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研究成果の概要（和文）：臍帯血（CB）中赤血球のflow cytometric osmotic fragility（FCM-OF）およびEosin
 5’-Maleimide（EMA）結合能の値を測定して基準値を作成し、成人血（AP）中赤血球の値と比較した。また、
遷延性重症黄疸と関連する遺伝子を同定するため、先天性溶血性貧血症例を対象に63の標的遺伝子からなる次世
代シーケンサーパネルで評価した。CBとAPではFCM-OFおよびEMAの測定値に有意な差があり、CBの基準値を作成
した。次世代シーケンサー解析により1歳までに溶血性貧血が自然寛解した児の中にPIEZO1に臨床的意義不明の
バリアントを有する児が存在する。

研究成果の概要（英文）：Values of flow cytometric osmotic fragility (FCM-OF) and Eosin 5'-Maleimide 
(EMA) binding capacity of erythrocytes in cord blood (CB) were measured to generate reference values
 and compared with those of erythrocytes in adult blood (AP). To identify genes associated with 
prolonged severe hyperbilirubinemia, a next-generation sequencing panel of 63 target genes was 
evaluated in infants with congenital hemolytic anemia. There were significant differences in FCM-OF 
and EMA measurements between CB and AP. The reference values for CB were established. 
Next-generation sequencing analysis revealed that among children with spontaneous remission of 
hemolytic anemia by 1 year of age, there were those with variant of uncertain significance in 
PIEZO1.

研究分野： 新生児医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
古くから「特発性新生児黄疸」という疾患名が定着し、新生児の黄疸は原因が不明であることが一般的になって
いる。また、赤血球関連特殊検査の多くの項目に新生児の基準値がなかった。本研究で初めて、臍帯血の赤血球
関連特殊検査のflow cytometric osmotic fragility（FCM-OF）およびEosin 5’-Maleimide（EMA）結合能の基
準値を作成できた。PIEZO1の変異が一過性の溶血により重症の新生児黄疸を引き起こす可能性があることを明ら
かにし、原因不明だった重症新生児黄疸の原因や病態解明ができた。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
新生児黄疸を引き起こすビリルビンは、神経毒性を有し、アテトーゼ型脳性麻痺や難聴を引き

起こす（ビリルビン脳症と呼ぶ）。この早産児のビリルビン脳症は知的障害を有し、誤嚥性肺炎、
ジストニア重積、横紋筋融解などの合併症のため小児期に約 10％が死亡する予後不良な疾患で
ある。代表者らは、初めて全国調査を行い、我が国の早産児において毎年少なくとも 10 人以上
が慢性ビリルビン脳症を発症していることを明らかにした。重症新生児黄疸の治療法は確立し
ているにも関わらず、発症する患者は年々増え続けている。さらに、申請者らは、ビリルビン脳
症を発症した児の原因を解析したところ、早産の中でも極めて在胎週の小さい 23〜26 週での超
早産の出生児で発症していること、その 9 割以上の児が血中総ビリルビンの頂値が生後 2 週間
以降であったこと、患者の 6 割以上はその黄疸の発症原因が不明であったことを明らかにした。
つまり、超早産児の重症黄疸の多くは、原因がわからず、黄疸が長期間続く遷延性黄疸である。
この遷延性重症黄疸の発症を予防するためには、従来と異なる発想での病因の解明が必要であ
った。 
代表者は、以前よりビリルビンの産生と代謝の個人差、すなわち、ビリルビンの産生側（ヘム

オキシゲナーゼ）と排泄側（UDP グルコニルトランスフェラーゼ）の主要な酵素の遺伝子多型に
着目し、重症黄疸の発症の遺伝子変異の関連について研究してきた。最近、今まで重症黄疸の原
因がわからなかったビリルビン脳症を発症した患者を解析し、約 3 割に UDP グルコニルトラン
スフェラーゼ遺伝子のホモ接合体変異を有することを世界で初めて明らかにした。しかしなが
ら、残りは依然として、原因は不明のままであった。 
本研究では、①最新の赤血球特殊検査として、定量的赤血球浸透圧脆弱性試験（flow 

cytometric osmotic fragility: FCM-OF）と Eosin 5’-Maleimide（EMA）結合能検査に着
目した。臍帯血（umbilical cord blood: CB）を用いた検査は、赤血球の特徴の把握や遷延
性重症黄疸の発症予測マーカーとして期待できるが、これまでに CB を用いた FCM-OF、EMA 結
合能検査の新生児基準値に関する報告はなかった。②先天性溶血性貧血（congenital 
hemolytic anemia: CHA）は、まず重度の新生児高ビリルビン血症として現れ、その後ビリ
ルビン脳症に至ることがある。CHA は、赤血球膜異常、酵素異常、ヘモグロビン異常など、
いくつかの既知の病原体によって引き起こされる。しかし、赤血球の形態、浸透圧脆化、
酵素活性、ヘモグロビン電気泳動などの日常的な検査では、CHA の病態を特定することは
困難な場合が多かった。 
 
 
２．研究の目的 
遷延性重症黄疸の発症予測マーカーを開発するために、最新の赤血球特殊検査と網羅的遺伝

子解析技術を用いて早産児の赤血球の特徴や遺伝学的背景を明らかにすることであった。本研
究では、特に、CB 中赤血球の FCM-OF および EMA 結合能検査の値を測定して基準値を作成
し、成人末梢静脈血（adult peripheral blood: AP）中赤血球の値と比較した。採血後の
両検査の測定値の経時的な変化も比較検討した。また、遷延性重症黄疸と関連する遺伝子を
同定するため、CHA 症例を対象に 63 の標的遺伝子からなる次世代シーケンサーパネルを開発し
評価した。 
 
 
３．研究の方法 
（1）CB 中赤血球の FCM-OF および EMA 結合能検査基準値の作成 
帝王切開で出生した日本人新生児の CB と AP を EDTA 管に採取し、4℃で静置保存した。検
体採取日を day1 とし、day1、2、3、4、7、10、14 に FCM-OF と EMA 結合能検査を施行した。 
 
（2）63 の標的遺伝子からなる次世代シーケンサーパネルの開発研究 
重症新生児黄疸、胎児性貧血、早期発症新生児黄疸、新生児溶血性疾患の病歴を有する生後 12

ヶ月未満の患者を対象に詳細な検査を実施した。直接抗グロブリン試験で診断された免疫性溶
血性疾患を有する乳児は除外した。ルーチンの形態学、FCM-OF、赤血球酵素分析を実施した。さ
らに、赤血球酵素 17、赤血球膜 13、先天性赤血球減少性貧血 5、ヘモクロマトーシス 6、非定型
溶血性尿毒症症候群 13、血栓性血小板減少性紫斑病 1、その他 8を含む 63遺伝子次世代シーケ
ンサースクリーニングパネルを使って同定を試みた。 
 
 
４．研究成果 
（1）CB 中赤血球の FCM-OF および EMA 結合能検査基準値の作成 
CB 53 名（正期産児 39 名、早産児 14 名）、AP 32 名の検体を収集した。正期産の中で 1 か
月健診までに貧血・黄疸を認めた児 3 名を除外し、残りの 36 名を CB 群として基準値作成



を行った。 
FCM-OF 
FCM-OF の測定値は、どの測定日においても CB 群が AP 群より有意に高値だった（図 1）。両
群とも day1 から day4 の値に差は認めなかったが、day7 以降は有意に低下した（図 3）。 
 
EMA 結合能 
EMA 結合能の測定値は、day1、2 は AP 群が有意に高値だったが、day10、14 は CB 群が有意
に高値だった（図 2）。CB 群では day1 から day3、AP 群では day1 から day7 の値に差を認め
なかった（図 3）。 
 
FCM-OF、EMA 結合能検査ともに、CB 50 名の中で性別、在胎週数、体格、仮死の有無、NICU
入院による合併症治療の有無について比較した結果、いずれの項目にも有意差を認めなか
った。 
 
 

 

 
 
 



 
 
 
（2）63 の標的遺伝子からなる次世代シーケンサーパネルの開発研究 
56 名のうち、31 名（55％）はルーチン検査で診断され、22名（39％）が赤血球膜異常、4名（7％）
が赤血球酵素異常、2 名（4％）が不安定なヘモグロビン、3名（5％）がその他の原因であると
判明した。残りの 25 名の原因不明の児のうち、13 名は FCM-OF テストにより浸透圧抵抗の増加
を示した。5名は 1歳までに溶血性貧血が自然寛解した。5名のうち 2名では、その後の次世代
シーケンサー解析により、Piezo-type mechanosensitive ion channel component 1（PIEZO1）
遺伝子に意義不明のバリアントがあることが判明した。我々の 63 遺伝子次世代シーケンサー解
析により、1歳までに溶血性貧血が自然寛解した児の中に、PIEZO1 に臨床的意義不明のバリアン
トを有する児が存在することが明らかとなった。PIEZO1 の変異が一過性の溶血により重症の新
生児黄疸を引き起こす可能性がある。 
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