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は じめ に

　妊娠は母体の 子宮内に受精卵が着床する こ と で

始ま り，胎児 と胎盤が形成 され る．そ の 後，胎盤

の 絨毛問腔 に 母体血 が流 れ込み ，絨毛 を介 して 母

子 間の 栄養交換，酸素交換が 行わ れ る．その 際

浮遊絨毛は直接母体血液 と接触す るが，浮遊絨 毛

は CD8
＋
T 細 胞 や natural 　killer（NK ）細 胞 に認 識

され る 主要組織 適合性抗 原 （MHC ）ク ラ ス 1抗 原，

CD4
＋
T 細 胞 に認識 され る ク ラ ス H 抗 原共 に発 現

して お らず，母体か ら の 免疫応答が 起 きに くい 。

一 方，絨 毛 外 栄 養 膜 細 胞 （extravillous 　tro−

phoblast ：EVT ）は胎盤組織 を子宮 に 固着 させ る

ため に．妊娠初期 に子宮筋層内に侵入 する．さ ら

に，EVT 細胞 はラ セ ン 動脈 の 平滑 筋を置換 し動脈

を拡 張 させ る こ と で絨 毛 問腔 へ の 血 流 を増 加 さ

せ ，妊娠維持 に 重要 な役 割 を果た す，こ の EVT

細胞 に も MHC ク ラ ス n 抗 原 は 存在 しな い が，

MHC ク ラ ス 1抗 原 で あ る HLA −C，お よ び MHC

ク ラ ス lb抗 原 で あ る HLA −E，　 HLA −F，　 HLA −G

は発現 して い る．つ ま り，胎児は母体の免疫応答

の 標 的分子 で あ る移植抗 原 （MHC 抗 原）の 発現 パ

タ ーン を変化 させ ，母体免 疫機構 か らの 排除 を回

避 して い る． しか しなが ら，それだけで は不十分

で あ り，サ イ トカ イン等の 液性 因子 も協調的に 働

くこ と で ，免疫学的寛容 （トレ ラ ン ス ）が 十分 に誘

導 され ，妊娠が 維持 され る
1／L）
．一方，こ の 機序が破

綻する と，着床部にお い て 母体免疫細胞と接する

EVT 細胞が母体に異物と認識 され ，流産 とな っ て

しまう，

　母体側すなわち脱落膜の 白血球組成は末梢血中

の 組成 と大 きく異 な り．約 70％ を NK 細胞が 占

め，末梢血 で 主体 となる T 細胞は わずか 10〜20％
で あ り，B 細胞が ほ とん ど存在 しな い とい う特徴

も持 つ ．加えて ，こ の 特徴的な母体側の 免疫担 当

細胞に異変が 生 じれ ば，胎児拒絶が 起こ り流 産 と

なる こ と もわか っ て い る．本発表で は ，NK 細胞 ，

T 細胞に 注 目し，そ れ ぞれ の 細胞に お ける妊娠維

持
・胎児拒絶に関わ る機能 を紹介す る と共に ，免

疫学的異 常が 流産 を誘導する メ カ ニ ズ ム に つ い て

解説する ．

方法 と結果

1．妊娠ホ ル モ ンに よ る免疫抑制性 NK 細胞の

　 誘導

NK 細胞 は 自然免疫 の 中心 的役割 を果た す細 胞

迦 ：CD56bright−N　K　cells，　Granulysin，　Regu ［atory 　T 　cens ，　Thl7cens ，　Tolerance
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　 考 えられて い る。
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覧頗 禽貫尸 CD56
　 　 　 　 　 　 　 　 NK 細胞 のサ イトカイン 発現パ タ

ー
ン に 注目した

　【図 1】CD56b「ight　NK 　rw胞サ ブ セ ッ ト

で あ り，抗原 の種類や MHC に拘束 され な い で腫

瘍や ウイ ル ス に感染 した細胞膜．上に発現 した抗原

を特異的に認識 し，標的細胞を攻撃す る．NK 細胞

は末梢血 の み な らず妊娠 時の 子 宮脱落膜内 に多数

存 在 す る．末 梢 血 NK 細 胞 の 95％ は CDI6 ＋

CD56 山u’NK 細胞 と数％の CDl6
−
CD56b「ighLNK 細 胞

の 2 つ の サ ブ セ ッ トに 分 か れ ，末梢 血 CDI6
＋

CD56d‘mNK

細胞 は強 い 細胞傷害活性を示す．一方，

脱落膜 NK 細胞サ ブ セ ッ トは末梢血 と大 きく異な

り，CD16
−
CD56dimNK細 胞 が 10〜20％，　 CDI6

−

CD56h「igh 「NK 細胞が 約 70〜80％ と，細胞傷害性の

低 い CDI6
−
CD56b「i”

’h’NK 細胞が 有意に 高い とい う

特徴 を持 つ
3’
．さ らに，末梢 血 お よ び脱落膜 NK

細胞にお ける転写因子の 遺伝 ヂ発現解析の 結果，

末梢血 NK と脱落膜 NK に 高発現 して い る 遺伝

子が 多数認め られ，NK 細胞 の 変化 が妊娠 に 強 く

関与 して い る こ とが分か っ て い る
’〕

．

　脱 落 膜 NK 細 胞 が 妊 娠 維 持 に 深 く関 与 し，

CDI6
−
CD56h「L帥「NK 細胞 が妊 娠維持 に 重 要 な こ と

は 明 らか で あ っ た．そ こ で，我々 は さ らに末梢血

お よび 脱落膜中の CD16℃ D56b「i’b‘NK 細胞 をサ イ

トカ イ ン発現パ ター ン か ら以 下の 4 つ の サ ブセ ッ

トに分けて ，正常妊娠群，自然流産群，非妊娠群

を比 較 した （Thl サ イ トカ イ ン を発 現す る NKI ，

Th2 サ イ トカ イ ン を発 現 す る NK2 ．　TGF （tumor

growth 　factor）一βを 発 現 す る NK3 ，　IL（lnter−

leukin）−10を 発 現 す る NKrl 細 胞 の 4 つ の サ ブ

セ ッ ト ： 図 1）．末梢血 CD16
−
CD56b「ightNK 細 胞に

お い て ，正 常 妊娠 群 に お け る NKrl 細 胞 率 は

22．1± 15．0％ で あ り，自然 流 産 の 6．4 ± 5．8％ （p 〈

ODO5＞お よ び 非妊 婦の 3．2± 3．5％ （p＜ 0．0001）に比

し有意 に 高値 を 示 した．さ らに T 脱落膜 CDI6
−

CD56b「igh匸NK 細胞にお い て も同様 の 検討 を行 っ た

とこ ろ，NKrl 細胞率に有意 な変化は なか っ た も

の の ，NK3 細胞率が 19．2 ± 9．1％ で あ り，自然流産

の 1．2± 2．5％ （p＜ 0．0005）に比 し有意に 高値を示 し

た．つ ま り，NK 細胞サ ブ セ ッ トの 解析か ら，正常

妊娠 時 の CDI6
−
CD56b「igh「NK 細胞 の サ イ トカ イ ン

発現 は末梢、r血で は IL−10発現 NKr1 細胞 ，脱 落膜

（局所）で は TGF 一
β発現 NK3 細胞が，自然流 産群

に 比 し有意 となる こ とが明 らか となっ た
5〕
．

　 次に ，正常妊娠時 に誘導 され る末梢血 NKr1 細

胞 お よび脱落膜 NK3 細胞が，妊娠時の ホ ル モ ン お

よび可 溶型 HLA −Gl （HLA −Gl と は 栄養膜 細 胞 が

発現す る非古典的 MHC で あ り，母体 由来の 免疫

細胞がそれ を認識する）に よっ て誘導されるか を

検討 した，方法 として ，非妊娠女性 の 末梢血 よ り

単核球を分離 した後，IL−2（1ng／mL ）お よびホ ル モ

ン等 （エ ス トロ ゲ ン，プ ロ ゲ ス テ ロ ン ，ヒ ト絨毛性

ゴ ナ ド トロ ピ ン ，プ ロ ラ クチ ン ．可溶型 HLA −G1）
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【図 2】hCG 〆Progesterone は 末梢 血 CD56 ＋NK 細 胞か

　 ら NKrl （IL−10 陽性）を誘導
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【図 3】PRLI
’
sHLA −Gl は 末梢 1血 CD56 ＋NK 細 胞 か ら

　 NK3 細胞（TGF ・β陽性〉を 誘導

を そ れ ぞ れ 培養 液 に 添加 し。7 目 間培 養後 に

CD16
−
CD56dLmNK細 胞 お よ び CDI6

−
CD56b

「〔9htNK

細胞 に おけるサ イ トカ イン発現 パ ター ン を解析 し

た．プ ロ ゲス テ ロ ン を 10
−s

モ ル 濃度で 処理 した場

合に，CD161CDS6b「‘9htNK 細胞 の IL−10発現 （NKr1

へ の 誘導）が 有意に 上昇 した （p ＝ O．007）．一一
方，

CDI6
−
CD56d’mNK

細 胞 に は IL−10発現 の 有 意 な

上 昇 を認め なか っ た ．次に ヒ ト絨毛性 ゴ ナ ド トロ

ピ ン 処 理 時（201U／mL ）に は，有意 な IL−10発現

E昇 が CD16
−
CD56 ”imNK

細 胞 （p ＝O．OOO4）お よ び

CD16
−
CD56b「igtLLNK

細胞 （p ＝0．009）にお い て認 め ら

れた （図 2），つ ま り NKrl 細 胞 へ の 誘導 に はプ ロ

ゲ ス テ ロ ンお よび ヒ ト絨 毛性ゴ ナ ドトロ ピンが重

要な役割を果た すこ とが 明 らか とな っ た ，また，

プ ロ ゲ ス テ ロ ン お よ び ヒ ト絨毛性 ゴ ナ ド トロ ピ ン

は NKI ，　NK2 ，　NK3 細胞率 に は 影響 を与えな か っ

た．次に，プ ロ ラ クチ ン を 20ng／mL 濃度で処理 し

た場 合 に．有 意 な TGF 一β発現 E昇 （NK3 へ の 誘

導）が CDI6
−
CD56diMNK細 胞 （p ＝0．0013）お よ び

CDl6
−
CD56b「i9“”NK 細 胞 （p ＝O．0073）に お い て 認 め

られ た ．次に ，可溶型 HLA −Gl を 50ng／mL 濃度で

処 理 し た．HLA −Gl は CDI6
−
CD56 剛 1LNK

細 胞 の

TGF 一β発 現 を 有意 に上 昇 させ た が （p ＝O．014），

CDI6
−
CD56d”mNK

細 胞 の TGF 一β発 現 に は 影響 を

与 えなか っ た （図 3）．NK3 細胞 へ の 誘 導に は ，脱

落膜 が産生 す る プ ロ ラ ク チ ン お よび栄養膜細胞が

産生 す る HLA −Gl が重 要で ある こ とが わ か っ た，

以 上 よ り，正 常妊娠 の 脱落膜 NK 細胞は，流産に

比 し免疫抑制 的 NK 細 胞 で ある TGF 一β発現 NK3

細胞お よび IL−10発現 NKrl 細胞が 有意に 高値を

示すこ とが わか っ た．さ らに，そ れ ら免疫抑制的

NK 細胞の 誘導に，プ ロ ゲ ス テ ロ ン ，ヒ ト絨毛性 ゴ

ナ ド トロ ピ ン ，プ ロ ラ クチ ン ，HLA −Gl が 関与する

こ とが明 らか とな っ た ．

　 2．CD56b 「ightNK
細 胞 に よ る流 産 誘 導 メ カニ ズ

　 　 　ム

　 脱落膜 NK 細胞の 重要な機能 として ，　EVT 細胞

の 制御があ る．本 来 EVT 細胞 は悪性化細 胞の よ

うな強い 浸潤能を もつ 細 胞で あるが ，その 浸潤は

子宮筋層の 約 レ
’
3 まで及ぶ もの の，そ こ で浸潤を

停止する ．脱落膜 中の NK 細胞 は 胎盤 血管の構築

に も重要 な役割 を果 た じ ，脱 落膜 NK 細胞 か ら産

生 され る ケ モ カ イ ン で あ る IL−8 お よ び IP−10

（interferon−inducible　protein−10）が EVT 細 胞 浸

潤を有意に増強する こ とが 報告され て い る
71
．上 述

の ご と く，正 常妊娠時には CD16
−
CD56b冂ghtNK 細胞

が 免疫 抑制的に 働 く環境 を つ くる こ と で ，EVT

浸潤に対 し正 に働 くと考え られ る．一方で我 々 は，

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



Japan Society of Obstetrics and Gynecology

NII-Electronic Library Service

Japan 　Sooiety 　of 　Obstetrios 　and 　 Gyneoology

2188 シ ン ポ ジ ウ ム 1 日産婦誌63巻12号

300

　

　
　

　
　
0
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

0

　

　
　

　
　
0
　
　

　
　

　

　
　

　
　

　

　
　　
0

　

　
　

　
　
　
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

　

」
ユ
ー

＼

癒
理
累
掣
魎
〉
」
Z
σ

o

非着 床 部 　着床部　　非着 床 部　着床部

300

　
　
0
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

0

　
　
0
　　
　
　
　
　

　
　
　
　

　
　
　
　

0

　
　
2
　
　
　　　　　
　
　
　
　　　　　
　

1

乢

ユ
エ
＼

癒
颶
累

掣
哩

0

　 n．S．

正 常妊娠　 流産
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正 常妊 娠　流産

正 常妊娠 流産症例 Perforin Granzyme 　B

　　　　　　 　　　　　　 　　　　　　　着床部

【図 4】Granulysin陽性細胞 は流産症例の 着床部に 集積

自然流産 時の NK3 や NKr1 細 胞の 低下 が流 産誘

導 に 関与す る と考 えた．つ ま り，免疫抑 制的 NK

細胞 の 減少 に よ っ て免疫 が活性化 され ，本来細胞

傷 害性が 弱 い CDI6
−
CD56b

「i’htNK
細胞 の 細 胞傷 害

性 に変化が起こる の で は ない か，と仮説 を立て た．

そ こ で t まず初 め に NK 細胞 の 細胞傷 害性分泌顆

粒で ある Perforin，　Granzyme 　B ，　Granulysin の発

現 を正 常妊娠 自然流産症例 で 検討 した．Perfo−

rin ，　 Granzyme　B の 発現 は，正 常妊娠 　自然流産

問 に 有 意 な 発 現 の 差 を 認 め な か っ た が，

Granulysin発現 は 自然流産 症例 に お い て 正常 妊

娠 に 比 し有 意 に 高 く，特 に 着 床 部 に お け る

Granulysin陽性細胞数は 正常妊娠の 60± 13個／

HPF に比 し，自然流で 218± 82個／HPF と有意 に

高 い 結果が 得 られ た （図 4）．Granulysinは細胞傷

害性 T 細胞あ る い は NK 細胞が 発 現す る分泌顆

粒 タ ン パ クで ある た め．脱落膜 リ ン パ 球細胞にお

け る Granulysin発 現 を Flow　cytometry に て 検

討 した．Granulysin発現 は CD56b「ix’L「tNK
細胞 に認

め られ rCD56dl

【【LNK
細胞や CD3 陽性 T 細胞 に は

ほ とん ど発現 を認め なか っ た． また，Granulysin

陽性 CD56b
「19hTNK

細胞率 は正常妊娠 で 20．2± 2．9％

で あ っ たの に対 し，自然流産で は 338 ± 6．4％ と有

意に 高値 を示 した（p ＝O．043）．つ まり，自然流産 に

お ける Granulysin発現は CDI6
’
CD56b

「LghtNK
細 胞

が主体 であ るこ とが明 らか とな っ た，次に，流産

検 体 にお ける Granulysin発 現の 局在 を確 認す る

た め に，サ イ トケ ラ チ ン （EVT マ
ー

カ
ー
）と

Granulysinの 2 重 免 疫組 織染 色 を行 っ た，す る

と，Granulysin発現 が EVT 細胞 内 （特 に核内）に

散見される とい う興味深い 結果が得られた．EVT

細 胞 は Granulysin を産 生 し な い た め ，核 内の

Granulysinは CDI6
’
CDS6b”PtNK 細 胞 に 由 来す る

可能性 が高い ．Granulysin陽性 EVT 細胞 数 を比

較 する と，正 常妊 娠 で 0．5± O．5個／HPF に対 し流

産 症 例 で 3．7 ± 08 個／HPF と 有 意 に（p ニ 0．0083）

Granulysin陽性細胞が 多 く認 め られ ，同様の検体

比 較に お い て 抗 cleaved 一サ イ トケ ラチ ン 18抗体

陽性 EVT 細胞 （初期 ア ポ トーシ ス 細胞）が流 産症

例 で 有意に高値を示 した （p ＝0．Ol5）．つ ま り，EVT

の ア ポ トー
シ ス は NK か ら の Granulysin移入 に

よ っ て起 こ っ て い る可 能性が 示 され た．次に，irl

vivo に お け る Granulysinの EVT へ の 移 入 を in

vitro にて 証明す る た め に 人工 妊娠中絶検体か ら

脱 落膜 リ ン パ 球を分離 し，IL−2（1ng／mL ）含培養液

にて 24時問刺激培養 した（Granulysin発現 を免

疫 染 色 にて 確 認）．そ れ らの 脱 落 膜 リ ン パ 球 を

EVT セ ル ラ イ ン で あ る HTR8 ／SVneo 細 胞 と共

培 養 を行 い ，リ ン パ 球 を洗浄 ・除去後 に HTR8 ／

SVneo 細胞 内の Granulysin発 現を検討 した ．その
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Granulysinによる

　　　流産誘導

（Mor　G ，　Matsuo）
アポトー シス

【図 5】NK 細胞 に よ る 流産誘導

結果，Granulysinを発現 して い な い HTR8 ／SVneo

細胞内 に，共培養 12時 間か ら 18時間後 にか けて，

HTR8 ／SVneo 細胞 質内 に Granulysin発現 が増 強

し，24時 間 後 に は Granulysinが HTR8 ／SVneo

細胞核内に 集積 を認 め た． さ らに NK 細胞 か ら

HTR8 ／SVneo 細胞へ の Granulysin移入 メ カ ニ ズ

ム を明らか にするため， トラ ン ス ウ ェ ル を用 い た

細胞間接触阻害実験 お よ び、 コ ン カ ナ マ イシ ン を

用 い た Perforin（NK 細 胞 の 分泌 顆粒 移入 に 関与

す る ）阻害 実験 を行 っ た．そ の 結 果，Granulysin
の 移 入 に は NK 細 胞 と EVT 細 胞 の 接 触 お よ び

Perforinが必 要で ある こ とが 明らか と な っ た ．以

上 よ り，免疫抑制機構の 低 下 した 流 産症例で は，

NK 細胞の 過剰な活性化が 起 こ り，　 Granulysin発

現 NK 細胞が EVT 細胞を攻撃 し，　 EVT 細胞をア

ポ ト
ー

シ ス に陥 らせ る こ とが 明 らか とな っ た．こ

の こ とは
‘
母 体由来

”
の NK 細胞が

“
半移植片 で

ある 胎児由来
”

絨毛外栄養 膜細胞 を直接攻撃す る

こ とを ヒ トで 初 め て 証明 した もの で あ る眠図 5）．

　 以 前 よ り不 育症 の 20〜30％ に NK 活性が 高値

（40％ 以 上 ）を示す症例が 認め られ ，これ ら の 症例

で は亢進 した細胞性免疫 に よ り，母親の 免疫担当

細胞が胎児 を攻 撃 して い る可能性があ っ た．我 々

の デ
ータ は，正常妊娠 に お い て 免疫抑 制的 NK 細

胞が増加する こ と， さ らに流 産症例で は免疫抑制

的 NK 細胞が低下 し高い 細胞傷害活性 を もつ NK

細胞が流 産誘導に関与する こ とを証明 した．そ れ

らをも とに NK 活性 と妊娠成 立 の 関係 を検討 し

た．対象は 当科不育症外来通院中の 患者 175名の

中か ら，明 らかな不育症原 因を持たな い NK 活性

高値例 28 例で あ り，ス テ ロ イ ド内服 （n ＝26）お よ

び 夫 リ ン パ 球免 疫 療法 （n ＝2）後 に NK 活性 を測

定 した．そ の 中か ら，治療後 NK 活性低下 群 21

例 と治療後 NK 活性非低下群 7 例に 対し妊娠成功

率 （22週 以 降の 分娩率）を算出した とこ ろ，NK 活

性非低下 群で は 3例（43％）で あ っ た の に対 し NK

活性低 下 群 で 20例 （95％）と有意 な 成功率が得 ら

れ た（p ＝O．Ol1），こ れ ら の こ とよ り，末梢 血 NK

活性 高値 は 妊娠成立 時の 脱落膜 NK 活性 に何 らか

の 影響 を及 ぼ す と考 えて お り，ス テ ロ イ ド剤 な ど

の 免疫抑制が 妊娠予後 を改善 した もの と考え られ

る．治療後の 制御性 T 細胞の 変化 を含 め，さ らな
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【図 6】正 常妊 婦 で は 脱落膜 リ ン パ 球 に IL−17 ＋

細胞が増加

る検討を行 う予定で ある．

　3．Th17 細胞 の流産へ の 関与

　 これ まで 自然免疫にか か わ る NK 細胞に つ い て

報告 して きた ，先に述べ た よ うに，獲得免疫の 主

役 で あ る T 細 胞 は 脱 落 膜 リ ン パ 球 中 で は 10〜

20％ 程度 と末梢血よ りも明らか に減少するが ，妊

娠維持にお い て NK 細胞に勝る と も劣 らな い 働 き

をする．T 細胞は細胞性免疫 を司 る Thl 細胞．液

性免疫を司 る Th2 細胞に大別され ，異物で ある胎

児を許容 す る た め に胎 児 を攻撃す る Th1 細 胞が

減少 し，Th2 細胞が優位に なる こ とで 妊娠 が維持

され る と考え られ て きた
91／
．しか し，Th2 サ イ トカ

イ ン で あ る IL−4，　IL−5，　IL−9，　IL−13 を ノ ッ ク ア ウ ト

した マ ウ ス で もア ロ 妊娠が 成立 する こ とや ，妊娠

時の Th1 ／Th2 バ ラ ン ス は軽度 しか Th2 優位 に な

らな い こ とで，他 の 免疫系の 関与が 考え られ て き

た．そ の 中で 最も注 目 を浴びたの が 制御性 T 細胞

（次項）で あるが，
一

方で 関節リ ウマ チ な どの 慢性

炎症や 好 中球 を介 した 感染 防御 に 関与す る Thl7

細 胞 （IL−17 発 現 CD4 陽性 ヘ ル パ ー T 細 胞）も注

目を浴 び て お り，我 々 も IL−17 が 切迫早産 に 関与

す るこ とを報告 して い る
1m
．興 味深い こ とに，抗 炎

症作 用 を もつ 制 御性 T 細胞 と炎症 を惹起 させ る

Th17 細胞が ，共通 の 前駆細胞 か ら発生 す る
］］〕．つ

ま り， ヘ ル パ ー T 細胞パ ラ ダ イム は Thl ／Th2 か

ら Th1 ／Th2 制御性 T 細胞／Thl7 細胞へ と広 が っ

て い た の で ある
’z／1’”．そこ で ，我 々 は制御性 T 細胞

と共に ，Th17 細胞の 妊娠中の 変化や 役割に つ い

て検討 した．

　 まず初め に，末梢血 お よ び脱落膜白i血球中に お

ける IL−17発現 を検討 した．　 IL−17発現 は，脱落膜

お よび 末梢血 共に CD4 陽性 ヘ ル パ ー T 細胞 の
一

部に認め られたが ，CD8 陽性細胞傷害性 T 細胞や

CD56 陽性 NK 細胞等に は認め られ なか っ た ．次

に．妊娠 第三 半期間に お け る末梢血中 Th17 細胞

率を検討 した とこ ろ，妊娠期間を通 して 1．2％ と

有意な変化 を認め なか っ たが，同一検体 にお ける

末梢 血 お よ び脱 落膜 リ ン パ 球の Thl7 細 胞率 で

は，末梢血の 中央値 11％ （0．4〜2．9％）に対 し脱落

膜で は 3．2％ （0．4〜9．1％）と局所的に優位 に Thl7

細 胞 が 集 積 す る こ と が わ か っ た （図 6．　p ＝

0．009）
14］

，Th17 細胞は 炎症 惹起 に 関わ る こ とや ，妊

娠中の Thl7 細胞 が脱落膜 に集積 しや す い と い う

こ とか ら，Thl7 細胞 と流産の 関与 に つ い て 次に
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　　 　　 【図 7】IL−17 は進 行 流 産 で 増 加 し，好 中球 浸 潤 を誘 導

検討 した．初め に IL−17発現 を正常妊娠 お よび 自

然流産で検討す る と，IL−17発現は正常妊娠で はほ

と ん ど認め られなか っ た が， 自然流 産例 で は 着床

部お よ び非着床 部共に IL−17 陽性細胞 が認め られ

た． さらに 自然流 産症例 を稽留流産お よび進行流

産 に 分 け て 検討 す る と，IL−17陽性 細胞 数（個／

HPF ）は進行流産で は 中央値 7（O〜34）と正 常妊娠

の 中央値 0（0〜21）に比 し有意 に 高値 を示 した （p
＝0．038）．一方，稽 留流産 と正常妊娠 の 間に IL−17

陽性 細胞 数 に有意 差 は なか っ た．加 えて ，IL・17

は好 中球の 遊走因子で ある こ とか ら，IL−17 細胞数

と浸潤好中球数の 相 関を解析 した とこ ろ，相 関係

数 089，p〈 0．0001と有意な正 の 相関 を示 した 〔図

7）
15〕
，以上 を総合 する と，Th17 細胞 は進行流 産症

例 の み にお い て 脱落膜全体 に 分布 し，好中球 を集

積 させ る こ とか ら，流産にお ける最終的な胎児排

除段 階で 中心的役割を果た す こ とが明 らか とな っ

た．

　4，制御性 T 細胞に よ る妊娠維持と流産へ の 関

　　 与

　妊娠 維持に 関す る免疫細胞に関して，注 目度の

高 い 論 文 が 報 告 さ れ た．Aluvihare　et　al．は，　 T

細胞 を欠損 す る BALB ／c　nu ／nu マ ウ ス に BALB ／

c の 全 リ ン パ 球 を輸血 した と こ ろ ，妊娠 が成 立 し

流 産 は起 こ らな か っ た が ．CD25 陽性 リン パ 球 を

含まない リン パ 球 を輸血す る と，ア ロ 妊娠で は流

産が 生 じた が，同系妊娠で は流産が起 こ らな い こ

とを報告 した．す なわ ち ， CD25 陽性細胞 （制御性

T 細胞，活性化 T 細 胞．
− t

部の NK 細胞）を除 くと

ア ロ 妊娠が 成立 しない こ とを証明 した
16：

．彼 らは，

お そ ら く免疫抑 制作用が あ り，胎児へ の トレ ラ ン

ス を誘導す る制御性 T 細胞が 存在 しな い た め流

産が生 じた と考えた，同時期 に，我 々 もヒ トの 正

常妊娠 で は CD4
＋
CD2stUgh制 御性 T 細 胞 が増加 す

るが，流産例で は非妊娠 レ ベ ル まで制御性 T 細胞

が 減少す る こ とを報告 しだ
7）
．つ ま り，制御性 T

細胞が妊娠維持 に重 要で ある こ とが ヒ ト
，

マ ウ ス

で 報告 された の で ある，そ こ で 我 々 は，制 御性 T

細胞の ア ロ 妊娠 における役割 を，詳細 に検 討す る

た め ， 制御性 T 細胞排 除妊娠 モ デ ル を作成 した ．

方法 は．雌 BALB ／c マ ウ ス と雄 C57BL6 マ ウ ス を

交配 させ ，腟 栓 に て 妊娠確 認後 の 雌 マ ウ ス に

CD25 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体を妊娠 45 日 （着床 期）

お よび妊娠 7．5 日 （妊娠 初期）に腹腔内投与す る も

の で ，CD25 モ ノ ク ロ ーナ ル 抗体濃度を O．1，0．25，

O．375，0．5，LOmg ／body で それぞ れ投与 した．そ の

結 果．子宮 内制御性 T 細胞率 は コ ン トm 一ル の

12．9 ± 0．9％ に 対 し， 12．3 ± 1．3％ （0」mg ／body），

10．4 ± 2．0％ （0．25mg ／body），5．1 ± 2，5％ （O．375mgf
’

body ＞．2，2 ± O．3％ （05mg ／body ），2．3 ± 0．9％ （1．O

mg ／body）と濃度依存性 に低 ドした ．そ の 時 の 流

産率は 0．25mg ／body の 2．8 ± 4．6％ まで は，有意な
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【図 8｝ア ロ 妊娠で の 制御性 丁 細胞低下 は流産を誘導

  父親杭原特異的Treg（PA
−iTreg）

　 の 所属リンパ節 での 増加

走

内で、
働く

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　   精漿中の 父 親抗原の 認臓

ご父 性抗原誘導制御性T細胞；PA−iTreg｝

　　　 【図 9】制御性 T 細胞 の 妊 娠維持 モ デ ル

流 産率の 上 昇 は認 め な か っ た が ，0．375mg！body

以 上 で は 36± 12％ （O．375mg／body．　 p ＝0．001 ：

対 コ ン ト ロ
ー

ル ），57± 28％ （O．5mg 〆body，　 p く

O．OOOI ：対 コ ン トロ
ール ），53± 3％ （1Dmg ／body，

p く 0．0001 ：対 コ ン トロ
ール ）と有 意 な流産率の 上

昇を認め た（図 8）．一方，BALB ／c マ ウ ス の 同系妊

娠 に対 し，CD25 モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体投与は 制御

性 T 細胞率 を コ ン ト ロ ー ル の ll．7 ± 1．4％ に 対

し，2．9 ± 1．2％ （05mg ／body）と有意 に減少 させ る

が，流産率に は影響 を与えなか っ た ，つ ま り，同系

妊娠 とア ロ 妊娠 の 比較か ら，制御性 T 細胞 の 役割

は父親抗原の 認識 と， 父親抗原 を発現する細胞 へ

の 免疫寛容の 誘導にあ る と推察 され た
1瞬．そ こ で ，

我 々 は 雌 BALB ／c マ ウ ス と雄 C57BL6マ ウ ス 交

配 を，雄 DBA ／2 マ ウ ス に変更 して 実験 を行 うこ

と と した．その 理由 と して ，1）DBA ／2 マ ウ ス に発

現 す る Mlsla 抗原 は BALB ／c マ ウ ス が発 現 し て

い ない こ と，2）Mlsla 抗原 を認識す る T 細胞受容

体は V β6受容体 と い う既知 の 受容体 で ある こ と，

の 2点か らで ある．つ ま り，V β6 陽性，増殖 マ ー

カ ー Ki67を発現 す る cD4
＋
cD25 ＋Foxp3

＋
v β6T細

胞は，胎児（父親）抗原 を認識し活性化され た 制御

性 T 細胞 と して 同定で きる と い うこ と で あ る．

CD4
−
CD25

＋
Foxp3

＋
V β6

〒
細胞は，妊娠 3．5 日（着床

前口）と 5．5 日 （着床 1 日後）の 腹腔内 リ ン パ 節 に

増 加 し，妊 娠 5．5 日以 降で 妊娠子宮 に増加 して い

た
’P
’
1

．一方，これ らの父親抗原特異 的制御性 T 細胞

は脾臓 や全 身の 表在 リ ン パ 節 に は 増加 しなか っ

た ．つ ま り，着床前 の 子宮周 囲 リ ン パ 節に 父 親抗

原特異的制御性 T 細胞が 増加 して い る こ とが 明

らか とな っ た，そ こで，父 親抗原 の 認識は精液の

どの 成分 に よ っ て な され る の か を検討す るた め，

雄 マ ウ ス の 精嚢腺 （精漿 を分泌す る）除去 を行 い ，

精 子の みに よ る交配 を行 っ た ．妊娠成立 は可能で

N 工工
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ス テ

  Treg増加作用

  抗 炎 症 作 用
　《 流 産 誘導機構 ：初期 》

韈難」
→

《 流 産 誘導機構 ：中後期 》

過 剰活性化閥K細胞に よ る

絨 毛 外 栄 養膜細胞 へ の 攻 撃

　 　 　 　 　↓

τh17細胞お よ び好中球 に

　 　 よ る炎症 の 誘導

　 　 　 　 　↓

　 胎児拒絶 （流産）

【図 10】免疫細胞 に よ る 流産誘導機構

あ っ た が，着床前 に認め た子宮周囲 リ ン パ 節で の

父 親抗 原特異 的制御性 T 細 胞の 増加 は観 察 され

ず，妊娠 5．5 日にお ける父 親抗 原特異 的制御性 T

細胞の 増加 も観察されなか っ た．図 9 の ご と くま

とめ る と，性交渉後，腟 内で 樹状細胞が 精漿中の

父 親抗原 を認識 し，着床の 前 日 に は所属 リ ン パ 節

内で樹状細 胞に よ り父 親抗原 が 制御性 T 細胞 に

提示 され ， 活性化され た制御性 T 細胞が 増殖 し，

受精卵が 着床する と，こ れ らの 制御性 T 細胞が 子

宮 に動 員 され て 妊娠 が 成立す る こ とが推 測 され

た，

　 マ ウ ス モ デ ル におい て制御性 T 細胞 の 重 要性

が明 らかに な っ た こ とか ら，我 々 は ヒ ト流産例 に

お ける 制御性 T 細胞の 関与 を検討 す る こ と と し

た．ヒ ト流 産例 の 70％ 以上 が 胎児染色体異常で あ

る こ とは 知 られ て い る が，胎児染色体異常例 は流

産不可避例 と考え，免疫学的異常が含 まれ る 可能

性が低 い 群 と した．一
方で ，胎児染色体正常例で

は何 らかの 流産原因が存在 する と考え，免疫学的

異常が含 まれる可能性 が高い 群 とした．脱落膜制

御性 T 細胞 率 をフ ロ ーサ イ トメ トリ
ー

に て 検 討

する と，正 常妊娠 （n ＝ 6）で 14．7 ± 3．3％ で あ っ た の

に 対 し，染色 体 異常（自然 流 産 n ＝13）で 118 ±

6．8％ と有意な変化を認め なか っ た が，染色体 【ピ常

（自然流産 n ＝5）で は 6．1 ± 5．0％ と，正常妊娠 に 比

し有 意な制御性 T 細胞率 の 低 下 を認 め た、さ ら

に，胎児 （父 親抗原）細胞 へ の 免疫寛容 に 最 も重 要

な場所で ある着床部 にお い て ，制御性 T 細胞 の 集

積 を免疫組織化学 にて検討す る こ とに した ．制御

性 T 細胞数 （Foxp3 染色 陽性細胞）を分子に，ヘ ル

パ ー T 細胞数（CD3 陽性 T 細胞数か ら CD8 陽 性

T 細胞数 を 除 した もの ）を分母に て ，制御性 T 細

胞率を評価 した．正常妊娠 （n ＝9）で 20．8± ll．0％

で あ っ た の に対 し，染色体異常 （自然流 産 n ＝8）で

20．4 ± 6．2％ と有意差 を認 めなか っ たが，染色体正

常 （自然 流 産 n ＝10）で は 12± 6．5％ と，正常 妊 娠

（p ＝ 0．028）お よ び 染 色 体 異 常 群 （p ＝ O．041）に 比

し，制御性 T 細胞率の 有意な着床部 へ の 集積低下

を認め た ．つ ま り，胎児染色体正常 で あ りなが ら

流 産 とな る症例の 中に，制御性 T 細胞率の 低下 お

よ び 制御性 T 細胞 の 着床部へ の 集積低下 を認め

る 症例が存在す る こ とを，初めて 明 らか に した．

考　　察

　 今回の 検討 よ り，T 細 胞お よび NK 細胞 に よ る

流 産誘導機構が 明 らか と なっ た，マ ウ ス モ デ ル に

お い て，制御性 T 細胞 は父親抗原 を精漿中で 認識

し，受精卵の 着床前か ら妊娠維持に備えた 父 親抗
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原特異 的制御性 T 細胞 を増加 させ
， 着床後 の 胎 児

へ の 免疫寛容 に備 え て い る．さらに，ヒ トに お い

て 妊娠ホ ル モ ン に よ り誘導された 免疫抑制的 NK

細 胞 （TGF 一β陽 性 NK3 細胞 ，　 IL・10 陽性 NKrl 細

胞）が妊娠維持 に働 い て い る，一
方で ，その 原因は

今後の 課題 で あるが ，胎児染色体流産症例 の
一

部

に，制御性 T 細胞 の 低 ド例 が存在す る こ とが示唆

され ，そ れが 自然流 産の
一

因に なる可能性が示 さ

れ た ．さ らに，自然流産 の 初期段階 にお い て活性

化 NK 細 胞 が ，　 Granulysinを介 し て 胎 児 由 来 の

EVT 細胞 を攻撃 し細胞死 を誘導する こ とや ，その

後の 胎児拒絶段階に お い て Thl7 細胞が 脱落膜 に

好中球を遊走させ ，胎児排 除の 結果，流産 を誘導

する こ とを明 らか に した （図 10），また，臨床的に

末梢 血 NK 活性 高値 が反復流産 の 原 因にな る可 能

性が ある こ とか ら，NK 活性 を低下 させ る こ とが

反復流産の 治療に な りうる と考 え られ ．今後検討

して い く予定で ある，
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  Introduction: The  process of  pregnancy  must  include mechanisms  to prevent  allograft  rejection,

because a fetus is a semiallograft.  Some  mechanisms  for the maintenance  of pregnancy  have been

proposed.  For  example,  villous  trophoblasts do not  express  classical  major  histocompatibility com-

plex  (MHC) class  I and  class  ll molecules  in humans,  and  human  extravillous  trophoblasts express

only  MHC-class  I molecules  such  as  human  histocompatibility leukocyte antigen  (HLA)-C, HLA-E,
and  HLA-G,  which  are  specific ligands for uterine  natural  killer (NK> cells. Additionally, decidual NK
celts produce  a number  of cytokines  that promote  trophoblast  proliferation and  differentiation, as

well  as  angiogenesis  factors. NK  cells, however,  sometimes  have cytotoxic  activity  against  fetal cells.

Cytokines play an  important role  for the maintenance  of  pregnancy, and  dysregulation of the cy-

tokine profile induces abortion  in mice.  The  old Thl/Th2  paradigm  has developed into the new  Thl/

Th2/Th17  and  regulatory  T  (Treg) paradigm, Previous data showed  that regulatory  T  cells play an

essential  role  in the induction of  tolerance to paternal  antigens  during pregnancy.  And  a reciprocal

development pathway  between Th17 cells, which  are  involved in inducting infiammation. and  regula-

tory T  cells  was  also  reported,  In unexplained  recurrent spontaneous  abortion  cases,  the proportion
of  decidual Th17 cells  was  significantly  higher and  the proportion  of  decidual regulatory  T  cells  was

significantly  lower  compared  with  that in normal  pregnancy. Therefore, the balance between  the ac-

tivatioll system  and  regulation  system  in maternal  immune  cells  is important to maintain  successful

pregnallcy.

  Results: First topic is the cytokines  expression  profiles of  CD16'CD56b"'gh'NK cells. Normal pregnant
women  had  the significant  high numbers  of  TGF-B  pesitive  NK  cells, NK3, in decidual lymphocytes,
compared  with  that of  spontaneous  abortion.  Additionally, the significant  high numbers  of  IL-10 posi-
tive NK  cells, NKrl, was  also  obtained  in peripheral  blood lymphocytes  of  normal  pregnant  women.

NK3  cells  were  induced by prolactin and  soluble  HLA-Gl, and  NKrl  cells  were  induced  by human  go-
nadotropin  and  progesterone in vitro. Second is the direct correlation  between extravillous  tro-

phoblasts (EVTs) and  CD16'CD56bri"htNK cells, The  number  of  granulysin-positive CD56bV'giitNK cells

significantly  increased in the decidua basalis in spontaneous  abortion,  compared  with  normal  preg-
nancy,  Iri vitro  study  showed  that granulysin- positive decidual NK  cells  attack  EVTs; subsequently,

the decidual NK-derived grallulysin actively  accumulates  in the  nuclei  of  EVTs, causing  the death of
EVTs  due to apoptosis.  This is the first report  that maternal  decidual NK  cells  directly attack  fetus-
derived EVTs  in human. Third topic is about  the role  of  Th17  cells  in spontaneous  abortion.  Th17
cells  are  involved in the  chronic  inflammation and  infection, IL-17' cells  were  accumulated  in decidua

and  were  detected in decidual CD4'  T  cells  in spontaneous  abortion  cases,  The  number  of  decidual

IL-17' cells  in inevitable abortion  cases  involving active  genital bleeding was  significantly  higher

than that in normal  pregnancy  cases. IL-17' cells might  be involved in the induction of  inflammation

in the late stage  of  abortion,  but not  in the early  stage  of  abortion,  Last topic is the  roles  of regulatory

T  cells  in pregnancy,  We  have reported  that CD4'CD25high regulatory  T  cells increased in the periph-
eral  blood, and  these regulatory  T  cells  in early  pregnant  decidua further increased to three  times

the level found in the peripheral  blood in humans. In this study,  we  constructed  a  pregnant  mice

model  with  lower number  of regulatory  T  cell by an  administration  of  anti-CD25  monoclonal  antibod-

ies at  days 4.5 and  7.5 of gestation. The  ratio  of  regulatory  T  cells  in CD4'  regulatory  T  cells was  de-

creased  in proportion to the dosage of  anti-CD25  monoclonal  antibQdy.  On  the other  hand. the abor-

tion ratio was  significantly increased in inverse proportion to the ratio  of regulatory  T  cells in alloge-

neic  pregnancy.  but not  in syngeneic  pregnancy,  Thus, regulatory  T  cells prevent  fetal rejection  at

the implantatien phase  in an  allogeneic  pregnancy.  Paternal antigen-reactive  regulatory  T  cells  in-

creased  in regional  lymph nodes  of  the uterus  such  as  para-aortic  lymph  nodes  and  pelvic lymph

nodes  at  day 3.5 and  increased in uterus  since  at day 5,5 in allogeneic  pregnancy.  Implantation occurs
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on  day 4.5 in mice,  so  increased regulatory  T  cells  in regional  lymph nodes  occurred  before implanta-
tion. Additionally, seminal  fluid contributed  to the priming  the paternal  antigen  by maternal  immune
cells. In human  pregnancy,  the ratio  of  regulatory  T  cells  in decidual lymphocytes was  significantly

decreased in spontaneous  abortion  with  normal  karyotype, but not  with  karyotype abnormality,  com-

pared  with  that wit.h  normal  pregnancy,  Furthermore, immunohistochemical analysis  showed  the

significant  decreased number  of  regulatory  T  cells  in decidua basalis in spontaneous  abortion  with

normal  karyotype.

  Conculsionsi Maternal  immune  cells  recognize  the paternal  antigen  in seminal  fluid, Subsequently,

paternal antigen-reactive  regulatory  T  cells increase in regional  lymph nodes  before implantation
and  these cells  support  to accept  fet.us in uterus.  0n  the other  hand, dysfunction of  maternal  regula-

tory  T  cells  may  cause  to reject  fetus. A  decrease of  maternal  regulatory  T  cells  might  induce immu-
nological  response  to fetus, and  then  activated  NK  cells  dire¢ tly attack  EVT  cells  via  granulysin.  Fi-
nally  excessive  inflammation might  accumulate  Th17  cells  and  neutrophils,  resulting  in spontaneous
abortion.


