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緒言  

 

 免疫系における恒常性の維持においては、免疫抑制機能に特化した制御性 T 細胞

（Regulatory T cells、以下 Treg と略す）が重要である。Treg は CD4+ CD25+ T 細胞とし

て発見され（Sakaguchi et al. 1995）、その後、Foxp3 遺伝子が、Treg の発生および機能に

おけるマスター遺伝子であることが証明された（Hori et al. 2003）。妊娠は、母体にとって

半同種移植片（semi-allograft）である胎児が拒絶されない自然の移植成功例といえる。2004

年に Aluvihare らは、マウスの妊娠において、妊娠中に増加する Treg が母児免疫寛容を誘

導していることを報告した。同じく 2004 年に、ヒトでは Treg が正常妊娠の脱落膜に集簇

していること、流産では脱落膜中の Treg が減少していることを申請者の所属するグループ

が初めて報告した（Sasaki et al. 2004）。これ以後、着床期や妊娠初期に Treg が重要であ

るということを示す証拠や、さらなる詳細な Treg の特徴が、マウス、ヒトともに多数報告

されている。例えば、正常妊娠マウスから分離した Treg を移入すると、流産モデルマウス

（CBA/J♀×DBA/2J♂）での流産を防ぐことができたが、非妊娠マウスからの Treg を移

入しても、流産予防効果はなかった。これは、同種異系妊娠の維持において、胎児抗原特

異的な Treg が重要な役割をはたしていることを示している（Zenclussen et al. 2005）。そ

こで、申請者は、ヒトの妊娠における Treg の役割をさらに解明するために、免疫組織化学

染色を用いて、胎児染色体正常流産と胎児染色体異常流産の脱落膜中 Treg の頻度と局在を

検討した。また、フローサイトメトリーを用いて、胎児染色体正常流産と胎児染色体異常

流産における Treg 細胞率を検討した（参考論文 1）。 

また、Foxp3 は Treg の絶対的なマーカーと考えられていたが、ヒトでは免疫抑制能をも

つ Treg と、免疫抑制能がなくサイトカインを産生するエフェクターT 細胞の両方に Foxp3

が発現していることが報告された（Walker et al. 2003、Gavin et al. 2006、Allan et al. 

2007）。Miyara らは（2009）、ヒト CD4+ Foxp3+ 細胞が、CD4+ CD45RA+ Foxp3lowで免
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疫抑制能が弱い naive Treg、CD4+ CD45RA‐Foxp3high の effector Treg、CD4+ 

CD45RA‐Foxp3lowで免疫抑制能のない Foxp3+ effctor T 細胞（Foxp3+ Teff）に分類で

きることを報告した。また、Treg は、胸腺で発生する natural occurring Treg（nTreg）

と末梢で産生される inducible Treg（iTreg）に分類され（Sakaguchi et al. 2005）、Helios

（Ikaros 転写因子ファミリーメンバー）が nTreg 細胞の特異的マーカーであると報告され

ている（Thornton et al. 2010）。Samstein ら（2012）は、iTreg の分化に必要な Foxp3 エ

ンハンサーである CNS1 の遺伝子配列が、胎盤をもつ哺乳類のみにホモロジーの高い配列

として保存されており、CNS1 欠損♀マウスでは同種異系妊娠で流産率が増加すると報告し

ている。すなわち胎盤を持つ哺乳類では iTreg が妊娠維持に重要な役割を果たすことを見出

した。 

これらのことから、CD4+ Foxp3+ 細胞のどのサブセット（naive Treg、effector Treg、

nTreg または iTreg）がヒトの妊娠維持に重要な役割を果たしているのか再度評価すべきで

あることがわかる。そこで、申請者は胎児染色体正常流産と胎児染色体異常流産の脱落膜

と末梢血における naive Treg、effector Treg 、Foxp3+ Teff、Helios+ nTreg、Helios‐iTreg

の細胞率に関して検討した（参考論文 2）。 
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対象と方法 

 

Ⅰ. 免疫組織化学染色での脱落膜着床部と脱落膜非着床部における Treg 細胞率

（Foxp3+/CD4+）の集簇に関する検討 

1.対象 

 本研究は富山大学倫理委員会にて承認されており、対象者には研究の目的を説明し、文

書で同意を得た上で行った。脱落膜検体は正常妊娠 10 例、胎児染色体異常流産 10 例、胎

児染色体正常流産 10 例から採取した。対象に子宮奇形、甲状腺機能異常、遺伝子疾患（本

人と夫）、抗リン脂質抗体症候群などの不育症リスク因子を持っているものは除外した。稽

留流産（流産の初期ステージ）と進行流産（流産の後期ステージ）では、免疫学的構成が

違うことが指摘されているため（Nakashima et al. 2010）、流産症例では、稽留流産症例の

みを選択し進行流産症例は除外した。流産症例から採取した絨毛で胎児染色体核型検査（G

バンド染色）を行い、染色体異常の有無について確認した。人工妊娠中絶施行例から得た

検体を正常妊娠症例とした。妊娠週数は、超音波による胎嚢径計測または最終月経から計

算した。3 群間の臨床背景を表 1 に示す。既往流産回数は胎児染色体異常流産群と胎児染色

体正常流産群では正常妊娠群より有意に多かった（p<0.05）。妊娠週数は胎児染色体異常流

産群では正常妊娠群より有意に早かった（p<0.05）。 
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【表 1.】 免疫組織化学染色での検討における、正常妊娠、胎児染色体異常流産、胎児染色

体正常流産症例の臨床背景。 

 正常妊娠   

n=10 

胎児染色体異常流産 

n=10 

胎児染色体正常流産 

n=10 

年齢* 29(25-38) 34(26-43) 34(26-38) 

妊娠回数*  ** 2(1-3) 2.5(1-9) 4.5(1-12) 

生児数* 0(0-2) 1(0-3) 0(0-1) 

流産回数*  ** 0(0-0) 2(1-8) † 4(1-12) † 

死産回数* 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1) 

妊娠週数* 8(7-10) 6(5-8) † 8(7-9) 

BMI 19.1(17.9-25.3) 21.1(17.5-26.3) 21.0(18.6-25.5) 

喫煙者 1(10%) 0 0 

*mean（range）   **今回の妊娠も含む  †P<0.05 vs. 正常妊娠    

既往流産回数は、胎児染色体異常流産群と胎児染色体正常群では正常妊娠群より有意に多かった。妊娠週

数は胎児染色体異常流産群で正常妊娠群より有意に早かった。 

 

 

2.免疫組織化学染色 

母体血の混入を防ぐために、脱落膜組織は PBS で洗浄後、10%中性緩衝ホルマリンで 48

時間固定しパラフィン包埋切片を作成した。免疫染色は以下の手順で行った。切片の脱パ

ラフィン後、抗原賦活処理（緩衝液を用いたマイクロウェーブ法）を行い、3%過酸化水素

水にて内因性ペルオキシダーゼのブロッキングを行い、5%BSA にて非特異性反応のブロッ

キングを行った。1 次抗体は抗 CD3 抗体（Novocastra）、抗 CD8 抗体（Dako）、抗サイト

ケラチン-7 抗体（Novus Biologicals）、抗 Foxp3 抗体（eBioscience）を使用し、2 次抗体

には ENVISION キット/HRP（Dako）を使用した。発色基質にはジアミノベンジジン

（diaminobenzidine：DAB）を用いた。抗体の反応時間であるが、抗 Foxp3 抗体は 4℃で

一晩反応させ、それ以外の 1 次抗体と 2 次抗体は間欠照射方式マイクロウェーブを用いて

15 分間反応させた。これまでの報告と同様に（Michimata et al. 2002）、サイトケラチン陽

性の絨毛外栄養膜細胞（extravillous trophoblast 以下 EVT と略す）が存在する部位を着
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床部、EVT の存在しない部位を非着床部とした。脱落膜組織のサイトケラチン陽性 EVT

の例、CD3、CD8 染色例を図 1 に示す。抗 CD4 抗体はパラフィン包埋組織切片では免疫染

色ができないので、CD4+ T 細胞の数は、CD3+ 細胞カウント数から CD8+ 細胞カウント数

を引いて計算した（Michimata et al. 2002）。 

 

【図 1】正常妊娠脱落膜における、CD3、CD8、CK-7 の免疫組織化学染色の例。 
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サイトケラチン-7陽性のEVTが存在する部位を着床部とした。CD４陽性細胞はCD3陽性細胞数からCD8

陽性細胞数を引いてカウントした。倍率は 200 倍でスケールは 50μm を示す。 
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3.統計 

 統計解析は、Mann-Whitney の U 検定で行い、p<0.05 を有意差ありとした。 

 

 

Ⅱ. フローサイトメトリーによる脱落膜中 Treg のサブセットについての検討 

1.対象 

 研究 1 の対象は、正常妊娠 15 例、胎児染色体異常流産 14 例（内訳はトリソミー12 例〔ト

リソミー15:3 例、トリソミー16:3 例、トリソミー21:2 例、トリソミー22:2 例、トリソミー

6:1 例、トリソミー13:1 例〕と、転座 1 例、モノソミー1 例）、胎児染色体正常流産 10 例と

とした。研究 2 の対象は、正常妊娠 11 例、胎児染色体異常流産 15 例（内訳はトリソミー

14 例〔トリソミー16:3 例、トリソミー21:3 例、トリソミー22:3 例、トリソミー8:2 例、ト

リソミー13:2 例、トリソミー15:1〕と、転座 1 例）、胎児染色体正常流産 8 例とした。対象

者の選定等に関しては方法Ⅰ-1 と同様である。研究１の 3 群間の臨床背景を表 2 に示す。

既往流産回数は胎児染色体異常流産と胎児染色体正常流産では正常妊娠群より有意に多か

った(p<0.0001)。研究 2 の 3 群間の臨床背景を表 3 に示す。既往流産回数は染色体異常流

産と染色体正常流産では正常妊娠群より有意に多かった (それぞれ p<0.0001、p<0.001)。 
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【表 2】 フローサイトメトリーでの検討（研究 1）における 3 群間の臨床背景 

 正常妊娠 n=15 胎児染色体異常流産 n=14 胎児染色体正常流産 n=10 

年齢* 27(17-39) 36(30-45) †† 34(29-39) † 

妊娠回数* ** 2(1-6) 4.5(1-6) 4(2-5) 

生児数* 0(0-4) 0(0-2) 1(0-3) 

流産回数* ** 0(0-1) 4(1-6) †† 3(1-5) †† 

死産数* 0(0-0) 0(0-1) 0(0-1) 

妊娠週数* 7(6-9) 7(6-11) 6(6-10) 

BMI 19.6(17.4-20.8) 19.1(17.1-33.7) 21.5(17.7-25.8) 

喫煙者 2(20%) 0 0 

*mean（range） **今回の妊娠も含む  †P<0.001 vs.正常妊娠  †† P<0.0001 vs.正常妊娠  

既往流産回数は、胎児染色体異常流産群と胎児染色体正常群では正常妊娠群より有意に多かった。 

 

 

 

【表 3】 フローサイトメトリーでの検討（研究 2）における 3 群間の臨床背景 

 正常妊娠  n=11 胎児染色体異常流産 n=15 胎児染色体正常流産 n=8 

年齢* 27.5±0.7(16-39) 37.3±0.3(29-44) † 32.1±0.8(22-42) 

妊娠回数* ** 1.0±0.1(0-2) 2.2±0.08(0-4) † 2.5±0.2(0-5)  

未産率 6/11 (54.5%) 10/15 (66.7%) 4/8 (50.0%) 

生児数* 0.7±0.08(0-2) 0.3±0.03(0-1) 0.5±0.07(0-1) 

流産回数* *** 0 (0-0) 2.5±0.08 (1-5)††† 2.8±0.2(1-5) ††  

死産数* 0(0-0)  0.1±0.02(0-1) 0(0-0) 

妊娠週数* 7.5±0.2(6-10) 7.2±0.09 (5-10) 6.1±0.2(5-9)  

BMI* 20.4±0.2          

(17.7-23.1) 

21.8±0.2          

(17.7-27.1) 

20.6±0.4          

(18.0-27.7) 

喫煙者 3/11 (27.2%) 1/15 (6.7%) 0/8 (0%) 

*mean±SEM(range) **今回の妊娠は含めない。***今回の流産は含めない。 

†P<0.05 vs. normal pregnancy †† P<0.001 vs. normal pregnancy ††† P<0.0001 vs. normal pregnancy 

既往流産回数は胎児染色体異常流産と胎児染色体正常流産では正常妊娠群より有意に多かった。 
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2.フローサイトメトリー 

 末梢血の単核球は Ficoll-Hipaque 法にて分離した。脱落膜単核球は、脱落膜組織をホモ

ジナイズ後、32μm のナイロンメッシュでろ過し、Ficoll-Hipaque 法にて分離した（Saito 

et al. 1999）。分離した単核球を、研究 1 では、細胞表面抗原を PerCP-Cy5.5 標識抗 CD4

抗体（BD bioscience）で、細胞質内抗原を FITC 標識抗 Foxp3 抗体（eBioscience）で染

色した。研究 2 では、細胞表面抗原を PerCP-Cy5.5 標識抗 CD4 抗体（BD bioscience）、

biotin 標識抗 CD45RA 抗体（BD bioscience）と streptavidin-APC-Cy7 で、細胞質内抗原

をFITC標識抗Foxp3抗体（eBioscience）、Alexa Fluor647標識抗Helios抗体（eBioscience）

で染色した。まず、細胞表面抗原の染色を行い、 fixation/permeabilization buffer

（eBioscience）で 30 分反応させ、固定、膜透過処理を行った。その後、細胞質内抗原の染

色を行った。フローサイトメトリーの解析は BD FACS CantoⅡで行った。 

 

3.統計 

 統計解析は、Mann-Whitney の U 検定で行い、p<0.05 を有意差ありとした。 
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成績 

 

Ⅰ. 免疫組織化学染色での脱落膜着床部と脱落膜非着床部における Treg 細胞率

（Foxp3+/CD4+）の集簇に関する検討 

正常妊娠脱落膜における、Foxp3、CD3、CD8、サイトケラチン-7（CK-7）の免疫組織

化学染色の一例を図 1、図 2A に示す。脱落膜で観察された CK-7 陽性 EVT が存在する脱

落膜着床部(decidua basalis)と、EVT が存在しない脱落膜非着床部(decidua parietalis)に

分類した。また、CD3+ CD8‐細胞を CD4+ 細胞としてカウントした。 

胎児染色体正常流産の脱落膜着床部(decidua basalis)における CD4+ 細胞中の Treg 細胞

率（Foxp3+/CD3+ CD8‐）は正常妊娠と比較して有意に低下していた（中央値 12.6% vs 

17.8%, p=0.03 : 図 2B）。胎児染色体異常流産におけるTreg細胞率（Foxp3+/CD3+ CD8‐）

は正常妊娠と有意差を認めなかった（中央値 19.6% vs 17.8% : 図 2B）。興味深いことに、

非着床部(decidua parietalis)の Treg 細胞率（Foxp3+/CD3+ CD8‐）は 3 群間で差は認めな

かった（図 2C）。この結果から、脱落膜着床部への Treg の集簇減少が胎児染色体正常流産

で生じていることが示唆された。 

 

【図 2】 免疫組織化学染色での脱落膜着床部と脱落膜非着床部における Treg 細胞率

（Foxp3+/CD4+）の集簇 

 

A.Foxp3 染色例 

 

 

 

 

 

50μm 50μm 

正常妊娠 胎児染色体正常流産 
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A:正常妊娠と胎児染色体正常流産における Foxp3 染色例を示す。倍率は 200 倍でスケールは 50μm を示す。 

B:胎児染色体正常流産の脱落膜着床部における CD4+ 細胞中の Treg 細胞率（Foxp3+/CD3+CD8‐）は正常妊娠と比較し

て有意に低下していた（中央値 12.6% vs 17.8% p=0.03）。胎児染色体異常流産における Treg 細胞率は正常妊娠と差を

認めなかった。 

C:非着床部の Treg 細胞率は 3 群間で差を認めなかった。 

水平線は中央値を示す。 

 

 

Ⅱ. フローサイトメトリーによる脱落膜中 Treg 細胞率、Treg のサブセットについての

検討 

〔研究 1〕脱落膜中 Foxp3+ 細胞率に関する検討 

フローサイトメトリーの結果の一例を示す（図 3A）。流産症例では、脱落膜中 CD4+ 細

胞中の Foxp3+ 細胞率（Foxp3+/CD4+）は正常妊娠と比較して有意に低下していた（中央値 

7.3% vs 12.3, p=0.0051 : 図 3B）。次に、流産症例を胎児染色体異常群と胎児染色体正常群

に分けて解析したところ、胎児染色体正常流産での Foxp3+ 細胞率（Foxp3+/CD4+）は、正

常妊娠と比較し有意に低く（中央値 5.7% vs 12.3%, p=0.007）、また胎児染色体異常流産
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と比べても低かった（中央値 5.7% vs 9.7%, p=0.0465 : 図 3C）。胎児染色体異常流産と正

常妊娠の Foxp3+ 細胞率（Foxp3+/CD4+）は差を認めなかった。 

 ⅠとⅡ〔研究 1〕の結果より、胎児染色体正常流産では、着床近傍の Treg 細胞の集簇の

低下が生じていることが明らかとなった。 

 

 

【図 3.】フローサイトメトリーによる脱落膜中 Foxp3+ 細胞の細胞率 

A.フローサイトメトリーの CD4+ Foxp3+ 細胞の一例 
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A:フローサイトメトリーの一例。FSC、SSC でリンパ球を選択し、単球・顆粒球・脱落膜間質細胞を除外した。 

B: 流産症例では、脱落膜中 Foxp3+細胞率（Foxp3+/CD4+）は正常妊娠と比べて有意に低下していた（中央値 7.3% vs 

12.3  p=0.0051）。 

C: 流産症例を胎児染色体異常群と胎児染色体正常群に分けて解析した。胎児染色体正常流産での Foxp3+細胞率は、正

常妊娠と比較し有意に低く（中央値 5.7% vs 12.3% p=0.007）、また胎児染色体異常流産と比べても低かった（中央値 

5.7% vs 9.7%  p=0.0465）。胎児染色体異常流産と正常妊娠の Foxp3+ 細胞率は差を認めなかった。 

水平線は中央値を示す。 

 

 

〔研究 2-1〕脱落膜での Foxp3+ 細胞および Treg（naive Treg+effector Treg）細胞の細胞

率 

フローサイトメトリーの結果の一例を示す（図4）。脱落膜中のCD4+ 細胞におけるFoxp3+ 

細胞の細胞率（Foxp3+/CD4+）は、成績Ⅱ〔研究 1〕の結果と同じく、胎児染色体正常流産

では正常妊娠と比較して有意に低下していたが（中央値 6.8% vs 8.4%, p=0.039 : 図 5A）、

胎児染色体異常流産では正常妊娠と同等であった(中央値 10.0% vs 8.4% : 図 5A)。次に、

CD4+ Foxp3+ 細胞から Foxp3+ effctor T 細胞（Foxp3+ Teff）を除いた真の Treg 細胞

（naive Treg＋effector Treg）の細胞率（true Treg/CD4+）を検討した。脱落膜における

真の Treg 細胞率は胎児染色体正常流産では正常妊娠より、また胎児染色体異常流産より有

意に低かった（それぞれ 中央値 3.5% vs 5.7%, p=0.0258、中央値 3.5% vs 6.7%, 

p=0.0389 : 図 5B）。続いて、対象者を、今回が初めての妊娠である群（○）、これまでに生

児がいる群（●）、これまで流産のみで生児なし（△）の 3 群にわけて再解析した。脱落膜

中の Foxp3+ 細胞率（Foxp3+/CD4+）、真の Treg 細胞率（true Treg/CD4+）ともに、サン

プルサイズが小さいためか 3 群間で有意差はなかった。 
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【図 4】末梢血、脱落膜におけるフローサイトメトリーの一例。 

 

左：FSC、SSC でリンパ球を選択し、単球・顆粒球・脱落膜間質細胞を除外した。 

中：選択したリンパ球から、さらに CD４陽性細胞のみを選択した。 

右：選択したCD4陽性細胞をFoxp3、CD45RAで展開した。CD4+ Foxp3+ 細胞をCD4+ CD45RA+ Foxp3lowのnaive Treg、

CD4+ CD45RA‐Foxp3highの effector Treg、CD4+ CD45RA‐Foxp3lowの Foxp3+ effctor T 細胞に分類した。 

 

【図 5】 脱落膜での Foxp3+細胞と真の Treg（naive Treg+effector Treg）細胞の細胞率 
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A:脱落膜中の Foxp3+ 細胞の細胞率（Foxp3+ /CD4+）は、胎児染色体正常流産では正常妊娠と比較して有意に低下して

いたが（中央値 6.8% vs 8.4% p=0.039）、胎児染色体異常流産では正常妊娠と同等であった(中央値 10.0% vs 8.4% )。 

B:CD4+ Foxp3+ 細胞から Foxp3+ effctor T 細胞（Foxp3+ Teff）を除いた真の Treg 細胞（naive Treg＋effector Treg）の

細胞率（true Treg/CD4+）は胎児染色体正常流産では正常妊娠より、また胎児染色体異常流産より有意に低かった（そ

れぞれ 中央値 3.5% vs 5.7% p=0.0258、中央値 3.5% vs 6.7% p=0.0389 ）。 

水平線は中央値を示す。 

○:今回が初めての妊娠 ●:生児あり △:これまで流産のみで生児なし 

 

 

〔研究 2-2〕脱落膜中 CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ 

effctor T 細胞の細胞率 

脱落膜中の CD4+ Foxp3+ 細胞における effector Treg 細胞率（effector Treg/CD4+ 

Foxp3+ ）は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠より有意に低下していた（中央値 45.0% 

vs 57.7%, p=0.0105 : 図 6B）。一方、Foxp3+ Teff 細胞率（Foxp3+ Teff/ CD4+ Foxp3+）は、

胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産より有意に高かった（それぞれ

中央値 47.3% vs 37.8%, p=0.0258、中央値 47.3% vs 35.7%, p=0.0389 : 図 6C）。naive 

Treg 細胞率（naive Treg/ CD4+ Foxp3+）は 3 群間で有意な差を認めなかった（図 6A）。 
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【図 6】脱落膜中の CD4＋Foxp3+細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ effctor 

T 細胞の細胞率 

 

脱落膜中の CD4+ Foxp3+ 細胞における effector Treg 細胞率（effector Treg/ CD4+ Foxp3+）は、胎児染色体正常流産で

は正常妊娠より有意に低下していた（中央値 45.0% vs 57.7% p=0.0105、図 6B）。Foxp3+ Teff 細胞率（Foxp3+ Teff/ CD4+ 

Foxp3+）は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産より有意に高かった（それぞれ中央値 47.3% vs 

37.8% p=0.0258、中央値 47.3% vs 35.7% p=0.0389 図 6C）。naive Treg 細胞率（naive Treg/ CD4+ Foxp3+）は 3 群間

で同等であった（図 6A）。水平線は中央値を示す。 

 

 

 

〔研究 2-3〕末梢血中 CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ 

effctor T 細胞の細胞率 

末梢血中の CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ Teff の細胞

率は、3 群間で有意差は認めなかった（図 7A,B,C）。effector Treg 細胞率は、胎児染色体

正常流産では正常妊娠より高い傾向はあったが、有意な差は認めなかった（図 7B）。胎児

染色体正常流産の Foxp3+ Teff 細胞率は、脱落膜では正常妊娠より増加していたが、末梢血

では増加していなかった（図 7C）。effector Treg 細胞率は、脱落膜で約 55%、末梢血で約
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20%、Foxp3+ Teff 細胞率は脱落膜で約 40%、末梢血で約 70%と脱落膜と末梢血では比率

が大きく異なっていた。そこで、naive Treg 、effector Treg、Foxp3+ Teff の脱落膜と末

梢血における存在比について検討した。脱落膜 effector Treg /末梢血 effector Treg 比は、

胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産より有意に低下していた（それ

ぞれ 中央値 1.8 vs 3.2, p=0.0128、中央値 1.8 vs 3.1, p=0.0123 : 図 8B）。脱落膜 Foxp3+ 

Teff/末梢血 Foxp3+ Teff 比は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産よ

り有意に増加していた（それぞれ 中央値 0.73 vs 0.58, p=0.0265、中央値 0.73 vs 0.54, 

p=0.0066 : 図 8C）。 

 

【図 7】末梢血中の CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ effctor 

T 細胞の細胞率 

 

末梢血中の CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg、effector Treg、Foxp3+ Teff の細胞率は、3 群間で有意差は認めなか

った（図 7A-C）。effector Treg 細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠より高い傾向はあったが有意な差は認めな

かった（図 7B）。胎児染色体正常流産の Foxp3+ Teff 細胞率は、脱落膜では正常妊娠より増加していたが、胎児染色体

正常流産で増加していなかった（図 7C）。水平線は中央値を示す。 
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【図 8】 naive Treg 、effector Treg、Foxp3+ Teff における脱落膜と末梢血の比 

 

脱落膜 effector Treg /末梢血 effector Treg 比は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体異常流産より有意に

低下していた（図 8B）。脱落膜 Foxp3+ Teff/末梢血 Foxp3+ Teff 比は、胎児染色体正常流産では、正常妊娠や胎児染色体

異常流産より有意に増加していた（図 8C）。水平線は中央値を示す。 

 

〔研究 2-4〕脱落膜、末梢血中の effector Treg と naive Treg の Helios 陽性率について

の検討 

末梢血中の naive Treg の Helios 陽性率（Helios+/ naive Treg）は 3 群とも約 80%であ

り、これまでの報告と同様であった（図 9A）。また、naive Treg の Helios 陽性率は、3

群とも脱落膜と末梢血における差は認めなかった（図 9A）。しかし、脱落膜の effector Treg

の Helios 陽性率は 90%以上であり、正常妊娠例、胎児染色体異常流産例、胎児染色体正常

流産例とも、脱落膜では末梢血に比べて effector Treg の Helios 陽性率が有意に高かった

（それぞれ p=0.02、p=0.008、p=0.002 : 図 9B）。これは、effector Treg の末梢血から脱

落膜への選択的な移動を示唆している。 

次に、脱落膜中 CD4+ Foxp3+ 細胞における Helios+ naive Treg 細胞率（Helios+ naive 
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Treg/ CD4+ Foxp3+）と Helios‐naive Treg 細胞率（Helios‐naive Treg/ CD4+ Foxp3+）、

Helios+ effector Treg 細胞率（Helios+ effector Treg/ CD4+ Foxp3+）と Helios‐effector 

Treg の細胞率（Helios‐effector Treg/ CD4+ Foxp3+）を検討した。脱落膜中の Helios+ 

effector Treg 細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠より有意に低下していた（中央

値 42.83 vs 52.99 , p=0.0258：図 10A）。Helios‐effector Treg 細胞率は、3 群間において

差を認めなかった（図 10B）。脱落膜中の Helios+ naive Treg 細胞率・Helios‐naive Treg

細胞率は、ともに 3 群間において差を認めなかった（図 11）。末梢血でも同様に検討した

が、末梢血においては、Helios+ or Helios‐effector Treg 細胞率、Helios+ or Helios‐naive 

Treg 細胞率のすべてにおいて 3 群間で有意差は認めなかった。 

 

【図 9】脱落膜、末梢血中の naive Treg と effector Treg の Helios 陽性率 

 

 

A:脱落膜中の naive Treg の Helios 陽性率（Helios+/ naive Treg）は 3 群とも約 80%であった。naive Treg の Helios

陽性率は、3 群とも脱落膜と末梢血における差は認めなかった。 

B:脱落膜の effector Treg の Helios 陽性率は 90%以上であり、脱落膜では末梢血に比べて、effector Treg の Helios 陽性

率が有意に高かった（正常妊娠で p=0.02、染色体異常流産で p=0.008、胎児染色体正常流産で p=0.002 ）。 
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【図 10】脱落膜中CD4+ Foxp3+ 細胞における effector TregのHelios陽性細胞率とHelios

陰性細胞率 

 

脱落膜中の Helios+ effector Treg 細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠より有意に低下していた（中央値 42.83% 

vs 52.99%  p=0.0258）。水平線は中央値を示す。 

 

【図 11】脱落膜中 CD4+ Foxp3+ 細胞における naive Treg の Helios 陽性細胞率と Helios

陰性細胞率 

 

脱落膜中の Helios+ naive Treg 細胞率・Helios‐naive Treg 細胞率は、ともに 3 群間において差を認めなかった。 

水平線は中央値を示す。 
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考察 

 

 免疫系における活性と抑制のバランスを維持するためには，免疫抑制機能をもつ Treg

が重要な働きをしている。Treg は、IL-10、TGF-β などの抑制性サイトカインの産生、高

親和性 IL-2R の発現による IL-2 の枯渇、細胞傷害活性抑制などにより T 細胞の活性を抑制

する。また Treg の細胞表面に高発現している CTLA-4 が、抗原提示細胞の CD80/CD86 と

強く結合し、抗原提示細胞の T 細胞への副刺激を阻害して T 細胞の活性化を防ぐことなど

により免疫寛容を誘導する(Shevach et al. 2009)。妊娠における母児免疫寛容の誘導にも

Treg は関与している。マウスでは、妊娠初期に Treg を欠損させると着床障害と流産が引き

起こされる（Aluvihare et al. 2004、Darrasse-Jeze et al. 2006、Shima et al. 2010、Rowe 

et al. 2011）。また、正常妊娠マウスから分離した Treg を流産モデルマウスに移入すると、

流産率が減少し、IL-10、TGF-βの産生が増加する（Zenclussen et al. 2005、Yin et al. 2006）。 

ヒトでは、脱落膜中の Treg 細胞率が流産患者（Sasaki et al. 2004、Jin et al. 2009）や

原因不明習慣流産患者（Yang et al. 2008、Mei et al. 2010、Wang et al. 2010、Lee et al. 2011）

で減少していることが知られている。免疫因子による不妊症患者または流産既往のある患

者における次回妊娠時の末梢血中の CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 細胞率が、妊娠成功群では流

産群より高値であったことから、末梢血 Treg 細胞率が妊娠予後マーカーとなりえるかもし

れない（Winger and Reed 2011）。さらに、原因不明の習慣流産患者では Treg 細胞の免疫

抑制能の機能低下があることも報告されている（Wang et al. 2011、Arruvito et al. 2010）。

Tilburgs らは母子間の HLA-C 不適合妊娠では脱落膜リンパ球中の Treg の増殖がみられる

が、HLA-C 適合妊娠では Treg の増殖は認めなかったと報告している（Tilburgs et al. 2009）。

これらの所見から、Treg がヒトの妊娠維持において重要な役割を果たしていることがわか

る。 

  習慣流産の 40-60%は原因が不明のままである（Clifford et al. 1994）。もし、免疫系の
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機能異常が流産を引き起こしているのであれば、母児免疫寛容の場である着床部位で、免

疫学的変化が生じていると考えられる (Saito et al. 2011)。免疫学的変化の有無をより正確

に検討するために、今回、申請者は流産を胎児染色体正常流産と胎児染色体異常流産の 2

群に分けて解析した。その結果、胎児染色体正常流産では正常妊娠と比較し着床部でのみ

Treg の集簇が減少していること、非着床部での Treg の集簇は正常妊娠と同等であることを

初めて報告した。また、胎児染色体異常流産は、着床部・非着床部ともに Treg の集簇が正

常妊娠と同等であることが判明した。以上より、流産リスク因子のない胎児染色体正常流

産つまりは原因不明の流産の一部は免疫異常によって引き起こされていること、胎児染色

体異常流産は胎児・胎盤機能低下によって引き起こされていることが示唆される。今後、

Treg 細胞率と共に、流産誘導の実行部隊である細胞傷害性 NK 細胞・細胞傷害性 T 細胞の

変動についても検討することでより明解になるだろう。 

Rowe らは（2012）、マウスの実験において、出産後、末梢血中胎児特異的 Treg 細胞は

高いレベルを保っており 2 回目の妊娠時には初回時より迅速に増加すること、妊娠中期に

Treg を部分的に除去した際の胎仔吸収率が初回妊娠よりも次回妊娠の方が低いことなどか

ら、胎児抗原に対するアネルギーを維持するメモリーTreg が存在することを報告した。そ

こで、本研究のフローサイトメトリー解析に参加した対象者（表 2、表 3）において、生児

の有無による Treg 細胞率を検討したが、差を認めなかった。残念ながら、ヒトにおけるメ

モリーTreg の存在について本研究では明らかにはならなかった。 

Foxp3 は Treg 細胞に特異的なマーカーであると信じられていたが（Hori et al. 2003）、

ヒトでは IL-2、IFNγを産生する effector T 細胞において一時的に Foxp3 を発現すること

が報告されている（Walker et al. 2003、Gavin et al. 2006、Allan et al.2007）。Miyara ら

は(2009)、Foxp3+細胞は、免疫寛容に寄与する effector Treg と、免疫抑制力の弱い naive 

Treg と、免疫寛容を破綻させる Teff 細胞に分類されることを証明した。これまでに多くの

論文で、Foxp3+ 細胞が正常妊娠で増加し、流産（Sasaki et al. 2004、Yang et al. 2008、
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Jin et al. 2009、Mei et al. 2010、Wang et al. 2010、Lee et al. 2011）や妊娠高血圧腎症

（preeclampsia）で減少することが報告されているが（Sasaki et al. 2007、Santner-Nanan 

et al. 2009）、どのサブセットの Foxp3+ 細胞が増加・減少しているのかまでは報告されて

いない。今回、脱落膜リンパ球中の effector Treg 細胞率が、正常妊娠と比べ、胎児染色体

正常流産で減少することを初めて報告した。 興味深いことに、脱落膜中の Foxp3+ Teff 細

胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠と比べて増加していた。生体内の免疫系は、免

疫活性と免疫抑制のバランスによってコントロールされているが、胎児染色体正常流産で

は、母児境界面での免疫バランスが免疫活性優位な状態にシフトし、胎児に対する免疫寛

容の誘導が障害されていると考えられた。また、胎児染色体正常流産の末梢血中の effector 

Treg 細胞率は正常妊娠より低値ではなく、むしろ高い傾向にあった。このことから、胎児

染色体正常流産で生じている免疫学的異常は全身で生じているではなく、母児免疫境界で

ある妊娠子宮のみに限局していることがうかがえた。 

Samsteinらは（2012）、Foxp3エンハンサーであるCNS1(conserved noncoding sequence 

1)が inducible Treg(iTreg)の誘導に必須であり、この CNS1 配列が胎盤をもつ哺乳類でよ

く保存されており、胎盤をもつ哺乳類の同種異系妊娠の妊娠維持において重要な役割を果

たしていると報告している。Thornton らは（2010）、Helios（Ikaros 転写因子ファミリ

ーメンバー）が natural occurring Treg（nTreg）の特異的マーカーであると報告した。

そこで、 iTreg と nTreg のどちらが妊娠維持に関与しているのかを検討するために、 

effector Treg の Helios+ nTreg と Helios‐iTreg について調べた。ヒトでは脱落膜中 Foxp3+ 

細胞における Helios‐effector iTreg 細胞率は約 2%、と非常に少なく、この Helios‐effector 

iTreg 細胞率は正常妊娠と胎児染色体正常流産で差は認めなかった(図 10B)。しかし、脱落

膜中 Helios+ effector nTreg 細胞率は、胎児染色体正常流産では正常妊娠と比較し有意に減

少していた（図 10A）。一方、naive Treg における Helios+ 細胞率・Helios‐細胞率は、胎

児染色体正常流産と正常妊娠において差を認めなかった(図 11)。この結果から、マウスとは
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違い、ヒトでは Helios 陽性の effector nTreg が妊娠子宮に選択的に集簇していると考える

ことができる。また、ヒト（Tilburgs et al. 2008）とマウス（Kallikourdis et al.2007）の

妊娠において、胎児特異的 Treg が末梢から脱落膜に選択的に移動していることが報告され

ている。 本研究において胎児染色体正常流産では正常妊娠と比較し、Foxp3+ 細胞が脱落

膜着床部でのみ減少しており（図 2B）、末梢血の effector Treg は増加する傾向を認めた（図

7B）。これらの結果を総合すると、胎児染色体正常流産では effector  nTreg 細胞の末梢か

ら母児境界面への移動が障害されていることが示唆される。これを証明するためには脱落

膜組織あるいは Treg において、Treg の脱落膜へのホーミングに関与するサイトカイン

（IL-2）、ケモカイン（CCL22、CXCL3、CCL3、CCL4、CCL5）、hCG、Treg に発現す

るケモカインレセプター（CCR5、CCR7 など）について検討する必要がある（Teles et.al. 

2013）。 

Treg が妊娠高血圧腎症で減少することは既によく知られた事実であるが（Sasaki et al. 

2007、Santner-Nanan et al. 2009）、最近の報告では、Helios+ nTreg ではなく、Helios‐iTreg

が妊娠高血圧腎症の脱落膜で減少していることが報告されている（Hsu et al. 2012）。Rowe

らは（2012）、マウスにおいて、妊娠経過と共に胎児抗原特異的 Treg が増加していること、

Helios+ 胎児抗原特異的 nTreg の割合が妊娠中期（妊娠 11.5 日）では約 70%だが、妊娠後

期（妊娠 18.5 日）では、約 40%まで減少していること報告しており、これは Helios‐胎児

抗原特異的 iTreg が妊娠後期に増加していることを示す証拠でもある。また Samstein らは

（2012）、野生型 C57BL/6♀マウスと BALB/c♂マウスを交配させた時の胎仔吸収率は約

2%であったのに対して、iTreg の誘導に必須の CNS1 を欠損させた C57BL/6♀マウスと

BALB/c♂マウスを交配させた時の胎仔吸収率は約 10%であったと報告している。これは、

これまでに報告されている全 Treg（nTreg と iTreg）を欠損させたマウスにおける同種異系

妊娠時の胎仔吸収率より非常に少なかった。これらのことから、iTreg だけでなく、nTreg

も妊娠成功には必要であること、iTreg は後期の妊娠維持に重要であることが示唆される。
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近年、Helios が確実な nTreg のマーカーではないこと（Zabransky et al. 2012）や、

Neuropilin1 が nTreg に高発現していること（Weiss et al. 2012）が報告されており、nTreg、

iTreg を正確に同定する手法の検討が必要である。 

Kallikourdis らは（2007）、マウスの妊娠で、父方同種異系抗原が妊娠子宮での CCR5+ 

effector Treg の集簇を増加させていることから、CCR5+ が父親抗原特異的 Treg のマーカ

ーとなりうるかもしれないと報告した。Shima らは（2015）、父親抗原特異的 Ki67+ 増殖

性 Treg 細胞が、CCR5 を発現していることを報告した。これらの所見から、ヒトにおいて

も CCR5+ Ki67+ 増殖性 Treg が父親抗原特異的免疫寛容を誘導している可能性が考えられ

たので CCR5+ Treg 細胞率・Ki67+ Treg 細胞率について検討してみたが、胎児染色体正常

流産群と正常妊娠群において有意な変化を認めなかった。そこで、ヒト妊娠における父親

抗原特異的 Treg を同定するために、Kobayashi ら（2013）が開発した hTEC10（Human 

TCR efficient cloning within 10 days）の手法を応用する実験計画を考案した（図 12）。ま

ず、母体血・脱落膜リンパ球から effector Treg、naive Treg を単一細胞で分離し、RT-PCR

にて TCR cDNA を増幅させ、Direct Sequence で塩基配列を解析し、TCR レパートリーの

変化を調べる。さらに、hTEC10 を用いて父親抗原特異的 Treg と予測される Treg を作成

し、臍帯血リンパ球との MLR により抗原特異性を確認する。また、父親抗原特異的 Treg

のサロゲートマーカーも検出したいと考えている。ヒト父親抗原特異的 Treg の妊娠中の動

態を検討することで、着床・妊娠を成功に導く Treg の機能がさらに解明されることになる

だろう。 
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【図 12】hTEC10（Human TCR efficient cloning within 10 days）の概略図 
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結論 

 

胎児染色体正常流産では着床部でのみ Treg の集簇が減少していること、胎児染色体正常

流産の脱落膜では、Heliso+ effector nTreg が減少し、Foxp3+ Teff が増加していることを初

めて証明した。これは、母児免疫境界における免疫寛容の誘導障害が流産の原因の 1 つで

あることを示しており、今後、原因不明不育症患者への治療法開発にもつながっていくこ

とが期待される。 
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