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研究成果の概要（和文）：ヒツジ未熟胎仔において炎症性ストレスなどがコーチゾル分泌能とその循環動態に与える影
響を解析する計画を立てた．その結果，炎症群と対照群のヒツジ胎仔に合計45回のCRH負荷試験を実施して血漿検体を
採取保存できた．しかし，本研究期間内に，ヒツジ血漿AVP, ACTH, cortisol濃度を免疫抗体法で測定するためのkitが
国内では入手できなくなった．その代替えとして，タンデム質量分析法 (LC-MS/MS) によるステロイド・プロファイリ
ング解析とヒツジAVPならびにACTH測定を現在開発中である．

研究成果の概要（英文）：We planed to clarify the effect of intrauterine inflammation on the cortisol 
secretion and its circulatory response in premature lamb because the fetal endocrine potential to adapt 
the postnatal environment might have been already deteriorated by the inflammatory stress before birth. 
In consequence, we could store the plasma samples for 45 times of the corticotrophin releasing hormone 
test. Unfortunately, however, commercial kits for immunoassay of sheep AVP, ACTH and cortisol could not 
be available domestically during the study period. Instead, we have been developing the method of 
peptides and steroid profiling analysis using the LC-MS/MS.

研究分野：胎児生理学
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１．研究開始当初の背景 
超低出生体重児はその副腎皮質容積の 80%

以上を 3ß-hydroxysteroid dehydrogenase 活性
のない胎児層が占めるためコーチゾル分泌能に
乏しく，潜在性に相対的副腎不全の状態である．
そのため出生後の急性期を経て 1-2週間を過ぎ
た頃に誘因なく，もしくは慢性肺疾患の増悪期と
一致して，カテコラミン抵抗性の低血圧と乏尿に
陥りやすい 1, 2)．本邦では晩期循環不全と呼ば
れるこの病態の本質は相対的副腎不全であるた
め，その殆どはグルココルチコイド投与によって
速やかに症状が改善する．しかし，診断が遅れ
て低血圧による脳虚血が遷延すれば，深刻な脳
白質損傷が誘導されて脳性麻痺の原因となるた
め，その予防法の開発は周産期新生児医療の
大きな課題とされている． 

一方，妊娠 24 週未満や出生体重 500 g 未満
の生育限界で生まれた早産児の相対的副腎不
全ではグルココルチコイドに対して抵抗性を示
すことが希ではなく，強力な昇圧作用を持つバ
ゾプレッシンの持続点滴によって辛うじて主要臓
器 (脳，心，副腎など) の血流量が維持される 3)．
したがって，生育限界で生まれた早産児では出
生前後の多大なストレスのため，コーチゾルのみ
ならずバゾプレッシン分泌能までもが疲弊してい
る可能性があり，その一方で，外来性のバゾプ
レッシンが未知の生理活性を示した可能性も否
定はできない 4)． 

そこで本研究では，ヒツジ胎仔の慢性実験
系を用いて生育限界期で出生させ，胎盤から切
離されるストレスがコーチゾル・バゾプレッシン分
泌能とその循環動態に与える影響を明らかにす
る．また，われわれがヒツジ胎仔で開発した子宮
内炎症モデルを応用して 5)，出生前の炎症が出
生後の内分泌機能とその循環動態に与える影
響も合わせて解析する． 

本研究のように生育限界児の内分泌機能が
その循環動態に与える影響を解析した大型動
物実験は国内外において未だ認められない．そ
の第一の理由は生育限界仔の肺が著しく未熟
であるため人工呼吸器で管理できないことにあ
る．ヒツジ胎仔も妊娠 120 日 (ヒトの妊娠 32 週に
相当，満期 147 日) 以前では人工呼吸で管理
できない．これを克服するためにわれわれは人
工胎盤装置 (図 1) を新規に開発し，これを装
着させることで妊娠 110 日 (ヒトの妊娠 30 週相
当) のヒツジ生育限界仔を用いた実験が初めて
実現可能となった 6)． 

本研究により，子宮内環境の未熟性や炎症
性虚血性ストレスなどによって，成育限界児では
体外環境に適応するための内分泌機能が胎生
期にすでに損なわれている可能性を指摘できる．
したがって，この研究成果を踏まえることによっ
て，出生前の子宮内環境に応じた出生後の内
分泌ホルモン補充療法を提案することができる
のではないかと考えている． 
 
２．研究の目的 

出生前の子宮内環境に応じた早産児への
内分泌ホルモン補充療法を提案するため，成育

限界期の早産児では子宮内環境の未熟性やス
トレスによって，子宮外環境に適応するための内
分泌機能が胎生期にすでに損なわれているとい
う仮説を検証する．そのため，ヒツジ胎仔を生育
限界期で出生させ，炎症性ストレスや胎盤から
切離されるストレスがコーチゾル・バゾプレッシン
分泌能ならびにその循環動態に与える影響を
明らかにする． 

 

図 1. (上段) 人工胎盤システムの概念図．
臍帯動脈から脱血された静脈血を膜型人工
肺で動脈血化し，胎仔心ポンプ駆動で臍帯
静脈に供血する．(下段) 妊娠 110 日 (満期
147 日) の未熟なヒツジ胎仔に並列膜型肺
回路を装着して人工羊水に浮遊させ 60 時
間成育した． 
 
３．研究の方法 

本研究は東北大学動物実験委員会の承認 
(2013 医動-008, 2015 医動-209) のもと同医学
部附属動物実験施設において実施された． 
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(1) 慢性実験系の作成  
妊娠 91-100日 (ヒト妊娠 24-27週相当) に，

全身麻酔下に母獣を開腹して子宮を切開し，胎
仔の腹部大動脈，上下大静脈，羊水腔内にカ
テーテルを留置，心電図電極を固定した後，胎
仔を子宮内に戻して閉腹した．以後，胎仔の心
拍数，動脈圧，中心静脈圧を連続監視して記録
した． 

 
(2) 出生前の子宮内環境を設定 

手術後 48 時間を経て胎仔を 2 群に分けた 
(対照群，炎症群)．炎症群の胎仔には 5 日間連
続 し て granulocyte-colony stimulating factor 
(Neutrogin ®) 50 µg/日を静注し，その 3 日目に
1 回だけ羊水腔内に endotoxin (E. coli 055:B5) 
20 mg を注入して壊死性の卵膜炎臍帯炎を誘導
した 5)．対照群には薬物の代わりに生理食塩水
を投与した． 
 
(3) 人工胎盤によるヒツジ胎仔の全身管理 6) 

慢性実験系作成の手術後 7 日を経て，母獣
を帝王切開して胎仔の臍帯基部を露出させ，胎
仔の臍帯動脈 2 本と臍帯静脈 1 本に血管カニュ
ーレを挿入し，並列 2 回路の膜型肺に接続した．
回路内血液は胎仔の心ポンプのみで駆動させ
た．臍帯を切離した後，胎仔と人工胎盤回路を
39℃に加温した恒温漕の塩水に浮遊させた． 

回路内凝血を予防するため低分子ヘパリン
を持続点滴し，胎児循環を維持させるためプロ
スタグランディン E2 製剤を持続点滴して超音波
ドップラーで右左短絡を確認した．血管作動薬
による循環サポートは人工胎盤開始 24 時間以
内に切り上げ，人工胎盤装着後 3 日間，胎児循
環を維持させた．高カロリー輸液は glucose 20 
g/kg/日，アミノ酸 2.0 g/kg/日，脂肪 1.0 g/kg/
日を目安とし，150 ml/kg/日を維持輸液量とし
た． 
 
(4) 成育限界仔の内分泌機能の評価  
 ① 子宮内炎症に対する ACTH, コーチゾ

ル，バゾプレッシンの反応性 
羊水 endotoxin 注入後 0, 1, 6, 12, 24, 48

時間に採血し，血漿 ACTH, コーチゾル，バ
ゾプレッシン濃度の経時変化を 2 群間で比
較した． 

 ② CRH 負荷による副腎皮質機能評価 
全ての対象胎仔に対して炎症負荷前，

帝王切開前，人工胎盤装着後に CRH 負荷
試験 (CRH 1.5 µg/kg 静注) を実施した．負
荷前，30，60 分後に採血し，ACTH とコーチ
ゾルの反応性を 2 群間で比較した． 

 ③ 低用量バゾプレッシン点滴への反応性 
炎症負荷前と人工胎盤装着後にピトレッ

シンを 0.3 mU/kg/分で持続点滴し，脳，心，
肺，腎，副腎，腸における臓器血流量と血管
抵抗 (colored-microspher 法) の経時的変
化を 2 群間で比較した． 

 ④ 副腎皮質移行層の組織学的成長評価 
剖検後に切り出した副腎皮質を抗 3ß- 

hydroxysteroid dehydrogenase 抗体で免疫

染色し，陽性区域を移行層と定義して，胎児
層/移行層の容積比を 2 群間で比較した．  

 
４．研究成果 

本研究を開始するにあたり，血漿バゾプレッ
シン，コーチゾル，ACTH 濃度の測定キットが，
いずれも入手困難であることが判明した．国内
外 で 唯 一 の 血 漿 バ ゾ プ レ ッ シ ン 測 定 キ ッ ト 
(AVP-RIA kit, Mitsubishi Petrochemical, Tokyo, 
Japan) は製造中止となった．国際的にヒツジで
汎用されている血漿コーチゾル測定キット (125I 
RIA kit (DiaSorin, Stillwater, MN) は法的規制
のため国内の輸入代理店が取り扱いを中止し，
その代替えとなりえる EIA キット (Gamma Coat 
Cortisol kit, Cambridge, Massachusetts) も製造
中止となった．ヒツジで実績のある血漿 ACTH
測 定 キ ッ ト  (ACTH-II IRMA kit, Mitsubishi 
Petrochemical, Tokyo, Japan) も製造中止となっ
た． 

以上を踏まえて，先ず本研究期間に得られ
た血漿検体はすべて-80℃で冷凍保管した．次
いで，タンデム質量分析法 (mass spectrometry, 
MS/MS) によるステロイド・プロファイリング解析
とヒツジ AVP ならびに ACTH 測定を現在開発中
である．これによって「視床下部/下垂体/副腎」
軸 の み な ら ず ， cortisol-cortisone shuttle や
11ß-hydroxysteroid dehydrogenase type 1/2 の
影響を解析することが期待出来る．測定の見通
しがつき次第，検体測定を依頼してデータ解析
を行う予定である． 
 
(1) 子宮内炎症に対する ACTH, コーチゾ

ル，バゾプレッシンの反応性 
子宮内炎症が胎仔「視床下部/下垂体/副腎」

軸に与える影響を解析するため，炎症負荷前後
に実施した CRH 負荷における血漿 ACTH なら
びにコーチゾル濃度の経時変化を，炎症群 
(n=7) と対照群 (n=8) で比較した．表 1 に両群
胎仔の基本データを示した． 

 
表 1. 胎仔の基本データ(子宮内炎症負荷) 
                  対照群      炎症 群    
                   (n=8)       (n=7)     
 
出生体重 (kg)      1.27 ±0.34   1.13 
±0.23  
雄/雌                2/6        3/4      
単/双胎              5/3        3/4      
手術日齢 (日)      93.3 ±1.7    94.1 ±3.3  
CRH 試験の日齢:    
・負荷実験前 (日)   96.3 ±1.7    97.1 ±3.3  
・負荷実験後 (日)  100.3 ±1.7   101.1 ±3.3  
                                       
 
(2) CRH 負荷による副腎皮質機能の評価 

胎盤切離が胎仔「視床下部/下垂体/副腎」
軸に与える影響を解析するため，人工胎盤接続
後に実施した CRH 負荷における血漿 ACTH な
らびにコーチゾル濃度の経時変化を，炎症群 
(n=1) と対照群 (n=4) で比較した (表 2)． 



 

 

 
表 2. 胎仔の基本データ (人工胎盤装着)  
                  対照群       炎症 群    
                   (n=4)        (n=1)    
 
出生体重 (kg)       1.13 ±0.30    1.08  
雄/雌                 2/2        1/0      
単/双胎               4/0        1/0      
手術日齢 (日)       94.3 ±3.4     93.0  
人工胎盤装着 (日)  101.3 ±3.4    100.0 
CRH 試験の日齢:    
・負荷実験前 (日)    97.3 ±3.4     96.0  
・負荷実験後 (日)   101.3 ±3.4    100 .0 
・人工胎盤後 (日)   104.3 ±3.4    103.0  
                                       
 

 
図 2. CRH 負荷試験後２時間の胎仔平均動
脈圧の変化 (A, 対照群, n=4; B, 炎症群, 
n=1)．胎仔心拍数には有意な変化を指摘でき
なかったが，胎仔平均動脈圧ではいずれの時
期の CRH負荷試験でも，負荷後 1.0時間まで持
続的な血圧増加が観察された．この変化は炎症
群と対照群の間で明らかな差はなかった． 
 
(3) 低用量バゾプレッシン点滴への反応性 

炎症負荷前と人工胎盤装着後にピトレッシン
0.3 mU/kg/分を持続点滴し，脳，心，肺，腎，副
腎，腸の臓器血流量 (mL/g•min) と血管抵抗変
化 (mmHg•min•g/mL) を炎症群 (n=1) と対照
群 (n=1) で比較した (図 2)． 

両群とも未だ 1 例ずつであったため一定の
傾向を指摘することはできなかった． 
 

 
図 3. バゾプレッシン持続点滴に対するヒツ
ジ 胎 仔 臓 器 の 血 流 量  (mL/g•min) と 血 管
抵 抗 (mmHg•min•g/mL) の 変 化 ． A, 炎 症
群の血流量; B, 炎症群の血管抵抗; C, 対
照群の血流量; D, 対照群の血管抵抗． 
 
(4) 副腎皮質移行層の組織学的成長評価 

炎症群 (n=7) ならびに対照群 (n=8) いず



 

 

れも剖検後に切り出した副腎皮質で切片を作成
し，H-E 染色上はとくに異常所見がないことを確
認 し た ． こ の 後 ， 抗 3ß- hydroxysteroid 
dehydrogenase 抗体で免疫染色し，陽性区域を
移行層と定義して，胎児層/移行層の容積比を
2 群間で比較する予定である． 
 
(5) 総括 

残念ながら本研究期間内には内分泌ホルモ
ン測定ができなかった．しかし，引き続きタンデ
ム質量分析法 (MS/MS) によるステロイド・プロ
ファイリング解析と ACTH 濃度測定を追加すれ
ば，成育限界期の早産児では子宮内環境の未
熟性やストレスによって，子宮外環境に適応す
るための内分泌機能が胎生期にすでに損なわ
れているという仮説を検証できると考えている． 
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