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研究成果の概要（和文）：極低出生体重（VLBW）児の脳室内出血（IVH）は、上衣下層の出血が起点となり、酸
素を要する呼吸障害を合併したVLBW児に合併しやすい。
臍帯静脈は脳内血管の類似血管と考えられるので、成熟児とVLBW児の臍帯静脈血管内皮細胞を剥離・培養し、過
酸化水素水が凝固関連因子のmRNAの発現に及ぼす影響を検討した。
その結果、組織因子とプラスミノーゲン活性化阻害因子-1のｍRNAは、成熟児とVLBW児でともに発現量が有意に
増加していた。すなわち、凝固系の活性化と線溶系の抑制が示唆された。その結果、フィブリン塊の産生促進と
分解抑制が惹起され、上衣下層の静脈細枝の出血に関与している可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Intracerebroventricular hemorrhage (IVH) in very low birth weight (VLBW) 
infants is more likely to occur in VLBW infants with oxygen-induced respiratory distress due to 
hemorrhage in the subependymal layer.
Since umbilical veins are considered to be similar to blood vessels in the brain, umbilical vein 
endothelial cells of mature and VLBW infants were detached and cultured, and the effect of hydrogen 
peroxide solution on the expression of mRNA of coagulation-related factors was examined.
As a result, the expression levels of tissue factor and plasminogen activation inhibitor-1 mRNA were
 significantly increased in both mature and VLBW infants. That is, activation of the coagulation 
system and suppression of the fibrinolysis system were suggested. As a result, it was suggested that
 the production of fibrin clot was promoted and the degradation was suppressed, and that it might be
 involved in hemorrhage of venous venules in the subependymal layer.

研究分野：新生児、血液凝固

キーワード： 極低出生体重児　脳室内出血　臍帯静脈血管内皮細胞　組織因子　PAI-1
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで、極低出生体重児における酸素毒性は、主として未熟児網膜症や慢性肺疾患の重症化に関係していると
されてきた。今回の研究結果は、呼吸障害を有する極低出生体重児における脳室内出血の発生機序として、酸素
由来のスーパーオキシドやヒドロキシラジカルなどのフリーラジカルが血管内皮細胞に作用して、凝固亢進と線
溶抑制を惹起することによる、IVH発症機序の可能性が示唆された。児への過剰酸素投与を予防することはIVH発
症予防にも寄与する可能性がある、
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

（１）出生体重 1,500g 未満の極低出生体重児(very low birth weight infant)（VLBW 児）の脳
室内出血（intraventricular hemorrhage：IVH）は、児の生命予後や神経学的予後を左右する重
篤な合併症である。 
（２）しかしながら、VLBW 児における血液凝固制御軸を基点とした検討は、採血が困難である
ことや採血量の制限などのため、解明が遅れている。 
（３）臍帯血管は、脳内血管の類似血管と考えられるが、VLBW 児の臍帯血管内皮細胞（human 
umbilical vein endothelial cell：HUVEC）を用いた検討は、検体確保の問題などから報告がな
い。 
 

２．研究の目的 

（１）本研究では、一次止血として重要な、血小板の損傷血管壁との結合に必須の血漿糖蛋白；
フォン・ヴィレブランド因子（von Willebrand factor：VWF)、VWF を特異的に切断する酵素
（ A Disintegrin-like and Metalloproteinase with Thrombospondin type 1 motifs 13 ；
ADAMTS-13)および血液凝固第Ⅷ因子（FVIII）に着目した。VWF は主に血管内皮細胞から、
ADAMTS-13 は主に肝星細胞から産生され、血中に分泌される。また、FVIII は主に肝類洞内皮
細胞から産生・分泌され、血中で VWF と結合して安定化した状態で存在する。本研究では、こ
れら３因子の発現動態および相互作用について、成熟児と VLBW 児との間での比較検討を行う。 

（２）IVH は、側脳室の上衣下層（germinal matrix）の破綻を起点に生後 3 日以内に発症しや
すい。また、IVH は、生後早期の酸素投与や人工呼吸管理が必要な呼吸障害を有する VLBW 児
に発症しやすいことから、酸素投与に伴う活性酸素の影響について、成熟児と VLBW 児間での
比較検討を行う。 

 

３．研究の方法 

（１）VLBW 児の血漿中には、270ｋD の VWF が重合して形成された 15,000kD 以上の高分子マル
チマー((unusually-large VWF multimer;UL-VWFM)が存在する。また、VWF は血管内皮細胞で産
生された後、同細胞の細胞質に存在するバイベル・パラーデ小体にプールされるが、酢酸デスモ
プレシン（DDAVP）投与など種々の刺激を受けてその小体から血中に放出される。実験では、成
熟児およびVLBW児の臍帯をデスパーゼで剥離・採取することで樹立したHUVECを培養し、ADAMTS-
13 非存在下に、DDAVP 刺激にて HUVEC から放出された VWF と血漿 VWF の構造・機能解析の比較
検討を行った。 
（２）成熟児および VLBW 児の臍帯から樹立した HUVEC を培養し、強力な酸化力を持つヒドロキ
シラジカルを生成する過酸化水素水(H2O2)を培地内に添加したのち、細胞での VWF、ADAMTS-13、
FⅧ、組織因子(tissue factor：TF)、プラスミノーゲン活性化因子阻害因子-1（plasminogen 
activator inhibitor-1：PAI-1）、インターロイキン-6（interleukin-6:IL-6）および腫瘍壊死
因子α（tumor necrosis factorα：TNFα）の各遺伝子発現量を real-time PCR 法にて定量比較
した（添加前、添加 3，6 時間後）。 
 
４．研究成果 
（１）成熟児の HUVEC を用いて、DDAVP 添加後の HUVEC 培養上清中に VWF が存在することをリス
トセチン凝集法と抗 VWF 抗体を用いたサンドイッチ ELISA 法で確認した。さらにこの VWF 放出
は、V2 受容体拮抗薬の添加により、濃度依存性に減少した。この VWF を 6%アガロースで電気泳
動し VWF のサブユニット解析を行ったところ、270ｋD のサブユニットに加えて、正常 VWF には
認めない低分子フラグメントを検出した。同様に SDS-アガロース電気泳動法によるマルチマー
解析では、血漿 VWF と異なる低分子マルチマー構造を呈した。以上のことから、DDAVP 添加で得
られた VWF は試験操作過程で構造変化が生じることが判明した。 
 
（２）成熟児および VLBW 児由来 HUVEC の H2O2 添加に対する遺伝子発現変化。 
①VWF と FⅧは、成熟児と VLBW 児の両者共、H2O2 添加による mRNA の発現量の増加を認めなかっ
た(図１)。 
  
②一方、外因系凝固反応の開始因子である TFと、線溶抑制因子である PAI-1 は、成熟児と VLBW
児の両者共、H2O2 添加３時間でそのｍRNA 発現が有意に増加した（図２）。     
  
③炎症性サイトカインの検討では、IL-6 は H2O2 添加によるｍRNA の発現増加は成熟児と VLBW 児
で共に認めなかったが、VLBW 児は成熟児よりも有意にその基礎発現量が少なかった。一方、TNF
αは、有意差は認めなかったものの、VLBW 児では H2O2 添加でｍRNA の発現増加傾向を示すとと
もに、基礎発現量も成熟児よりも高かった（図３）。 
 
④以上の結果から、酸化ストレスは、成熟児と VLBW 児の両者で、VWF や FⅧの発現に与える影響
は少ないが、外因系凝固活性を促進することに加えて、線溶系を抑制することから、フィブリン
形成の促進・分解遅延に関与する可能性が示唆された。 
高嶋らは「脳室上衣下層の静脈は,脳室上衣下静脈へ流入する短い細枝からなっているためうっ



滞の影響は大であると思われる」と報告している。従って、今回の研究結果と併せて、呼吸障害
を有する VLBW 児における生後早期の IVH 発症には、呼吸障害の治療として行う人工呼吸管理に
伴う胸腔内圧上昇が静脈還流障害を生じて上衣下層の細静脈のうっ滞を惹起するとともに酸素
投与によるフィブリン形成促進と分解遅延作用が相まって、上衣下層の静脈細枝が破綻し出血
を生じる可能性が示唆された。 
 
⑤酸化ストレスのサイトカイン発現に及ぼす影響は、成熟児と VLBW 児間で相違を認めた。特に、
VLBW 児の HUVEC では TNFαの基礎発現量が高く、H2O2 添加によるさらなる発現量増加した。TNF
αは血管内皮細胞における PAI-1 産生を増強する作用を有するとの報告もあることから、VLBW
児では成熟児に比べ、線溶が抑制され血栓傾向が増強している可能性が示唆されるが、その詳細
な機序解明に向け今後更なる検討が必要である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．VWF と FⅧの遺伝子発現の継時的推移 （NBW：成熟新生児、LBW：極低出生体重児） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．TF と PAI-1 の遺伝子発現の継時的推移（NBW：成熟新生児、LBW：極低出生体重児） 

（＃：ｐ＜0.05、＃＃：P<0.01） 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3．IL-6 と TNFα の遺伝子発現の継時的推移（NBW：成熟新生児、LBW：極低出生体重児） 
（＃：ｐ＜0.05、＃＃：P<0.01） 
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