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　　　日本人Small－for－gestational　age児における

レニン・アンジオテンシン系遺伝子多型の関与の検討
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要 旨

背景1近年，smal1－for－gestational　age（SGA）は成人期の冠動脈疾患発症リスクが高いことが明らかとなっている。

レニン・アンジオテンシン系（RAS）は体液量，電解質代謝に重要な役割を果たしており，　RAS遺伝子多型と冠動

脈疾患発症リスクとの関連が広く知られている。しかし，RAS遺伝子多型のSGAへの関与については明らかでは

ない。

対象・方法：神戸大学医学部附属病院周産母子センターに入院した新生児のうち，出生体重が在胎週数の平均の発育

より一1．5　SDを下回った児92例をSGA群，在胎週数通りの発育を遂げた児101例をAGA群とした。奇形症候群，

染色体異常は除外した。2群間において，RAS遺伝子多型を周産期背景因子と共に比較検討した。

結果：2群間の周産期背景因子は，帝王切開，妊娠高血圧症候群の割合，母体年齢がSGA群で有意に高かった。　RAS

遺伝子多型のアリル頻度は，ACE　rs4340（1／D），　AGT　rs699（C＞T），　AGTRI　rs5186（A＞C）で2群間に有意

差を認めなかった。遺伝子型頻度は，AGT　rs699のTT型がSGA群で有意に多かった。多変量解析の結果，　AGT

rs699のTT型はSGAの有意な危険因子であった。

結論：AGT　rs699のTT型はSGAの発症に関与している可能性がある。

緒 言

　周産期管理の進歩にもかかわらず，わが国では低出

生体重児出生数が増加している1）。その原因として，子

宮内胎児発育不全（intrauterine　growth　restriction：

IUGR）と，その結果生じるsmall－for－gestational　age

（SGA）児の増加が大きな問題となっている2）。また，

SGA児はappropriate－for－gestational　age（AGA）児

と比較すると，新生児死亡率／罹病率，後障害発生率

が高いのみならず，メタボリックシンドロームをはじ

別刷請求先：〒650－0017　兵庫県神戸市中央区楠町7－5－2

　　　　　　神戸大学医学部附属病院周産母子センター
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めとする成人期生活習慣病2）3）や冠動脈疾患発症4）5）

のリスクが高いことが明らかになってきた。この原因

として，胎生期の劣悪な子宮内環境に対して発達中の

胎児臓器が適応し，その適応がepigeneticな機序を介

して生涯にわたって刻み込まれるという「胎児プログ

ラミング」仮説が提唱され，広く認知されつつある6）。

　一方，冠動脈疾患発症のリスク因子としてレニン・

アンジオテンシン系（RAS）遺伝子多型の関連が広く

知られており7）～9），また，特定のRAS遺伝子多型が

SGAの発症に強く関与する妊娠高血圧症候群と関連す

るという報告がある10）ll）。

　レニン・アンジオテンシン・アルドステロン系は血

圧，体液量，電解質代謝組織障害などに大きく関与
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することが知られており12），前述したようにその機能

的遺伝子多型と高血圧罹患，心血管合併症との関連に

関しては，多くの報告からその全容が解明されつつあ

る7）。中でも，アンジオテンシン1変換酵素（angiotensin

Iconverting　enzyme　l　ACE）遺伝子のイントロン16

に存在する287bpの挿入（insertion：1）・欠失（deletion：

D）多型であるACE　rs4340（1／D）13），アンジオテンシ

ノーゲン（angiotensinogen：AGT）遺伝子のエクソン

2のM235T（Met→Thr）多型である．4GT　rs699（C

＞T）14），アンジオテンシンll　1型受容体（angiotensin

Htype　l　receptor：AGTR1）遺伝子の3’非翻訳領域の

A1166C多型であるAGTRI　rs5186（A＞C）15）に関し

ては，冠動脈疾患発症との関連が強く示唆されている。

　しかしながら，現在までSGA児においてRAS遺伝

子多型を解析し冠動脈疾患発症リスクを検討した報告

はない。今回我々は，SGA児における成人期冠動脈疾

患発症リスクの上昇は，胎児の環境応答に起因する「胎

児プログラミング」のみならず，SGA発症と冠動脈疾

患発症に共通して関与する遺伝的素因が存在するとの

仮説を立て，SGA児において冠動脈疾患リスク多型と

して既知のRAS遺伝子多型の解析を行った。

　本研究の目的は日本人のSGA児においてRAS遺伝

子多型が関与しているかを明らかにし，またそれが冠

動脈疾患発症リスク多型と一致するかを確認すること

である。

対象・方法

　2002年から2011年までの期間に神戸大学医学部附

属病院周産母子センターに入院した母親から出生した

日本人の新生児で，保護者の書面による同意を得られ

た193例を対象とした。在胎週数の決定は母の最終月

経より計算し，妊娠初期の胎児超音波所見を参考に修

正した。正確な在胎週数の決定が困難な未受診妊婦よ

りの出生児，奇形症候群，染色体異常は除外した。本

研究は当院倫理委員会の承認のもと行った。

　出生体重が日本人における在胎週数の平均の発育16）

より一15SDを下回った児92例をSGA群，在胎週数

通りの発育を遂げた児101例をAGA群とした。仁志

田らの指摘に基づき，新生児期の異常発生リスクの高

い児を抽出する目的で，SGAを出生体重一1．5　SD未満

と定義した17）18）。出生体重，出生体重のSD値在胎

週数アプガースコア1分値，5分値，性別，多胎，切
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迫早産前期破水（破水後24時間以上経過してから

の児娩出），妊娠高血圧症候群（母体の妊娠中の収縮

期血圧＞140mmHgまたは拡張期血圧＞90mmHg），母

体年齢，経産歴母体喫煙，不妊治療の有無の各周産

期データについて診療録を用いて後方視的に収集した。

2群問において，周産期背景因子とRAS遺伝子多型（ア

リルと遺伝子型）の頻度を比較検討した。

　統計学的検討は，2群の連続変数の比較にはMann－

Whitney　U－testを，2群の名義変数の比較にはFisher

の直接確率計算法を用いて行い，多変量解析はJMP

8．02（SAS　Institute　Japan，　Tokyo）を用いてロジス

ティック回帰分析にて施行した。p値く0．05を有意差

ありとした。

RA　S遺伝子多型解析

　冠動脈疾患関連多型として過去に報告のあるACE

rs4340（1／D），ノ1GT　rs699（C＞T），AGTIRI　rs5186（A

＞C）を解析対象とした13）～15）。

　対象児の聴帯，膀帯血，頬粘膜を採取し，DNeasy

Tissue　Kit（Qiagen）またはQIAamp　DNA　Mini　Kit

（Qiagen）を用いて，添付文書に従ってDNA抽出を行

い，　Polymerase　Chain　Reaction（PCR）の試料とした。

各多型の多型部位を含むDNA断片を，　Gene　Amp⑱

PCR　Reagent　Kit（Takara　Bio）またはHot　Star　Taq

Plus　Master　Mix　Kit（Qiagen）を用いて，添付文書に

従ってPCR法により増幅した。プライマーは各々既報

をもとに設計した19）一”　21）。ACE　rs4340（1／D）に関して

は，アガロースゲル電気泳動によりPCR産物の塩基長

を確認し遺伝子多型を決定した。そのうち，ACE－DD

と判定されたものについてはACE－IDのミスタイピン

グの可能性が指摘されているため22），insertion　allele

特異的プライマーを用いてPCRを行い増幅されないこ

とを確認した。AGT　rs699（C＞T）に関しては，　ABI

PRISM⑪310　Genetic　Analyzer（Applied　Biosystems）

を用いた直接シークエンス法により，AGTRI　rs5186

（A＞C）に関しては，Dde1を用いた制限酵素断片長

多型（Restriction　Fragment　Length　Polymorphism：

RFLP）法と直接シークエンス法により遺伝子多型の

決定を行った。

Presented by Medical*Online



日本未熟児新生児学会雑誌　第26巻　第1号

表1SGA群とAGA群の周産期背景因子の比較

SGA，　nニ92 AGA，　n＝101 P値

出生体重（g）

在胎週数

アプガースコア1分

アプガースコア5分

性別　（男児）　（％）

多胎（％）

帝王切開（％）

切迫早産（％）

前期破水（％）

妊娠高血圧症候群（％）

母体年齢

初産

母体喫煙（％）

不妊治療（％）

1，174　（430～2，504）

　32　（24～39）

　　8（1～10）

　　9（3～10）

　58／92　（63．0）

　22／92　（23。9）

　83／92　（90．2）

　26／92　（28．3）

　11／92　（12．0）

　28／92　（30．4）

　34　（18～47）

　45／92　（48．9）

　11／90　（12．2）

　23／91　（25．3）

1，670　（574～4，028）

　31　（23～41）

　　8（0～10）

　　9（0～10）

　50／101　（49．5）

　23／101　（22．8）

　74／101　（73．3）

　34／101　（33．7）

　22／101（21．8）

　3／101　（3．0）

　32　（19～47）

　46／101　（45．5）

　15／98　（15．3）

　21／101（20．8）

＜0．Ol

O．87

0．51

0．31

0．06

0．85

＜0．01

0．42

0．07

＜0．01

＜0、01

0．64

0．54

0．46

表2SGA群とAGA群のRAS遺伝子多型アリル頻度の比較

アリル SGA，　n＝184 AGA，　n＝202 P値

1 124（67．4％） 134（66．3％）
0．83ACE　rs4340（1／D）

D 60（32．6％） 68（33．7％）

C 149（81．0％） 163（80．7％）

AGτrs699（C＞T）
T 35（19．0％） 39（19．3％）

094

A 169（91．8％） 188（93．1％）
．4G刀～1　rs5186（A＞C）

C 15（8．2％） 14（6．9％）
0．65

結 果

　解析対象となったDNAの由来は各々，膀帯163例，

膀帯血1例，頬粘膜29例であった。周産期背景因子に

関して，在胎週数アプガースコア1分／5分，性別，

多胎，切迫早産，前期破水，経産歴，母体喫煙，不妊

治療に2群間で有意差を認めなかった。SGA群では

AGA群と比較して，出生体重が有意に低く，帝王切開，

妊娠高血圧症候群の割合．母体年齢が有意に高かった

（表1）。

　RAS遺伝子アリル頻度の比較では，ACE　rs4340（1／D）

のDアリル頻度（SGA群：32．6％vs．　AGA群33．7％，

p＝083），AGT　rs699（C＞T）のTアリル頻度（19．0

％vs．19．3％，　pニO．94），　AGTIRI　rs5186（A＞C）のC

アリル頻度（8．2％vs．6⑨％，　p＝O．65）に有意差を認

めなかった（表2）。

　次にRAS遺伝子型頻度の比較では，AGT　rs699（C

＞T）のTT型がSGA群で有意に高かった（43％vs．

0％，p＝0．03）。　ACE　rs4340（1／D），AGTI～1　rs5186（A

＞C）の遺伝子型頻度に2群間で有意差を認めなかっ

た（表3）。

　続いて，単変量解析で2群問に有意差を認めた周産

期背景因子である出生体重，帝王切開，妊娠高血圧症

候群，母体年齢に，AGT　rs699のTT型を加えてロジ

スティック回帰分析を行ったところ，妊娠高血圧症候

群（p〈0．0001），出生体重（p〈O．OOI），母体年齢（p＜

ODI），　AGT　rs699のTT型（p〈0．Ol）がSGAの有意

な危険因子であった（表4）。

　多変量解析の結果，妊娠高血圧症候群がSGAの圧倒

的に有意な危険因子であったため，妊娠高血圧症候群

の母体から出生した児31例を除いたサブグループ（SGA

群：64例とAGA群：98例）においてAGT　rs699の

TT型の遺伝子型頻度を比較検討した。結果，　AGT　rs699

のTT型の遺伝子型頻度はSGA群で有意に高かった

（SGA群：3／64〔4．7％〕vs．　AGA群：0／98〔0％〕，　p＝

0．03）。
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表3　SGA群とAGA群のRAS遺伝子型頻度の比較

遺伝子型 SGA，　n＝92 AGA，　nニ101 P値

ACE　rs4340（1／D）

II

ID

38（41．3％）

48（52．2％）

41（40．6％）

52（51．5％）

0．92

092

DD 6（6．5％） 8（7．9％） 0．71

月θτrs699（C＞T）

CC

CT

TT

61（66．3％）

27（29．3％）

4（4．3％）

62（61．4％）

39（38．6％）

0（0％）

0．48

0．18

0．03

AA 79（85．9％） 87（86．1％） 096

．4GTRI　rs5186（A＞C） AC 11（12．0％） 14（13．9％） 0．69

CC 2（2．2％） 0（％） 0．14

表4　SGAの危険因子に関する多変量解析

Likelihood　ratio　Chi－square P値

妊娠高血圧症候群

　　出生体重

　　母体年齢

AGT　rs699　TT

　　帝王切開

16．5

12．1

7．2

7．0

0．28

＜0．0001

〈O．OOI

＜0．01

＜0．01

　0．59

考 察

　IUGRおよびSGAと関連する遺伝子多型としては，

先天性血栓形成素因，サイトカイン，生体内毒素代謝

酵素，代謝・成長因子，内分泌ホルモンなどが報告さ

れている23）。日本人においては，CYP17遺伝子多型24），

ca　techol－O－mθthyltransferase（COMT）遺伝子多型25）

などが胎児発育不全に関与するとの報告がある。以前

の検討で，我々は血管内皮増殖因子遺伝子多型の一つ

であるVEGF－634C＞G（rs2010963）のCC型が日本

人においてSGA発症の危険因子であることを報告し

た26）。

　RA5遺伝子多型とIUGRおよびSGA発症の関連に

ついては，胎児のACE　rs4340のDD型がIUGR発症

の危険因子であるとの英国からの報告27），胎児・母体

のAGT　rs699のCC型がIUGR発症の危険因子である

との米国からの報告28），胎児のA（］Ers4340のID型

がIUGR発症に関与するとのトルコからの報告29）が

ある。また，正期産児においてAGT　rs699（C＞T），

ACE　rs4340（1／D）の遺伝子多型と出生体重の関連を

検討したドイツからの報告では，胎児のACE　rs4340

（1／D）は出生体重に影響を及ぼさなかったものの，AGT

rs699のCC型保持はCT型またはTT型保持と比較し

て有意に低出生体重であった（3，288gvs．3，435g，　P＜

O．（）5）30）○

　我々の調べえた限り，日本人で複数のRAS遺伝子

多型とSGA発症の関連について検討した報告はない。

Nakamuraらは，母体・胎児のACE　rs4340（1／D）遺

伝子多型と出生時体格・SGA発症との関連について検

討し，母体がACE　rs4340　DDまたはID型を有する場

合，II型を有する場合と比較して有意にSGA発症率が

高いことを示した31）。我々の結果は，児のAGT　rs699

のTT型が日本人におけるSGA発症の独立した危険

因子であった。本結果と米国からの報告28）が一致し

ない原因として，AGT　rs699遺伝子多型が血漿アンジ

オテンシノーゲン濃度に及ぼす影響は白人とアジア人

では異なっていることが示されており，人種差による

影響が推察される32）。児のACE　rs4340（1／D）遺伝

子多型はSGA発症には関与しなかったが，これは前

述のNakamuraらの結果と一致していた31）。

　AGT　rs699（C＞T）多型は，アンジオテンシノー

ゲン遺伝子の発現に重要なコアプロモーター領域の多

型と強く連鎖し，遺伝子発現との関連が示唆されてお

り，またAGT　rs699のCアリル保持者は血中アンジ

オテンシノーゲン濃度が高いとの報告もある33）34）。さ

らに，日本人においてAGT　rs699のCアリルが妊娠高
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血圧症候群の発症に関与することが指摘されている10）。

以上の結果からは，我々の検討で明らかになったAGT

rs699のTT型保持とSGA発症の関連は，アンジオテ

ンシノーゲン濃度の上昇や妊娠高血圧症候群を介した

胎児発育障害とは別の機序である可能性が推察された。

　AGT　rs699（C＞T）多型と成人期冠動脈疾患発症

との関連に関しては，日本人においてAGT　rs699の

CC型が冠動脈疾患35｝や本態性高血圧症36）の有意な

危険因子であるとの報告がなされており，AGT　rs699

のTT型が成人期冠動脈疾患発症に関与するとの報告

は認められなかった。以上から，本検討においてはSGA

発症と冠動脈疾患発症に共通して関与する遺伝的素因

を同定することはできなかった。

　本検討の問題点としては，母体の遺伝子多型解析を

行っていないことから，母体の遺伝的素因がIUGR／SGA

発症に与える影響を除外できていない。また，本検討

において母体年齢が胎児発育に影響を及ぼす可能性も

ある。しかしながら，以前も指摘したように26｝，SGA

リスクとなる遺伝子多型は母体と胎児でほとんど一致

しないことや，本検討において児のAGT　rs699のTT

型は妊娠高血圧症候群を除いてもSGAの危険因子で

あったことから，AGT　rs699のTT型は母体と独立し

てSGAと関連していると推測する。一方，　SGA群全

体に占めるAGT　rs699のTT型頻度は低頻度である

ため，SGA児の主要な原因ではないことが示唆され，

以前我々が報告したVIEIGF・－634C＞GのCC型との相互

関連性の有無が今後の検討課題である26）。

結 論

AGT　rs699のTT型は日本人におけるSGA発症に

関与している可能性が示唆された。

　なお，本論文の内容の一部は第48回日本周産期・新生児医学

会学術集会（2012年，於：埼玉県），Asian　Society　for　Paediatric

Research　2013（Kuching　Sarawak，　Malaysia）において発表し

た。本研究は，文部科学省「組織的な大学院教育改革推進プロ

グラム」（藤岡一路），文部科学省科学研究費補助金若手研究B

（藤岡一路t森岡一朗），森永奉仕会研究奨励金（藤岡一路）の

助成により行われた。

すべての著者に日本未熟児新生児学会の定める利益相反に関す
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Association　Between　Renin－Angiotensin　Systems　Gene　Polymorphisms　and　Smal1－for－Gestational　Age

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　a　Japanese　Population

　　　　　　　　＊1Center　for　Perinatal　Care，　Kobe　University　Hospital

＊2Department　of　Pediatrics，　Kobe　University　Graduate　School　of　Medicine

Kazumichi　FUJIOKA＊1＊2，　Ichiro　MORIOKA＊1＊2，　Miwako　NAGASAKA＊2

　　　　Tsubasa　KODA＊2，　Kiyomi　MATSUO＊2，　Tomoyuki　YOKOTA＊2

　　　　　Akio　SHIBATA＊2，　Hideto　YAMADA＊1，　Kazumoto　IIJIMA＊］＊2

Background：Small－for－gestational　age（SGA）is　a　primary　cause　of　perinatal　morbidity　and　mortality，　and　increases　the

risk　of　adult　onset　cardiovascular　disease．　The　renin－angiotensin　system（RAS）plays　a　major　role　in　rnaintaining

vascular　tone，　optimal　salt　and　water　homeostasis　in　humans，　and　its　genetic　polymorphisms　are　well－established　risk

factors　for　cardiovascular　disease　in　adult　populations．　Therefore，　genetic　polymorphisms　in　the　RAS　genes　may

contribute　to　the　development　of　SGA．

Objective：To　correlate　RAS　genetic　polymorphisms　with　the　risk　of　SGA，

Methods：Ninety－two　newborns　with　SGA（≦－1．5SD）and　101　newborns　with　appropriate－for－gestational　age（AGA），

who　were　admitted　to　Kobe　University　Hospital，　were　included．　Newborns　with　congenital　or　chromosomal　anomalies

were　excluded，　ACE　rs4340（1／D），　AGT　rs699（C＞T），　AGTIRI　rs5186（A＞C）were　determined　by　restriction

fragment　length　polymorphism　or　direct　DNA　sequencing．　Allele　and　genotype　frequencies　in　newborns　with　SGA　were

compared　with　those　in　newborns　with　AGA．

Results：There　was　no　significant　difference　in　the　allele　frequencies　for　ACE　rs4340，　AGT　rs699，ノIGTRI　rs5186

between　SGA　and　AGA．　Genotype　frequencies　of　TT　in．AGT　rs699　in　newborns　with　SGA　was　significantly　higher　than

those　in　newborns　with　AGA（SGA：4．3％vs．　AGA：0％，　p＝0．03）．　Multivariate　logistic　regression　showed　that　the　TT

genotype　in　AGT　rs699　was　an　independent　risk　factor　of　SGA．

Conclusion：Carriers　of　the／IGT　rs699　TT　genotype　are　at　risk　for　developing　SGA．
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