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研究成果の概要（和文）：早産・切迫早産の原因として免疫・炎症反応が関係していることは既知の事実であ
る。今回、CRPとインターロイキン6に関連する遺伝子と早産・切迫早産の関連性について検討を行った。正常妊
婦と切迫早産妊婦においてSNP（一塩基多型）の解析を行ったところ、小集団の検討ではあるが、CRPのSNPであ
るrs1800947の変異型アレルGが切迫早産群において有意に頻度が高いことが判明した。この遺伝子多型を活用し
て、新しい妊娠管理のプロトコールを作成し、前方視的な臨床研究へと発展させるべく、検討を継続している。

研究成果の概要（英文）：It has already been known that one of pathogenesis of premature labor and 
delivery is associated with inflammatory and immunity reaction. We performed genetic examination to 
elucidate the association of premature labor and SNP of inflammatory markers. Utilizing SNP 
analysis, we compared SNP of normal pregnant women and threatened premature women. Although this 
study scale is small, the rate of variant G allele of CRP associated SNP (rs1800947) is higher in 
threatened premature group than in control group. We have developed these results to prospective 
clinical study of new protocol of pregnant management based on SNP analysis.

研究分野： 産婦人科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
 早産は全妊婦の約5％に発症し、未熟性による合併症・後遺症は早産児の予後に大きく影響する。切迫早産、早
産の病態に炎症・免疫反応が寄与していることは既知の事実である。今回の研究の目的は、早産・切迫早産に関
連する遺伝子変異を明らかにすることである。炎症・免疫反応に関連するSNP（一塩基多型）として、CRPとIL-6
のSNPに着目し、切迫早産群と正常妊娠群の比較を行ったところ、CRPのSNPであるrs1800947の変異型が切迫早産
群において有意に頻度が高いことが判明した。この遺伝子多型を活用して、新しい妊娠管理を行うことにより、
社会全体の早産児の合併症・後遺症を減少・軽減させることを目指している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
上行性の細菌感染により妊娠子宮の

頸管に細菌感染が成立し、局所の炎症
反応が増悪すると、子宮頸管の熟化が
進む。さらに絨毛羊膜炎に波及し、増
悪すると、陣痛が開始し、早産に至る
（図1）。絨毛羊膜炎の特異的な診断マ
ーカーとして、申請者らは羊水中の好
中球エラスターゼ、IL-6の関連性につ
いて明らかにしている（Miura H, Sato 
A, et al. Eur J Obstet Gynecol Reprod 
Biol 2011）。一方、早産が進行する徴
候の一つである子宮頸管の熟化におい
て、子宮頸管内のヒアルロン酸が増加
し、その際、HAS3の発現が亢進するこ
とを確認している。 
CRPに関しては、細菌感染による炎症反応により急激に血中に増加し、広範な免疫ネット

ワークの刺激による産生機序と生理機能が解明されている。その免疫機序の中で、CRPは局
所の炎症部位への沈着により非特異的免疫の役割を果たしていると考えられている。 
近年、CRP 遺伝子多型と悪性腫瘍、細菌感染による炎症との関連性が明らかになってき

ている。申請者らは CRP 遺伝子多型が子宮体部の類内膜癌におけるリンパ節転移に有意に
関連していることを明らかにした（Kito M, Sato A et al. Tohoku J Exp Med 2015)。ま
た、細菌感染による死亡率（Eklund C et al. Scand J Infect Dis 2006）、新生児の早発
細菌感染（A Nasr et al. BMC Immunology 2013）、黄色ブドウ球菌の深部感染（T Molkanen 
et al. Eur J Clin Microbiol Infect Dis 2010）が CRP 遺伝子多型と高い相関にあること
が報告されている。これらの報告から、CRP の非特異的な免疫機序の関与により、CRP 遺伝
子多型は細菌感染による絨毛羊膜炎と高い関連性があることが想定される。 
さらに、IL-6 は、マクロファージ、線維芽細胞などから産生される生体の感染防御機構

として重要な因子のひとつである。切迫早産症例における羊水中の IL-6 が早産予後および
羊水感染のマーカーとして有用であり (El-Bastawissi AY et al. Obstet Gynecol 2000)、
また、IL-6 の遺伝子多型は自然早産のリスク因子の一つであることが報告されている
( Menon R et al. AJOG 2006)。IL-6 は羊膜および脱落膜でのプロスタグランディン産生
を促進することで、早産に関連すると考えられる。IL-6 のもう一つの働きとして主に肝臓
での CRP 産生を促進することで、細菌・真菌の膜上の多糖体やレシチンなどと結合し、補
体古典的経路を活性化し、マクロファージの貪食亢進を介して、局所の感染防御に役立っ
ていると考えられる。最近、CRP 血清濃度とヒトゲノム全体に分布する約 220 万個の一塩
基多型(SNP)との関連について、大規模なゲノムワイド関連解析が行われた。その結果、IL-6
の遺伝子多型が CRP の血清濃度と関連することが報告された(Okada Y et al. Hum Mol Genet 
2011)。 
早産における頸管熟化は、コラーゲン分解による頸管の軟化と、ヒアルロン酸の増加に

よる頸管の構造・容積変化により、劇的に細胞外マトリックスが変化して頸管細胞間隙を
軟化・離開することである（Straach et al. Glycobiology 2005）。申請者らは、ヒト子宮
頸部を用いて頸管熟化について多くの研究をしてきた。これまでの研究により、分娩時の
ヒト子宮頸部組織にはヒアルロン酸に加えて、ヒアルロン酸合成酵素（HAS）の局在と mRNA
の発現が亢進していることが分かっている。切迫早産症例の子宮頸部 HA も増加しているこ
とから、HAS は切迫早産にも関連していると考えられている。当教室の細谷らは、ヒト頸
管由来培養線維芽細胞に IL-1β、IL-6、IL-8 を添加することで、HAS3 の発現が亢進する
ことを確認しており、局所の炎症が HAS を介した頸管熟化を誘導し、切迫早産の原因とな
っていることが考えられる。 
以上の知見により、早産の免疫学的な病態が CRP、IL-6 の遺伝子多型により異なってい

ること、早産における細菌感染による炎症で惹起される免疫機序において、CRP および IL-6
が局所的に子宮頸管熟化に関与していることが想定される。 
 
２．研究の目的 
近年、細菌感染、悪性腫瘍などの炎症反応と関連する疾患と CRP 遺伝子多型の関連性が

注目されている。一方、IL-6 の promotor 領域の遺伝子多型が CRP 産生に関与していると
の報告がある。我々は切迫早産における羊水中の IL-6、好中球エラスターゼなどの絨毛羊
膜炎の炎症マーカーの有用性を明らかにし、早産の子宮頸管熟化の機序にヒアルロン酸合
成酵素（HAS）が関与していることを解明した。これらの成果を踏まえると、多彩な免疫ネ
ットワークの中で CRP、IL-6 遺伝子多型が絨毛羊膜炎の早産の発症機序に大きく関わって
いることが想定される。本研究では、CRP および IL-6 遺伝子多型と絨毛羊膜炎による早産
との関連性を明らかにする。さらに遺伝子多型に基づいた妊婦健診プロトコールを作成し、
新しい早産管理の前方視的な検証へと発展させたい。 



 
３．研究の方法 
CRP および IL-6 遺伝子多型と絨毛羊膜炎による早産の関連性を明らかにし、より精度の

高い早産のリスク評価方法を確立する。以下の 3点から研究計画する。 
正常妊娠例および切迫早産例のCRPおよびCRPに関連するIL-6promotor領域の遺伝子多

型を型分類し、各種炎症マーカーおよび周産期予後の統計的解析を行う。さらに摘出した
子宮の頸管組織から培養した線維芽細胞を用いて、IL-6、HA の産生量、IL-6R、HASmRNA
の発現量を定量化し、RecombinantCRP の添加実験と比較して、CRP および IL-6 遺伝子多型
と頸管熟化との関連性を明らかにする。得られた臨床的および基礎実験的な解析に基づい
て、CRP および IL-6 遺伝子多型による感染性早産の予防に特化した妊婦健診のプロトコー
ルを作成し、前方視的検証を行う。 
 
（1）正常妊娠例、切迫早産例におけるCRPおよびIL-6遺伝子のSNPsの解析と各種炎症マー
カー、周産期予後との関連性の解明 
正常妊娠例は妊娠初期に、切迫早産例は紹介または母体搬送された時点で、本研究の概

要を説明し、文書で同意を得る。被験者より末梢血液を採取する。同検体より Buffy coat
を抽出し、-80℃に凍結保存した。DNA 抽出（QIAamp DNA Mini kit, Qiagen）を行い、CRP
遺伝子の SNPs（rs2794521、rs3091244、rs1800947、rs1130864、rs1205、rs3093075）と
CRPに関連するIL-6遺伝子のSNPs（rs2097677）解析をキャピラリー・シーケンス（ABI PRISM 
3130xl Genetic Analyzer,Applied Biosystems） により行った。これらの行程において、
DNA 抽出、プライマー、プローブの作成、キャピラリー・シーケンスは株式会社ベックス
へ受託した。 
正常妊娠例においては、妊娠初期は4週間毎、妊

娠24週以降は2週間毎、妊娠35週以降は1週間毎に
妊婦健診を行った。炎症マーカー（WBC、CRP、IL-6）
は妊娠初期、妊娠中期から後期前半、妊娠後期の
計3 回妊婦健診の際に測定した。妊娠中期から後
期前半に子宮頸管粘液中の好中球エラスターゼ、
癌胎児性フィブロネクチンを測定した。切迫早産
症例においては、発症時と2週間毎に各種炎症マー
カーを測定した。 
分娩に至った際は、周産期予後（分娩方法、分

娩時妊娠週数、出生体重、性別、出生時のApgar 
Score、臍帯血動脈血液ガス分析、NICU管理の有無、
人工呼吸管理期間、NICU入院期間、周産期死亡率、
胎盤病理検査所見）の統計的な解析を行い、CRP
およびIL-6遺伝子多型と絨毛羊膜炎による早産の
関連性を検討した。 
CRP、IL-6遺伝子多型の検討において有意な結果

が得られなかった場合には、すでに欧米の女性を
対象とした早産との関連性が報告されているTNF-
α、IL-6、IL-6receptorのSNPsの型分類を追加し、
統計的な解析を行って、日本と欧米との早産に関
連する遺伝子多型の人種的な差異の検討を行う。 
（2）CRP および IL-6 遺伝子多型と IL-6R、HAS
を介した頸管熟化の影響に関する in vitro の検討 

研究対象：閉経前の女性で、当院で子宮頸部以外の良性疾患で単純子宮全摘された
症例。そのうち、早産既往のないもの 10症例、早産既往のあるもの 10症例を目標と
した。 

① 血液検査による CRP および IL-6 遺伝子多型の判定 

術前に末梢血液を採取し、CRP、 IL-6 遺伝子の SNP 解析を行う。 

② ヒト子宮頸管由来線維芽細胞の培養 

患者の同意を得て手術時採取した子宮頸管組織片を小片化し、0.25％トリプシン液
（DIFCO）を加え、37℃、2時間撹拌後、その上清を遠心、10％牛胎仔血清を加えた DMEM
（Nissui Pharmaceutical）培養液を加え、37℃、5％CO2 下に静置培養する。 

③ CRP および IL-6 遺伝子多型の違いによる頸管由来線維芽細胞の IL-6、HA の産生量
および IL-6R、HASｍRNA の発現量の検討 

CRP、IL-6 遺伝子多型の組み合わせによる IL-6 産生量の違いを検討する。得られた
線維芽細胞の培地に LPS を添加し、IL-6 産生を誘導し、培養液中の IL-6 を測定する。
測定には IL-6 Human, ELISA Kit, QuantiGlo, 2nd Generation を使用する。次に CRP



および IL-6 遺伝子多型の組合せによる、HA 産生量、IL-6R、HASｍRNA の発現量の違い
を検討する。継時的に時間培養した頸管由来線維芽細胞を回収し、QIAGEN RNeasy FFPE 
kit にて RNA を抽出し、realtimePCR にて IL-6R、HAS mRNA を定量する。又、各々の培
養液中の HA 濃度を HA binding protein を用いた sandwich binding protein assay 法
により定量する。 

④ CRP が頸管由来線維芽細胞の IL-6、HA 産生量および IL-6R、HASｍRNA に影響する
かの検討 

2-2 の実験系の培地に Recombinant CRP を濃度別に添加し、培養した頸管由来線維
芽細胞を継時的に回収し、2-2 と同様の方法で IL-6R、HAS mRNA 定量と、培養液中の
IL-6、HA の定量を行う。 

（3）CRP遺伝子多型およびCRPに関連するIL-6遺伝子多型に基づく新しい妊婦管理、早産管
理システムの構築 
前述の（1）、（2）で得られたCRP、IL-6遺伝子多型の分布と各種炎症マーカーのデータ

解析に基づいた早産予防のプロトコールを作成する。 
妊娠初期の妊婦に本研究の概要を説明し、文書で同意を得る。被験者より末梢血液を採取
して CRP、IL-6 遺伝子多型を解析する。CRP、IL-6 遺伝子多型による早産のリスク評価を
行い、ハイリスク群に対しては、妊
娠初期から、患者・家族への保健指
導、上行性感染予防の処置、既知の
早産マーカーの測定、予防的陣痛抑
制剤投与などを行う。各種炎症マー
カーを定期的に測定する。早産・切
迫早産の予防における CRP、IL-6 遺
伝子多型の有用性を検討することを
目的とした前方視的な臨床研究へ進
展させる。 
 
４．研究成果 
（1）前方視的な観察研究とケースコントロール研究を並行して症例を集積した。CRP の SNP
解析は rs1800947、rs3091244、rs2794521、rs3093059、CRP に関連した IL-6 の SNP 解析は
rs2097677、rs1800795 に着目した。リアルタイム PCR による SNP 解析の結果について、研
究対象全体59例の主成分分析を行ったところ、切迫早産とrs1800947の変異型に関連性（主
成分 2、寄与度 11.1％）があることが明らかになった。また、CRP 血中濃度、rs3091244、
rs3093059 の変異型に関連性（主成分 1、寄与度 13.7％）が認められ、従来の報告と一致
する結果であった。なお、CRP に関連した IL-6 の SNP である rs180795 については本研究
の対象全例の遺伝子型が野生型 G/G であったため、統計的解析から除外した。 
ケースコントロール研究において、正常妊娠群 28例と切迫早産群 31 例の二群を比較す

ると、臨床的な背景、血清 CRP 濃度、WBC、子宮頚管粘液中エラスターゼ、ヒト癌胎児性フ
ィブロネクチンにおいて有意差を認めなかったが、Genetic model と総アレル量の解析に
おいて rs1800947 の変異型アレル Gが切迫早産群で有意（p＝0.02）に頻度が高いことが判
明した。 
 前方視的観察研究では、2 年半の研究期間の対象 37 例中切迫早産の発症は 9 例だった。
正常妊娠群と切迫早産群の二群間の比較では、臨床的な背景に有意差はなかった。妊娠初
期、中期、後期の各妊娠期間における血清 CRP 濃度、WBC、IL-6 は各々有意差を認めなか
った。また、子宮頚管粘液中エラスターゼ、ヒト癌胎児性フィブロネクチンに有意差を認
めなかった。Genetic model と総アレル量の解析においては、ケースコントロール研究の
解析と同様に rs1800947 の変異型アレル Gが切迫早産群で有意（p＝0.01）に頻度が高いこ
とが判明した。IL-6 系の SNP（rs2097677、rs1800795）と切迫早産との関連性に関しては
本研究の臨床データからは優位な結果は得られなかった。 
（2）本研究で判明した切迫早産との関連性がある CRP の SNP（rs1800947）についての

ヒト子宮頸管由来線維芽細胞の培養に関する実験に関しては、子宮摘出術を予定し、か
つ rs1800947 の変異型（G/C 型、G/G 型）を有していて、本研究への参加を同意する症例
に研究期間中に遭遇することができなかったため、細胞培養の実験系を確立するに至らな
かった。 
（3）小集団の検討ではあるが、rs1800947SNP は切迫早産の予測マーカーとして有用な

指標となる可能性が考えられた。これらの結果を踏まえて、切迫早産のリスク評価として
SNP 解析を取り入れた新しい妊婦健診のプロトコールを作成した。妊娠初期に遺伝カウン
セリングを行い、同意が得られた妊婦において rs1800947 の SNP 解析を行う。変異 G allele
を有する場合は、頻回の切迫早産の評価と早期に医療介入を行う。さらに周産期予後、費
用対効果などを含めた新しい早産管理の前方視的な検証へと発展させるべく検討を継続し
ている。 
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