 し て 免

疫療 法を施行 し ， 79．2％ の 成功率 をあげて い る．

ま た ， ヒ ト だ け で な く，マ ウ ス や ウ マ に お い て も

夫 リ ン パ 球 に よ る免疫が流産 を阻止す る こ とは 明

ら か で あ る
7｝11｝

．し か し なが ら，免疫療法の 作用機

序 は い まだ完全 に は 解明 され て い な い
14 ）．母 体に

と つ て胎 児は 免疫学的 に は 異物で あ り，
semi ・allo ・

graft と考 え られ る
2 ｝s｝9）12 ）15 ）16）18）．もち ろん ，　 feto−

placental　barrierの 存在な ど ， 臓器移植 と は 根本

的 に 異な る点 もあ るが
， 免疫学的に は 習慣流産 の

免疫 療法 は 腎臓移植 等 の 前 に 行 なわ れ る donor

specific 　transfusion （DST ）に 非常に よ く似て い

る と考 え られ る．DST は
， 臓 器 移植 に お け る拒絶

反応を劇的 に 減少 さ せ る が，そ の DST の 作用機

序 もまだ完全 に は解明 され て い な い ． し か し ， 抗

イ デ ィ オ タ イ プ 抗体や suppressor 　cells の 誘導が

一
つ の 機序 で ある と い う報告もみ られ る

5113｝2°）．ま

た
， 妊娠に よ り，抗 HLA レ セ プ タ ーに 対す る 抗 イ

デ ィ オ タ イ プ 抗体が 誘 導 され る と い う報 告 もあ

り
’5）16 ）

， 妊娠 と 同 じ夫由来の 抗原刺激 で あ る 免疫

療法 に よ つ て もそれ が誘導 される こ と は 充分考 え

られ る．

　 今回 の わ れわ れ の 報告で は ，免疫療法 に よ り，

MLC は 著明に 抑制 され た．こ れ は ，免疫療法に よ
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り，抗 HLA 抗体や 抗イ デ ィ オ タ イ プ抗体 な ど の

blocking　antibody が産生 され た こ とを 示 唆 す

る ．夫 以外 の 第三 者の リ ソ パ 球 を stimulator と し

た 系 で は 夫 を stimulator と した 系に 比 べ て 抑制

が か か らな か つ た こ とか ら ，
こ の blocking　effect

は夫 に 特異的で あ る こ とが分か る．しか しなが ら，

第三 者 の リ ン パ 球を用 い て も平均 34．9％の 抑制が

か か つ た と い うこ とは，必 ず し も夫で なけ れ ば効

果が な い とい う こ とで は な い ．免疫療法 の 特異性

に つ い て は ，数少な い が in　vivo に お け る 報告が

み られ る．夫 リ ソ パ 球 で 免疫 した場合は
1）1°）もち ろ

ん ， 第三 者 リ ン パ 球 で免疫 した 場合 も
19）21）妊娠継

続 に 有利で あ る とい う報告や ， さらに Mowbray

et　 al． は 夫 リ ン パ 球 と第三者 リ ン パ 球 を用 い て

double　blindで 免疫療法を行な い ， 夫 リ ソ パ 球の

ほ うが第三 者 リ ン パ 球 よ りも有意 に成功率が高 い

と報告 し た
1°1．

　 また ， 免疫療法 に よ つ て 抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗体

が産生 され る か とい うこ と に つ い て は ， 夫 リ ン パ

球 を stimulator と した 妻 リ ン パ 芽 球 に 結合 す る

自己抗体が 免疫療法後の 妻血 清中に 出現す る と い

う今回 の 結果は ，免疫療法に よ り抗 イデ ィ オ タ イ

プ抗体が産生 され た と い うこ と を強 く示唆す る も

の で ある．今回 の われ わ れ の結果 は ，約 5％ の 細

胞に結合 が み られ ， あま り多 い と は い え な い が
，

Sciu−Foca　et　a1．に よれば，抗 イ デ ィ オ タ イ プ抗

体 の 多 くが 抗 HLA 抗体 と結合 し， フ リ
ー

の も の

が少 な い た め に 見か け上 検出で きな い こ と もあ る

と い う こ とで あ り， そ う考え る と必ず し も不思議

で は な い ．わ れわ れ の 方法で は
， 2週間 の 培養 の

後に 回収 した 細胞 の 多 くは 夫 HLA 　 class 　 II抗原

を認識する レ セ プ タ ーをもつ リ ン パ 芽球で ある と

考え られ， した がつ て 今回検出され た 抗 イ デ ィ オ

タ イ プ抗体 は，その レ セ プ タ
ーを認識す る もの で

ある 可能性が あ る．レ セ プ タ
ー

の 構造を考え る と ，

そ の 場合抗 イ デ ィ オ タ イ プ 抗体 が CD3 抗体 の 結

合を邪魔す る
．
可能性が ある た め ，CD5 抗体で も試

み た が，結果に 差 は 認め られ な か つ た．

　 リ ン パ 芽球上 に は Fc レ セ プ タ ーが 存在 し，免

疫 グ 卩 ブ リ ソ の 非 特異的 結合 がお こ る 可能性が あ

るが，今回 わ れわ れは 免疫療法前後の 変化 を み て
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い る の で ， そ の 影響は あま り考え る必 要は な い ．

しか しな が ら念 の た め に F （abつ2抗 ヒ ト免疫 グ ロ

プ リ ソ 抗体を使用 し た ．また，FITC ラ ベ ル 非特異

的免疫 グ P ブ リ ソ を リ ン パ 芽球 に 加え ， 非特異的

結合 を見出そ うと試み た が，今回 われわ れ の 方法

で は ほ とん ど観察で きなか つ た ．

　流産 の 1 モ デ ル で あ る CBA 　xDBA ／2　mous

mode1 に お い て，免疫療法 を行な うと流産率は 劇

的に 減少する が，その機序 の
一

つ と し て ，suppres −

sor 　cel】activity の 増加が報告 され て い る
4 ）22 ）．今

回 の わ れ われ の 報告で も，末梢血 中の suppressor

T 細胞 の 有意 な増加 と さ ら に cytotoxic 　T 細 胞

の 有意 な減少が み られ た ． こ の こ とは
， 免疫療法

に よ り液性免疫だ けで は な く細胞性免疫 に お い て

も特異的免疫抑制機搆が働 く こ とを 示 唆 し て い

る
6）

．

　最 近 lmmunotrophism　Hypothesisが 提 唱 さ

れ ，maternal 　T　cell　”：　trophoblast上 の 抗原を認

識す る こ とに よ り， GM −CSF や CSF −1，
　 IL−3と い

つ た cytokine が分泌 さ れ ，妊娠維持に 有利に 働 い

て い る と い う報告がある
3）22｝．こ れ は従来 の 免疫学

的仮説 だ け で は 妊娠維持機構は 説 明 で きない こ と

か ら提唱 され た もの で あ る．今回わ れ われ の 報 告

した 40例 は
， 免疫療法終了後 い まだ妊娠 に 至 らな

い 例 も含 まれて お り，その 予後 と の 因果関係は 現

在経過観察中で ある が
， MLR の 抑制が 認め られ

て い なが ら予後の 悪か つ た症例 もすで に み られ て

い る ．妊娠維持 ぱ 母親 の 免疫学的拒絶機構 に お け

る suppression と attack の バ ラ ン ス だ け で は な

く， さらに そ の うえ に
，

こ うい つ た cytokine の 働

きや ，feto・placental　barrierと い つ た解剖学的障

壁 ， あ る い は 内分泌学的環境の 上 に 成 り立 つ て い

る の で あろ う．
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