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要旨 

 

【背景と目的】不育症（recurrent pregnancy loss：RPL）は妊娠の約 5%の頻

度で認められ、胎児染色体異常や母体側要因等の原因検索によっても約

25%が原因の特定ができずに原因不明と分類される。この原因不明の不育

症（unexplained recurrent pregnancy loss：uRPL）の患者血清における補体価

高値、胎盤組織における補体の著明な沈着から不育症と補体活性化との関

連が示唆され、uRPL 患者の胎盤組織に古典的補体活性化経路の指標である

C4d の沈着が認められる。不育症の原因の１つである産科的抗リン脂質抗

体症候群（obstetric antiphospholipid syndrome: OAPS）においても C4d 沈着

の程度と胎児予後が相関することが示され、OAPS において流産予防とし

て用いられるヘパリンには抗凝固作用による効果のみならず補体活性化を

制御することで抗炎症効果を持つことが流産予防の作用として重要である

ことが明らかとなった。uRPL は多彩な病因を含んだ疾患群であり、流産予

防にはアスピリンおよびヘパリンによる抗凝固療法や免疫抑制療法などが

用いられるが効果は限定的である。有効な治療が確立していない uRPL の

中でどのような患者で補体活性化を認めるか、また抗補体治療が有効な患

者群が存在するかどうかの知見は十分得られていない。一方で正常妊娠で

は Maternal-fetal interface において豊富に存在している補体制御因子による

補体活性化の制御が妊娠維持に重要であるとされ、補体蛋白 C1q は不育症

のみならず正常妊娠においても胎盤組織に広く沈着し、母子間の感染制御

などの役割を担っている。この C1q を抗原とする抗 C1q 自己抗体は古典的

補体経路の活性化を介して全身性エリテマトーデス（systemic lupus 

erythematosus: SLE）における腎炎の病勢と関連が示されており、抗 C1q 抗

体価は疾患活動性のマーカーの 1 つとされる。本研究では妊娠において胎

盤に広く沈着している C1q に着目し、uRPL において抗 C1q 自己抗体が

C1q と結合することで過度の補体活性化を引き起こすことで病原性をもち

うるのではないかとの仮説を立てた。第一章では uRPL および OAPS と抗

C1q 抗体との関係を明らかにすることを目的とした。第一章で得られた結

果をもとに、第二章では妊娠において抗 C1q 抗体の胎児へ与える影響を明

らかにすることを目的とし、妊娠マウスに抗 C1q モノクローナル抗体を投

与し胎仔、胎盤に与える影響および補体活性化について検討した。第三章

では抗 C1q 抗体を投与した妊娠マウスにおいて補体活性化経路の遮断によ
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る胎仔および胎盤における影響を検討した。  

第一章：uRPL 患者および OAPS 患者における抗 C1q 抗体価の検討  

【方法】不育症の原因が特定できなかった患者 134 例（uRPL 群）、OAPS

患者 27 例、妊娠合併症の既往のない出産歴のある全身性自己免疫疾患患者

（CTD 群）27 例、健常者（HC 群）27 例の血漿検体を用いて ELISA 法に

よって抗 C1q 抗体価を測定した。  

【結果】抗 C1q 抗体の陽性率は uRPL 群において HC 群と比較して有意に

高頻度であり(35 % vs. 7 %、p<0.01, Wilcoxon 検定)、OAPS 群においても

HC 群と比較して有意に高頻度であった(30 % vs. 7 %、p<0.05, Wilcoxon 検

定)。CTD 群と HC 群の間には統計学的な有意差はなかった。抗 C1q 抗体

価は uRPL 群において HC 群と比較して有意に高力価であり（p<0.0001、

Dunn's post hoc test）、OAPS 群も HC 群と比較して有意に高力価であった

（p<0.001、Dunn's post hoc test）。uRPL 群における抗 C1q 抗体価と血漿

C1q 値の間に統計学的に有意な相関関係は認められなかった。  

第二章および第三章：抗 C1q モノクローナル抗体を用いた流産モデルマウ

スの確立および抗 C1q モノクローナル抗体投与妊娠マウスにおける補体活

性化経路遮断による影響に関する検討  

【方法】8-12 週齢の妊娠が成立した BALB/cAJcl マウスへ抗 C1q マウスモ

ノクローナル抗体（JL-1）を尾静脈より投与した。雄マウスと mating を行

い翌日に膣プラグを確認した日を妊娠 day1 とした。胎仔重量が十分増加す

る妊娠日齢を検討し評価日を妊娠 day16 と定めた。JL-1 投与スケジュール

は投与回数および 1 回あたりの容量で 4 つの群について胎仔吸収率を比較

することで検討し、妊娠 day8 および day12 に 1 回あたり 500 µg/kg を投与

することを決定した。JL-1 を投与した JL-1 群、isotype 対照群としてモノ

クローナル IgG2b 投与群（mIgG 群）および PBS 投与群（PBS 群）につい

て、妊娠 day16 における胎仔吸収率、胎仔重量、胎盤重量、血清 C3a 値を

それぞれ測定し、胎盤組織の補体蛋白の免疫組織化学染色を行った。次

に、妊娠 day8 において JL-1 を投与する 30 分前に抗 C5aR 抗体を投与し、

抗 C5aR 抗体投与群（anti-C5aR 群）とともに isotype 対照群として ratIgG2b

抗体投与（ctrIgG 群）について同様の検討を行った。  

【結果】JL-1 群は 9 匹、mIgG 群は 6 匹および PBS 群は 5 匹であった。胎

仔吸収率は、JL-1 群で他の 2 群と比較して有意に高く、胎仔重量および胎

盤重量は他の 2 群と比較して有意に低値であった。血清 C3a は JL-1 群で有

意に高値であり、胎盤組織の C1q、C3、C4d 免疫組織化学染色では他の 2

群と比較して有意に広範な沈着を認めた。次に、JL-1 を投与した anti-C5aR
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群は 8 匹、mIgG を投与した anti-C5aR 群は 5 匹、JL-1 を投与した ctrIgG 群

は 10 匹、mIgG を投与した ctrIgG 群は 5 匹であった。anti-C5aR を前投与

した JL-1 群において、ctrIgG を前投与した JL-1 群と比較して胎仔吸収

率、胎仔重量、胎盤重量、血清 C3a 値の有意な差を認め、mIgG を投与し

た 2 群といずれの評価項目でも同程度の値であった。血清 C3a は JL-1 群で

有意に高値であり、胎盤組織の免疫組織化学染色においては、anti-C5aR を

前投与した JL-1 群において、ctrIgG を前投与した JL-1 群と比較して C1q、

C3、C4d ぞれぞれの沈着の程度は弱く観察された。  

【考察】第一章では抗 C1q 抗体が uRPL 患者血漿において高頻度かつ高力

価で検出され、不育症の原因の 1 つである OAPS 患者においても同様であ

ることを明らかとした。APS 患者および他の自己抗体を有する不育症患者

において抗 C1q 抗体が高頻度で検出されたという既報はあるものの、明ら

かな原因を有さない不育症患者においても高頻度で検出された点は新たな

知見であった。本臨床研究デザインの限界から経時的な抗体価の推移およ

び多施設での検討については行えておらず今後の課題である。  

第二章では、抗 C1q 抗体の妊娠へ与える影響を検討するため妊娠マウスに

抗 C1q モノクローナル抗体を投与することで、高率に胎仔死亡、子宮内胎

仔発育不全が観察され、血清および胎盤病理において補体活性化を確認する

ことで、抗 C1q 抗体が不育症における新たな病因の 1 つである可能性が示

唆された。第三章では、抗 C1q モノクローナル抗体を用いた流産モデルマ

ウスに抗 C5aR抗体によって補体活性化経路を阻害することで流産モデルマ

ウスにおいて観察された妊娠合併症の所見が緩和されることを示し、補体活

性化経路の遮断が不育症において流産予防治療となる可能性が考えられた。 

【結論】抗 C1q 抗体は原因不明の不育症の新たな病因の 1 つである可能性

を見いだし、原因不明の不育症患者のうち抗 C1q 抗体を有する患者群にお

いては抗補体治療が有効な治療となる可能性が示された。  
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1. 緒言 

1.1. 不育症 

  

 不育症（recurrent pregnancy loss：RPL）は、一般的には 2 回以上の流

産および子宮内胎児死亡の既往がある状態と定義され、約 5%の頻度で

認められる(Sugiura-Ogasawara et al., 2014)。その原因の 41%は胎児染色

体異常に起因し、母体側の要因としては自己免疫疾患、子宮奇形、内分

泌代謝異常および凝固異常などがある一方、上記原因精査をうけるも約

25%が原因不明と分類される(Sugiura-Ogasawara et al., 2012)。この原因

不明の不育症（unexplained recurrent pregnancy loss：uRPL）は、原因が

特定されず病因に関しては多様性をもつ患者集団であると推測される

が、患者血清における補体価高値、胎盤組織における補体の著明な沈着

を認めることから、不育症と補体活性化との関連が示唆されている

(Girardi, 2018; Regal et al., 2015)。実際に Maternal-fetal interface において

は補体制御因子が豊富であり、これらによる補体活性化の制御がなされ

ていることが正常妊娠に重要であるとされる(Girardi et al., 2020)。 

 原因不明の絨毛膜炎および不育症における検討では、ヒト胎盤組織に

おいて古典的補体経路活性化の指標の 1 つである補体成分 C4d 沈着が

特徴的であることが示され (Bendon et al., 2015; Meuleman et al., 2016; 

Rudzinski et al., 2013)、不育症の原因の１つである産科的抗リン脂質抗

体症候群（obstetric antiphospholipid syndrome: OAPS）においては C4d 沈

着の程度と胎児予後が相関することが示された(Cohen et al., 2011)。また

マウスにおける検討では抗リン脂質抗体による胎盤組織での補体活性

化およびそれによって生じるアナフィラトキシンである C5a, C3a によ

って惹起される炎症病態が不育症に関わることが示された(Girardi et al., 

2003; Holers et al., 2002)。  

 原因不明の不育症に対する治療は、アスピリンおよびヘパリンを用い

た抗凝固治療が行われるが治療効果は限定的であり(de Jong et al., 2014; 

Kaandorp et al., 2010)、他にステロイド治療、免疫グロブリン大量療法な

ども行われるものの(Christiansen et al., 2015; Han et al., 2012; Laskin et al., 

1997; Maruyama et al., 1994)、有効性は確立していない。近年、炎症性サ

イトカインのうち TNF-α（tumor necrosis factor-alpha）の遺伝子多型との

関連(Li et al., 2016)および胎盤における炎症および免疫異常が病態に関
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わることが示され(Berman et al., 2005; Saito et al., 2016)、治療として抗

TNFα 抗体を用いた抗サイトカイン治療、カルシニューリン阻害薬によ

る免疫抑制治療などが行われている(Nakagawa et al., 2017; Nakagawa et 

al., 2015; Winger et al., 2009)。OAPS 患者の妊娠管理では流産予防として

ヘパリン治療が行われるが、抗リン脂質抗体による流産モデルマウスに

おいて、ヘパリンは抗凝固治療としての効果のみらならず抗補体治療と

して抗炎症効果を示すことが明らかとなり (Girardi et al., 2004)、過度の

補体活性化を制御することが有力な治療となりうることが示された。一

方で、原因不明の不育症患者においても補体活性化を認めるものの

(Sugiura-Ogasawara et al., 2006)、どのような患者で補体活性化を認める

か、また抗補体治療が有効な患者群が存在するかどうかの知見は未だ得

られていない。  

 

 

1.2. 抗 C1q 抗体 

 

 補体蛋白の１つである C1q を自己抗原とする抗 C1q 抗体は腎炎を有

する全身性エリテマトーデス（systemic lupus erythematosus：SLE）患者

との関連が指摘され(Siegert et al., 1991)、その抗体価はループス腎炎の

再燃を予測することが示された(Matrat et al., 2011; Meyer et al., 2009)。抗

C1q 抗体は自己免疫疾患、感染症などでも認められ、特に低補体性蕁麻

疹様血管炎（hypocomplementemic urticarial vasculitis：HUV）患者の 100%

で、混合性結合組織病（mixed connective tissue disease：MCTD）の 94%

で、血管炎を伴う関節リウマチ患者の 77%で検出されるが、これら疾患

では腎炎は通常併発しない(Beurskens et al., 2015; Kallenberg, 2008)。抗

C1q 抗体が SLE 患者において腎組織障害を来す機序には、C1q が結合し

形成された免疫複合体の存在が必要であり、可溶性 C1q には結合せず

bound form C1q の CLR（collagen like region）に対する自己抗体が古典的

経路を介した補体活性化を来すことで病原性をもつことが示され、SLE

と HUV などの他疾患とを鑑別する組織特異的な作用の理由とされた

(Trouw et al., 2003a; Trouw et al., 2004; Trouw et al., 2003b)。  
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1.3. 仮説および本研究の目的 

 

 妊娠において胎盤には C1q が広く沈着する(Agostinis et al., 2017; Sinha 

et al., 1984)ことから抗 C1q 抗体が C1q と結合することで過度の補体活

性化を引き起こした結果不育症における病原性をもちうるのではない

かとの仮説を立てた。本研究では、不育症患者の抗 C1q 抗体の陽性率を

明らかとし、その病原性を検討することを目的とした。  
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2. 略語表 

 

本文中のおよび図中で使用した略語は以下の通りである。  

aCL anticardiolipin antibodies 

ACR American College of Rheumatology 

Anti-C1q anti-C1q antibody 

Anti-C5aR anti- complement component C5a receptor antibody 

APS antiphospholipid syndrome 

aPS/PT phosphatidylserine-dependent antiprothrombin antibodies 

CLR collagen like region 

CTD connective tissue diseases 

C1q complement component 1q subcomponent 

C3a complement component C3a 

C5a complement component C5a 

C5aR complement component C5a receptor 

db decidua basalis 

DM dermatomyositis 

ELISA enzyme-linked immuno-sorbent assay 

EULAR European League Against Rheumatism 

HC healthy controls 

HUV hypocomplementemic urticarial vasculitis 

IgG2b immunoglobin G2b 

LA lupus anticoagulant 

lz labyrinth zone 

MCTD mixed connective tissue disease 

mIgG monoclonal IgG 

OAPS obstetric antiphospholipid syndrome 

PBS phosphate buffered saline  

PM polymyositis 

RA rheumatoid arthritis 

RPL recurrent pregnancy loss 

SD standard deviations 

SLE systemic lupus erythematosus 
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SS Sjögren’s syndrome 

SSc systemic sclerosis 

Th17 T helper 17 cell 

TNF-α tumor necrosis factor-alpha 

uRPL unexplained recurrent pregnancy loss 
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13 

 

 

 

 

 

 

3. 第一章 

uRPL 患者および OAPS 患者における抗 C1q

抗体価の検討 
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3.1. 緒言 

 

RPL と補体活性化との関連が示唆され(Altemani et al., 1992; Girardi, 2018; 

Kwak-Kim et al., 2013)、不育症の１疾患である OAPS 患者においても、重要

な病態の１つとして補体活性化の関与が知られている(Girardi et al., 2003; 

Girardi et al., 2004)。近年抗リン脂質抗体症候群（antiphospholipid syndrome：

APS）患者において抗 C1q 抗体が高率に認められ、APS における病態機序

の１つとされる補体活性化との関連が示された(Oku et al., 2016)。妊娠にお

いて、胎盤には C1q が広く沈着し(Sinha et al., 1984)、C1q は正常妊娠を維

持する役割をもつとされる(Agostinis et al., 2017)。妊娠と抗 C1q 抗体の存在

との関連については、抗リン脂質抗体および抗絨毛性ゴナドトロピン抗体

陽性患者で健常者と比較して高率に認められたという報告があるものの

(Menzhinskaya et al., 2015)、抗 C1q 抗体と uRPL および OAPS との関連につ

いての知見は得られていない。  

uRPL 患者および OAPS 患者の血漿における抗 C1q 抗体を ELISA (enzyme 

linked immune-solvent assay) 法により測定し、uRPL および OAPS と抗 C1q

抗体の関係を明らかにすることを目的とした。また血中補体価と抗 C1q 抗

体測定結果との関連について検討した。  
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3.2. 対象と方法 

3.2.1. 研究デザイン 

 

本研究は、後ろ向き横断研究である。原因不明の不育症患者（uRPL）の保

存血漿における抗 C1q 抗体の陽性率および抗体価を測定し、血漿保存時の

患者年齢、妊娠歴、出産歴、臨床検査値の各項目を医療記録から収集した。

この研究はヘルシンキ宣言と臨床試験の基本理念に従って施行し、北海道大

学大学院医学研究科倫理委員会の承認を得て行った（承認番号 015-0072）。 

 

3.2.2. 対象患者 

 

2008 年から 2013 年に名古屋市立大学産婦人科を受診し、不育症の原因

が特定できなかった患者および 2010 年から 2016 年に北海道大学病院内科

II で加療された OAPS 患者を対象とした。また出産歴があり妊娠合併症の

既往を有しない全身性自己免疫疾患患者（connective tissue diseases:：

CTD）および健常者（healthy controls:：HC）を対照群とした。CTD 患者の

うち、抗 C1q 抗体を高頻度に認める全身性エリテマトーデス（systemic 

lupus erythematosus：SLE）、混合性結合組織病（mixed connective tissue 

disease：MCTD）、および関節リウマチ（rheumatoid arthritis：RA）に血管

炎を伴う患者(Kallenberg, 2008)は除外した。OAPS、CTD、HC 群は uRPL

群と年齢をそろえ、20 歳未満および 45 歳以上は除外した。APS の診断

は、2003 年札幌クライテリアシドニー改変(Miyakis et al., 2006)を用いて行

った。RA の診断は 2010 年アメリカリウマチ学会（American College of 

Rheumatology：ACR）/ヨーロッパリウマチ学会（European League Against 

Rheumatism：EULAR）分類基準(Aletaha et al., 2010a; Aletaha et al., 2010b)、

強皮症（systemic sclerosis：SSc）は 2013 年 ACR/EULAR 分類基準(van den 

Hoogen et al., 2013)、多発性筋炎/皮膚筋炎（polymyositis/dermatomyositis：

PM/DM）は 1975 年の Bohan と Peter の診断基準(Bohan et al., 1975a, b)、シ

ェーグレン症候群（Sjögren’s syndrome：SS）は 2016 年 ACR/EULAR 分類

基準(Shiboski et al., 2017)をそれぞれ用いた。  
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3.2.3. 抗 C1q 抗体測定 

 

血漿中の抗 C1q 抗体は、ELISA 法による測定キット (Buhlmann 

Laboratories AG, Switzerland) を用いて行った。付属の測定マニュアルに従

い 15 U/mL を cut-off とし、抗 C1q 抗体陽性あるいは陰性の判断をした。  

 

3.2.4. 補体価の評価 

 

保存血液検体が利用可能な uRPL 群において、保存血漿から C1q の測定

を行い、また診療録から血液採取時の C3、C4、CH50 の各測定値を得て、

抗 C1q 抗体測定結果との関連を検討した。  

 

3.2.5. 統計学的解析方法 

 

抗体価は中央値［四分位範囲］で示し、他の連続変数は平均  ± 標準偏差

（standard deviations：SD）、カテゴリー変数は実数値もしくはパーセンテ

ージで示した。連続変数の群間比較は対応のない t 検定あるいは Wilcoxon

順位和検定を用い、抗体価の群間比較は Dunn 法による事後比較を用い

た。抗体陽性率の群間比較は、Wilcoxon 検定を用いた。抗 C1q 抗体価と

C1q 値との相関関係は Spearman 順位相関係数を用いて解析した。抗 C1q 抗

体の有無による血清補体価の比較は多重比較による調整を行わない one-

way ANOVA を用いて解析した。すべての p 値は 0.05 未満を統計学的有意

とした。統計解析は JMP®10.0.2（SAS Institute Inc, Cary, North Carolina, 

USA）を用いた。  
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3.3. 結果 

3.3.1. 患者背景 

 

uRPL 群 134 名、OAPS 群 27 名、CTD 群 27 名、HC27 名を対象とした。

CTD 群での疾患別内訳は、RA 12 例、DM/PM 5 例、SSc 4 例、SS 4 名、その

他 2 名であった。  

患者背景を Table 1 に示す。年齢に各群間で差は認めなかった。uRPL 群で

抗リン脂質抗体が検出されたのは、lupus antigoagulant（LA） 3 例（2 %）、

anti-cardiolipin antibody（aCL） 2 例（1 %）であったが、いずれも OAPS の

分類基準は満たさなかった。 uRPL 群において抗リン脂質抗体のうち

phosphatidylserine-dependent antiprothorombin antibodies （aPS/PT）は検出さ

れなかった。  

患者 1 人あたりの妊娠回数（平均 ± SD）はそれぞれ uRPL 群（3.1 ± 1.4）、

OAPS 群（2.8 ± 1.3）、CTD 群（2.3 ± 1.1）、HC（1.9 ± 1.7）であったが、出産

回数（平均 ± SD）は uRPL 群（0.23 ± 0.46）および OAPS 群（0.96 ± 0.75）

では低値となり HC 群（1.3 ± 0.6） と比較して有意な差を認めたが、CTD 群

（1.4 ± 1.2）では HC 群との有意差は認められなかった。  
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Table 1. uRPL 群、OAPS 群、CTD 群および HC 群における患者背景  

 uRPL OAPS CTD HC 

患者数, n 134 27 27 27 

年齢 (歳) 33.7 ± 4.5 35.6 ± 5.1 36.3 ± 5.6 35.8 ± 5.6 

妊娠回数/人  3.1 ± 1.4 2.8 ± 1.3 2.3 ± 1.1 1.9 ± 1.7 

出産回数/人  0.23 ± 0.46 0.96 ± 0.75 1.4 ± 1.2 1.3 ± 0.6 

LA 陽性, n (%) 3 (2 %) 18 (67 %) 2 (7 %) 1 (4 %) 

aCL 陽性, n (%) 2 (1 %) 15 (56 %) 1 (4 %) 0 (0 %) 

aPS/PT 陽性, n (%) 0 (0 %) 13 (48 %) 0 (0 %) 0 (0 %) 

カテゴリー変数は患者数  (%)、 連続変数は平均 ± SD で示した。  

aCL, anti-cardiolipin antibody: aPS/PT, phosphatidylserine-dependent 

antiprothorombin antibodies: CTD, connective tissue disease: HC, healthy controls: 

LA, lupus anticoagulant: OAPS obstetric antiphospholipid syndrome: uRPL, 

unexplained recurrent pregnancy loss: SD, standard deviation:  
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3.3.2. 抗 C1q 抗体陽性率 

 

uRPL 群 134 例、OAPS 群 27 名、CTD 群 27 名、HC 群 27 名の抗 C1q

抗体陽性率を Table 2 に示す。uRPL 群では 47 例（35 %）、OAPS 群では 

8 例（30 %）、CTD 群では 3 例（11 %）、HC 群では 2 例（7 %）で抗

C1q 抗体が陽性であった。uRPL 群は HC と比較して抗 C1q 抗体陽性率

は有意に高かった（p<0.01, Wilcoxon 検定）。OAPS 群は HC と比較して

抗 C1q 抗体陽性率は有意に高かった（p<0.05, Wilcoxon 検定）が、CTD

群と HC 群との間には統計学的な有意差は認められなかった。  
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Table 2. uRPL、OAPS、CTD および HC 各群における抗 C1q 抗体陽性率  

 uRPL 

 (N=134) 

OAPS 

 (N=27) 

CTD 

 (N=27) 

HC 

(N= 27) 

Prevalence of anti-C1q, N (%) 

(cut off >15 U/mL) 
47 (35 %)** 8 (30 %)* 3 (11 %) 2 (7 %) 

カテゴリー変数は患者数（%）で示した。*p<0.05、**p<0.01、Wilcoxon 検

定を用いて HC 群と比較した。  

CTD, connective tissue disease: HC, healthy controls: OAPS obstetric 

antiphospholipid syndrome: uRPL, unexplained recurrent pregnancy loss:  
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3.3.3. 抗 C1q 抗体価 

 

uRPL 群 134 例、OAPS 群 27 名、CTD 群 27 名、HC 群 27 名の抗 C1q

抗体測定値を Figure 1 に示す。各群における抗体価（中央値［四分位範

囲］）は、uRPL 群では 12［8.0-21.0］U/mL、OAPS 群では 9.8［0-22.0］

U/mL、CTD 群では 2.1［0-8.1］U/mL および HC 群では 0［0-1.8］U/mL

であった。uRPL 群および OAPS 群は HC 群と比較して有意に高力価で

あった。CTD 群と HC 群との間には統計学的な有意差は認められなかっ

た。  
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Figure 1. 血漿における抗 C1q 抗体価の比較  

 RPL 群では抗 C1q 抗体価は対照群と比較して有意に高力価であった。 

(****p<0.0001, ***p<0.001, **p<0.01, Dunn’s post hoc test)。  

CTD, connective tissue disease: HC, healthy controls: OAPS obstetric 

antiphospholipid syndrome: uRPL, unexplained recurrent pregnancy loss:  
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3.3.5. uRPL 群における補体価と抗 C1q 抗体測定値の関

連 

 

uRPL 群のうち保存血液検体から血漿 C1q 値が測定できたのは 30 例

であった。抗 C1q 抗体価と血漿 C1q 値との相関関係は認められなかっ

た（Figure 2）。  

 血清 C3、C4、CH50 の測定値のすべてが診療録から得られたのは抗

C1q 抗体陽性例 17 例、抗 C1q 抗体陰性例 27 例であった。抗体陽性例と

陰性例における補体価を比較したところ、C3 値は抗 C1q 抗体陽性例で

有意に低値であった（83.0 ± 11.3 vs 96.2 ± 18.1 mg/dL, p=0.002）が、C4

値および CH50 値では有意な差は認められなかった。C4：17.5 ± 5.1 vs 

19.1 ± 6.7 mg/dL, p=0.64、CH50：51.1 ± 10.6 vs. 54.9 ± 9.6 U/mL, p=0.30）

（Figure 3）。  
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Figure 2. uRPL 患者における血漿 C1q 値と抗 C1q 抗体価との相関関係  

 血漿 C1q 値と抗 C1q 抗体価との間には相関関係は認められなかった

（p=0.32, Spearman の順位相関係数 0.19）。
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Figure 3. 抗 C1q 抗体陽性 uRPL 患者（17 例）および陰性 uRPL 患者（27

例）における血清補体価  

抗 C1q 抗体陽性 uRPL 患者における血清 C3 値は抗体陰性患者より有意

に低下していたが、C4, CH50 値には 2 群間で有意な差は認められなかった

（*p=0.002, one-way ANOVA)。  
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3.4. 考察 

 

uRPL 群および OAPS 群は、HC 群と比較して妊娠回数は多いが出産回数

は有意に低く不育症の特徴を示していた。抗 C1q 抗体陽性率は uRPL 群およ

び OAPS 群において HC 群と比較して有意に高いことが示されたが、HC 群

における抗 C1q 抗体陽性率は既報(Sinico et al., 2005)と比較して高い結果で

あった。HC 群として対象とした数が少なかったことに加えて要因の１つと

して、今回用いた ELISA キットは抗原として C1q 分子全体を用いており、

病原性が示唆されている CLR に対する抗体のみならず様々な抗 C1q 抗体群

を測定していることが推測された。また不育症患者の妊娠第 1 期における抗

C1q 抗体は、抗リン脂質抗体あるいは抗絨毛性ゴナドトロピン抗体を有する

場合には陽性率が 20 %であったとの報告があるが(Menzhinskaya et al., 2015)、

自己抗体を有さない不育症患者における抗 C1q 抗体陽性率、および抗体価

の検討は未だなされておらず、本研究の結果は新たな知見であった。  

次に、uRPL 群および OAPS 群における抗 C1q 抗体価は、出産歴があり妊

娠合併症既往を有しない HC 群に比較して有意に高力価であった。抗 C1q 抗

体価は、ループス腎炎においては疾患活動性ないしは再燃の指標になること

が報告されており抗体価が病勢を反映すると考えられている (Emad et al., 

2020; Gensous et al., 2017; Matrat et al., 2011; Meyer et al., 2009)。一方、uRPL

群における抗 C1q 抗体陽性/陰性間での補体価（C3、C4、CH50）の比較にお

いては、C3 において 2 群間で有意差を認めたものの、C4、CH50 では統計

学的な差は認められなかった。C3、C4 の値については既報では不育症で上

昇あるいは減少しているという報告がそれぞれあり(Micheloud et al., 2007; 

Sugiura-Ogasawara et al., 2006)、uRPL は様々な背景患者を含んだ疾患群であ

ることが推測される。uRPL の中で抗 C1q 抗体の有無によって補体価に違い

があるかどうかについては今までに報告はない。本研究では抗 C1q 抗体が

補体活性化を惹起するかどうかを含めての検討はできなかったが、この点は

横断的研究である本研究の限界でもあり、今後経時的な抗体価の推移を含め

た前向き検討を行うことで不育症における抗 C1q 抗体価と臨床的特徴が明

らかになる可能性が考えられた。  

最後に、患者背景では uRPL 群で抗リン脂質抗体陽性例を 5 例認めたが、

いずれも APS 分類基準は満たさなかった。CTD 群および HC 群においても

APS 分類基準を満たさないものの抗リン脂質抗体陽性例を 3 例および 1 例
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で認めた。CTD、HC における aPL 陽性頻度は様々な報告があり、それらと

結果は大きな相違がないものであった。  

次の研究として、妊娠時における抗 C1q 抗体の病原性について検討を行

った。  
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4．第二章 

抗 C1q モノクローナル抗体を用いた流産モデ

ルマウスの確立 
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4.1. 緒言 

 

第一章では原因不明の不育症患者において抗 C1q 抗体が高頻度かつ高力

価に検出されることが示されたが、その病原性については不明のままである。

不育症患者の胎盤組織に認められる C4d 沈着(Bendon et al., 2015; Meuleman 

et al., 2016; Rudzinski et al., 2013)や OAPS 患者由来の抗リン脂質抗体を投与

したマウスでの検討で認められる補体活性化の結果 (Girardi et al., 2003; 

Holers et al., 2002)から、不育症の病態に補体活性化が関わることが示されて

いる。抗 C1q モノクローナル抗体を用いたマウスの検討では補体活性化を

介した腎炎が誘発されることが示されており(Trouw et al., 2003b)、抗 C1q 抗

体による補体活性化が不育症の病態へ関与するのではないかとの仮説を立

てた。第二章では妊娠マウスを用いて抗 C1q 抗体が妊娠下で胎仔へ与える

影響について検討を行うこととした。  

抗マウス C1q モノクローナル抗体（JL-1）を用いて、妊娠マウスにおける

胎仔および胎盤に与える影響を検討する。  
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4.2. 方法 

4.2.1. 妊娠マウスにおける抗 C1q モノクローナル抗体

投与方法の検討 -予備実験 1- 

 

4.2.1.1. 方法 

 

本研究は BALB/c AJcl マウスを用いて行い、マウスはすべて日本クレアよ

り購入した。動物の取り扱いは「北海道大学動物実験に関する規定」に則り，

北海道大学の動物実験倫理審査の承認を受けて行った。実験には 8-12 週齢

の雌マウスおよび 8-20 週齢の雄マウスを使用した。マウスは北海道大学動

物実験施設の常温管理された specific-pathogen-free ルームで飼育した。雌マ

ウスは 1 ケージに 3-5 匹を入れ性周期がそろうように飼育した。  

雌雄の mating は、雌マウスの膣を目視で確認し発赤が強くなった状態の

雌マウスを、1 匹ずつ飼育した雄マウスのケージ内へ、午後 5 時から午後 7

時までの間に移し行った。翌日午前 7 時から 9 時の間に雌マウスの膣プラ

グを目視で確認し、膣プラグが存在していた場合、確認日を妊娠 day1 とし

て定めた。膣プラグが存在しない場合は、妊娠不成立と判断し、もとのケー

ジに戻し以降 10 日間は mating を行わず、妊娠不成立であることを腹部の視

診および触診によって確認した。  

妊娠 day8 および day12 あるいはいずれかにおいて、妊娠した雌マウスを

ケージから出し、マウス保定器を用いて固定した状態で、 JL-1（HM1096, 

Hycult Biotech）を 250 µg/kg, あるいは 500 µg/kg の容量で total 100 µL の

PBS に溶解し尾静脈より投与した。手技は、短時間で行えることおよび麻酔

の妊娠への影響が懸念されるため無麻酔で行った。妊娠 day8 あるいは day12

に 500 µg/kg の各投与群、妊娠 day8 および day12 に 250 µg/kg, あるいは 500 

µg/kg の投与群の 4 群を対象とした。  

妊娠マウスは、妊娠 day16 において頸椎脱臼による物理的方法によって安

楽死処置を行い、開腹し子宮を摘出した。   
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4.2.1.2. 胎仔吸収率の算出 

 

妊娠 day16 において摘出した子宮内から生存した胎仔および吸収された

胎仔を取り出し、全胎仔数に占める吸収胎仔割合である胎仔吸収率

（resorption rate）を算出した。吸収された胎仔は黒色の凝血塊様で認められ

た。  
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4.2.1.3. 結果 -抗 C1q モノクローナル抗体投与方法の

検討- 

 

 各群での胎仔吸収率は、JL-1 を妊娠 day8 に 500 µg/kg で投与した群（25 %, 

10 %, 25 %）、JL-1 を妊娠 day12 に 500 µg/kg で投与した群（0 %, 14.3 %, 

50 %）、JL-1 を妊娠 day8 および day12 に 250 µg/kg で投与した群（0 %, 12.5 %, 

30 %）、JL-1 を妊娠 day8 および day12 に 500 µg/kg で投与した群（36.4 %, 

67 %, 28.6 %, 50 %, 41.7 %, 36.4 %, 44.4 %）であった（Figure 4）。JL-1 を妊

娠 day8 および day12 に 500 µg/kg で投与した群が他の投与方法よりも胎仔

吸収率が高かった。  
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Figure 4. 妊娠マウスにおける各 JL-1 投与方法による胎仔吸収率  

 妊娠マウスに抗 C1q モノクローナル抗体（JL-1）を尾静脈より投与し

た。  

JL-1 を妊娠 day8 および day12 に 500 µg/kg 投与した群で、他の投与方法

（妊娠 day8 に 500 µg/kg で投与群、妊娠 day12 に 500 µg/kg で投与群、妊

娠 day8 および day12 に 250 µg/kg で投与群）よりも胎仔吸収率が高かっ

た。  
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4.2.2. 抗 C1q モノクローナル抗体投与による胎仔評価

時期の検討 -予備実験 2- 

4.2.2.1. 方法 

 

4.2.1.と同様の方法で、妊娠 day8 および day12 において妊娠した雌マウス

をケージから出し、マウス保定器を用いて固定した状態で、JL-1（HM1096, 

Hycult Biotech）（JL-1 群）あるいは JL-1 の isotype control としてモノクロー

ナル IgG2b (M077-3, MBL)（mIgG 群）を 500 µg/kg の容量で total 100 µL の

PBS に溶解し尾静脈より投与した。加えて PBS 100 µL を尾静脈より投与し

た PBS 群の 3 つの群を対象とした。手技は、短時間で行えることおよび麻

酔の妊娠への影響が懸念されるため無麻酔で行った。  

妊娠マウスは、妊娠 day14、day15、day16 において頸椎脱臼による物理的

方法によって安楽死処置を行い、開腹し子宮を摘出した。  

 

4.2.2.2. 胎仔重量の測定 

 

妊娠 day14-16 において摘出した子宮内から生存した胎仔を取り出した。

生存した胎仔を子宮から剥離し、羊膜から剥離したのち電子上皿天秤を用い

て重量を測定し平均値を求めた。  
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4.2.2.3. 結果 -胎仔評価時期の検討- 

 

 妊娠 day15 における JL-1 投与群および mIgG 投与群のマウスでは胎仔が

確認できず妊娠不成立であったため胎仔重量の測定ができなかった。JL-1 投

与群のうち、妊娠 day14 の胎仔数は 8、妊娠 day16 の胎仔数は 9 であり、平

均重量はそれぞれ 182.5 mg、232.2 mg であった。mIgG 投与群のうち、妊娠

day14 の胎仔数は 9、妊娠 day16 の胎仔数は 11 であり、平均重量はそれぞれ

111.1 mg、311.8 mg であった。PBS 投与群のうち、妊娠 day14 の胎仔数は 8、

妊娠 day15 の胎仔数は 8、妊娠 day16 の胎仔数は 10 であり、平均重量はそ

れぞれ 150 mg、236.3 mg、290 mg であった（Figure 5）。  

 3 群ともに妊娠日の経過により胎仔重量の増加傾向が続くことが確認で

き、妊娠 day17 以降は出産にいたる可能性があるため、妊娠 day16 を胎仔評

価日に決定した。  
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Figure 5. JL-1, mIgG, PBS 各投与妊娠マウス（各 n=1）における胎仔平均重

量  

 妊娠マウスにぞれぞれ抗 C1q モノクローナル抗体（JL-1）、モノクローナ

ル IgG2b（mIgG）あるいは PBS を尾静脈より投与した。  

各投与群においても胎仔平均重量は妊娠 day14 以降 day16 まで増加傾向が

つづく。  
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4.2.3. 抗 C1q モノクローナル抗体による妊娠マウスへ

の影響に関する検討 

4.2.3.1. 方法 

 

本研究は BALB/c AJcl マウスを用いて行い、マウスはすべて日本クレアよ

り購入した。動物の取り扱いは「北海道大学動物実験に関する規定」に則り，

北海道大学の動物実験倫理審査の承認を受けて行った．実験には 8-12 週齢

の雌マウスおよび 8-20 週齢の雄マウスを使用した。マウスは北海道大学動

物実験施設の常温管理された specific-pathogen-free ルームで飼育した．雌マ

ウスは 1 ケージに 3-5 匹を入れ性周期がそろうように飼育した。  

雌雄の mating は、雌マウスの膣を目視で確認し発赤が強くなった状態の

雌マウスを、1 匹ずつ飼育した雄マウスのケージ内へ、午後 5 時から午後 7

時までの間に移し行った。翌日午前 7 時から 9 時の間に雌マウスの膣プラ

グを目視で確認し、膣プラグが存在していた場合、確認日を妊娠 day1 とし

て定めた。膣プラグが存在しない場合は、妊娠不成立と判断し、もとのケー

ジに戻し以降 10 日間は mating を行わず、妊娠不成立であることを腹部の視

診および触診によって確認した。  

妊娠 day8 および day12 において、妊娠した雌マウスをケージから出し、

マウス保定器を用いて固定した状態で、total 100µL の PBS に溶解した JL-1

（HM1096, Hycult Biotech）（JL-1 群）あるいは JL-1 の isotype control として

モノクローナル IgG2b (M077-3, MBL)（mIgG 群）を 500 µg/kg の容量で尾静

脈より投与した。また PBS 群として PBS 100 µL を尾静脈より投与し計 3 群

で検討した。手技は、短時間で行えることおよび麻酔の妊娠への影響が懸念

されるため無麻酔で行った。  

妊娠マウスは、妊娠 day16 において頸椎脱臼による物理的方法によって安

楽死処置を行い、心臓血をすみやかに採取し血清を分離した。  
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4.2.3.2. 胎仔吸収率、胎仔重量および胎盤重量の測定 

 

妊娠 day16 において摘出した子宮内から全胎仔を取り出し、全胎仔数に占

める吸収胎仔割合である胎仔吸収率（resorption rate）を算出した。吸収され

た胎仔は黒色の凝血塊様で認められた。生存した胎仔および胎盤は１つ１つ

剥離し電子上皿天秤を用いて重量を測定した。  

 

 

4.2.3.3. 血清 C3a および C1q 値の測定 

 

妊娠 day16 において採取した血清を用いて、C3a 濃度を ELISA kit 

(SEA387Mu, Cloud-Clone Corp) で、C1q 濃度を ELISA kit (HK211, Hycult 

Biotech) で測定した。  

 

 

4.2.3.4. 胎盤の免疫組織化学染色 

 

妊娠 day16 に採取した胎盤を OCT コンパウンドに埋没させ凍結し、10 µm

の厚さで組織切片を作成し、免疫組織化学染色を行った。4 %パラホルムア

ルデヒドで 4 ℃、7 分間固定し、内因性ペルオキシダーゼ活性を不活化する

ため 1 %過酸化水素を混ぜたメタノールに室温で 30 分間浸した。PBS で洗

浄後、一次抗体 ラット抗マウス C1q モノクローナル抗体 (HM1044, Hycult 

Biotech)、ラット抗マウス C3 モノクローナル抗体（HM1045, Hycult Biotech）

を 200 倍希釈、ラビット抗マウス C4d ポリクローナル抗体（HP8033, DAKO）

を 50 倍希釈で滴下し、室温で 60 分間静置した。PBS で洗浄後、二次抗体ビ

オチン化抗ラットまたは抗ラビット IgG を 100 倍希釈で滴下し、室温で 30

分間静置した。Horseradish peroxidase 標識ストレプトアビジン（PK4000, 

Vector）を用いて検出し、3,3’-diaminobenzidine 染色（DAKO）およびヘマト

キシリンで染色した。  
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4.2.3.5. 統計学的解析方法 

 

 胎仔吸収率、胎仔重量、胎盤重量、血清 C3a 値、血清 C1q 値は、平均値

および標準偏差（SD）で表記し、JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群間で Tukey's 

honestly significant difference を用いて多重比較検定を行った。  

 胎盤組織における C1q、C3、C4d 各免疫組織染色では 400 倍で病理像を撮

影した画像をもとに、任意の 5 視野における胎盤組織全体の面積に対する染

色陽性面積率を、Image J を用いて画像解析を行い定量化した。各染色陽性

面積率は JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群間で one-way ANOVA 法によって

比較した。すべての p 値は 0.05 未満を統計学的有意とした。統計解析は

GraphPad Prism Software 6（GraphPad, San Diego, California, USA）を用いて

行った。  
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4.3. 結果 

4.3.1. 各群における検討対象マウス数 

   

 Mating の翌日に膣プラグの存在を確認したのは、Jl-1 群は 9 匹、mIgG 群

は 11 匹、PBS 群は 9 匹であった。うち、JL-1 群で 1 匹、mIgG 群で 2 匹、

PBS 群で 1 匹は妊娠 day16 において胎仔が確認できなかった。また妊娠マウ

スのうち、mIgG 群で 3 匹、PBS 群で 3 匹については、妊娠中に給水プラグ

の不具合により飼育ケージが水没する等の高ストレス状態になったため検

討から除外した。残る JL-1 群 9 匹、mIgG 群 6 匹、PBS 群 5 匹について検討

した。  
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4.3.2. 摘出した子宮、胎仔および胎盤の肉眼像 

   

 各群における摘出した子宮、胎仔および胎盤の代表的な肉眼像を Figure 6

および 7 に示す。  
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Figure 6. PBS、mIgG および JL-1 各群における摘出した子宮の肉眼像  

 妊娠 day16 において摘出した子宮において吸収胎仔は黒色の凝血塊様に

認められた。生存胎仔および吸収胎仔を合計した全胎仔にしめる吸収胎仔の

割合（resorption rate）を算出した。  

*吸収胎仔  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

Figure 7. PBS、mIgG および JL-1 各群における子宮内より摘出した胎盤（上）

および胎仔（下）の肉眼像  

 妊娠 day16 において個々の羊膜を剥離し摘出した胎盤および胎仔を示す。

それぞれの重量を測定した。  

 

  

JL-1 mIgG PBS 
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4.3.3. 胎仔吸収率 

 

 JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群における胎仔吸収率を Figure 8 に示す。  

胎仔吸収率は、JL-1 群において 0.44 ± 0.12、mIgG 群において 0.16 ± 0.11、

PBS群において 0.14 ± 0.15であった（平均 ± SD）。JL-1群は、mIgG群（p<0.01、

Turkey's honestly significant difference）および PBS 群（p<0.01、Turkey's honestly 

significant difference）と比較して有意に高率であった。  
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Figure 8. PBS 群、mIgG 群および JL-1 群における胎仔吸収率  

 妊娠 day16 における胎仔吸収率を算出した。  

JL-1 群の胎仔吸収率は対照群である mIgG 群および PBS 群と比較して有意

に高値であった。  

**p<0.01、Turkey's honestly significant difference 
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4.3.4. 胎仔重量 

 

 JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群における胎仔重量を Figure 9 に示す。  

胎仔重量は、JL-1 群において 322 ± 98 mg、mIgG 群において 358 ± 70 mg、

PBS 群において 381 ± 76 mg であった（平均 ± SD）。胎仔数は、JL-1 群 38

匹、mIgG 群 46 匹、PBS 群 39 匹であった。胎仔重量は JL-1 群において、

mIgG群（p<0.05、Turkey's honestly significant difference）および PBS群（p<0.01、

Turkey's honestly significant difference）と比較して有意に低値であった。  
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Figure 9. PBS 群、mIgG 群および JL-1 群における胎仔重量  

  妊娠 day16 における胎仔の重量を計測した。  

JL-1 群の胎仔重量は対照群である mIgG 群および PBS 群と比較して有意に

低値であった。  

*p<0.05、**p<0.01、Turkey's honestly significant difference 
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4.3.5. 胎盤重量 

 

 JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群における胎盤重量を Figure 10 に示す。  

胎盤重量は、JL-1 群において 138 ± 14 mg、mIgG 群において 148 ± 13 mg、

PBS 群において 152 ± 13 mg であった（平均 ± SD）。胎盤数は、JL-1 群 38、

mIgG 群 46、PBS 群 39 であった。胎盤重量は JL-1 群において、mIgG 群

（p<0.01、Turkey's honestly significant difference）および PBS 群（p<0.0001、

Turkey's honestly significant difference）と比較して有意に低値であった。  
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Figure 10. PBS 群、mIgG 群および JL-1 群における胎盤重量  

妊娠 day16 における胎盤の重量を計測した。  

JL-1 群の胎盤重量は対照群である mIgG 群および PBS 群と比較して有意に

低値であった。  

****p<0.0001、**p<0.01、Turkey's honestly significant difference 
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4.3.6. 血清 C3a および C1q 値 

 

 JL-1 群 9 匹、mIgG 群 6 匹、PBS 群 5 匹のうち採取した血清について溶血

等を認める検体は除外し、JL-1 群 6 検体、mIgG 群 5 検体、PBS 群 3 検体に

ついて検討した。JL-1 群、mIgG 群、PBS 群の 3 群における血清 C3a 値を

Figure 11 に、血清 C1q 値を Figure12 に示す。  

 血清 C3a 値（平均 ± SD）は、JL-1 群において 1810 ± 532 ng/mL、mIgG 群

において 846 ± 140 ng/mL、PBS 群において 819 ± 172 ng/mL であり、JL-1 群

において、mIgG 群（p<0.01、Turkey's honestly significant difference）および

PBS 群（p<0.01、Turkey's honestly significant difference）と比較して有意に高

値であった。  

 血清 C1q 値（平均 ± SD）は、JL-1 群において 141 ± 27 µg/mL、mIgG 群

において 109 ± 10 µg/mL、PBS 群において 118 ± 21 µg/mL であり、JL-1 群に

おける値は mIgG 群（p=0.07、Turkey's honestly significant difference）および

PBS 群（p=0.32、Turkey's honestly significant difference）と比較して有意な差

は認められなかった。  
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Figure 11. PBS 群、mIgG 群および JL-1 群における血清 C3a 値  

 妊娠 day16 に採取した血清中の C3a 値を測定した。  

 JL-1 群の血清 C3a 値は対照群である mIgG 群および PBS 群と比較して有

意に低値であった。  

**p<0.01、Turkey's honestly significant difference 

 

 

Figure 12. PBS 群、mIgG 群および JL-1 群における血清 C1q 値  

 妊娠 day16 に採取した血清中の C1q 値を測定した。  

 JL-1 群の血清 C1q 値は対照群である mIgG 群および PBS 群と比較して有

意な差は認められなかった。Turkey's honestly significant difference   
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4.3.7. 免疫組織化学染色 

 

 胎盤数は、JL-1 群 38、mIgG 群 46、PBS 群 39 であった。3 群における免

疫組織化学染色の代表的な病理像のうち弱拡大像を Figure13 に、400 倍視

野を Figure 14 に示す。弱拡大像では、3 群ともに基底脱落膜部（decidua 

basalis：db）に C1q および C3 の広範な沈着を認めた。JL-1 群では加えて

迷路部（labyrinth zone：lz）での沈着も顕著であった。400 倍視野では JL-1

群では、基底脱落膜部に C1q、C3、C4d のいずれも染色部位を強く認めた

が、mIgG 群および PBS 群ではいずれの染色とも弱く認めるのみであっ

た。  

 3 群における C1q、C3、C4d の各染色陽性面積率をランダムに撮影した 5

視野について算出した。C1q、C3、C4d の各染色陽性面積率を Figure 15 に示

す。C1q 染色陽性面積率（平均 ± SD）は、JL-1 群で 22 ± 8 %, mIgG 群で 8.7 

± 7.2 %, PBS 群で 2.3 ± 1.0 %であり、有意な差を認めた（p<0.05, one-way 

ANOVA）。C3 染色陽性面積率（平均 ± SD）は、JL-1 群で 25 ± 17 %, mIgG

群で 8.7 ± 6.0 %, PBS 群で 6.4 ± 0.2 %であり、有意な差を認めた（p<0.05, one-

way ANOVA）。C4d 染色陽性面積率（平均  ± SD）は、JL-1 群で 17 ± 8.6 %, 

mIgG 群で 5.6 ± 7.2 %, PBS 群で 2.1 ± 1.5 %であり、有意な差を認めた（p<0.05, 

one-way ANOVA）。  
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Figure 13. C1q、C3、C4d 免疫組織化学染色の病理像（弱拡大）  

 妊娠 day16 に摘出した胎盤組織の免疫組織化学染色を行った。  

 弱拡大では JL-1 群、mIgG 群、PBS 群ともに基底脱落膜部（db）に C1q お

よび C3 の広範な沈着を認めるが、JL-1 群では迷路部（lz）での沈着が顕著

である。  

db, decidua basalis: lz, labyrinth zone:  
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Figure 14. C1q、C3、C4d 免疫組織化学染色の病理像（400 倍視野）  

 妊娠 day16 に摘出した胎盤組織の免疫組織化学染色を行った。  

 JL-1 群では、基底脱落膜部に C1q（A）、C3（B)、C4d（C）いずれも染

色部位を強く認めるが、mIgG 群および PBS 群ではいずれの染色とも弱く

認めるのみである。  
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Figure 15. C1q、C3、C4d 染色陽性面積率  

  妊娠 day16 に摘出した胎盤組織の免疫組織化学染色における陽性面積

の割合を算出した。  

C1q、C3、C4d のいずれにおいても JL-1 群での陽性面積率は mIgG 群お

よび PBS 群と比較して高値であった（*p<0.05, one-way ANOVA）。  
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4.4. 考察 

 

 第二章において、妊娠マウスへ抗 C1q モノクローナル抗体を投与する

ことで子宮内において吸収胎仔が高率に出現することを示した。妊娠の判断

は mating 翌日の膣プラグの確認で行ったが、day16 において胎仔が確認され

なかったマウスについては子宮内に吸収胎仔は存在せず、妊娠が成立してい

なかったと考えられた。一方で膣プラグが確認できなかったが数日後に腹部

の診察で妊娠が成立していた例も観察された。膣プラグによる妊娠の判断は

直接的な妊娠の判断方法ではないが抗リン脂質抗体を用いた既報でも同様

に行われている方法(Girardi et al., 2003; Holers et al., 2002)であり、妊娠成立

率は本研究でも実験に耐えうるものであったと考えられた。抗体の投与スケ

ジュールは(de la Torre et al., 2012; Holers et al., 2002; Kawaguchi et al., 2012)の

方法を参考に、投与回数および投与量については検討が必要なため予備実験

1 で検討を行い、投与スケジュールを決定した。胎仔の評価では子宮内発育

不全の検討を念頭においたため、胎仔重量の十分な評価が得られる妊娠日数

を予備実験 2 で検討した。既報での評価日についても本検討の結果もそれら

と合致しており適切であったと考えられた (Girardi et al., 2003)。また、妊娠

維持においてマウスへの過度のストレスによって吸収胎仔が増加すること

が報告されており、本研究において認められた給水プラグの不具合によるケ

ージ内の浸水の影響が生じたマウスについては除いて検討した (Bonney et 

al., 2014)。本検討で用いた抗 C1q モノクローナル抗体は(Trouw et al., 2004)

らの報告でマウスにおいて補体活性化を生じて糸球体腎炎を発症させるこ

とから採用したが、本検討でも妊娠 day16 において胎盤における C4d 免疫

組織染色の所見が示された。C4d は補体における古典的経路の活性化を示す

バイオマーカーであり、C4d が沈着した部位は補体活性化が生じた近位であ

るとされる(Meuleman et al., 2016)。同時に対照群と比較して、血清 C3a 値は

有意に高く、抗 C1q モノクローナル抗体によって古典的補体経路が活性化

されたことが示唆された。また血清 C1q 値の低下あるいは欠損が妊娠にお

いて妊娠高血圧腎症等と関連することが報告されているが (Agostinis et al., 

2016; Sutton et al., 2020)、抗 C1q モノクローナル抗体投与群と対照群との比

較においては統計学的には血清 C1q 値には差は認められなかった。  

次に抗 C1q モノクローナル抗体投与による流産モデルマウスを用いて、

補体経路の遮断による影響を検討した。   



57 

 

 

 

 

 

 

5．第三章 

抗 C1q モノクローナル抗体投与妊娠マウスに

おける補体活性化経路遮断による影響に関す

る検討  
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5.1. 緒言 

 

第二章において抗 C1q モノクローナル抗体を投与したマウスにおいて高

率に吸収胎仔が生じることが明らかとなり、OAPS 患者由来の抗リン脂質抗

体を投与したマウスでの検討の結果(Girardi et al., 2003; Holers et al., 2002)と

同様に古典的補体経路の活性化が観察された。第三章では、古典的補体経路

の活性化が妊娠へ及ぼす影響を検討するため、補体活性化経路の遮断による

抗 C1q モノクローナル抗体投与妊娠マウスへの影響について検討すること

にした。  

補体活性化経路遮断には抗 C5a 受容体抗体を用い、抗 C1q モノクローナ

ル抗体を投与する前に抗 C5a 受容体抗体を投与し、妊娠マウスにおける胎

仔および胎盤に与える影響を検討する。  
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5.2. 方法 

 

5.2.1. 方法 

 

4.2.3.で記載した方法に加えて、妊娠 day8 において、妊娠した雌マウスを

ケージから出し、マウス保定器を用いて固定した状態で、JL-1 あるいは JL-

1 の isotype control の mIgG 投与の 30 分前に、total 100µL の PBS に溶解した

抗 C5a receptor モノクローナル抗体（anti- complement component C5a receptor 

antibody：anti-C5aR）（clone20/70, HM1076, Hycult Biotech）（anti-C5aR 群）あ

るいはその isotype control として rat IgG2b (MAB0061, R&B Systems)（ctrIgG

群）を 500 µg/kg の容量で尾静脈より投与した。投与後にマウス保定器から

マウスをケージに戻し、再度マウス保定器を用いて固定した状態で、total 100 

µL の PBS に溶解した JL-1（HM1096, Hycult Biotech）（JL-1 群）あるいはそ

の isotype control のモノクローナル IgG2b (M077-3, MBL)（mIgG 群）を 500 

µg/kg の容量で尾静脈より投与した。手技は、短時間で行えることおよび麻

酔の妊娠への影響が懸念されるため無麻酔で行った。前投与および妊娠

day8 および day12 の投与内容による 4 群について検討した  

妊娠マウスは、妊娠 day16 において頸椎脱臼による物理的方法によって安

楽死処置を行い、心臓血をすみやかに採取し血清を分離した。  

 

5.2.2. 評価項目および統計学的解析方法 

 

 4.2.3.に記載した内容と同じ方法で、胎仔吸収率（resorption rate）、胎仔

重量、胎盤重量、血清 C3a および C1q 値、胎盤組織における C1q、C3、C4d

の各免疫組織化学染色像を評価項目とした。統計学的解析方法は 4.2.3.5.と

同じ方法で表記し、anti-C5aR を前投与した JL-1 群および ctrIgG を前投与し

た JL-1 群の 2 群間の比較を Student's t-test を用いて行った。すべての p 値は

0.05 未満を統計学的有意とした。統計解析は GraphPad Prism Software 6

（GraphPad, San Diego, California, USA）を用いて行った。  
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5.3. 結果 

5.3.1. 各群における検討対象マウス数  

   

 Mating の翌日に膣プラグの存在を確認したのは、anti-C5aR 群は 15 匹、

ctrIgG 群は 18 匹であった。うち、anti-Ca5R 群で 2 匹、ctrIgG 群で 2 匹は妊

娠 day16 において胎仔が確認できなかった。また妊娠マウスのうち、ctrIgG

群の 1 匹は妊娠中に給水プラグの不具合により飼育ケージが水没したため

高ストレス状態になったと判断し検討から除外した。残る anti-C5aR 群 13 匹

のうち、JL-1 を投与したのは 8 匹（JL-1 群）、mIgG を投与したのは 5 匹

（mIgG 群）、残る ctrIgG 群 15 匹のうち、JL-1 を投与したのは 10 匹（JL-1

群）、mIgG を投与したのは 5 匹（mIgG 群）であった。  

 

5.3.2. 各群における胎仔吸収率、胎仔重量、胎盤重

量、血清 C3a および C1q 値 

   

 anti-C5aR を前投与した JL-1 群および mIgG 群、ctrIgG を前投与した JL-1

群および mIgG 群の 4 群における摘出した子宮、胎仔および胎盤の代表的な

肉眼像を Figure 16 (A) に示す。吸収胎仔は黒色の凝血塊様に認められた。  

 4 群における胎仔吸収率を Figure 16 (B) に示す。胎仔吸収率（平均 ± SD）

は、anti-C5aR を前投与した JL-1 群において 0.18 ± 0.11、ctrIgG を前投与し

た JL-1 群において 0.40 ± 0.18 であり、2 群間で有意な差を認め、anti-C5aR

の前投与群で胎仔吸収率の低下を認めた（p<0.05、Student's t-test）。同様に、

anti-C5 を前投与した mIgG 群において 0.16 ± 0.10、ctrIgG を前投与した mIgG

群において 0.11 ± 0.06 であった。  

 4 群における胎仔重量を Figure 16 (C) に示す。胎仔重量（平均 ± SD）は、

anti-C5aR を前投与した JL-1 群において 393 ± 52.5 mg（N=54）、ctrIgG を前

投与した JL-1 群において 342 ± 62.3 mg（N=52）であり、2 群間で有意な差

を認め、anti-C5aR の前投与群で胎仔重量の増加を認めた（p<0.001、Student's 

t-test）。同様に、anti-C5を前投与した mIgG群において 394 ± 91.9 mg（N=34）、
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ctrIgG を前投与した mIgG 群において 419 ± 71.3 mg（N=31）であった。  

 4 群における胎盤重量を Figure 16 (D) に示す。胎盤重量（平均 ± SD）は、

anti-C5aR を前投与した JL-1 群において 149 ± 17.4 mg（N=54）、ctrIgG を前

投与した JL-1 群において 137 ± 24.4 mg（N=52）であり、2 群間で有意な差

を認め、anti-C5aR の前投与群で胎盤重量の増加を認めた（p<0.05、Student's 

t-test）。同様に、anti-C5aRを前投与したmIgG群において 156 ± 30.0 mg（N=34）、

ctrIgG を前投与した mIgG 群において 162 ± 23.7 mg（N=31）であった。  

 4 群における血清 C3a 値を Figure 16 (E) に示す。血清 C3a 値（平均 ± SD）

は、anti-C5aR を前投与した JL-1 群において 1072 ± 330 ng/mL、ctrIgG を前

投与した JL-1 群において 1434 ± 423 ng/mL であり、2 群間で有意な差を認

め、anti-C5aR の前投与群で血清 C3a 値は低値であった（p<0.05、Student's t-

test）。同様に、anti-C5aR を前投与した mIgG 群において 1146 ± 278 ng/mL、

ctrIgG を前投与した mIgG 群において 1012 ± 255 ng/mL であった。  

 最後に、4 群における血清 C1q 値を Figure 16 (F) に示す。血清 C1q 値（平

均 ± SD）は、anti-C5aR を前投与した JL-1 群において 159 ± 58.4 µg/mL、

ctrIgG を前投与した JL-1 群において 153 ± 39.0 µg/mL であり、2 群間で有意

な差は認められなかった（p=0.79、Student's t-test）。同様に、anti-C5aR を前

投与した mIgG 群において 121 ± 25.1 µg/mL、ctrIgG を前投与した mIgG 群

において 116 ± 16.8 µg/mL であった。  
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Figure 16（A）. anti-C5aR または ctrIgG の前投与を行った JL-1 群および

mIgG 群の各群における摘出した子宮の肉眼像  

 妊娠 day16 に摘出した子宮において吸収胎仔は黒色の凝血塊様に認めら

れた。生存胎仔および吸収胎仔を合計した全胎仔にしめる吸収胎仔の割合

（resorption rate）を算出した。  

*吸収胎仔  
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Figure 16（B-F）. anti-C5aR (anti-C5aR + )または ctrIgG (anti-C5aR - ) の前

投与を行った JL-1 群(JL-1 + ) および mIgG 群 (JL-1 - ) の各群における胎

仔吸収率、胎仔重量、胎盤重量、血清 C3a 値および血清 C1q 値  

 妊娠マウスの妊娠 day16 における胎仔、胎盤、血清を用いて評価した。  

anti-C5aR を前投与した JL-1 群（anti-C5aR + JL-1 + ）と ctrIgG を前投与

した JL-1 群（anti-C5aR - JL-1 + ）との比較において、胎仔吸収率（B）は

anti-C5aR の前投与群で低下を認め（p<0.05、Student's t-test）、胎仔重量（C）

では anti-C5aR の前投与群で増加を認め（p<0.001、Student's t-test）、胎盤重

量（D）では anti-C5aR の前投与群で増加を認め（p<0.05、Student's t-test）、

血清 C3a（E）では anti-C5aR の前投与群で低下を認めた（p<0.001、Student's 

t-test）が、血清 C1q 値では有意な差は認められなかった。  

***p<0.001、*p<0.05、Student's t-test 
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5.3.3. 免疫組織化学染色 

   

 anti-C5aR を前投与した JL-1 群と ctrIgG を前投与した JL-1 群とにおける

C1q、C3、C4d の免疫組織化学染色の代表的な病理像（400 倍視野）を Figure 

17 に示す。  

ctrIgG を前投与した JL-1 群では、基底脱落膜部に C1q、C3、C4d のいず

れも染色部位を強く認めたが、anti-C5aR を前投与した JL-1 群においてはい

ずれの染色とも弱く認めるのみであった。  
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Figure 17. anti-C5aR あるいは ctrIgG を前投与した JL-1 群における免疫組織

化学染色像（400 倍視野）  

 妊娠 day16 に摘出した胎盤組織の免疫組織化学染色を行った。  

Anti-C5aR の前投与した JL-1 群（上段）では ctrIgG を前投与した JL-1 群

（下段）と比較して、C1q（A、D）、C3（B、E）および C4d（C、F）のい

ずれとも染色像が弱く観察された。  
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5.4. 考察 

  

第三章において、anti-C5aR の前投与によって抗 C1q モノクローナル抗体

を投与した妊娠マウスで認められた高率な胎仔吸収が緩和されることを示

した。また胎仔重量の低値、胎盤重量の低値および血清 C3a 値高値のいずれ

も緩和され、胎盤組織における免疫組織化学染色では C4d 沈着も弱く観察

された。  

補体 C5a は、不育症に含まれる産科的抗リン脂質抗体症候群モデルマウ

スおよび子宮内発育不全において中心的な役割を担っていると報告されて

おり(Denny et al., 2015; Girardi et al., 2003)、C5a 受容体を介して好中球の動

員、脱落膜における TNF-α 等の炎症性サイトカインの放出の結果、胎児へ

障害を与えるとされる(Girardi et al., 2003b)。本研究での anti-C5aR 前投与に

よる対照群との比較において、胎仔吸収率、血清 C3a および胎盤における免

疫組織化学染色の所見の変化が観察されたことは、C5aR 阻害効果が抗 C1q

モノクローナル抗体による病原性を緩和できるものと推測される。しかしな

がら、本研究では抗 C1q モノクローナル抗体が妊娠マウスへ影響を及ぼす

分子生物学的な検討はできておらず、病原性のメカニズムの解明にはさらな

る検討が必要であると考えらえれた。  
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6. 考察 

 

妊娠において、胎児と母子間の免疫寛容の成立は妊娠の成立および維持

において重要であり(Ghaebi et al., 2017)、感染症、自己免疫疾患などの炎症

を惹起する病因によってこの免疫寛容に破綻が生じうる。通常胎児-母子間

の免疫寛容は主に制御性 T 細胞によって調整されているが(Heitmann et al., 

2016; Inada et al., 2013; Saito et al., 2016; Zhao et al., 2007)、炎症性サイトカイ

ン、過度の補体活性化などによる炎症によって、末梢血および胎盤組織にお

ける制御性 T 細胞および Th17 細胞（T helper 17 cell）のバランスが Th17 優

位となり、胎盤組織における免疫寛容の破綻、ひいては流産を引き起こす原

因の１つとなるとされる(Lee et al., 2011; Wang et al., 2010; Wu et al., 2016)。  

胎盤組織における補体蛋白は、古典的な自然免疫における initiator とし

ての役割のみならず、C1q、C3 などの補体活性化経路の早期に関連する補体

蛋白は胎盤における胎盤機能維持に重要な役割を担っていることが明らか

となった(Chighizola et al., 2020)。すなわち C1q はヒト胎盤組織において、不

育症、妊娠高血圧症候群などの妊娠合併症のみならず正常妊娠においても広

く沈着し、母子間の感染制御などの役割を担っている。また不育症、妊娠高

血圧症候群の患者においては補体活性化が認められ(Sugiura-Ogasawara et al., 

2006)、特に抗リン脂質抗体症候群における多くの検討から補体活性化が病

態に関わることが明らかとなった。一方で抗リン脂質抗体症候群などの原因

が特定されない不育症患者においても補体活性化が認められ、その病因につ

いては明らかになっていない。  

本研究の第一章において、原因不明の不育症患者では抗 C1q 抗体が高率

に、かつ高力価に認められた。同様に不育症の１つである産科的抗リン脂質

抗体症候群患者においても同様の結果であり、既報と同様の結果であった

(Oku et al., 2016)。一方、経時的な抗体価の変化について評価できていない

点、限られた施設での検討である点などは本研究の限界である。抗 C1q 抗

体が不育症の原因の１つであることを明らかにするには今後の多施設での

縦断的な前向き研究での検討が必要である。第二章では、妊娠マウスの実験

において抗 C1q モノクローナル抗体の投与により高率に胎仔死亡、子宮内

胎仔発育不全が認められ、血清および胎盤病理において補体活性化を確認し、

抗 C1q 抗体が不育症における新たな病因の 1 つであることが示唆された。

抗 C1q 抗体が胎盤組織あるいは重要臓器を含めた全身においてどのように
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作用して病原性を発揮するか細胞分子学的なメカニズムあるいは免疫寛容

に関わる免疫担当細胞への影響等に関する検討については今後の課題とし

たい。また、妊娠マウスの検討での抗 C1q 抗体の投与スケジュールは妊娠

前あるいは妊娠初期における抗 C1q 抗体の影響を検討できておらず、この

点についても今後の検討課題と考えられた。  

最後に第三章において、抗 C5aR 抗体によって補体活性化経路を阻害す

ることでこれら妊娠合併症を緩和できることを示した結果は、今後未だ特異

的治療のない不育症患者において、抗補体治療が新規治療となりうる患者群

が存在する可能性が示唆された点は本研究で得られた成果と考えられた。  
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7. 結論 

 

⚫ 抗 C1q 抗体は、原因不明の不育症患者において健常者と比較し有意に高

頻度かつ高力価であった。  

⚫ OAPS 患者において、抗 C1q 抗体は健常者と比較し有意に高頻度かつ高

力価であった。  

⚫ 妊娠マウスへのマウス抗 C1q モノクローナル抗体（JL-1）投与（JL-1 投

与群）によって、胎仔吸収はコントロール群の比較し高率に認められた。 

⚫ JL-1 投与群では、胎仔重量、胎盤重量はコントロール群と比較し有意に

低値であった。  

⚫ JL-1 投与群では、コントロール群と比較し血清 C3a 値は有意に高く、胎

盤組織において C1q、C3、C4d の広範な沈着を認めた。  

⚫ 抗 C5aR 抗体の前投与により、胎仔吸収率、胎仔低重量、胎盤低重量、

血清 C3a 値は有意に改善した。  

 

本研究では，まず原因不明の不育症患者の血漿を用いて抗 C1q 抗体が高

率に、かつ高力価に認められることを示した。不育症の原因の１つである

OAPS 患者においても同様の結果であった。次に妊娠マウスを用いた実験に

おいて、抗 C1q モノクローナル抗体が胎仔吸収率および胎仔体重に影響を

与え、血清中、胎盤組織において補体活性化を来すことを示し、新たな流産

モデルマウスを確立した。続いてこの妊娠モデルマウスにおいて抗 C5aR 抗

体により補体活性化経路を遮断することで上記所見が緩和されることを示

した。これらの検討から、抗 C1q 抗体は原因不明の不育症において新たな

病因の１つである可能性を見いだし、補体活性化経路の遮断が流産予防治療

となりうることを示した。  

今後の課題として本研究では検討できなかった抗 C1q 抗体の妊娠中の力

価の推移ならびに妊娠前に存在する抗 C1q 抗体の妊娠に与える影響につい

て検討し研究を発展することができると考えられる。さらに、この病態メカ

ニズムと自己抗体の発現機序などを研究することで、未だ特異的治療のない

不育症患者の中から本研究に合致する患者群を同定し、特異的治療の確立を

目指す研究進展を行うことが重要な課題であると考えられた。  
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