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研究成果の概要（和文）： 
 臍帯血中の Tau 蛋白・S-100B・8OHdG・8-isoprostane・MMP-9 は、脳室周囲白質軟化症児と
対照児との間に有意差を認めなかった。臍帯血リンパ球の全 mRNA の発現パターンを脳室周囲白
質軟化症児と対照児との間で比較したところ、15 遺伝子の発現が脳室周囲白質軟化症児で有意
に増加し、そのうち 5つはリボゾーム蛋白を、他の 1つは翻訳伸長因子をコードしていた。脳
室周囲白質軟化症児においてはリンパ球の活性化が起きている可能性が示唆された。胎児発育
不全ラットと対照ラットとについて大脳の全 RNA の発現パターンを比較したところ、胎児発育
不全ラットで発現が低下している遺伝子が 73 個、亢進している遺伝子が 55 個同定された。胎
児発育不全モデルラットにおける母獣ドコサヘキサエン酸投与の効果では、ドコサヘキサエン
酸強化群で通常飼料群に比べて仔の大脳のドコサヘキサエン酸が有意に高値であった。母獣ド
コサヘキサエン酸投与により仔の脳のドコサヘキサエン酸増加をもたらすことが示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
  There were no significant differences in the cord blood levels of Tau protein, S-100B, 
8OHdG, or MMP-9 between the preterm infants with and without periventricular leukomalacia. 
We examined the difference in mRNA expression in umbilical cord blood according to the 
presence or absence of periventricular leukomalacia. Five of the 15 up-regulated genes 
are coding ribosomal proteins, and another encodes a translation elongation factor. This 
may indicate an activation of lymphocytes during the fetal period. We examined the 
difference in mRNA expression in the cerebrum between fetal growth retardation model rats 
and control ones. Seventy-three genes were up-regulated in fetal growth retardation model 
rats, and 55 were down-regulated. We evaluated the effect of maternal docosahexaenoic 
acid-enriched diet on the brain of fetal growth retardation model rats. The percentage 
of docosahexaenoic acid was higher in the docosahexaenoic acid-enriched group than in 
the control group.  
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１．研究開始当初の背景 

周産期医療の進歩に伴い早産児の生存率
は大きく改善した。しかし、生存した児の神
経学的後障害は稀でないことが明らかにな
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った。早産児の神経学的後障害の原因として
脳室周囲白質軟化症を始めとする種々の脳
障害が知られており、現在まで多くの研究が
なされてきたが、その原因や病態は十分に明
らかになっていない。早産児の神経学的予後
の改善は新生児医療の最重要課題であり、そ
の発症原因や病態の解明は急務である。 

我々は、新生児脳波を用いて新生児脳障害
の病態を研究してきた。その結果、後に神経
学的後障害を認める児では、胎児心拍曲線の
基線変動増加が高率であり、出生後早期から
強い脳波異常を認めることが明らかになっ
た。また、後に脳室周囲白質軟化症を発症す
る児では人工換気が必要な割合が高く、出生
後早期に一過性の腎障害を認めることを明
らかにした。さらに近年、絨毛膜羊膜炎によ
る子宮内での炎症性サイトカインなどに対
する曝露や酸化ストレスが、神経学的後障害
と関連することが報告されている。また、胎
盤の病理変化と神経学的後障害との関連も
報告されている。 

また、超低出生体重児の生存率が著しく改
善するにつれ、生存した超低出生体重児にお
いて神経学的後障害がより高率であること
が問題になってきた。そのなかで、胎児発育
不全を認めた児の神経学的予後がより不良
であり、このような児における脳障害の病態
解明が特に重要になってきた。胎児発育不全
の主たる要因である妊娠高血圧症では、胎児
胎盤系への血流不足が関与し、胎児は低栄養
状態であることが知られている。このような
状態が胎児の中枢神経系に与える影響を解
析することは、胎児発育不全児の予後を改善
する介入法を明らかにするために必要であ
る。また、胎児発育不全に介入するには、出
生前から介入する方法を開発する必要があ
ると推測される。 

このように、早産児の脳障害には母体と胎
児を結び付けている胎児胎盤系の変化が密
接に関連していることが推測される。我々は
早産児の脳障害の病態を明らかにし、それに
対する介入法を解明するためには、胎児胎盤
系の多角的な解析をすることが不可欠であ
ると判断し、今回の研究を計画した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、以下の 2つのトピックを明ら
かにすることを目的とした。 
 
(1) 脳室周囲白質軟化症における胎児・胎盤
系の解析 

脳室周囲白質軟化症の病態を解明するた
めに、臍帯血マーカーの解析、臍帯血・胎盤
の RNA 発現解析を行う。脳室周囲白質軟化症
と密接に関連する臍帯血マーカーは、現在ま
で明らかになっていない。今回の研究では、
臍帯血中の酸化ストレスマーカー（8OHdG な

ど）・脳障害マーカー（Tau 蛋白など）・血管
内皮障害マーカー（MMP-9 など）といった新
しいマーカーを測定し、神経学的後障害との
関係を検討してその意義を明らかにする。ま
た、臍帯血における RNA の発現をマイクロア
レイを用いて網羅的に解析し神経学的後障
害との関係を検討することで、予測外の変化
を検索し現在知られていない新しいマーカ
ーの探索を行う。 
 
(2) 胎児発育不全における中枢神経障害の
解析と母体不飽和脂肪酸補充の効果 
 ヒトにおける重症妊娠高血圧症に類似し
た病態をもつ合成トロンボキサン A2 投与に
よる胎児発育不全ラットを作成し、解析を行
う。胎児発育不全ラットおよび対照ラットに
おいて、生後早期に大脳を取り出して大脳に
おける RNAの発現をマイクロアレイを用いて
網羅的に解析する。また、脳組織の発生に重
要な不飽和脂肪酸であるドコサヘキサエン
酸を母獣に投与し、出生した胎児発育不全ラ
ットの脳における脂肪酸組成を解析して母
体不飽和脂肪酸解析の効果を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 脳室周囲白質軟化症における臍帯血マ
ーカーの探索 
対象は、在胎週数 32 週以下の早産児の臍

帯血とする。多発奇形や水頭症などの中枢神
経系の形成異常を認めた症例は除外する。ま
た、脳波や頭部エコー・MRI などの結果から、
明らかな出生後の脳侵襲による脳障害を受
けたと判断された症例も除外する。 
児が出生した後、直ちに臍帯血を採取して

血清を分離し、凍結保存する。以下の項目に
ついて測定を行い、脳室周囲白質軟化症を発
症した児としなかった児との間で比較する。 
 脳障害マーカー：Tau 蛋白・S-100B 
 酸化ストレスマーカー： 

8OHdG・8-isoprostane 
血管内皮障害マーカー：MMP-9 

 
(2) 脳室周囲白質軟化症児の臍帯血の RNA発
現解析 
対象は在胎週数 32 週以下の早産児の臍帯

血とする。多発奇形や水頭症などの中枢神経
系の形成異常を認めた症例は除外する。 
児が出生した後、直ちに臍帯血を採取する。

採取した臍帯血の RNA を QIAGEN 社製
TissueProtect Tubes を用いて安定化させた
のち、ランダムな符号を付与して解析担当者
に送付する。Agilent 社製オリゴ DNA マイク
ロアレイを用い、同社のプロトコールに従っ
て解析する。 
出生した児については経時的な脳波検査

を行い、脳障害の有無およびその受傷時期を
決定する。出生までの脳侵襲によると推定さ



 

 

れた脳室周囲白質軟化症の児と、退院までの
経時的な脳波・頭部エコー・頭部 MRI の全て
に異常を認めなかった対照児との間で、臍帯
血 RNA の発現を比較する。 
 
(3) 胎児発育不全モデルラットの脳 RNA発現
解析 

妊娠 SD 系ラットの母獣の腹腔内に妊娠 13
日目に浸透圧ポンプを埋め込み、合成トロン
ボキサンA2が20ng/時で持続投与されるよう
に設定して胎仔に胎児発育不全を誘導する。
経膣分娩として、新生仔期は母獣に哺育させ
る。出生翌日に仔ラットから大脳を取り出し、
QIAGEN 社の RNA later を用いて安定化させる。
Agilent 社製オリゴ DNA マイクロアレイを用
い、同社のプロトコールに従って解析する。
生理食塩水を入れた浸透圧ポンプを埋め込
んだ対照ラットと胎児発育不全ラットとの
間で大脳における RNA の発現を比較する。 
 
(4) 胎児発育不全モデルラットにおける母
獣ドコサヘキサエン酸投与の効果 
 胎児発育不全ラットを作成する方法は 3) 
と同様である。胎児発育不全モデルラットの
母獣に対し脂肪酸組成の異なる 2種類の飼料
を与えた。通常群はドコサヘキサエン酸を含
まない通常の soy diet をドコサヘキサエン
酸強化群は 1kg 当たり 5.8g のドコサヘキサ
エン酸を含む特殊飼料を与えた。特殊飼料は
胎齢 7日から分娩まで与えた。出生後は両群
とも通常の soy diet で飼育した。日齢 1お
よび 7に仔ラットから脳全体を取り出し、
Bligh and Dyer の方法によって全脂肪を抽出
した。Sep-Pak silica column（Waters 社）
を用いてリン脂質分画を抽出し、ガスクロマ
トグラフィーにて各脂肪酸を定量した。通常
飼料群とドコサヘキサエン酸強化群との間
で、脳の脂肪酸分画を比較した。 
 
４．研究成果 
(1) 脳室周囲白質軟化症における臍帯血マ
ーカーの探索 

脳波検査の結果などから、出生時までに受
傷と判断した脳室周囲白質軟化症児 5 例と、
対照早産児 15 例とについて解析した。統計
学的解析にはMann-WhitneyのU testを用い、
p 値が 0.05 未満の場合を有意差ありとした。 

その結果、Tau 蛋白・S-100B・8OHdG・
8-isoprostane・MMP-9 のいずれもが、2群間
で有意差を認めなった。この結果から、今回
検討した臍帯血マーカーでは脳室周囲白質
軟化症の把握は困難であると考えた。 

 
(2) 脳室周囲白質軟化症児の臍帯血の RNA発
現解析 

脳波検査の結果などから出生時までに受
傷と判断した脳室周囲白質軟化症児 3 例と、

在胎週数や出生前因子が概ね合致する対照
児 5例とについて解析した。臍帯血のリンパ
球から全 RNA を抽出して増幅し、4×44Ｋの
マイクロアレイを用いて全 mRNA の発現パタ
ーンを脳室周囲白質軟化症児と対照児との
間で比較した。p値が 0.05 未満のものを RNA
発現の有意差ありと判定した。 
その結果、15遺伝子の発現が脳室周囲白質

軟化症児で有意に増加していた。このうち 5
つの遺伝子はリボゾーム蛋白をコードして
おり、1つは翻訳伸長因子をコードしていた。
また、4遺伝子は免疫反応や炎症との関係が
示唆されているが、その機能は十分明らかに
なっていないものであった。 
一方、7遺伝子の発現が脳室周囲白質軟化

症児で有意に減少していた。このうち 3遺伝
子は免疫反応や炎症との関係が示唆される
が、うち 2つの遺伝子の機能は十分に明らか
でなかった。これらの結果から、脳室周囲白
質軟化症児の臍帯血では対照児に比較して
蛋白合成が盛んに行われていることが推測
される。したがって、脳室周囲白質軟化症児
においては何らかの理由でリンパ球の活性
化が起きている可能性が示唆された。一方、
免疫反応や炎症に関する遺伝子の発現は大
きく変化していなかった。 
 
(3) 胎児発育不全モデルラットの脳 RNA発現
解析 
胎児発育不全ラット 3例・対照ラット 3例

について、大脳の組織から全 RNA を抽出して
増幅した後、4×44K のマイクロアレイを用い
て全 mRNA の発現パターンを解析した。2群間
の RNA の発現の違いを GeneSpring ver. 8
（Agilent 社）を用いて解析した。今回は p
値が 0.05 未満の場合を有意差ありとした。 
その結果、胎児発育不全ラットで 10 倍以

上発現が低下している遺伝子が 73 個、10 倍
以上発現が亢進している遺伝子が 55 個同定
された。Ontology analysis ではこれらを特
徴付ける pathway は同定できなかった。発現
が低下している遺伝子には aquaporin 4 遺伝
子や corticotropin releasing hormone 遺伝
子が、発現が亢進しているものには fatty 
acid binding protein 9 遺伝子や
apolipoprotein A-IV 遺伝子などが含まれて
いた。 
 
(4) 胎児発育不全モデルラットにおける母
獣ドコサヘキサエン酸投与の効果 
図 1 に日齢 1・7 の仔の体重を示す。いず

れにおいても通常飼料群・ドコサヘキサエン
酸強化群は対照に比べて有意に体重が少な
かった。また、通常飼料群とドコサヘキサエ
ン酸強化群との間には仔の体重に差はなく、
ドコサヘキサエン酸を強化しても胎内での
発育を促進する効果はなかった。 



 

 

図 1．仔ラットの体重 
通常：通常飼料群、DHA：強化群 

 
図 2 に日齢 1・7 における脳の脂肪酸組成

を示す。いずれにおいてもドコサヘキサエン
酸 A強化群で通常飼料群に比べてドコサヘキ
サエン酸が有意に高値で、アラキドン酸が低
値であった。したがって、母獣ドコサヘキサ
エン酸投与により仔の脳のドコサヘキサエ
ン酸増加をもたらすことが示された。 

 
図 2．仔ラットの脳の脂肪酸組成 

LA：リノレン酸、ALA：αリノレン酸、 AA：
アラキドン酸、EPA：エイコサペンタエン酸、
DHA：ドコサヘキサエン酸 
*：p ＜0.05、**：p ＜0.01 
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