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InOrdertoelucidatetheimplicationofHLA-classIlantigensinthegenesisof

unexplainedreetlrrentabortion.thefrequencyofHI_.A-DRBl,-DQBl,and-DPBl

gpnotypesinpatientswithunelrPlainedrecurrentabol･tionandthecompat､ibilityofthe

genotl,ppsbet･weenpatientCouples＼＼･でreStudiedbyusingpolymerasechainreaetion-

restrictionfragmentIenがhpolymoTPhism (PCR-RFLP)me洩od. Twen纏-eightpa-

tientswithunexplainedprimaryrecurrentabortionandtheirhusbandsweretypedfor

HLA-DRBl,-DQBl,and-DPBlgenot.vpes. PolymorphicI･egionsatthespeond

exonofliLAIDRBl.-DQBl,or-DPBIwereselectivelyamplifipd恒L-usingthePCRI

primers.Afteramplification,DNAsweredigestedwithrestrictionendonueleases.and

subjectedtoelectrophoresisina129,.らpolyaerilamidegeltodetermilleeachHLA geno-

types.Inthisstudy,t､hefrequencyofsomegenotypeswassignificantlyhigherinpa-

tientsgroupcomparedwithnormalpopulation.althoughnosignificantcompatibility

ofHLAgenot.vpescouldbeobser＼･pdbetweenpatientcoupleseompal･edwithnormalfeト

tileCouples.ThesedatamayrepresentanewClassTlassociationwit･hthegenesisof

unexplainedrecurrentabortion.

Iteywords:Genot.vpe/HLA-Classn.PeRIRFLP,Recurrentabortion
遺伝子型,HLA クラスⅡ,PCR-RFLP,習慣流産

は じ め に

妊率現象は同種移植の自然成立例と考えられるが,一

般の移植免疫とは逆に,母体 ‖/シピェン日 の胎児 ･

胎盤系 (移植片)に対する積極的な免疫応答の重要性が

指摘されている.自然流産を反復する習慣流産ではこの

ような免疫応答の欠如が推察され,このことから患者群

での HLA抗原系の頻度,夫婦間の HLA抗原系の類

似性などが検討されている.われわれも卓習慣流産症例

と HLA抗原系との関連性について解析 を行いその一

部はすでに報告を行っている1)2)が,とくに習慣流産

と HLA クラスⅡ抗原系 撒NA タイピング法により

判定)との関連性について解説する.

対象,方法および結果

初期自然流産を3回以上反復 し,それ以外の妊娠歴の

ないいわゆる原発性習慣流産症例を対象とした.これら

の症例について一般的原因検索を行い,原因が不明であ

る習慣流産症例およびその夫28組についてインフォ-ム

ReprintrequeststO:KoichiTAKAKUWA,M.D.

DepartmentofObstet･ricsandGynecology,

1-757.Asahimachi-dori,Niigata.
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ドコンセントを得た後,解析を行った,

HLA クラスⅡ抗原 (HLA-D札 -DQ,-DP抗

原)については,東海大学移植学教室の猪予教授らの報

吉による P('R-RFLPLPolHlleraSPehI.1itlⅠ･eae-

tion-Restrictionrr;･lgmPl-tlengthpot.Vmorphisml

法に従い判定を行った3ト 5),この方法の概略は以下の

とお りである.末棺血リンパ球からフェノール…タロロ

7サルム法によ【.)DNA を抽出 し.HI.A---r)RBl.

lDQBlおよび-DPBl遺伝子のアロ多型性 を有する

領域を特異的プライマーで増幅した.この際 DRBl遺

伝子領域は7線,DQBl遺伝子領域は2線,DPBl遺

伝子領域は 1組のプライマ-を使用 した.増幅された

DNA をそれぞれの遺伝子領域に特異的な制限酵素で

切断し,切断片を12%polyacrylamidegel上で電気

泳動 した.それぞれの型の抗原乳 遺伝子型はその泳動

パターンにより決定した.

(解説は図を参照).夫婦間の HLA 抗原型の類似性の

有無を判定するためのコントロールとして正常経産婦夫

別刷請求先 : 〒95卜8510 新潟市旭町通1157

新潟大学医学部産科婦人科学教室 高 桑 好 -
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Genotype;DRBl☆1302

Eg]l P('R-RFIJP法によるfiT｣.へ遺伝巨軒川

定の一例

本刑は習慣流産症例の一例 (妻)であり DRB

l遺伝子領域の増幅でハプロタイプのひとつとし

て DR3,5,6,8が増幅された.その DNA

を制限酵素 (AvaⅡ,FokI,KpnI,HaeⅢ,

Cfr13I,SfaNI,SacⅡ,BsajI,ApaI,Hph

I)で切断したものである.図の左カラムより順

に上記の制限酵素による切断片の泳動パタ-ンが

示されている.右端は123bpladder(泳動マー

カー)である.泳動パターンより DRBl*1302

(DR13は DR6のサブタイプ)と判定される.

婦29組について HLA 抗原型を判定した.また,習慣

流産症例において疾患感受性あるいは抵抗性を示す

HLA 抗原型が存在するか否かのコントロール,として,

新潟地区在住の健常人118名について HLA 抗原型を

判完した.

結果であるが,習慣流産夫婦について共有する抗原型

あるいは遺伝子型の数を検討し,コントロ-ル夫婦と比

較したが有意の差は観察されなかった.

一方,各々の抗原型の頻度については,HLA-DRB

1*0410が習慣流産症例群においてコントロール群に比
較し,有意に高い頻度で観察された.HLA-DQBlに

ついては習慣流産症例群とコントロール群で有意の差は

観察されなかったものの,DPBlについては DPBl*

桐の頻度が習慣流産症例群において有意に高率であった

(表1).

考 察

自然の同種移植成立例と考えることができる妊率現象

では,母体内でさまざまな免疫反応が生じている.この
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寮1 習慣流産症例における各 HLA-DPBl遺伝子型保

有率

DPr31 習慣流産症例 コントロール 有意差
遺伝子型 (n-28) (刀-118)

*0101 0(0.0%) 1(0.8%) n.S,

*0201 8(28.6%) 52(鶴.1%) n.S.

*0202 1(3.6%) 6(5.1%) 孤.S.

*0301 4(14.3%) 8(6.8%) 孤.S.

*0401 5(17.8%) 12日0.2%) n.S.

串0402 9(32,1%) 19(16,1%) ∩.S.

*0501 17(弧7%) 75(63.6%) a.S.

*0601 0(0.0%) 2(1,7%) n,S.

*0801 0(0.0%) 0(0.0%) n.S.

*0901 2(7.ま%) 18(15.3%) n.S.

*1001 0(0.0%) 0(0.0%) m.S.

*1101 0(0.0%) 0(0.0%) n.S,

*1301 3月且7%) 3(2.5%) n.S.

*1401 0(0_0%) 5(乳2%) n.S.

*1501 0(0.0%) 0(0.0%) n.S.

*1601 0(0.0%) 2(1.7%) n.S.

*1701 4(14.3%) 5(4.2%) n.S.

*1801 0(0,0%) 1(0.8%) n.S.

*1901 1(3,6%) 2(1,7%) n.蛋.

普;Odds比 ;2.81,95%Cエ;1.20-6.54

ことに関連 して母体にとって半同種移植片 (semi-

allc慣Taft)と捉えることのできる妊卵あるいは胎児 .

胎盤系がなぜ免疫的拒絶を免れるかについての研究が進

み,妊娠の免疫的維持機構についてのさまざまな理論が

提唱されている.その中で近年注目されているものが,

Wegmannらにより提唱された妊娠維持に関する免疫

刺激説 (ⅠmmunotTOphism)である6).これは,母体

免疫系により着床局所で胎児 (父系)抗原の認識が行わ

礼,それに基づき細胞増殖因子,サイトカインなどの産

生が先進し,繊毛組織の増殖が促進され,結果として妊

娠維持に有利に作用するという理論である.教室の青木

らは,各種細胞増殖因子,サイトカインの繊毛細胞増殖

に及ぼす影響を検討し,インシュリン,PDGF (plate-

letderil･edbO.rOWthfactor),GM-CSFLgrallulocyt､p

-maerophage-colonystimulatingfactor)などが

繊毛細胞の増殖に促進的に作用することを報告してい

る Tl.
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最近では InTⅠmunotrophism 理論に関連し.Th2

(2型ヘ ルパー T細胞 :液性免疫を誘導)が ThlL1

塑ヘルパー T細胞 ;細胞性免疫を誘導)に対 し優位に

なることが妊娠の免疫的維持に重要であることが指摘さ

れつつある8)9)

著者らは妊娠の免疫的維持に関与する要因として,症

娠に伴い発現する特異的免疫抑制因子である遮断抗体を

正常妊娠,習慣流産症例などで測定し,さらに後述の習

慣流産に対する免疫療法に際しての動態を検討し,妊娠

維持との関連件を指摘 している1011Il.遮断抗体の測定

系は夫婦間リンパ球混合培養であり,父系抗原に肘する

母体の免疫反応を制御する抗体である.母体の免疫応答

の結果産生される液性因子として捉えた場合 Immuno-

tl･OPhism の理論,Th2/Thlと妊娠との関連性に関

する群論に合致しているものと考えられる.

このように妊娠が免疫的に維持される場合には一般の

移植免疫とは逆に,母体の胎児 ･胎盤系に対する積極的

な免疫応答が登要であることが指摘されている.これに

射し,自然流産特に反復する自然流産 (習慣流産 :田本

産科婦人科学会の定義では3回以上の自然流産を反復す

ること)の原因のひとつとして,妊娠の免疫的維持機構

の破綻が想定されている.また,治療として未 リンパ球

を開いたいわゆる免疫療法が応周され,その有効性が報

告されている10ト 17)

ヒト主要組織適合抗原系である HLA 抗原系はヒト

の抗原系の中で濠も豊富な多型性を持ち,免疫反応準に

免疫担当細胞の抗原認漁において麗質な役割を果たし

ていることから.各種疾患との関連性が検討されてい

る18)L慧O).上述のように習慣流産に関しても,免疫的機

序が関与する可能性が強いことから,HLA 抗原糸との

関連性が検討されてきているが.いまだ結論が得られて

いない14)17)紺-23).帝に HLA タラスⅡ抗原系に関し

ては,従来より行われている血清学的判定法の信頼性の

問題が指摘されており24),DNA タイピングによる検

討の結果が報告されつつある25)-27)

本研究では,クラスⅡ抗原に関し正確な判定が可能で

ある HLA タイピング法のひとつである PCR一RFL

P法を用い検討した.その結果,習慣流産症例夫婦の間

には,正常経産婦夫婦に比較し有意の類似性は認められ

なかった.これに対 し,習慣流産症例でい くつかの

HLA クラスⅡ抗原の型の頻度が有意に高率であった.

このような結果は,習慣流産に関し,疾患感受性を有す

る HLA の型が存在することを示唆するものと判断さ

れる.

今後さらに症例を増やし,検討を進めていく予定であ

る.

謝 辞

本研究にあたり費重な症例をご紹介いただきまし

た新潟大学医学部産科婦人科学教室関連病院の諸先

生方に深謝いたす次第です.

(本研究の一部は,平成10年度文部省科学研究費 (課

われた.)

参 考 文 献

1)Takakuwa.a..Iligashino,M.,LTeda.H..Yamada,

IL Asano.K..Yasuda,M..lshii,S.,Kaヱama,Y.

andTanaka,汰.:Significanteompatibilitl,does

notexistattheHLA-DQBgenelocusinCouples

Withunexplained recurrentabortions.Am.J.

Reprod,lmmunol.28:12-16,1992.

2)Takakuwa.K.,Hataya.Ⅰ.,Arakawa,M.,Kikuchi,

A.,Higashino,M.,Yasuda,M..KurabaI,aShi,T.

andTanaka.K.: Possiblesusceptibilityolthe

HLA_DPBI*0402andfiLA_DPB工*01auelesto

unexplainedreeul･rentabortion.AnalI･sisbymeans

ofpolymeraseChainreaction-restrictedrI･agment

lengthpolymorphism method.Am.J.Reprod.

Immunol"inpress.1999.

3)ota.M,,Seki,T.,Fukushima,K.,Tsuji,K.and

lnoko,H∴ HLA-DRBlgenotypingbymodified

PCRIRFLPmethodCombinedwithgroup-specific

primers.TissueAntigeIIS.39:187-･202.1992.

4)Nomura,N.,Ota.M.,Tsuji.K.andlnoko.H∴

Hl,A-DQBl genotyping by a modified PCRI

RFLP method combined with group-speeifie

primers.TissueAntigens.38: 53-59,1991.

510ta.M..Seki.T,.Nomura.N..Sugimura,K..

Mizuki,N..Fukushima.H..Tsuji.K.andlnoko.

H.:ModifiedPCR-RFLPmethodforHLAIDPB

land-DQA1genotyping.TissueAntigens.38:60

-71.1991.

6)wegmann.T.G.: Plaeentalimmunotrophism:

hIIaternalTCellsenhanceplacenta上growthand

runction.Am.∫.Reprod.ImnlunOl‥15:67-70.

1987.

7)青木陽一 :械毛細胞の増殖能に及ぼす各種 Growth



高桑他 :習慣流産とヒト組織適合抗原系,特にクラスⅡ抗原系との関連性

Factora)効果に関する解析.Il産婦誌 13:627-632,

1991.

射 Lin,H‥Mosmann,T.R..CTuilbert.L..Tuntipopipat,

S.andll.I(官mann.T.G.:SynthesisofThplper2

-t),peeytokincsatthematernal-fetalinterfaep.∫.

lmmu110l‥151:･1562-･1573.1993.

針 Marzi.M..l･'igano,:i..Trabaltoni.D.,Villa.

M.L..Salvaggio,A..Cleriei.E.andClerici,M.:

Characterizationofもype1andもype2cytokine

productionprofileinp恒･siologicandpathologiLl

humanpregnancy.Clin.Exp.Immunol‥106:127

-133.1996.

101Takakuwa,K..Kanazall,a.汰.andTakeuehi.S.:

Produetionofblockingantibodiesbyl･aecination

Withhusband'slHllPhoCyteSinunexplainpdreeur-

rentaborters:TheroleinSUL.ぐeSSfulpregnancy.

Aln.J.Reprod.Immunol.MiLl･Obio1..10:1-9､

1986.

ll)Takakull･a.K..Got-0.S..Hasegawa,I.,Ucda.

H..Kanazawa.k..Takeuchi.S.andTanaka,K.:

RpsultofimmunotherapyollpatientsWithunex-

plaincLdreLTurrentaboI･tion: A benefieiELltreaト

mpntforpatientswithnegati､̀eblockingantibod-

ies∴＼m.J.Reprod.Immunol‥23:37-41.1990.

1L))Takakulヽ･a,K..Veda,H.,Goto.S.,I-1asegawa.I..

Yamada,汰.,Kazama.Y.,Kimura.A:I..kanazawa.

K.andTanaka.k.:InflueneeofimmunotherapI･

ontheCellularimmunit.vofunexplainedrecurrent

aborters.J.Reprod.1111111unOl‥ 20: 153-163,

1991.

131Takakuwa,汰.,Higashino.M･.Yasuda,MリIshii,

S..Ueda.H.,Asano,汰.,Kazama.Y.andTanaka,

K.:Isanadditionall･aCeinationnecessaryfora

sueeessfulsecondpregnancyinunexplainedreeur-

rentflborterswhoweresuccessfullyimmunized

withtheirhusband'slymphoeytesbeforethefirst

pregnaney.Am.㌔.Reprod.Immuno1.,29:39-

札 1993.

14)Beer.A.E..Semprini,A.E..Xiaoyu,Z.and

Quebbeman.J.F∴ Pregnant.youtcLOmeinhuman

coupleswithreeurr･entspontaneousabortions:

HtJAantigenprofiles:HL＼antigensharing;re-

maleserum MLRblockingfact･ors:andpaternal

leukocyte immunization.Exp.Clin.Immuno-

357

ge11et‥ 2:137-153,1985.

151Molll.bra.V.J.F.,Gibbings.C.R..Liddell,11‥

Reginald.P.W.,tてnderwood.J.L.and Beard.

R.tt:1.:ControlledtrilllortrpatmpntofrpCun･P11t

spontaneousabortionb.vimmunisationWithpa-

ternaleells.Lancet.i:941-943,1985.

161LTnander.A.M.andLindholm,A.: TrElnSfusion

orleucoc･.vte-richel･ythroeytpconcentrates:asuc-

eessrultreatmentiIISelpetELdeasesofhabitual

abortion∴1m.J.Obstet.Gyneeo1..15･1.I516-520,

1986.

17)Smith.∫.B.andCoヽ･ヽchoek,F.S∴ Immunologieal

studiesinrpeurrpntspontaneousabortion:effect

ofimmunizationofwomenwithpaternalmono-

nuciearcellsonlymphocytotoxicandmixed且ym-

phocytereactionblockingantibodiesandeorrela-

tionwithsharingofHLA andplでgnanCyOuト

come.J.Rpprod.Immunol..14:99-113,1988.

181Marg･ulies,D.Il.: Themajorhistoeompatibility

eomplex.In:Paul.W.E.(Edl.Fundamentallm-

munologIr. Fourth Edition. LippinL10tt-Ra＼でn

Publishers.Philadelphia.pp.263-285.1999.

191Thomson,G∴ HumanllLAgenetiLISanddisease

assoL,iations.In:Weir.r).M.,ptal.(Eds).Hand-

book of Experimental lrnmunology. ＼'013.

lO2,pp3-5,1986.

20)Thomson.G∴ HLAdiseaseassociations: IllOd-

elsforthestudyofcomplexhumangeneticdisor-

dprs.Grit.Re＼･.Clin.Lab.Se工 32: 183-219.

1995.

2日 Gerencer,M.,Drazancic,A..Kuyacie,I..Tomaskovic,

Z.andKastelan,A.:IiLAantigenstudiesinWomen

withreLlurrentgeStationaldisorders.Fertil.Stpri1..

31:401-4帆 1979.

22)eauchi,九.･Ⅰ.N.,Tait.B.and lHlshire, M.I.:

flistoeompatibilityantigensandhabitualaboI･-

tion.Am.J.Reprod.lmmunol‥18:28-31.198&

23)Ho.H.,Gill,T.G.,臥 Nsieh.R.,lisieh,ll.and

Lee,T.:Sharingofhumanleukoeyt､eantigensin

primary and secondary recurrent spontaneous

abortions.Am.J.Obstet.G_vneeo1..163: 178-

188.1990.

24)Opelz-G.,Mytilineos.∫..Scherer.S.,Dunckley,



358 新潟医学会雑誌 第 113巻 第7･8号 平成11年718月

H.,Trejaut,∫.,Chapman,J.,Middleton.D..Say- 26)christiansen.0.BリRasmussen.K.L,Jersild.C.

age,D.,Fischer.0.,Bignon,J.D..Bensa.J.C.,

Albert.E.andNoreen.H.: SurvivalofDNA

HIJA-DR typed and matched Cadaver kidney

transplant､S.Lanc･et.338:461-463,1991.

25)christiansen.0.B..Riisom.K..Lauritsen,J.G.,

andGrunnet,N.:Noincreasedhistoeompatibility

antigensharinginCoupleswit､hidiopathichabit-

ualabortions.Hum.Reprod‥4:160-162,1989.

andGrunnet,N∴ HL＼class[ allelesconfer

stlSCePtibil恒･torecurrentretallossesinDanish

women.TissueAntigens.411:225-233,1994.

271ober,C.,Steck,T..VanderVen.K..Wagenknecht,

D.R.,Green,汰.M.andMclnt),re.∫"Jl.:Analyses

orHLA-DQallelesinreeurrent､spolltaneOuSa-

bortion(RSA)Couples.Am J.Reprod.Immunol"

37: 1-6.1997.


