
フロー・サイトメトリーによる妊婦リンパ球の解析

　　　　　1）河野雅洋 　　　　　2）上平　　憲 田川　博之3）

要　旨　　妊娠による母体免疫系変化の一端を知る目的で，非妊時，妊娠初期，妊娠

中期，妊娠後期，産褥1日および産褥1ケ月に採血を行い，モノクローナル抗体（O

KT3，0KT4，0KT8，0KB7，Leu－7およびLeu－11a）を用い，フロー・サイ

トメトリー（OrthoSpectrumIII）により，リンパ球のsubpopulationおよびその

subsetの陽性率を算出した．そして，各時期における陽性率の変化を比較検討した．

丁細胞およびB細胞の陽性率は妊娠初期から産褥1ケ月に至るまで著変を認めなかっ

た．NK細胞の陽性率も，非妊時と比較するといずれの時期も有意な変化ではなかっ

た．しかし，NK細胞の相対数は妊娠経過と共に減少し，産褥1日になるとリバウン

ド的に増加するという興味ある変化を示した．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　長大医短紀要1：119－127，1987
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　胎児胎盤系は父親由来のHLA抗原を半分

保持し，母体にとっては一種の同種移植片と

見なすことができる．しかし，正常妊娠では，

胎児胎盤系に対する拒絶反応はみられない．

何故胎児胎盤系が免疫的攻撃から免れるのか

という疑問に対して，1953年Medawar’）が

仮説を提唱して以来，現在まで数多くの研究

が行われてきた．実際，原因不明習慣流産と

blockingantibodyとの関係の様に，その研

究が免疫療法と結び付き効果を上げているも

のもある2m4）’5》6）．しかし，正常妊娠にお

ける母体免疫能の変化についてはいろいろな

報告があり，未だ一定の見解は得られていな

い．一方，最近のモノクローナル抗体作製技

術の進歩はヒトのリンパ球や単球に対するモ

ノクローナル抗体の作製を可能にした．この

モノクローナル抗体を用いることにより，リ

ンパ球のsubpopulationおよびそのsubset

の蜀定，リンパ球分化段階の推定などが可能

となり，リンパ球のより詳細な分類・解析が

できるようになった。そこで，今回，私ども

は妊娠による母体免疫系変化の一端を知る目

的で，モノクローナル抗体を用い，フロー・

サイトメトリーにより，母体リンパ球のsub．

populationおよびそのsubsetの解析を行っ

た．
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対象および方法

　1987年1月から1987年8月までの期間に

長崎大学医学部附属病院産婦人科または長崎

市立市民病院産婦人科で管理を受け，妊娠中

または分娩後に特に異常を認めなかった妊娠

初期（妊娠10～14週18例），妊娠中期（妊娠

16～27週：10例），妊娠後期（妊娠29～36週：

17例），産褥1日（17例）および産褥1ケ月（19

例）の婦人を対象とした．午前中に静脈血3

mlをヘパリン採血し，採血後12時間以内に

モノクローナル抗体（表1）を用い，レーザー・

フロー・サイトメトリー・システムによりリ

ンパ球のsubpopulationおよびそのsubset

を測定した．各モノクローナル抗体のうちO

KT3，0KT4，0KT8，Leu－7およびLeu－

11aは直接蛍光法により，OK：B7は間接蛍光

法により測定した．また，同様の測定を健康

非妊娠婦人（7例）にっいても行った．

表1．モノクローナル抗体とその特徴

会　社
モノクローナル

主要反応細胞
抗　　体

Ortho OKT3 pan　T細胞

OKT4 heIper／inducer　T細胞

OKT8 suppressor／cytotoxic　T細胞

OKB7 末梢slg＋細胞（resting　B細胞）

Becton Leu－7 naturai　kiIler細胞

Dickinson Leu－11a naturaI　ki”er細胞

　（1）直接蛍光法

　全血100μ1を各試験官に分注し，FITC

標識モノクローナル抗体10μ1を添加する．

4℃で30分聞インキュベーション後，溶解試

薬2mlを加え，強く撹拝し赤血球を溶血さ

せた後にOrtho　Spectrum　III（Ortho社）で

分析する．

　（2）間接蛍光法

　全血100μ1を各試験管に分注し，非標識

モノクローナル抗体10μ1を添加する．4℃

で30分間インキュベーション後，PBSで洗

浄し，3000回転で5分間遠心する．上清を

除いてPBS100μ1中に再浮遊させる．第二

抗体としてFITC標識マウスIgG100μ1を

加え，さらに4℃で30分間インキュベート

する．インキュベーション後，溶解試薬2ml

を加え，強く撹拝し赤血球を溶血させた後に

Ortho　Spectrum　I11で分析する．

　なお，今回の統計学的処理には，ノンパラ

メトリック法であるWilcoxon検定を用いた．

結 果

　（1）OKT3陽牲率

　OKT3陽性率は妊娠中期で軽度減少し，

妊娠後期で軽度増加した．妊娠中期では，妊

娠後期に比べ有意に低値であったが，非妊時

と比較するといずれの時期も有意差を認めな

かった（図1）．

　（2）OKT4陽性率

　OKT4陽性率は軽度ながら妊娠経過と共に

増加していき，妊娠後期で最高となった．し

かし，いずれの時期を比較しても有意差を認
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めなかった（図2）．　　　　　　　　　　　　　2・

　（3〉OKT8陽性率
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　15
　0KT8陽性率は妊娠中期で軽度減少し，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10産褥1日および産褥1ケ月で軽度増加した．

妊娠中期では，産褥1日および産褥1ケ月に　　　5

比べ有意に低値であったが，非妊時と比較す　　　。

るといずれの時期も有意差を認めなかった

（図3）．　　　　　　　　　　　　　　　図4
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　（4）OKT4／OKT8比

　OKT4／OKT8比は妊娠中期および妊娠後

期で軽度増加し，産褥1日で軽度減少した．

妊娠中期および妊娠後期では，産褥1日に比

べ有意に高値であったが，非妊時と比較する

といずれの時期も有意差を認めなかった
（表2）．

表2　各時期におけるOKT4／OKT8比
　　およびOKT3／OKB7比

OKT4／OKT8比 OKT3／OKB7比

（mean±SE） （mean十SE）
　　　　一

非妊時（n；7） 1．42十〇．24 7．67十1．23
一 一

妊娠初期（n；8） 1．38十〇．22
　　一

9．84十1．27
　　一

妊娠中期（n＝10） 1．60十〇．16＊1

　　一
7．79十〇．88
　　一

妊娠後期（n＝17） 1．55十〇．1㍗2

　　一
11，30十1．62
　　　一

産褥1日ω＝17） 1．14十〇．10＊3

　　一
12，81十1，94
　　　一

産褥1ケ月（n＝19） 1．26十〇．10
　　一

11，87十1．77
　　　一
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　（6）OKT3／OKB7比

　OKT3／OKB7比は産褥1日にやや高値で

あったが，いずれの時期を比較しても有意差

を認めなかった（表2）．

　（7）Leu－7陽性率

　Leu－7陽性率は妊娠初期に非妊時よりも

軽度増加したが，以後は妊娠経過と共に減少

していき，妊娠後期で最低となった．しかし，

産褥1日および産褥1ケ月では妊娠初期のレ

ベルにまで再上昇していた．妊娠後期では，

妊娠初期および産褥1ケ月に比べ有意に低値

であったが，非妊時と比較するといずれの時

期も有意差を認めなかった（図5）．
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　（5）OKB7陽性率

　OKB7陽性率は非妊時にやや高値であっ

たが，いずれの時期を比較しても有意差を認

めなかった（図4）．
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　（8）Leu－11a陽性率

　Leu－11a陽性率もLeu－7陽性率とほぼ

同様の変化を示した．すなわち，妊娠初期は

非妊時と同レベルであったが，以後は妊娠経

過と共に減少していき，妊娠後期で最低となっ

た．そして，産褥1日および産褥1ケ月にな

ると非妊時のレベルにまで再上昇していた．

しかし，いずれの時期を比較しても有意差を

認めなかった（図6）．
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　（9）継続症例におけるLeu－7陽性率およ

びLeu－11a陽性率の経時的変化

　4例にっいては，妊娠後期，産褥1日およ

び産褥1ケ月と継続してリンパ球のsubpopu－

lationおよびそのsubsetの解析をおこなっ

た．Leu－7陽性率とLeu－11a陽性率は各

症例ともほぼ平行して変化し，産褥1日では，

全症例とも妊娠後期より増加していた（図7）．
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察

　リンパ球に対するモノクローナル抗体の開

発以来，妊婦のリンパ球subpopulationおよ

びそのsubsetの解析にもモノクローナル抗

体を利用した報告が多くなってきた．これら

の報告では，OKT3陽性率，OKT4陽性率

およびOKT8陽性率は正常妊娠群と非妊対

照群とで有異差を認めないとするものが多い

が7エ8）噂91Vanderbeeken　et　a1’1）は妊娠中期

および妊娠後期では，非妊時に比べてOKT3

陽性率およびOKT4陽性率が有意に低下す
るとし，Gargiulo　et　al1’1は妊娠初期にのみ

非妊時と比べてOKT3陽性率が有意に低下

するとし，また，Sridama　et　al12！は妊娠初

期から産褥1～2ケ月に至るまで，OKT4陽

性率が非妊時よりも有意に低下し，妊娠中期

および妊娠後期では，OKT3陽性率も非妊

時に比べて有意に低下するとしている．今回

の結果では，OKT3陽性率，OKT4陽性率

およびOKT8陽性率には，妊娠初期から産

褥期1ケ月に至るまで非妊時と比較して有意

差を認めなかった．OKT3陽性率が妊娠中

期で軽度低下したが，これは主にOKT8陽

性率の低下によるものである．OKT8＋細胞

には，heterogeneityが存在するが，減少し

たOKT8↓細胞がcytotoxicT細胞あるいは

cytotxic　T細胞と同様な表面マーカーを有す

る13）lymphokine　activated　killer　（LAK）

細胞であると考えると，妊娠の成立に合目

的と思われる．また，免疫調節機構のアン

バランスの指標としてしばしば用いられる

OKT4／OKT8比も正常妊娠群と非妊対照

群とで有意差を認めないという報告が多い
が8》9瓦’oエ［1エ14），Waltzer　et　a1．15）は少数例な

がら，OKT4／OKT8比は妊娠時に減少する

とし，また，Sridama　et　aL’2）は妊娠中期か

ら産褥1～2ケ月に至るまで，OKT4／OKT8

比は非妊時に比べ有意に減少するとしている．

今回の結果では，妊娠中期および妊娠後期で

軽度高値であり，産褥1日で軽度低値であっ

たが，妊娠初期から産褥1ケ月に至るまで非

妊時と比較して有意差を認めなかった。一

方，B細胞については，モノクローナル抗

体OK：Ia1を用いて解析され，正常妊娠群と

非妊対照群とでOKla1陽性率に有意差
を認めないという報告が多いが7畑㌍）妊娠

後期で非妊時よりもOKlal陽性率が有意
に高値になるとする報告12）もある．しかし，

OKla1は活性化丁細胞とも反応するため，

今回の検討では，よりB細胞に選択的に反応
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するOKB7を用いた．OKB7陽性率はいず

れの時期を比較しても有意差を認めなかった．

また，丁細胞とB細胞の比率，すなわちOK

T3／OKB7比も算出したが，いずれの時期

を比較しても有意差を認めなかった．今回の

結果では，少なくとも，OKT3，0KT4，0

KT8およびOK：B7により認識される丁細胞

およびB細胞には，妊娠初期から産褥1ケ

月に至るまで大きな変化はないと思われる．

　natural　killer（以下，NKと略す）細胞は

その発見以来，機能的測定法によって同定が

なされていた．NK細胞上にある抗原と反応

するモノクローナル抗体が作製され，NK細

胞の解析に用いられるようになったのは最近

になってからである．そのため，妊娠による

NK細胞の変化もNK活性の変化でみた報告

が多く，モノクローナル抗体を用いた報告は

まだ少ないようである．妊娠時のNK活性の

変化にっいては，妊娠全期間にわたってNK

活性が非妊時よりも抑制されるという報告が

多い16瓦17九’8エ’1）この中で，Russell＆Miller17）

は妊娠初期の抑制が強いとし，Okamura　et

al．19）は妊娠中期および妊娠後期での抑制が

強いとしている．これに対して，Kurashige

et　aL20）は妊娠15週までは非妊時よりもNK

活性が有意に増強し，16週以降妊娠末期ま

では非妊時と変わらないとしている．産褥期

のNK活性にっいては，測定時期の違いによ

りいろいろな報告がある．たとえば，Baley

＆Schacter16）は分娩後6時間以内でのNK活

性は妊娠時と変わりないとし，Gregory　et

aL’8）およびOkamura　et　aL’9）は産褥7日以

内でのNK活性は妊娠時よりもさらに抑制さ

れるとし，また，Kurashige　et　a1．20）は産褥

1ケ月でのNK活性は非妊娠時よりも増強す

るとしている．一方，モノクローナル抗体を

用いたNK細胞の解析で，Gregory　et　aL’8）・2’）

は妊婦と非妊対照群とでLeu－7陽性率に有

意差はなかったが，Leu－11b陽性率は妊婦

では非妊対照群よりも有意に減少するとして

いる．今回の結果では，Leu－7陽性率およ

びLeu－11a陽性率には妊娠初期から産褥1

ケ月に至るまで非妊時と比較して有意差を認

めなかった．Leu－7陽性率の変化とLeu－

11a陽性率の変化はほぼ同じパターンであっ

た．すなわち，妊娠経過と共に減少していき，

妊娠後期で最低となり，産褥1日になると非

妊時あるいは妊娠初期のレベルにまでリバウ

ンド的に上昇していた．胎児抗原量が多くな

る妊娠中期から妊娠後期にかけて，NK細胞

が減少していくことは妊娠の成立に合目的と

思、われる．しかし，ここで，Leu－7および

Leu－11aにより認識されるNK細胞が，実

際にNK活性があるのかが問題となってくる．

このことにっいて，安保22）はNK細胞が分化・

成熟していく過程で，Leu－7＋Leu－1r細

胞からLeu－7＋Leu－11＋細胞を経てLeu－

7－Leu－11＋細胞になるとし，最も成熟した

Leu－7－Leu－11＋細胞は強いNK活性を持

っが，幼若なLeu－7＋Leu－11一細胞はNKl

活性が弱いとしている．そこで，試みに，各

時期におけるLeu－11a陽性率とLeu－7陽

性率＋Leu－11a陽性率の比（この比を便宜

上NK細胞比と呼称）を算出してみた．NK

細胞比はLeu－7またはLeu－11aにより認

識されるNK細胞のうち，Leu－11aが陽性で

ある細胞の割合を示し，NK細胞比が高いほ

ど同数のNK細胞でもNK活性が強いと考え

られる．今回の結果では，いずれの時期を比

較してもNK細胞比には有意差を認めなかっ

た（表3）．すなわち，妊娠の各時期における

NK活性の変化はNK細胞の相対数の変化と

ほぼ同じパターンをしていると考えられ，

NK活性も妊娠後期で最低となり，産褥1日

でリバウンド的に増強しているのではないか

と推察される．しかし，実際には，妊婦血清

中に存在するNK活性抑制因子の存在20）も

考えられるため，in　vivoでのNK活性の変

化が修飾されている可能性も否定できな

い．ところで，Gregory　et　a1．2置）はLeu－7＋
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表3　各時期におけるNK細胞比

NK細胞比

（mean±SE）

非　妊　時 （n＝7） 0．36±O．03

妊娠初期 （n＝8） 0，32±0．05

妊娠中期 （nこ10） 0．31±0．05

妊娠後期 （nこ17） O．31±0．03

産褥1日 （n＝17） 0．29±0．04

産褥1ケ月 （n＝19） 0．30±0．03

Leu－11一細胞からLeu－7Leu－11＋細胞へ

の成熟が妊娠時には妨げられるため，Leu－

7＋細胞が減少しないのにLeu－11b＋細胞が

減少するのではないかとしている．しかし，

今回の結果では，Leu－7陽性率も妊娠経過

と共に減少していった．すなわち，Leu－7＋

Leu－11一細胞も妊娠経過と共に減少してい

くと考えられ，幹細胞からの分化が妊娠経過

と共に抑制されてくるのではないかと推察さ

れる．

　Szekeres－Bartho　et　a1．23）は分娩時には妊

娠後期よりもリンパ球のcytotoxic活性が有

意に増強し，cytotoxic活性と分娩時間との

間には逆相関があるとしている．今回の結果

では，NK細胞は妊娠後期から産褥1日にか

けてリバウンド的に増加していた．また，個々

の継続症例にっいても，全例妊娠後期より産

褥1日でNK細胞が増加していた．このこと

は，NK細胞の増加が分娩開始の原因か結果

かという問題は残るものの，NK細胞の増加

と分娩開始と何等かの関係があるという可能

性を示唆する所見ではないかと思われる．ま

た，最近，私どもはHBe抗原陽性のキャリ

ァーが分娩した場合，産褥期に高率に肝炎の

発症または再発をみることを報告した21）こ

の肝炎の発症または再発の一因としても，産

褥期におけるNK細胞のリバウンド的増加が

関与しているのではないかと考えられる．

　本論文の一部は第36回日本産科婦人科学

会九州連合地方部会学術講演会（大分，1987

年）において発表した．
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Using Flow Cytometry 

2) 

Masahiro KAwAN~O , Shimeru KA~lmlRA and Hiroyuki TAGAWA 

l ) Department of Obstetrics and Gynecology, The Nagasaki University School of Medicine 
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Abstract In order to elucidate the change of maternal immune system dur-

ing normal pregancy, peripheral blood lymphocyte subpopulations and their sub-

sets ~~'ere evaluated by monoclonal antibodies to the following cell antigens : OK 

T 3 (total T cells). OKT 4 (helper/inducer T cells), OKT 8 (suppressor/cytotoxic 

T cells), OKB7 (B cells). Leu-7 (NK cells) and Leu-1la (NK cells). The per-

centages of the cells reacting with the monoclonal antibodies were enumerated by 

flo~~' cytometric analyses. The study groups included thirty-five normal pregnant 

women in various stages (eight in the first trimester, ten in the second trimester 

and seventeen in the third trimester ) and thirty-six normal postpartum women 

(seventeen in the first day and nineteen in the first month). Seven healthy adult 

female volunteers were used as controls for the pregnant women or postpartum 

wornen. 
The percentages of all the lymphocyte subpopulations and their subsets did 

not differ significantly from non-pregnant controls throughout pregnancy or post-

partum. Furthermore, OKT 410KT 8 ratio and OKT310KB 7 ratio did not change 

significantly in comparing non-pregnant controls with pregnant women or post-

partum ¥vomen. The percentages of OKT 3+ cells. OKT 4+ cells, OKT 8+ cells and 

OKB 7+ cells had no remarkable changes throughout pregnacy and postpartum. 

The percentages of Leu--7+ cells and Leu~ 1la+ cells were found to increase slight-

ly until first trimester, to decrease from the second trimester to the third trimes-

ter, and to re-increase after delivery. Comparing non-pregnant controls with preg-

nant women or postpartum women, the difference were not singnificant, but it 

was interested that the relative numbers af NK cells increased during labor. It is 

suggested that the numbers of T cells and B cells do not change remarkably 

throughout pregnancy and postpartum, but the numbers of NK cells change no-

ticeably during labor. 

Bull. Sch. Allied Med. Sci., Nagasaki Univ. I : 119-127, 1987 
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