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研究成果の概要（和文）： 

Fetal inflammatory response syndrome (FIRS)が胎児・新生児の重篤な多臓器障害に
繋がることはよく知られているが、前期破水、絨毛膜羊膜炎などが FIRS に進展している
ことを診断する方法はなく、妊娠中の胎児に感染が波及しているかどうかを知る方法の開
発は重要なテーマである。 
 我々は、母体血漿 cell-free RNA 及び母体血細胞成分由来 RNA を用いて妊娠合併症の発
症予知の研究に取り組んでいるが、この手法で絨毛膜羊膜炎と FIRS に進展した状態を区
別する分子マーカーの確立を目指している。 
切迫早産、前期破水、子宮頚管炎、絨毛膜羊膜炎で入院管理を行った症例を対象に、入院
時、１週間後、2 週間後と毎週の母体血採取を行った。また、この際、母体血で一般検査
として血算、CRP の測定、頚管の顆粒球エラスターゼ値、胎児性フィブロネクチン値の測
定も行い記録している。また、羊水検査を行った症例ではこれらの羊水中濃度の測定も行
っている。しかし、これまでの段階で胎児感染を認めた症例でのサンプリングはでてきて
おらず、絨毛膜羊膜炎の症例もわずかである。 
我々は、分子マーカーのターゲットとして IL-6, IL-8 などの炎症性サイトカインを想定し
ていたが、母体が発熱するような状況では既に母体血細胞成分由来のそれらの発現量は上
昇しており、それが FIRS の分子マーカーとして活用できる可能性は症例数が少ないもの
の難しいという結果である。妊娠中の胎児感染が起こる前に分娩誘導されることが多く、
その意味で、FIRS の分子マーカーの研究は多施設研究などを行わないと難しい現状が明
らかになった。 
 この手法を用い、母体血中細胞成分由来 RNA を用いて癒着胎盤の予知の可能性について
検討を行った。PLAC-1 と VEGFA 発現は正常例に比較し有意に高値を示した。また、
KISS-1 遺伝子発現は逆に低値を示した。これらを用いることで癒着胎盤の予測ができる
可能性がある。 
 
研究成果の概要（英文）： 

It is well known that fetal inflammatory response syndrome (FIRS) causes severe 

multi-organ failures in the fetus or neonate. Although premature rupture of membrane 

and chorioamnionitis can be developed to the FIRS, the evaluation method to diagnose 

the onset of FIRS has not been established. To develop the method to predict the 

occurrence of FIRS is therefore very important. On the other hand, we have developed 

the prediction method for preeclampsia by using cell-free RNA and cellular RNA in 

maternal blood. We planned to apply this method to the prediction of FIRS. 

We obtained blood samples from admitted patients with threatened preterm birth, 
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PROM, cervicitis, and chorioamnionitis. We further obtained the data of blood counts, 

CRP value, elastase and fibronectin values in the cervical mucus. In cases that were 

performed amniocentesis, the concentrations of elastase and fibronectin were also 

quantified. However, in the study period, we could not obtain samples from pregnant 

women with fetal infection. 

We expect inflammatory cytokines such as interleukin-6 and interleukin-8 as 

molecular markers for detecting the pathogenesis of FIRS. However, the preliminary 

study showed that the expression levels of these markers were already altered in such 

situation and these candidate markers could not be used for the prediction of FIRS. 

 Therefore, we assessed the prediction of invasive placenta by using the analysis of cellular 

RNA in maternal blood. The expression levels of placenta specific-1 (PLAC-1) and 

vascular endothelial growth factor A (VEGFA) in patients with invasive placenta were 

higher than those in normal pregnant women. In contrast, the level of KISS-1 was 

lower in the patients. These genes can be potential markers to predict the abnormal 

adherence of the placenta.  

It is thus revealed that the analysis of cellular RNA in maternal blood allowed the 

evaluation of fetal and/or placental pathophysiological alterations. 
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１．研究開始当初の背景 

成人における systemic inflammatory 

response syndrome(SIRS)と同様に、Fetal 

Inflammatory Response Syndrome( 以

下：FIRS)は、「子宮内への細菌の侵襲など

による子宮内の炎症に反応した胎児の高サ

イトカイン血症によりひき起こされる胎児

の炎症性多臓器障害」として提唱された概

念で、出生後の様々な新生児疾患との間に

因果関係が指摘されている。FIRS は、呼

吸 窮 迫 症 候 群 (respiratory distress 

syndrome: RDS)、敗血症、脳室内出血

(intraventricular hemorrhage: IVH)、脳

室 周 囲 白 質 軟 化 症 (preventricular 

leucomalacia: PVL)、壊死性腸炎(neonatal 

necrotizing enterocolitis: NEC)、気管支肺



異形成 (broncho-pulumonary dysplasia: 

BPD)、その他、腎臓や副腎機能などとの関

連が報告されており、児の合併症や長期予

後に影響する病態と考えられている。 

妊娠中の上行性感染は、子宮頚管炎から、

胎盤・卵膜・脱落膜感染(chorioamnionitis: 

CAM)、絨毛血管炎・羊水感染、さらに、

胎児感染へと進展すると考えられる。子宮

頚管炎は、子宮収縮や出血などの切迫早産

様の臨床症状を呈することがあり、子宮頚

管や帯下中の胎児性フィブロネクチンや顆

粒球エラスターゼなどの炎症マーカーの定

量・半定量で診断されている。また、臨床

的に子宮内への感染が母体の症状として顕

著に現れた状態は、臨床的絨毛膜羊膜炎

(clinical chorioamnionitis: CCAM)と呼ば

れる。CCAM の診断基準は、古典的には、

38 度以上の母体発熱、頻脈、子宮の圧痛、

羊水や帯下の悪臭、母体白血球の増多など

を伴う場合とされる。しかし、CCAM の状

態が臨床的に顕在化する前の胎児感染が起

こり、FIRS の病態を呈することも多く、

FIRS に移行する段階を的確に把握するマ

ーカーの開発が期待される。 

1998 年、Gomez らによって FIRS の概念

が最初に報告された際の定義は、「早産や前

期破水の胎児で胎児血漿中 IL-6 濃度が上

昇したもの」とされている。彼らは、この

FIRS の病態が、重篤な新生児合併症の発

症頻度に大きく影響することを報告したが、

多変量解析で、臍帯血中サイトカイン濃度

が、重篤な合併症と関連した有意な独立し

た因子であり、高サイトカイン血症の場合、

重篤な合併症発症の Odd 比は 6.0, (95%CI 

1.7-21.7)であり、羊水中の細菌検出は有意

な合併症の発症と関連した因子とはならな

かった。さらに、Yoon らは気管支肺異形成

の児とそれ以外の児を比較すると、臍帯血

中 IL-6 濃度は気管支肺異形成の児で有意

に高く、羊水中のサイトカイン濃度では差

がなかったことから、肺障害を起こすのは

胎児の高サイトカイン血症であり、羊水中

のサイトカイン上昇とは関係ないとしてい

る。 

近年、母体血漿中に cell-free RNA とし

て胎盤に由来する HLA-G 遺伝子が循環し

ていることが報告された。この cell-free 

RNA は、0.22 m のフィルターで除去され

るサイズの microparticle 内に存在し、安

定な状態で血漿中に存在し、胎盤機能変化

の評価法として利用可能である。我々のグ

ループは、最初に、hPL と hCG-の遺伝子

発現を血漿中で定量し、妊娠経過に伴う変

化及びそれらの血漿中蛋白濃度との相関を

検討した。その結果、hPL は妊娠経過と共

に漸増する傾向を、また、hCG-は、妊娠

10 週頃にピークを形成し、以降漸減する傾

向を認めた。さらに、両者ともそれぞれの

血漿中の蛋白濃度と相関することを確認し、

cell-free RNA が胎児・胎盤機能評価に利用

可能であると考えた。このことから、妊娠

高血圧症候群において蛋白レベルで母体血

中で増加し、また、その産生が胎盤である

と報告されている Plasminogen Activator 

Inhibitor-1 (PAI-1)、tissue-type 

Plasminogen Activator (tPA)、CRH、

Selectin P、Placenta-Specific 1 (Plac 1)、

VEGF、VEGF receptor 1、Endoglin の遺

伝子発現について母体血漿中 RNA を用い

て定量し、妊娠高血圧症候群での変化を検

討した。その結果、妊娠高血圧症候群でこ

れら８種類の全ての遺伝子発現が高まって

いることが分った。さらに、妊娠高血圧症

候群の重症化に伴いそれぞれの発現量が増

強し、HELLP 症候群ではさらに全ての遺

伝子が高発現であった。また、蛋白尿、高



血圧などの個々の重症度との相関を検討し

たところ、それらの重症化に伴い、有意に

全ての遺伝子発現量が増加することが分っ

た。多変量解析の結果、これら遺伝子の中

で PAI-1、tPA と蛋白尿の程度の間に強い

相関が確認され、PAI-1、tPA と妊娠高血

圧症候群の発症に強い関連があると推察さ

れた。そこで、妊娠 15-20 週の臨床症状の

ない時期の 620人の妊婦から血液を採取し、

妊娠高血圧症候群を発症する以前の妊娠中

期に既に遺伝子発現に変化がみられるかを

検討した。その結果、その後に妊娠高血圧

症候群を発症する症例(n=62)でPAI-1、tPA

は、それぞれ 8.9 倍、8.0 倍と上昇してい

た。さらに、これら 7 種類の遺伝子の組み

合わせで疑陽性率 5％水準で、妊娠高血圧

症候群の 84％の発症予知がで可能であり、

さらに、重症型妊娠高血圧症候群の 87％、

HELLP症候群の97％の予知が可能なこと

を見出した(Am J Obstet Gynecol, 2008)。 

母体血清中VEGFR1 やEndoglinによる

蛋白レベルでの濃度変化が、妊娠高血圧症

候群の臨床症状発現の 2 ヶ月前程度である

ことに比較し、母体血漿中 Cell-free RNA

による胎児・胎盤の評価は、4-5 ヶ月前か

ら高精度に可能であった。 

 

２．研究の目的 

母体血漿中 cell-free RNA によって胎児

の高サイトカイン血症をより鋭敏に反映す

る母体血漿中ＲＮＡマーカーを見出すこと

が、本研究の目的である。 

具体的には、切迫早産や前期破水で入院

管理を必要とした症例で各週母体血を採取

し、羊水感染の確認のため行う羊水穿刺を

行う症例にあっては余剰羊水の採取、出生

後の臍帯血採取を行う。臍帯血中の IL-6

濃度を最終的な FIRS の診断基準として、

母体血中及び羊水中のサイトカイン濃度、

及び、母体血漿中及び羊水中の cell-free 

RNA の定量を行う。目的とする遺伝子に

ついては、FIRS(+)と FIRS(-)の症例の羊水

及び cell-free RNA を用い、microarray で

の網羅的遺伝子解析を行い、その結果から

マーカーとなる遺伝子の抽出を行う。 

この研究により、切迫早産、前期破水な

どの臨床管理に用いる新しい分子マーカー

を見出し、胎児高サイトカイン血症を早期

に診断する。このことにより、子宮内で保

存的に経過観察できる限界となる時期を特

定できるようになる。この検査は、より良

い状態で胎児を分娩するタイミングを決め

るマーカーになると考えられ、重篤な合併

症を持つ児の出生を減少させることに繋が

ると考える。 

 

３．研究の方法 

切迫早産や前期破水で入院管理を必要と

した症例で毎週母体血を採取する。羊水感

染の確認のために羊水穿刺を行う症例にあ

っては余剰羊水の採取し、出生後の臍帯血

も採取する。臍帯血中の IL-6 濃度を最終的

な FIRS の診断基準として、母体血中及び

羊水中のサイトカイン濃度、及び、母体血

漿中及び羊水中の cell-free RNA の定量を

行う。目的とする遺伝子については、

FIRS(+)と FIRS(-)の症例の羊水及び

cell-free RNA を用い、microarray での網

羅的遺伝子解析を行い、その結果から候補

遺伝子を抽出する。 

しかし、当初 2 年間の研究で、胎児感染

を証明できる症例はなかった。そこで、計

画の一部を変更し、切迫早産、前期破水、

子宮頚管炎、絨毛膜羊膜炎で入院管理を行

った症例を対象に、入院時、１週間後、2

週間後と毎週の母体血採取を行った。また、

この際、母体血で一般検査として血算、



CRP の測定、頚管の顆粒球エラスターゼ値、

胎児性フィブロネクチン値の測定も行い記

録することにした。また、羊水検査を行っ

た症例ではこれらの羊水中濃度の測定も行

うこととした。 

 

４．研究成果 

 研究期間中に、胎児感染と診断できる症例

は発生しなかったため、FIRS 患者の末梢血は

採取できなかった。FIRS を疑う症例は、数例

あっかが、産後に臍帯炎があることからの推

定であり、児の臨床症状との一致は見られな

かった。 

 そこで、母体血中細胞成分由来 RNA を

用いて癒着胎盤の予知の可能性について検

討を行った。妊娠 32 週に採血し、PLAC-1、

VEGFA、Ki-67、Placenta growth factor 

(PlGF) 、 KISS-1 metastasis-suppressor 

(KISS-1)、VEGF receptor 1 (FLT-1)発現量

を RT-PCR 法で測定した。その結果、

PLAC-1 と VEGFA 発現は正常例に比較し

高値を示した。また、KISS-1 遺伝子発現

は逆に低値を示した。このことからこれら

3 種類の遺伝子を用いることで癒着胎盤の

予測が可能になる可能性が示唆された。 

 更に、妊娠高血圧症候群に関しての予知

についても検討を行った。臨床症状のない

妊娠10-14週(中央値12週3日)の妊婦を対象

に採血を行った。後にPIHを発症したPIH

群11例と1:8マッチで正常に経過したコン

トロール88例について、母体血細胞成分か

らRNAを抽出し、抗酸化因子、抗血管増殖

因子などの遺伝子発現を定量した。 

分析した遺伝子は、vascular endothelial 

growth factor (VEGF)、VEGF-receptor 1 

(FLT1)、endoglin (ENG)、placenta growth 

factor (PlGF)、 transforming growth factor-1 

(TGF-1)、placenta protein-13 (PP13)である。

各遺伝子の定量は蛍光標識primer /Probeを

用いたTaqMan PCR法で行った。その結果、

PIH群の各遺伝子発現量のMoM値（SD）は、

FLT1：2.18 (0.36), ENG：3.26 (1.16)、

TGF-1：1.82 (0.48)とコントロールと比較

し、有意に高値を、また、PlGF：0.64 (1.04), 

PP13：0.70 (1.02)は有意な低値を示した。 

PIH 発症予知について ROC を描いて検討

した結果、AUC（ SD）は、FLT1 で

0.872(0.064)、ENG で 0.966 (0.019)と抗血

管増殖因子が優れた発症予知マーカーであ

ることが分かった。さらに、それらの組み

合わせで、5％偽陽性率水準で 72.3％の

PIH 発症予知が可能であった。 
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