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研究成果の概要（和文）： 

C-reactive protein (CRP)は炎症性マーカーとして使用されているが、最近 CRP 自体が心筋梗
塞などの増悪因子であることが報告されてきている。新生児脳性まひにおいての原因が分娩中
のアスフィキシアのみではなく、子宮内での感染症など炎症が大きな原因の一つであることが
言われてきているが、今回 CRP 自体が胎児・新生児の低酸素および虚血状態となった時の脳障
害の増悪因子であることが示された。 
研究成果の概要（英文）： 
In utero exposure to infection or inflammation is a strong and independent predictor of 
cerebral palsy.  Using a rat model of neonatal hypoxic-ischemic encephalopathy, we 
investigated the hypothesis that C-reactive protein (CRP), which is not specific for 
infection, aggrabates vulnerability of the immature brain to HI. 
 
 

交付決定額 

                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 1,000,000 300,000 1,300,000  

２００９年度 600,000 180,000 780,000  

２０１０年度 600,000 180,000 780,000  

年度  

年度  

総 計 2,200,000 660,000 2,860,000  

 

研究分野：胎児新生児低酸素性虚血性脳症 

科研費の分科・細目：炎症性疾患 

キーワード：低酸素性虚血性脳症 CRP 未熟ラット 

 
１．研究開始当初の背景 
(1)周産期医療の改善にもかかわらず脳性ま
ひの出現頻度はこの 30年間変わっていない。
当初分娩時の胎児アスフィキシアが新生児
脳症や脳性まひの主な原因と考えられてき
たが、実際には分娩中の低酸素症例は脳性ま
ひ症例の一部分にしかすぎず、他の原因が認
識されてきている。その中でも、絨毛膜羊膜
炎は正期産、早産においても重要な原因であ
ることがわかってきている。とくに胎児のサ

イトカイン濃度上昇をしめす胎児炎症反応
症候群(FIRS)、臍帯炎、胎児血管炎は脳性ま
ひの強力な特異的な予兆である。 
(2)CRP は普遍的な急性期炎症のマーカーと
してしられているが、FIRS を起こした胎児の
臍帯血中でも上昇していることが知られて
いる。最近 CRP は急性期炎症マーカーとして
だけでなく、心血管・脳血管疾患の予後マー
カーとして有用であることがわかってきた。
急性心筋梗塞後の CRPの値が死亡や心不全な



どの予後予知に有用であることが 
報告されている。CRP の濃度も虚血性心疾患
の予後予知として使用できることも報告さ
れている。それ以上に CRP が急性心筋梗塞の
進行に関与しているかもしれない。急性心筋
梗塞で死亡した症例の心筋細胞には CRPと活
性化した補体が同時に存在していた。CRP が
補体の活性化という意味で急性心筋梗塞の
炎症前から関与しているかもしれない。成獣
ラットによるスタディーでは冠動脈の結紮
後に CRPを腹腔内投与すると梗塞範囲が増悪
し た こ と が 報 告 さ れ て い る 一 方 で 、
1,6bisphosphocholine hexane にて CRP を阻
害するとその梗塞範囲を減らすことができ
たとされている。 
同様に成獣ラットに CRPを腹腔内投与すると
中大脳動脈結紮後の脳梗塞範囲は拡大した
と報告されている。 
 
２．研究の目的 
CRP の低酸素性虚血性脳症に対する影響は未
熟動物の実験では示されておらず、また臨床
において胎児・新生児の CRP 上昇はよくみら
れることである。今回われわれは CRP と低酸
素および虚血が未熟脳においてどう影響す
るかを追跡した。 
CRP が補体を活性化することが重要なメカニ
ズムの一つであることが考えられるが、ラッ
トの CRP はラットの補体を活性化しない。一
方ヒトの CRPはヒトおよびラットの補体を活
性化する。ヒト CRP をラットに投与すること
でヒトの内因性 CRPの活性をしらべるモデル
としていくつかの文献で報告されている。こ
れらの文献をもとに、「ラットにヒトの CRP
を投与する」ことでヒトの内因性 CRP 上昇モ
デルとして使用した。 
 
３．研究の方法 
Sprague Dawley ラットの新生仔を大阪大学
の動物倫理委員会のガイドラインにそって
飼育した。実験方法は当大学の倫理委員会で
すべて承認された。 
生後７日目のラットをヒト CRP投与群とコン
トロール群に分けた。CRP 投与を 3mg/kg と
5mg/kg 腹腔内投与した予備実験をもとに
5mg/kg 投与を選択した。コントロール群には
溶液のみを投与した。 
ハロセンにて全身麻酔を行った後、左頸動脈
を 5-0 モノクリルにて結紮切断した。37℃の
加温槽にて 20 分間休憩させたのち窒素化合
8%酸素下に 40 分間暴露した。同様の加温槽
にて 6時間回復させた後、処理するまで生物
学的母獣のもので飼育した。これまでの実験
にて結紮しなかった側の脳半球は組織学的
に変化がないことが報告されている。 
低酸素暴露後の 0，1，3，5時間で直腸温を
計測した。 

低酸素虚血暴露後 4 日目に新生仔を処理し、
組織学的分析を行った。ペントバルビタール
深麻酔(100mg/kg)をかけたのち、経心臓的に
0.9%生理食塩水にて潅流し続いて 4%パラホ
ルムアルデヒドにて固定した。脳を摘出し同
様の固定液にて 4℃24 時間固定した。エタノ
ールとキシレンにて脱水を施し、パラフィン
に埋め込み 5μmの厚さに海馬のレベルで冠
状断面にスライスした。染色前に切片をキシ
レンにて脱パラフィンをほどこし、エタノー
ルにて再水和した。 
切片を神経細胞構築の乱れを見るために免
疫染色を行った。免疫賦活のため 10mmol/L
のクエン酸緩衝液（pH6.0）にて 100℃10 分
間、切片を温めた。内因性ペルオキシダーゼ
活性を10分間3％過酸化水素水にて抑え、5％
の馬血清にてブロッキングしたのちに MAP-2
（マウスモノクローナル抗体）を 1000 倍希
釈したものをかけて 4℃で１晩放置した。リ
ンス後ビオチン化抗マウス馬 IgG を加え、
avidin-biotin complex method にて抗体を検
出、DAB(3,3’ diaminobenzidine)にて染色
した。DAB 反応後スライドを洗浄し、脱水し
た。無傷の神経組織は MAP-2 にて染色された
が、一方梗塞部位の神経は染色されなかった。
実験助手に実験のプロトコールを知らせず
に切片をマイクロソフトコンピューターと
ImageJ ソフトウエア、および顕微鏡とイメー
ジスキャナにて分析させた。MAP-2 陽性範囲
比は障害側の MAP-2 陽性範囲を対側の Map-2
陽性範囲で除したものとした。 
溶液を注入後 30-60 分の間に心臓から採血
(～500μl)を行い、ヒト CRP 濃度、rat CRP
濃度、IL-6 濃度を測定した。サンプルを遠心
してその血清をポリプロピレン容器で-80℃
で貯蔵した。血清をヒトCRP分析のために500
倍に希釈、商業ベースの ELISA キットにて濃
度を測定した。ラット CRP 濃度を測定するた
めに血清を 10 万倍に希釈、ELISA キットにて
測定した。また血清をを5倍に希釈しratIL-6
を ELISA キットにて測定した。 
結果は平均値±standard error of the 
mean(SEM)にて記載した。また unpaired 
Student t テストにて比較を行い、p<0.05 を
有意とした。 
 
４．研究成果 
直腸温は 2グループ間で差がなかった。 
ヒト CRP 濃度はヒト CRP 投与群で 1823±
520(365-3964)であり、コントロール群では
検出されなかった。 
ラット CRP および IL-6 濃度を 30－60 分後の
血清について調べた。Rat CRP は CRP 投与群
で 0.95±0.36mg/dL、コントロール群で 3.56
±2.25mg/dL でどちらも正常範囲であった。
Rat IL-6 濃度については CRP 投与群で 465.3
±34.1pg/mlであり、コントロール群の 534.9



±11.8pg/ml と比較して有意差がなかった。 
低酸素虚血状態に暴露した 4日後に MAP-2 陽
性範囲比を測定した。CRP 投与群のほうがあ
きらかに脳のダメージが大きく、コントロー
ル群ではほとんどダメージがなかった。どち
らの群も対側にはダメージがなく、CRP のみ
では脳ダメージが起きないことが示唆され
た。また、海馬および皮質での MAP-2 陽性範
囲比は CRP 投与群で 0.43±0.06,0.49±0.07
であったのに対しコントロール群は 0.87±
0.04, 0.86±0.06 であり、有意差を認めた。
海馬や皮質において CRP投与群はさらに強く
影響を受けている傾向が認められた。 
ヒト CRP 自体が子宮内感染下における胎児・
新生児の脳ダメージの一つの仲介役である
ことが示唆された。 
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