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緒言 

研究背景 

1. 妊娠高血圧腎症（preeclampsia; PE）の概要 

PE は、妊娠高血圧症候群（hypertensive disorders of pregnancy; HDP）の一病型であり、妊

娠 20週以降に初めて高血圧を発症し、かつ、蛋白尿を伴うものをいう 1。また、加重型妊娠高血圧

腎症（superimposed preeclampsia; SPE）とは、主に慢性高血圧（chronic hypertension）を合併

した妊婦において、妊娠 20 週以降に蛋白尿を伴うものをいう 1。上記の定義は 2013 年に定められ

たものであり、2018 年より上記の診断基準に加え、“妊娠 20 週以降に初めて発症した高血圧に蛋

白尿を認めなくても関連疾患（基礎疾患の無い肝機能障害、進行性の腎障害、脳卒中、神経学的障

害、血液凝固障害、胎児機能不全）のいずれかを認める場合で、分娩 12週までに正常化する場合”、

または“妊娠 20 週以降に初めて発症した高血圧に蛋白尿を認めなくても子宮胎盤機能不全（胎児

発育不全 [fetal growth restriction; FGR]、臍帯動脈血流波形異常、死産）を伴う場合”も PE

と診断されるようになった 2。今回の研究は 2014 年に開始しており、2018 年に追加になった診断

基準は含めず、旧定義の PEと SPE のみを対象とした。 

PE は発症時期により 2 つの型に分類され、妊娠 34 週までに発症した場合を早発型 PE（early-

onset preeclampsia; EOPE）、妊娠34週以降に発症した場合を遅発型PE（late-onset preeclampsia; 

LOPE）とする 3。EOPE は LOPE より母体合併症や FGR の発症率が高率であり予後不良である 4,5。 

PE では、FGR、胎児機能不全（non-reassuring fetal status; NRFS）、常位胎盤早期剥離の合併

症が多く 6、約 20％が早産となり 7、母体死亡、周産期死亡の原因になる 8,9。PE に罹患した女性は、

将来、高血圧、心血管系イベント、及び脳卒中の発症が高い 10。中でも EOPE は、LOPE と比べて高

血圧、糖尿病、高脂血症を発症するリスクが更に高くなる 11。 

PE の原因及び病態の詳細は不明であるが、分娩により症状は速やかに改善することから、胎盤

の存在が疾患発症に関連していると考えられている 12。このため、PE の根治療法は妊娠終結（分

娩）になる。特に EOPE の場合は、母体の病態をできるだけ抑えつつ、かつ早産に伴う新生児合併

症を減らすために、在胎期間をできるだけ延長する事が望ましい。しかし、母児の重篤な合併症を

回避しつつ、最も適切なタイミングで妊娠終結時期を判断する事は非常に難しい。分娩までの治療

としては、降圧薬の投与などの対症療法を行い、妊娠期間の延長を図る。重症高血圧で血圧コント

ロールが不良の場合、重度の血小板減少、肝・腎機能障害、肺水腫、重度の NRFS などの場合には

妊娠終結が推奨される 13。 

 PE では様々な危険因子が知られている 14,15。初産や高年妊娠、多胎妊娠、HDP の既往は PE の危

険因子である。また、血圧高値、高血圧症、腎疾患、糖尿病、肥満、全身性エリテマトーデス（SLE）

や抗リン脂質抗体症候群などの自己免疫性疾患などが併存する場合も PE の発症率は高い。PE・高

血圧の家族歴も危険因子と考えられている。初産が危険因子である一方、夫が変わることでも PE

の発症リスクは上がり 16,17、これは、新しく母体側に暴露された胎児抗原に対する免疫寛容の異常

などが関連していると考えられている 18。生殖補助医療技術（assisted reproductive technology; 

ART）による妊娠でも PEのリスクは上昇する。妊娠初期や中期に子宮動脈血流速度波形異常を認め
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る場合、PE の発症リスクは増加する 19。PE に関連する遺伝的素因としてアンギオテンシノーゲン

遺伝子の 235 番目のアミノ酸がトレオニンの場合、PE の発症率が上昇すると報告されている 20。

さらに、人種に関してはアフリカ系アメリカ人に PEの発症が多いといわれている 21。 

 

2. 正常胎盤の構築 

正常妊娠では、受精後 6〜7 日後に受精卵が子宮壁に着床する。受精卵は外細胞塊（栄養膜）と

内細胞塊（胚結節）からなる。栄養膜細胞は子宮内膜へ接着し絨毛栄養膜細胞（villous 

trophoblast; VT）と絨毛外栄養膜細胞(extravillous trophoblast; EVT)に分化する。 

VT は 更 に 分 化 し て 、 細 胞 性 栄 養 膜 細 胞 (cytotrophoblast) と 合 胞 性 栄 養 膜 細 胞

(syncytiotrophoblast)の 2 種類の細胞から構成される絨毛膜を形成し、母児間の酸素や栄養の運

搬を行う。一方、EVT は脱落膜、子宮筋層、及びらせん動脈に浸潤する。脱落膜は妊娠のために変

化した子宮内膜であり、母体血と栄養膜を連絡する。浸潤した EVT が子宮のらせん動脈に浸潤し血

管内皮細胞および中皮細胞と置換することで、妊娠 15 週頃には子宮筋層内のらせん動脈の内腔が

拡張し、血管抵抗の低い血管へ変化する（らせん動脈のリモデリング）22。 

 また、脱落膜などの母体胎児境界には免疫細胞が存在し、胎盤の形成と維持に重要な役割を果た

している。妊娠初期の脱落膜白血球の約 70％を占める脱落膜ナチュラルキラー細胞（decidual 

natural killer cells; dNK 細胞）は、特に妊娠維持に重要である 23,24。dNK 細胞は末梢血中の NK

細胞と異なり細胞障害性はなく、interleukin（IL）-8 を発現し脱落膜への EVT 浸潤を促進する。

更に、vascular endothelial growth factor （VEGF）や placental growth factor （PlGF）など

の血管新生因子を産生し、らせん動脈の成長を促すなど、胎盤形成に重要な役割を果たす 25,26。 

脱落膜マクロファージは妊娠初期の脱落膜白血球の約 20%を占める。マクロファージは 2 つのサ

ブセットに分類され、M1マクロファージは炎症誘導性であり、M2マクロファージは組織修復や IL-

10 産生を行う 27。脱落膜マクロファージは IL-10 を産生し、抗炎症作用により母体胎児の免疫を

維持するなど M2 マクロファージの表現型を示す 28-30。また、脱落膜マクロファージはらせん動脈

のリモデリングにも関与している 31。 

脱落膜樹状細胞（decidual dendritic cells; decidual DCs）は、脱落膜白血球の約 1％を占め

る 32。ヒトの decidual DCs の働きについてはよくわかっていない。マウスの decidual DCs は脱落

膜組織の血管新生に関与している 33。また、マウスの正常妊娠の脱落膜では、decidual DCs が IL-

10 を産生し、母児間の免疫寛容に関与する 34。 

脱落膜中の T細胞は、血液中と比較すると数が少ない。T細胞サブセットの構成も異なり、血液

中では 90%が CD4+もしくは CD8+ T 細胞であるが、脱落膜では多くが CD4− CD8−でγδT細胞受容体を

発現したγδT細胞である 35,36。このγδT細胞は、IL-10 や transforming growth factor（TGF）

-βなどのサイトカインを産生し、栄養膜細胞の浸潤を促し胎児に対する免疫寛容を支持している
35,37。 

 

3. PE における子宮胎盤循環不全及び血管内皮障害 

PE の病因の一つとして妊娠初期のらせん動脈のリモデリング障害が提唱されている。その前後
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での胎盤局所、そして母体の全身性炎症が PE発症の重要な起点と考えられている。 

PE では EVT の子宮への浸潤が不十分となり、らせん動脈のリモデリング障害が生じる 38。EVT 浸

潤障害のメカニズムの全容は明らかになってはいないが、胎盤特異的 micro RNA がらせん動脈周

囲の EVT 浸潤抑制に関与している 39。 

EVT 浸潤障害とそれに伴うらせん動脈の内腔狭小化は子宮胎盤循環不全をきたし、絨毛間腔は低

酸素状態となる。この結果、絨毛細胞では VEGF の可溶性受容体である soluble fms-like tyrosine 

kinase 1（sFlt-1）の産生亢進と 40,41、PlGFの産生低下が見られる 42。sFlt-1 は血管新生抑制因子

であり、PlGF は血管新生促進因子である。PE における sFlt-1 の増加は、sFlt-1 と結合していな

い遊離 VEGF と遊離 PlGF を減少させ、母体の血管内皮障害を引き起こす。それとともに絨毛細胞か

らの soluble endoglin （sEng）の産生が増加する 43,44。sEng は TGF-βの作用を減弱させ、sFlt-

1 の増加と共同し HELLP（Hemolysis: 溶血、Elevated Liver enzymes: 肝酵素上昇、Low Platelets: 

血小板減少）症候群を発症させる可能性が示唆されている 45。 

これらの血管新生関連因子は絨毛細胞から母体側に分泌され、PE妊婦の末梢血中では sFlt-1 と

sEng は増加し 46-48、遊離 PlGF は減少する 49。sFlt-1 と sEng は血管内皮細胞を障害し高血圧や蛋

白尿を生じる 50,51。また、sFlt-1 は、妊娠マウス/ラットに投与すると高血圧、蛋白尿を発生させ

ることから、sFlt-1 を用いた PEモデル動物は、PE病態解明のための基礎研究にしばしば使用され

ている 52。sFlt-1 は、血管内皮細胞における一酸化窒素の産生を阻害することで高血圧の発症に関

与する可能性が示唆されている 53。 

 

4. PE における母体免疫系の変化 

T細胞サブセットには 1型ヘルパーT(T helper 1; Th1)細胞と 2型ヘルパーT(T helper 2; Th2)

細胞、IL-17 産生性ヘルパーT(T helper 17; Th17)細胞、制御性 T(regulatory T; Treg)細胞など

が存在する。Naïve T 細胞から、IL-12 や interferon（IFN）-γの存在下では Th1 細胞が誘導され

る。IL-4 の存在下では Th2 細胞が誘導される。また、TGF-βによって naïve T 細胞から Treg 細胞

が誘導されるが、TGF-βと IL-6 の共存下では Th17 細胞が誘導される。Th1 細胞は IFN-γを産生

し、がん細胞やウイルス感染細胞の増殖を抑制する。Th17 細胞は、好中球の産生や上皮細胞・繊維

芽細胞の活性化を誘導する IL-17 を産生するとともに、IL-21 や IL-22 なども産生し 54、細菌や真

菌の感染防御に働く。また、関節リウマチや炎症性腸疾患、多発性硬化症などの炎症性疾患への関

与が示唆されている 55。 

母体胎児間の免疫寛容の異常として、Th1 細胞と Th2 細胞のバランス異常が挙げられる。正常妊

娠では、母体にとって半自己である胎児を拒絶しないように Th2 にシフトすることで免疫寛容が

働いている 56。一方、PEでは Th1 細胞が優位になり、炎症誘発性サイトカインの増加がみられる 57-

59。さらには、PEでは免疫寛容に働く Treg 細胞の減少を認められており 60-69、胎盤での炎症が惹起

されると推測されている。一方で、Th17 細胞は増加し 66,69-75、母体の全身性炎症を誘導する。 

近年、母体にとって半自己である胎児に対する『自然炎症』を誘導するインフラマソームと PE

の関連が報告されている。インフラマソームは主に自然免疫細胞を中心に発現する。インフラマソ

ームには様々な種類があるが、このうち Nod-like receptor protein 3（NLRP3）インフラマソー
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ムは danger/damage-associated molecular patterns（DAMPs）と呼ばれる無菌性の危険シグナル

を感知することで活性化され、IL-1βや IL-18 などの炎症性サイトカインを細胞外へ分泌する。

NLRP3 インフラマソームは、正常妊婦と比較し、PE患者の末梢血および胎盤組織で高発現している
76,77。また、ヒト栄養膜細胞は NLRP3 インフラマソームを構成する NLRP3、apoptosis-associated 

speck-like protein containing a caspase recruitment domain （ASC）そして caspase-1 を発現

し、危険シグナルの一つであるナノシリカ投与により NLRP3 インフラマソームが活性化し IL-1β

の誘導が促進される 78,79。PE 患者では末梢血中や胎盤に placental debris が多く認められる 80,81。

これに含まれる DNA、RNA、アデノシン、High mobility group box protein1（HMGB1）、尿酸ナト

リウム（monosodium urate; MSU）は DAMPs として絨毛細胞の NLRP3 インフラマソームを活性化す

る 82。このように、PE患者においては、子宮胎盤循環不全から生じた placental debris がインフ

ラマソームを誘導し炎症を誘発している可能性が示唆されている。 

 

5. PE における DCs と Th 細胞の関連について 

なぜ PEでこのような Th1 細胞、Th2 細胞、Treg 細胞、Th17 細胞の変化が起こるかは不明であっ

た。今回我々は上記変化につながる可能性のある形質細胞様 DCs（plasmacytoid DCs; pDCs）、骨

髄系 DCs（myeloid DCs; mDCs）の変化に着目した。 

DCs は抗原特異的 T細胞に抗原を提示し、naïve T 細胞の分化を促進する 83。Th2 細胞の誘導 84や

Treg 細胞を誘導し 85、免疫寛容の維持に働く。その一方で、DCs は Th1 細胞と Th17 細胞も誘導す

る 86。このように、周囲の環境により DCs は T 細胞への作用を変化させ、“免疫寛容”もしくは“生

体防御機構”へ免疫応答を変化させている。末梢血 DCs は血液中の白血球の約 1%を占め 87、主に

pDCs と mDCs に大別される 87,88。血液中の pDCs は約 35%、mDCs は約 65％と言われている 89。一般に

DCs は骨髄において共通前駆細胞である common dendritic cell progenitor（CDP）から mDCs 前駆

細胞（pre-mDCs）と pDCs が分化し、pre-mDCs は末梢組織で成熟 mDCs に分化する。pDCs は血液循

環を介して皮膚などの末梢組織やリンパ節へ移行する 54。pDCs と mDCs には細胞表面抗原の違いが

ある。HLA-DR は pan-DC マーカーとして共通して発現しており、pDCs の表面抗原は CD123 が高発現

で CD11b、CD11c、CD13、CD33 の発現はない。mDCs では CD11b、CD11c、CD13、CD33 が発現している

90。pDCs と mDCs の変化は自己免疫性疾患や炎症性疾患で報告されている 88,91。pDCs は抗原提示能

や T細胞の刺激能は弱いが、ウイルス感染の際にⅠ型 IFN を分泌し 87、Th1 細胞を誘導すると言わ

れている 92。さらに pDCs は Treg 細胞の誘導にも関連している 93-95。胸腺に存在する pDCs は FoxP3

陽性 Treg 細胞を誘導することができる 96-98。mDCs は抗原の貪食を行い、強力な抗原提示細胞とし

て機能し、高い T細胞活性化能をもつ 87。さらに mDCs は 2つのサブセットに分かれる。mDCs のサ

ブセットである CD141+ mDCs は IL-12 を産生し 99、CD8+ T 細胞も刺激する 100。CD1c+ mDCs は IL-

12p70、IL-1β、IL-6、IL-23 を産生し T細胞を Th1 細胞 101、Th17 細胞へと分化させる 102。胎盤に

存在する DCs においても同様のサブセット（mDCs サブセット、pDCs）が存在することがわかって

いるが 103、その分化経路の詳細は分かっていない。 

これまでに、PE における末梢血中の pDCs と mDCs の変化に関して既報が 2 編ある。ひとつの報

告では、単核球中の pDCs と mDCs の割合は、正常妊娠と PE で差が無いと報告されていた 62。しか
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し、もう一つの報告では、正常妊娠よりも PE で pDCs は低く、mDCs は高くなると報告されていた
104。このように、PEにおいて末梢血中の pDCs、mDCs が変化しているかどうかはまだ不明であった。 

 

6. PE と NK 細胞の関連について 

NK 細胞は細胞傷害性リンパ球の１つであり、がん細胞やウイルス感染細胞を認識して直接的に

細胞傷害性を示し細胞死を誘導する。IL-15 が前駆細胞からの分化を促し、産生された NK 細胞は

炎症反応が生じるとリンパ節へ移動する。NK 細胞は IFN-α、IFN-γ、IL-12 により活性化され、

細胞傷害機能を生じる。同時に IFN-γを大量に産生し T細胞の分化に寄与する。Th1 細胞を誘導す

る IFN-γは主に NK 細胞から産生されている 54。通常ヒトでは CD56、CD16 が表面抗原として存在

している。NK細胞は表面抗原の発現により細分され、そのうち CD3− CD56dim CD16+ NK 細胞は NK1 細

胞とよばれ末梢血中に多く存在し、CD3− CD56bright CD16− NK 細胞は NK2 細胞とよばれ 105妊娠初期の

脱落膜に多く存在している 106。 

PE における末梢血中の NK細胞に関する報告は今までに 3編あり、一つの報告では妊娠経過（初

期、中期、後期）と PE では末梢血中の NK 細胞に変化がなかった 107。しかし、もう一つの報告で

は、NK2 細胞が正常妊娠で増加し、非妊娠と PEで低下していた 108。さらに、Darmochwal-Kolarz ら

は、PE の末梢血 NK 細胞の IFN-γ産生は正常妊娠よりも増加していたと報告している 109。このよ

うに、PEと末梢血中の NK細胞は関連している可能性が考えられるが詳細は不明である。 

 

7. PE の発症時期による免疫細胞の変化について 

前述したように、母体・胎児の臨床症状は LOPE と比較し EOPE の方が重症である 4,5。Ribeiro ら

は EOPE と LOPE に分けて Treg 細胞、Th17 細胞、Th1 細胞、Th2 細胞の割合を比較した 69。その結

果、EOPE では LOPE に比べて、炎症性免疫細胞である Th17 細胞と Th1 細胞が増加し、Treg 細胞と

Th2 細胞は減少していた。このように、EOPE においては LOPE よりもより炎症が強い状態に変化し

ていた。このことから、我々は EOPE と LOPE では各免疫細胞の割合が異なっているのではないかと

考えた。 

 

8. 胎盤免疫細胞と末梢血免疫細胞の関連 

妊娠免疫の主座は胎盤の母体胎児境界面であることは明らかである。妊娠中の胎盤内の免疫細胞

の評価はできないが、胎盤免疫細胞と末梢血免疫細胞が同様の挙動を示すことが報告されている。

正常妊娠の子宮では非妊娠時と比べて Th1 細胞が減少し、Treg 細胞と Th2 細胞は増加するが、末

梢血でも同様な変化がみられる 59,110。さらに、PE患者では胎盤と末梢血で Treg 細胞が減少し 60、

習慣性流産患者の末梢血と胎盤脱落膜では Th17 細胞が増加している 111。このように、末梢血での

免疫細胞の変化は、胎盤における免疫細胞の変化と同様であり、胎盤での免疫細胞変化を反映して

いる可能性があると考えられる。 

以上より、今回、我々は、PE に関連する pDCs/mDCs、Th17 細胞、Th1 細胞、および NK 細胞が非

妊娠、正常妊娠、PE 間で変化し、特に EOPE では LOPE に比べてそれらの変化が顕著であると仮説

を立てた。 
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研究目的 

本研究の目的は、(1)妊婦における DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細胞、及び NK細胞の測定

系を構築すること、(2)非妊娠、正常妊娠（妊娠 19～29 週、35～37 週）、PE（EOPE 及び LOPE）にお

ける pDCs/mDCs、Th17 細胞、Th1 細胞、及び NK細胞を比較すること、(3)上記免疫細胞割合と妊娠

週数、pDCs/mDCs と Th17 細胞との間の相関を検討すること、とした。 
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対象と方法 

 
対象患者および倫理的配慮 

非妊娠 13名、正常妊娠 50名（妊娠 19週〜29週：36名、妊娠 35〜37 週：14 名)、EOPE 13 名、

LOPE 10 名を対象とした。全患者から 10 mL 採血した。 

 本研究は本学倫理審査委員会の承認を得て（第遺 12-78 号）、全ての被験者へ説明し、被験者か

ら署名による同意を得て、ヘルシンキ宣言に則り行われた。 

 

5～6 カラーフローサイトメトリーを用いた DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細胞、及び NK 細胞

の測定系の確立 

ヘパリンコートした採血管に血液を 10 mL 採取し、全血を 15 mL の Falcon tube に入れた。全血

に HetaSepTM（STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada)を全血１に対し HetaSepTMを 5 の割合

で懸濁し遠心分離した（90 g、5分間、25℃）。室温で 10分間静置し、白血球を含む上層部を回収、

4倍以上の PBS (−)（富士フィルム和光純薬、大阪、日本)で懸濁し遠心分離した（120 g、10 分間、

25℃）。上清を取り除き沈殿した白血球層を回収した。Pharm Lyse（BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA）を用いて赤血球を除去し白血球のみを採取した。 

Countess® II FL（Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA）を用いて細胞数をカウント

し、Fc-block（Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany）（1×106 cell に対し 10 μL）を

入れ、4℃の暗所で 10分間静置し、Fcレセプターをブロックした。Stain buffer（3% FBS + PBS）

で 2回洗浄し （370g、5分間、4ºC）、1×106 cell/50 μLに調整した。1×106 cells を Stain buffer 

1000 μLに懸濁し、DCs と NK 細胞には FVS780-APCCy7（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を

用い、Th17 細胞と Th1 細胞には FVS520-FITC（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）を用いて死

細胞をラベリングした（4℃、暗所、15 分間）。Maecker ら 112 の報告している細胞表面マーカー染

色法を参考にして、DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細胞、及び NK細胞に対する蛍光標識された

抗体カクテルをそれぞれ調製し染色した（4℃、暗所、30分間）（表 1）。BD Stabilizing Fixative

（BD Biosciences, San Jose, CA, USA）500 μLで固定し、濾過後冷暗所で保存した。 

染色後 24時間以内に BD LSRFortessa Cell Analyzer （BD Bioscience, San Jose, CA, USA）

により 30,000 細胞のデータを取得し、Flowjo Software for Mac ver. 10.5.3 （BD, Ashland, OR, 

USA）で解析した。図 1〜3 に DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細胞、NK細胞のそれぞれのフロー

サイトメトリープロットを示す。いずれの抗体カクテルも fluorescence minus one （FMO）を作

成し、陽性・陰性境界を決定した 113。 

pDCs は lineage（CD3, CD14, CD19, CD20）− HLA-DR+ CD11c− CD123+で同定した。mDCs は lineage

（CD3, CD14, CD19, CD20）− HLA-DR+ CD11c+ CD123−で同定した。NK細胞は lineage（CD3, CD14, 

CD19, CD20）− CD8− CD16+ CD56+で同定した。Th17 細胞は CD3+ CD4+ CD8− CD183− CD196+で同定した。

Th1 細胞は CD3+ CD4+ CD8− CD183+ CD196−で同定した。 

mDCs/pDCs の細胞数は、自治医大中央検査室で測定した白血球数と、フローサイトメトリーで求
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めた細胞割合で計算した。 
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図 1. DCs のフローサイトメトリーゲーティング方法 

(A)はじめに side scatter light (SSC)、forward scatter light (FSC)を用いて単核球をゲー

ティングした。(B)次に FVS780 を用いて生細胞をゲーティングした。(C）Anti-Human Lineage 

Cocktail 3 (CD3, CD14, CD19, CD20)-FITC、HLA-DR-PECy7 を用いて DCs をゲーティングした。

(D)CD123-BV605、CD11c-PE を用いて pDCs と mDCs をゲーティングした。lineage− HLA-DR+ CD11c− 

CD123+細胞を pDCs とし、lineage− HLA-DR+ CD11c+ CD123−細胞を mDCs とした。 
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図 2. Th17 細胞、Th1 細胞のフローサイトメトリーゲーティング方法 

(A)はじめに SSC、FSC を用いてリンパ球をゲーティングした。(B)次に FVS520 を用いて生細胞を

ゲーティングした。(C)CD3-BV570 を用いて CD3 陽性 T 細胞をゲートした。(D)CD4-PECy7、CD8-

BV421 を用いて CD3+ CD4+ CD8− T 細胞をゲーティングした。(E)CD183 (CXCR3)-PE、CD196 (CCR6)-

APC を用いて CD3+ CD4+ CD8− CD183− CD196+細胞を Th17 細胞、CD3+ CD4+ CD8− CD183+ CD196−細胞を

Th1 細胞とした。 

 

 

図 3. NK 細胞のフローサイトメトリーゲーティング方法 

(A)はじめに SSC、FSC を用いて単核球をゲーティングした。(B)次に FVS780 を用いて生細胞をゲ

ーティングした。(C)Anti-Human Lineage Cocktail 3 (CD3, CD14, CD19, CD20)-FITC、CD8-

BV711 を用いて Lineage− CD8−細胞をゲーティングした。(D)CD16-APC と CD56-BV421 を用いて NK

細胞をゲーティングした。Lineage− CD8− CD16+ CD56+細胞を NK細胞とした。 
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PE、small-for-gestational-age （SGA）児、FGR の定義 

PE は日本妊娠高血圧学会が提示した“妊娠高血圧症候群の定義と分類（2004 年）”に基づき診

断した 1。PE は妊娠 20週以降に発症した高血圧（4時間以上空けて 2回以上の収縮期血圧 140 mmHg

以上もしくは拡張期血圧 90 mmHg 以上）と蛋白尿（24時間蓄尿で 1日蛋白尿 300 mg 以上）で診断

される。妊娠 20週以前より高血圧を合併しており、妊娠 20週以降に新たに蛋白尿を認めるものは

SPE と診断される。今回の検討では、PE と SPE を合わせて PEと称した。24時間蓄尿ができなかっ

た場合は、随時尿で尿蛋白クレアチニン比＞0.27 g/gCr の場合に尿蛋白陽性と診断した 114。PE の

早発型、遅発型の分類に関しては国際妊娠高血圧学会の分類を用い、妊娠34週未満の発症をEOPE、

妊娠 34週以降の発症を LOPE と分類した 3。 

出生体重が“日本人の在胎別出生体重基準”の 10 パーセンタイル未満の場合に、SGA 児と診断

した 115。FGR は、日本超音波医学会が定めた推定胎児体重が−1.5SD 未満の場合に診断した 116。 

 

統計学的解析 

統計学的解析は GraphPad Prism 8 Software（GraphPad Software, San Diego, CA, USA）と EZR 

on R commander for Windows ver. 1.37117を用いた。連続変数の 2群間の比較には Mann-Whitney

検定、3 群間以上の比較には Kruskal-Wallis 検定および Steel-Dwass の多重比較検定を行った。

離散変数の 2 群間の比較には Fisher の直接検定もしくは𝜒2テスト、3 群間以上の比較には加えて

Bonferroni の多重比較検定を行った。相関分析には Pearson 相関分析を行った。P 値は 0.05 未満

を有意差ありとした。  
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結果 

 

1．患者背景（表 2） 

正常妊婦 50 名のうち、36 名が妊娠 19 週〜29 週に採血を行い、14 名が妊娠 35 週〜37 週に採血

を行った。患者背景は、非妊娠、正常妊娠、EOPE、LOPE の 4群に分けて検討した。収縮期血圧と拡

張期血圧は、PEで正常妊娠と比較し有意に高かった。EOPE では、正常妊娠と LOPE と比較し早産児

が多く、児の出生体重が小さかった。 

 

 

  

L"# 6&"# EOPE LOPE P -�

(n  = 13) (n  = 50) (n  = 13) (n  = 10)

(Group A) (Group B) (Group C) (Group D)

'N (7) 28 (27-29) 36 (32-38) 35 (34-39) 35 (30-39) 0 0.672

�;$ − 28/48 (58) 7 (54) 3 (30) 2/0/0 0.299

MF�%/8 − 18/49 (37) 6/9 (67) 3/7 (43) 1/4/3 0.258

L"#2 BMI (kg/m2) − 20.7 (19.3-23.9) 21.2 (19.8-24.0) 22.1 (20.9-23.3) 0 0.921

�9 − 17 (34) 2/12 (17) 2/9 (22) 0/1/1 0.519

HDP0) − 4 (8) 4 (31) 2 (20) 0 0.053

�D"# − 3 (6) 1 (8) 2 (20) 0 0.249

,FI. (I) − 28 (19-35) 30 (27-33) 37 (36-39) 0 <0.001‡

�@4F� (mmHg) − 108 (104-119) 157 (144-163) 148 (143-150) 5/3/0 <0.001§

+(4F� (mmHg) − 61 (55-68) 95 (85-101) 87 (78-99) 5/3/0 <0.001§

�:I. (I) − 39 (37-40) 30 (28-34) 38 (36-39) 0 <0.001¶

�:�K
† (g) − 2,938 (2,725-3,138) 982 (755-2,046) 2,944 (2,398-3,131) 0 <0.001¶

SGA�† − 7/47 (15) 5/12 (42) 2/8 (25) 3/2/1 0.106

‡, Significant pairs: B vs. D, C vs. D 

§, Significant pairs: B vs. C, B vs. D

¶, Significant pairs: B vs. C, C vs. D

G 2.  *BC3

5-�

(B/C/D)

<H: BMI, body mass index; EOPE, 1> "#MF�E=; HDP, "#MF�=�A; LOPE, J> "#MF�E=; SGA,
small-for-gestational-age
 
�	��!�O���?�P������.O���
�P

†, �D�
�	��
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2．DCs、pDCs/mDCs 割合の 5 群間での比較、pDCs/mDCs の細胞数の 4 群間での比較、EOPE における

pDCs と FGR の関係、pDCs/mDCs と妊娠週数の相関 

 

1）DCs の 5 群間での比較 

 

非妊娠、正常妊娠(19〜29 週)、正常妊娠(35〜37 週)、EOPE、LOPE の 5 群に分けて検討した。単

核球（Mononuclear cells; MNCs）中の DCs は非妊娠と比較し、正常妊娠（19〜29 週）で有意に低

かった（1.59% 及び 0.77% [p = 0.045]）。DCs は EOPE、LOPE 間で有意差を認めなかった（図 4A、

4B）。 

 

図 4.単核球中の DCs の割合の比較 

単核球中の DCs の割合を、非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE

の 5群間で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。 

略語: DCs, 樹状細胞; MNCs, 単核球; Non-preg, 非妊娠; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症; LOPE, 

遅発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。 
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2）DCs 中 pDCs/mDCs 割合の 5 群間での比較 

 

DCs 中の pDCs の割合は EOPE で非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）と比較して有意に低かった(4.1% 

vs. 41.2% 及び 19.0% [p = 0.0005 及び p = 0.025])（図 5A、5B）。 

DCs 中の mDCs は pDCs と鏡面像となっていた。mDCs は EOPE で非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）と

比較して有意に高かった(95.9% vs. 58.8% 及び 80.0% [p = 0.0007 及び p = 0.027]) (図 5C、

5D)。 

 

図 5.DCs 中の pDCs/mDCs の割合の比較 

DCs 中の pDCs の割合を、非妊娠、正常妊娠(19〜29 週)、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE の

5 群間で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。DCs 中の mDCs の割合を、非妊娠、正常

妊娠(19〜29 週)、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE の 5群間で比較した（C：箱ひげ図、D：ド

ットプロット）。 

略語: DCs, 樹状細胞; pDCs, 形質細胞様樹状細胞; mDCs, 骨髄系樹状細胞; Non-preg, 非妊

娠; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症; LOPE, 遅発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。 
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3) pDCs/mDCs の細胞数での 4 群間比較 

  

白血球中の pDCs の細胞数は、EOPE で正常妊娠（19〜29 週）と比較して有意に減少していた(2.205 

cells/μl vs. 8.221 cells/μl [p = 0.010])。さらに、LOPE で正常妊娠（35〜37 週）と比較し

て有意に低かった(3.233 cells/μl vs. 13.58 cells/μl [p = 0.035])（図 6A、6B）。 

白血球中の mDCs の細胞数は、4群間で有意差を認めなかった(p = 0.417)（図 6C、6D）。 

なお、非妊娠においては末梢血白血球数を測定していなかったため解析から除外した。 

 

図 6. pDCs/mDCs の細胞数での比較 

白血球中の pDCs の細胞数を正常妊娠(19〜29 週)、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE の 4群間

で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。白血球中の mDCs の細胞数を正常妊娠(19〜29

週)、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE の 4 群間で比較した（C：箱ひげ図、D：ドットプロッ

ト）。 

略語: pDCs, 形質細胞様樹状細胞; mDCs, 骨髄系樹状細胞; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症; 

LOPE, 遅発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。 
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4) EOPE における pDCs と FGR の関係 

 

さらに、EOPE における pDCs と FGR の関連について検討したが、FGR の有無で pDCs の割合に有意

差を認めなかった。しかし、FGR を認めた群は、FGR を認めなかった群と比較して、pDC の割合は

低い傾向を認めた（0% vs. 4.35% [p = 0.294])（図 7A、7B)。 
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図 7. EOPE の pDCs 割合と FGR の関係 

EOPE で FGR を認めた群 (FGR+)5 名と FGR を認めなかった群（FGR-）8名の pDCs 割合を評価した

（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。 

略語: DCs, 樹状細胞; pDCs, 形質細胞様樹状細胞; FGR,胎児発育不全; EOPE, 早発型妊娠高血

圧腎症。 
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5）．正常妊娠と PE それぞれにおける妊娠週数と pDCs/mDCs の相関 

 

正常妊娠と PE それぞれにおける DCs 中の pDCs/mDCs と妊娠週数との間には有意な相関を認めな

かった。pDCs 割合と妊娠週数との相関は、正常妊娠では r = 0.206 (p = 0.151) (点線)、PE では

r = 0.343 (p = 0.109) (実線)であった。mDCs 割合と妊娠週数との相関は、正常妊娠では r = −

0.046 (p = 0.134) (点線)、PE では r = −0.127 (p = 0.094) (実線)であった（図 8A、8B）。 

 

図 8.全 DCs 中の pDCs, mDCs の割合と妊娠週数との相関 

正常妊娠 50名（○）と PE 23 名（●）を比較した。 

A：正常妊娠と PEの pDCs の割合と妊娠週数との相関を検討した。 

B：正常妊娠と PEの mDCs の割合と妊娠週数との相関を検討した。 

略語: DCs, 樹状細胞; pDCs, 形質細胞様樹状細胞; mDCs, 骨髄系樹状細胞; PE, 妊娠高血圧腎

症。 
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3．Th17 細胞割合の 5 群間での比較、Th1 細胞割合の 5 群間での比較、Th17 細胞と pDCs の相関 

 

1）CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞の割合 

 

CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞の割合は EOPE で正常妊娠（19〜29 週）と比較し有意に高かった

(1.2% vs. 0.0% [p = 0.022])。さらに、非妊娠では正常妊娠（19〜29 週）群と比較し有意に高か

った(1.0% vs. 0.0% [p = 0.018])。しかし、LOPE は正常妊娠との間に有意差を認めなかった(図

9A、9B)。 

 

図 9. CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞割合の比較 

CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞割合を非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）、正常妊娠（35〜37 週）、

EOPE、LOPE の 5群間で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。 

略語: Th17, IL-17 産生性ヘルパーT細胞; Non-preg, 非妊娠; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症; 

LOPE, 遅発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。 
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2）CD4 陽性 T 細胞中の Th1 細胞の割合 

 

CD4陽性 T細胞中のTh1細胞の割合は 5群間で有意差を認めなかった(p = 0.054)(図 10A、10B)。 

 

図 10. CD4 陽性 T 細胞中の Th1 細胞割合の比較 

CD4 陽性 T細胞中の Th1 細胞割合を非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、

LOPE の 5群間で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。 

略語: Th1, 1 型ヘルパーT細胞; Non-preg, 非妊娠; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症; LOPE, 遅

発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。 

  

Non-preg

19
-29

 w

35
-37

 w
EOPE

LOPE

0

10

20

30

40

%
Th

1 
in

 C
D

4+  
T 

ce
lls

(%)

N = 10     N = 15    N = 3       N = 6       N = 4

p = 0.054

Non-preg

19
-29

 w

35
-37

 w
EOPE

LOPE
0

10

20

30

40

%
Th

1 
in

 C
D

4+  
T 

ce
lls

(%) p = 0.054
A B

���� ��
���� ��



 24 

3）全群における pDCs と Th17 細胞の相関 

 

全群における pDCs と Th17 細胞の相関について検討した（非妊娠 10 名、正常妊娠 19〜29 週 15

名、正常妊娠 35〜37 週 3 名、EOPE 6 名、LOPE 4 名、計 38 名）。全群を用いて検討したところ、

pDCs と Th17 細胞に有意な逆相関を認めた(r = −0.369, p = 0.023) (図 11A)。また、EOPEを除い

て検討しても(非妊娠 10名、正常妊娠 19〜29 週 15 名、正常妊娠 35〜37 週 3名、LOPE 4 名、計 32

名)、pDCs と Th17 細胞に有意な逆相関を認めた(r = −0.420, p = 0.016) (図 11B)。 

 

 

図 11.CD4 陽性 T 細胞中の Th17 細胞割合と DCs 中の pDCs 割合との相関 

EOPE は●、それ以外は○で示した。 

A：全群における pDCs と Th17 細胞の相関について検討した。 

B：全群から EOPE を除き、pDCs と Th17 細胞の相関について検討した。 

略語: DCs, 樹状細胞; pDCs, 形質細胞様樹状細胞; Th17, IL-17 産生性ヘルパーT細胞; EOPE, 

早発型妊娠高血圧腎症。 
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4．NK 細胞割合の 5 群間での比較 

 

単核球中の lineage− CD8− CD56+ CD16+ NK 細胞は、5群間で有意差を認めなかった（p = 0.14) (図

12A、12B)。 

 

図 12.単核球中の NK 細胞の割合の比較 

単核球中の NK細胞の割合を非妊娠、正常妊娠（19〜29 週）、正常妊娠（35〜37 週）、EOPE、LOPE

の 5群間で比較した（A：箱ひげ図、B：ドットプロット）。 

略語: MNCs, 単核球; NK cells,ナチュラルキラー細胞; Non-preg, 非妊娠; EOPE, 早発型妊娠

高血圧腎症; LOPE, 遅発型妊娠高血圧腎症; PE, 妊娠高血圧腎症。  
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考察 

 
1．本研究の結果の要約 

本研究で、(1)5～6 カラーフローサイトメトリーによる、DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細

胞、及び NK細胞の測定系を確立した。(2)EOPE では正常妊娠と比較して、末梢血中の pDCs の割合

は低く、mDCs の割合は高いことを見つけた。EOPE では正常妊娠と比較して、pDCs の細胞数は少な

く、mDCs の細胞数は変わらなかった。(3)pDCs と Th17 細胞との間には有意な負の相関を認めた。 

 

2．EOPE における妊娠免疫と pDCs との関連性について 

EOPE では正常妊娠と比較して、末梢血中の pDCs の割合は低く、細胞数でも pDCs 数は減少して

いた。 

pDCs は Treg 細胞の誘導に関連していることから、妊娠免疫に重要な役割を果たしていると推測

される。妊娠免疫の面で、胎盤と胎児は同種異系抗原であり、妊娠が終了に向かうに従い胎児抗原

が暴露される危険性が急速に増加する。例えば、胎児母体間輸血症候群や Rh マイナスのような血

液型不適合は妊娠後期に生じる。PEは通常妊娠 20週以降にしか生じない。これらの妊娠合併症は

妊娠 20週以降の妊娠後半期から免疫不適合の危険性が上昇することを示唆している。 

また、pDCs は臓器移植後の免疫寛容に重要であることが報告されている 96。肝移植後で、免疫抑

制剤の維持療法が必要になった群では、免疫抑制剤の維持療法が必要にならなかった群と比較し

て、pDCs の割合が低下していた 96。このことは、移植片に対する免疫寛容の低下と、pDCs の低下

が関連していることを示唆している 118。本研究において、EOPE では pDCs が低下していたが、移植

免疫時の pDCs と同じく、妊娠中の pDCs 低下は免疫寛容の低下を引き起こしたと推測される。 

 

3．EOPE と Th17 細胞、Th1 細胞について 

EOPE では、CD4 陽性 T細胞中の Th17 細胞の割合は正常妊娠と比較して有意に高値を示した。Th17

細胞が PEで多いことは以前にも報告されている 66,69-75。Ribeiro ら 69の報告では、正常妊娠と比較

し、EOPE と LOPE の両方で Th17 細胞の割合が増加し、さらに EOPE では LOPE よりも Th17 細胞の割

合が増加していた。我々の結果は、Ribeiro らの報告と矛盾しない。なお、本研究では LOPE にお

ける Th17 細胞の割合は高かったが、有意差は認めなかった。これは、LOPE の検体数が少なかった

ことが原因と考えられる。以前の報告では 1 つの報告を除き 66、Th17 細胞の同定は細胞内の IL-17

を染色していた 69-75。我々は細胞表面を染めて Th17 細胞を同定したことで研究時間の短縮につな

がった。いずれの方法が Th17 細胞を同定するのにより良いのか不明であるが、表面抗原のみの染

色法は Th17 細胞のソーティングには有用と考えられる 119。 

Th1 細胞が PE で増加することは以前より多数報告されている 57-59,69。しかし、本研究における

CD4 陽性 T 細胞中の Th1 細胞の割合に有意差はなかった。今までの妊娠や PE における Th1 細胞の

報告に関しては、Th1 細胞の同定は細胞内の IFN-γを染色していた 57-59,69。本研究では、初めて PE

妊婦における Th1 細胞の解析方法として、表面マーカー（CD3+ CD4+ CD8− CD183+ CD196−）のみを用い



 27 

たが、このことが今回の結果に影響した可能性があるかもしれない。さらに、検体数も少なかった

ため、今後さらなる検討が必要である。 

 

4．EOPE における pDCs/mDCs と Th17 細胞/Th1 細胞との関連について(図 13) 

本研究では、EOPE で正常妊娠と比較し pDCs 割合は低く、細胞数も減少していた。一方、mDCs 割

合は高かったが、細胞数に有意差はなかった。すなわち、EOPE では pDCs は減少しているが、mDCs

は増加しているかどうかは不明である。また、正常妊娠と比較し EOPE で pDCs の低下と Th17 細胞

の増加が見られ、pDCs 割合と Th17 細胞割合の間に有意な負の相関を認めた。 

 

4.1 正常妊娠における pDCs、mDCs、Treg 細胞について 

正常妊娠での pDCs、mDCs、Treg 細胞の変化に関して妊娠マウスでの報告がある。マウスでは妊

娠成立後、傍大動脈リンパ節で pDCs が増加し、ヒトの mDCs にあたる conventional DCs（cDCs）

は減少する。さらに Treg 細胞は増加する。一方、流産モデルである IFN-γ投与下妊娠マウスでは、

正常妊娠と逆に、傍大動脈リンパ節と脱落膜で pDCs は減少し、cDCs は増加し、Treg 細胞は減少し

ていた 120。pDCs が正常妊娠で増加し、PEで減少する機序については未だ不明であるが、正常妊娠

の維持には、pDCs と Treg 細胞が胎盤免疫寛容に関与している可能性が考えられる。 

 

4.2 EOPE における mDCs、Th1 細胞、Th17 細胞の関連 

mDCs は IL-12、IL-1β、IL-6 を産生し Th1 細胞と Th17 細胞を誘導する 102。CDP から pDCs、mDCs

への分化は、toll-like receptor（TLR）発現によって決定される 121。pDCs では TLR7、TLR9 の強

い発現があり、mDCs は TLR1〜6、TLR8 の強い発現があるが、PE患者の DCs は TLR3、TLR4、TLR9 の

発現が高く IL-1、IL-12 の産生が増加しているとの報告もある 122。また、naïve CD4 陽性 T細胞を

Th17 細胞に分化させる IL-6 は 123、PE で増加している 124。さらに、Wang ら 125は、PE では DCs から

IL-23（Th17 細胞の維持に関与する）の分泌が増加することを報告している。このように、PE妊婦

の DCs は Th1 細胞と Th17 細胞の誘導能が強いことが示唆される。今回の報告では mDCs の細胞数

には有意差がなかったが、mDCs のサブセットが変化していた可能性があるかもしれない。前述し

たが、mDCs には 2つのサブセットがあり、このうち CD1c+ mDCs は IL-12、IL-1β、IL-6、IL-23 を

分泌し Th1 細胞や Th17 細胞を強く誘導する。一方、CD141+ mDCs も IL-12 と IL-23 を分泌するが

Th1 細胞と Th17 細胞の誘導能は弱いと報告されている 102。今回の検討では mDCs サブセットは解析

しなかったが、PEにおける mDCs サブセットの変化についての報告は今までになく、今後さらなる

検討が望まれる。 

 

4.3 EOPE における Treg 細胞と Th17 細胞について 

TGF-βは Treg 細胞の分化を促進するが、PE で産生が亢進する sEng は TGF-βを阻害し Treg 細

胞の分化を阻害する可能性が報告されている 45。また、Th17 細胞の増加には Treg 細胞の可塑性が

関連している可能性も考えられる。Treg 細胞は IL-6 の存在下で Th17 細胞に変化することが知ら

れている 126,127。mDCs から IL-6 が分泌されており、これが Treg 細胞を Th17 細胞に変化させてい
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るのかもしれない。本研究では pDCs 割合と Th17 細胞割合の間に負の相関を認めた。PE では Treg

細胞が減少し Th17 細胞が増加するが、そのメカニズムの一つに、pDCs の低下が関連しているのか

もしれない。 

 

4.4 DCs に影響を与える因子について 

このような免疫細胞の変化には、微小因子の関与が示唆されている 128。PE では胎盤でアポトー

シスが発生し、血管新生抑制因子だけでなく胎盤から placental debris が母体血中に放出される
128。placental debris のひとつに合胞体栄養膜細胞由来の syncytiotrophoblast micro-particles

（STBMs）が挙げられる 129。STBMs は単球に取り込まれて炎症反応が起こり、続いて Th17 細胞や顆

粒球が活性化することで 130-133、IL-1β、IL-6、IL-8、tumor necrosis factor-α（TNF-α）134-136

など炎症性サイトカインが分泌される。STBMs を感知するのは TLR であることが知られており 130、

DCs も TLR を有することから、STBMs は DCs にも影響し、PEにおける pDCs/mDCs の割合を変化させ

るのかもしれない。  
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図 13 pDCs/mDCs バランス異常と EOPE の病態メカニズム(仮説) 

①子宮胎盤循環不全の胎盤から放出された微小因子を DCs が抗原として感知し、DCs サブセット

が変化する。 

②pDCs が減少し、Treg 細胞が減少する。 

③mDCs が変化し、Th1 細胞や Th17 細胞を誘導する。 

④子宮胎盤循環不全の胎盤で産生された sEng が母体血液中に放出され、TGF-βを抑制し、Treg

細胞が減少する。 

⑤mDCs からの IL-6 分泌により Treg 細胞が Th17 細胞へ分化する。 

⑥Th1 細胞、Th17 細胞から産生された炎症性サイトカイン、sEng、sFlt-1 による血管内皮傷害、

全身性炎症により PEが発症する。 

 

略語：IL, interleukin; IFN-γ, interferon-γ; TGF-β, transforming growth factor-β; 

STBMs, syncytiotrophoblast micro-particles; pDCs, 形質細胞様樹状細胞; mDCs, 骨髄系樹

状細胞; Th17 細胞, IL-17 産生性ヘルパーT 細胞; Th1 細胞, 1 型ヘルパーT細胞; Treg 細胞, 

制御性 T細胞; sEng, soluble endoglin; sFlt-1, soluble fms-like tyrosine kinase 1; PE, 

妊娠高血圧腎症; DCs, 樹状細胞; EOPE, 早発型妊娠高血圧腎症。 
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5. 5～6 カラーフローサイトメトリーを用いた DCs（pDCs/mDCs）、Th17 細胞、Th1 細胞、及び NK 細

胞の測定系の確立 

本研究では、HetaSepTMを用いて末梢血から白血球を分離した。例えば、Ficoll（富士フイルム和

光、大阪、日本）による濃度勾配法で細胞回収を行う場合、顆粒球とリンパ球をそれぞれ別々に回

収する。限られた検体を分けて行うことが必要なため、回収できる細胞数が少なくなることに加え

て、手技が煩雑になる。一方、HetaSepTMでは顆粒球、単球、リンパ球を一度に分離することが可能

であるため、検体（全血 10 mL）を有効に利用でき、手技が 1回で済むことから有用な方法であっ

た。 

フローサイトメトリーの測定系を作成するにあたり、Maecker ら 9の報告している細胞表面マー

カー染色法を用いた。しかし、Th17 細胞は健常者末梢血中には約 0.2〜0.6%と大変少ないことから
137、末梢血をそのまま positive control として用いることは困難であった。そこで、我々は

EasySepTM Human Th17 Cell Enrichment Kit（STEMCELL Technologies, Vancouver, Canada）を用

いた磁気ビースによる細胞分離を行うことで、末梢血中の Th17 細胞を濃縮し positive control と

して用いた。細胞数が少ない場合は、このような磁気ビース法を用いた細胞濃縮は有用であった。 

フローサイトメトリーでは、1つの蛍光色素から複数の検出器への漏れ込みが生じる。今回の様

なマルチカラーフローサイトメトリーでは蛍光色素の漏れ込み補正（コンペンセーション）が重要

である。実験当初は、NK細胞と DCs を同一検体で染色し、8カラーでの測定を計画していた。しか

し、コンペンセーションが複雑であり、最終的には NK 細胞と DCs を分けて計測することとした。

また、マルチカラーフローサイトメトリーではカラー数が増えるほど蛍光の漏れ込みが増え、コン

ペンセーションが複雑となり、各ポピュレーションの分布は広くなる。したがって、陰性集団と陽

性集団を正確に同定するために、FMO コントロールを用いた。FMO とは使用する抗体カクテルの中

からゲーティングしたい蛍光抗体のみを除いて作成したコントロールのことをいう。FMO を用いた

ゲーティング法は発現量が少ない細胞集団の同定には特に有効である 113。マルチカラーフローサ

イトメトリーを行うにあたり、コンペンセーションと FMO コントロールにより信頼できるデータ

を得ることができた。 

 

6．本研究の限界と展望 

本研究は Th17 細胞、Th1 細胞の測定において抗体不足により 38名しか計測ができなかった。そ

のため解析の検定力が不足していたと考えられる。 

また、NK 細胞を 5 群間で比較したが有意差は見られなかった。本研究は PE の定義から妊娠 20

週以降を対象としたものであったが、NK 細胞が胎盤形成（妊娠 5〜16 週に行われる）に関与する

ことから 106、NK 細胞の変化を見るためには妊娠初期の解析が必要かもしれない。もし NK細胞が PE

発症前から変化している場合、妊娠初期の末梢血の解析を行うことで発症予知につながる可能性が

あると考えられる。 

さらに、本研究は末梢血を用いた解析であり、胎盤検体を用いた研究ではないため、胎盤免疫を

どこまで反映しているかは不明である。PE の病態には胎盤での免疫が強く関連しており、EOPE、

LOPE の胎盤における免疫学的評価は重要である。将来的に、同一患者において胎盤検体と血液検
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体の両方を用いた免疫学的評価が望まれる。 
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まとめ 

本研究で、(1)5～6カラーフローサイトメトリーによる、DCs（pDC/mDC）、Th17 細胞、Th1 細胞、

及び NK細胞の測定系を確立した。(2)EOPE では、正常妊娠と比較して、末梢血中の pDCs の割合は

低く、mDCs の割合は高いことを示した。EOPE では正常妊娠と比較して、pDCs の細胞数は少なく、

mDCs の細胞数は変わらなかった。(3)pDCs と Th17 細胞との間には、有意な逆相関を認めた。PEで

は Treg 細胞が減少し、Th17 細胞が増加する。これら T細胞の誘導に PE患者における pDCs と mDCs

のバランス異常が関連し、PEの病態に関与している可能性が示唆された。 
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