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日本人small－for－gestational　age児における

血管内皮増殖因子遺伝子多型の関与の検討
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要 旨

背景＝血管内皮増殖因子（VEGF）は，胎生期の血管形成や胎盤血管形成において重要な役割を果たしている。そ

のVEGF遺伝子多型は種々の周産期の疾患への関与が報告されているが，　small－for－gestational　age（SGA）児への

関与については明らかではない。

対象・方法：神戸大学病院周産母子センターに入院した初産の新生児のうち，出生体重が在胎週数の平均の発育よ

り一1．5SDを下回った児41例をSGA群，在胎週数通りの発育を遂げた児44例をAGA群とした。奇形症候群染

色体異常は除外した。2群問において，VEGF遺伝子型を周産期背景因子と共に比較検討した。

結果：2群問の周産期背景因子は，妊娠高血圧症候群の割合がSGA群で有意に多かった。　VEGF遺伝子型のアリル

頻度は，一1498T＞CのTアリル頻度，一634C＞GのCアリル頻度がSGA群で有意に高かった。また，遺伝子型

頻度は，一1498T＞CのCC型がSGA群で有意に少なく，一634C＞GのCC型がSGA群で有意に多かった。多変

量解析の結果，妊娠高血圧症候群とともに一634C＞GのCC型がSGAの有意な危険因子であった。

結論：VEGLF－634C＞GのCC型は，　SGAの発症に関与している可能性がある。

緒言

　我が国では，総出工数の減少にもかかわらず，低出

生体重児の出生数は増加しており1），子宮内胎児発育不

全（intrauterine　growth　restriction：IUGR）と，その

結果生じるsmall－f6r－gestational　age（SGA）児の増加

は，低出生体重児増加の大きな原因となっている2＞。ま

た，SGA児はappropriateイfor－gestational　age（AGA）

児に比べ，新生児死亡率／罹病率，後障害発生率が高

く，また成人期生活習慣病発症リスクが高いことが明
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らかになっており，その病態解明は近年重要な課題と

なっている2）3）。

　我々は単一施設の入院症例における検討で，重症SGA

児の主因は，胎盤・膀帯因子，母体因子が胎児因子よ

りも多いことを報告した4）。胎盤・膀帯因子の主な病

態である胎盤形成障害，母体因子の主な病態である妊

娠高血圧症候群の発症には遺伝的素因が強く関与する

ことが示唆されており5）6），ともに血管新生の異常を

本態とする7）8）。以上より，我々は血管新生に関与す

る遺伝子の遺伝子多型がSGAの発症に関与するとい

う仮説を立てた。

　血管内皮増殖因子（vascular　endothelial　growth　fac－

tor：VEGF）は血管新生を担う主要因子の一つである。
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VEGF遺伝子（gene　symbol：VEGFA　gene　ID：7422）

は8個のエクソンと7個のイントロンにより構成され，

染色体6q21．3に存在する。その遺伝子多型がVEGF

蛋白発現に影響を与えることが知られている9）。また，

VEGFは胎生期の血管形成や胎盤血管形成において重

要な役割を果たしていること10）”　13），VEGFノックア

ウトマウスは胎生致死となることから胎児成長に欠か

せない因子であることがわかっている14）。

　近年，VEGF遺伝子の転写調節領域の一塩基多型が

未熟児網膜症9），妊娠高血圧腎症15），習慣流産16）など

の周産期疾患リスクと関連することが報告されている

一方，日本人のSGA児におけるVEGF遺伝子多型の

関与については明らかではない。本研究の目的は日本

人のSGA児においてVEGF遺伝子多型が関与してい

るかを明らかにすることである。

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初産の母親から出

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85例を対象とした。在野坪数の決定は母の

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

妊婦からの出生児，胎児因子である奇形症候群，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17＞

より一1．5SDを下回った児41例をSGA群，在胎週数

通りの発育を遂げた児44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を出生体重一15SD未満と定義

した18）19）。出生体重，出生体重のSD値，在今週数ア

プガースコア1分値，5分値性別，多胎，切迫早産，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群間において，周産期背景

因子とVEGF遺伝子型（アリルと遺伝子型）の頻度を

比較検討した。また，胎児発育へ及ぼす影響を調べる

目的で，SGA群を既報のPonderal　index（PI＝Weight

（g）／Length（cm）3×100）に基づいてsymmetrical　SGA

106　（232）

群（PI≧2．2）とasymmetrical　SGA群（PI＜2．2）に分

け20）21），アリルと遺伝子型頻度の比較検討も行った。

　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　8．0．2

（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。

VE（∋F遺伝子多型解析

　疾患関連多型として過去に報告のあるVEGF一塩基

多型：一1498T＞C（rs833061），一l154G＞A（rs1570360），

一634C＞G　（rs2010963），　一7C＞T　（rs25648），　936C

＞T（rs3025039），1612G＞A（rslO434）を解析対象

とした9）。各々のVEGF遺伝子多型のマイナーアリル

は日本人において少なくとも10％以上存在することが

確認されている9）。

　対象児の膀帯，平帯血，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

一塩基多型の多型部位を含むDNA断片を，　Gene　Amp

PCR　Reagent　Kit（Takara　Shuzo，　Kyoto，　Japan）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

イマーは既報をもとに設計した9）。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た後ABI

PRISM　310　Genetic　Analyzer　（Applied　Biosystems）

を用いて直接シークエンス法により遺伝子多型の決定

を行った。

結果

　解析対象となったDNAの由来は各々，謄帯68例，

膀帯血1例，頬粘膜16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，母体年齢，母体喫煙，不

妊治療に2三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，出生体重のSD値が有

意に低く，妊娠高血圧症候群の割合が有意に高かった

（表1）。

　VEGFアリル頻度の比較では，一1498T＞CのTア

リル頻度が68／82（82．9％）対60／88（68．2％）とSGA
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表1SGA群とAGA群の周産期背景因子の比較

SGA，　n＝41 AGA，　n＝44 P値

出生体重（g） 1，224（430～2，070） 1，771（598～3，800） ＜0．01

出生体重（SD） 一2．4（一1．5～一3．8） 0．1（一1．4～2．1） ＜0．01

在胎週数 32（24～38） 32（23～41） 0．48

アプガースコア1分 8（2～10） 8（0～9） 0．84

アプガースコア5分 9（3～10） 9（0～10） 0．84

性別（男児）（％） 27／41（65．9％） 26／44（59．1％） 0．52

多胎（％） 10／41（244％） 7／44（159％） 0．33

切迫．早産（％） 10／41（24．4％） 16／44（36．4％） 0．23

前期破水（％） 5／41（12．2％） 8／44（18．2％） 0．44

妊娠高血圧症候群（％） 14／41（34．1％） 0／44（0．0％） ＜0．01

母体年齢 32（18～47） 31（19～47） 0．42

母体喫煙（％） 1／41（2．4％） 4／44（9．1％） 0．19

不妊治療（％） 14／41（34．1％） 8／44（18．2％） 0．08

表2　SGA群とAGA群のVE（∋F’遺伝子多型アリル頻度の比較

アリル SGA，　n＝82 AGA，　n＝88 P値

一1498T＞C T／C 68／14 60／28 0，026

一1154G＞A G／A 73／9 75／13 0，461

一634C＞G C／G 43／39 31／57 0，024

一7C＞T C／T 73／9 70／18 0，091

936C＞T C／T 63／19 69／19 0，805

1612G＞A G／A 74／8 74／14 0，232

群で有意に高く，一634C＞GのCアリル頻度が43／82

（52．4％）対31／88（35．2％）とSGA群で有意に高かった。

一1154G＞A，一7C＞T，936C＞T，1612G＞Aのアリ

ル頻度に2群間で有意差を認めなかった（表2）。

　次に，yEθF遺伝子型頻度の比較では，一1498T＞

CのCC型が1／41（2．4％）対7／44（15．9％）とSGA群

で有意に低く，一634C＞GのCC型が14／41（341％）対

6／44（13．6％）とSGA群で有意に高かった。一　1154G

＞A，一7C＞T，936C＞T，1612G＞Aの遺伝子型頻度

に2群問で有意差を認めなかった（表3）。

　次に，抽出された二つのVEGF多型（一1498T＞C，

一634C＞G）が胎児発育へ及ぼす影響を調べる目的で，

SGA群41例をsymmetrical　SGA群23例とasymmet－

rical　SGA群18例に分け，サブ解析を行った。結果，

一634C＞Gと一1498T＞Cのアリルと遺伝子型頻度に

2群問で有意差はなかった。

　続いて，単変量解析で2群問に有意差を認めた周産期

背景因子のうち出生体重，出生体重のSD値を除き，残っ

た妊娠高血圧症候群に，一634C＞GのCC型と一1498T

表3　SGA群とAGA群のVEGf＝遺伝子型頻度の比較

遺伝子型 SGA，　n＝41 AGA，　n＝44

一1498T＞C TT／TC／CC 28／12／1＊ 23／14／7

一1154G＞A GG／GA／AA 32／9／0 31／13／0

一634C＞G CC／CG／GG 14＊＊／16／ll 6／19／19

一7C＞T CC／CT／TT 32／9／0 27／16／1

936C＞T CC／CT／TT 22／19／0 26／17／／

1612G＞A GG／GA／AA 33／8／0 31／12／1

＊一1498T＞CのCC型：
　　SGA，1／41　（2．40／o）　vs，　AGA，7／44　（15．90／o），　p＝O．034

＊＊一634C＞GのCC型：
　　SGA，　14／41　（34．1％）　vs．　AGA，　6／44　（13．60／o），　p＝O．026

＞CのCC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），一634C＞

GのCC型（p〈0。05）がSGAの有意な危険因子であ

った。

　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14例を除いたサブグループ

（SGA群：27例とAGA群：44例）において一634C＞

Gと一1498T＞Cのアリルと遺伝子型頻度を比較検討

した。結果，一634C＞GのCアリル頻度がSGA群：

31／54（57．4％）対AGA群：31／88（35．2％）とSGA

群で有意に高かった（p＝0．OlO）。一1498T＞Cのアリ

ル頻度に2群問で有意差はなかった。また，遺伝子型

では，一634C＞GのCC型がSGA群：10／27（37．0％）

対AGA群：6／44（13．6％）とSGA群で有意に高かっ

た（p＝0．022）。一1498T＞Cの遺伝子型頻度に2群問
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で有意差はなかった。

考 察

　IUGRおよびSGA発症に関与する遺伝的素因として

は，主に胎児発育を直接的に障害するタイプ，主に胎

盤形成に影響しその結果胎児発育を間接的に障害する

タイプ，胎児・胎盤両者に影響するタイプに分類され

るが，現在まで胎児発育に直接的に関与する遺伝的素

因が主に明らかにされてきた22）。現在，IUGRへの関

与が確立されている遺伝的素因は，IGF1遺伝子異常

症IGF1受容体遺伝子異常症インスリンおよびイ

ンスリン受容体遺伝子異常症などの単一遺伝子疾患，

第7染色体母親性ダインミーや第14染色体母親性ダ

インミーなどのインプリンティング疾患など極めて限

定的である22）。

　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の遺伝子

多型が報告されている23）。日本人における検討では，

CYP17遺伝子多型24），　ca　tθchol－O－methyltransferase

（COMT）遺伝子多型25），インスリン様成長因子遺伝

子多型26）27），アンジオテンシン変換酵素遺伝子多型28）

などが胎児発育不全に関与するとの報告がある。我々

の調べえた限り，SGA児でVEGF遺伝子多型の関与

を検討した報告はなかった。SGAに関与する周産期因

子としては，子痴前症とVEGF遺伝子多型の関連を検

討したメキシコからの報告が一件あったが，有意な関

連はなかった29）。

　今回我々は，胎児発育を直接的に障害する血管新生

系遺伝子の遺伝子多型に着目し，SGAを発症した新生

児のVEGF遺伝子多型の解析を行った。結果として，

VEGF遺伝子多型一634C＞GのCC型を児が有するこ

とが，日本人におけるSGAの危険因子である可能性が

示された。SGAは，胎児期よりIUGRを呈すが，　IUGR

児の胎盤では正期産AGA児の胎盤と比較してVEGF

発現の充進が報告されており，VEGFの過剰発現が病

的血管新生に関与することが示唆されている13）。VEGF

－634C＞G（rs2010963）遺伝子多型は，最も広く検討

されているVEGF遺伝子多型の一つであり，現在まで

に慢性心不全患者の予後不良例30），増殖性糖尿病性網

膜症31），本体性高血圧症32）などとの関連が報告されて

いる。Awataらは，日本人においてVEGF－634C＞G

108　（234）

のCアリルは非増殖性の糖尿病性網膜症の独立した危

険因子であり，また日本人健常成人において一634C＞G

のCC型を持つ者は，それ以外の型保持者と比較して

血清VEGF濃度が有意に高いと報告した33）。

　PIを用いたSGA群のサブ解析の結果から，　VEGF

－634C＞GのCC型は胎児発育というよりも児の体重

増加に影響することが示唆された。IUGR児の胎盤で

は絨毛膜絨毛間質細胞のVEGF発現が充進していると

の報告があり13），胎児がVEGF－634C＞GのCC型を

有する場合，胎児側胎盤のVEGF発現を三二させる結

果，胎盤の異常血管新生を介して，母体の妊娠高血圧

症候群とともにIUGR発症を促し，日本人におけるSGA

発症に関与するのではないかと考えた。

　本検討にはいくつかの解決すべき問題点が含まれて

いる。第1に，経産回数を重ねることによる出生体重

低下の影響を調整する目的で，対象を初産婦からの出

生児に絞ったため，十分な症例数を確保することがで

きなかった。より多数例を用いた前方視的検討による

確認が必要であると考える。第2に，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。し

かしながら，母体と胎児の遺伝子多型をペァで解析した

研究において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SGAのリスクとなる遺

伝子多型を母体が有したとしても，多くの場合SGAの

リスクとならないことが示されている34）35）。本検討に

おいて，児のVE（F　一　634C＞G多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，　VEGF

－634C＞G多型は母体と独立してSGAと関連している

と推測する。最後に，本検討では，児において非侵襲

的に採取した検体を用いることを前提に保護者から同

意を得ていたために，母体採血を含む遺伝子解析を行

えなかった。しかしながら，胎児発育に最も影響を与

える母体因子であると推測される妊娠高血圧症候群を

含めて多変量解析を行った後も，なおyE6iF－634C＞

GのCC型はSGA発症の危険因子であったことから，

本結果は一定の意義を有すると考えられた。

結 論

　VEGIF－634C＞GのCC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。
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ム」（藤岡一路），文部科学省科学研究費補助金若手研究B（藤
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Vascular　Endothelial　Growth　Factor　Genetic　Polymorphisms　in　Newborns　with　Small－for－Gestational　Age

　　　　　　　　’　i　Center　for　Perinatal　Care，　Kobe　University　Hospital

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

Kazumichi　FUJIOKA　＊　i　“　2，　lchiro　MORIOKA　’　i　＊　2，　Miwako　NAGASAKA　“　2，　Tsubasa　KODA　“　2，

　　Kiyomi　MATSUO　’2，　Tomoyuki　YOKOTA　＊　2，　Satoru　MORIKAWA　“2，　Akihiro　MIWA　＊　i　＊　2，

　　　　　　　　　　　　　　Akio　SHIBATA　’　2，　Hideto　YAMADA　“　i，　Kazumoto　IIJIMA　“　i　’　2

Background　：　The　etiology　of　newborns　with　small－for－gestational　age　（SGA），　who　are　a　primary　cause　of　perinatal

morbidity　and　mortality，　is　still　unclear．　Vascular　endothelial　growth　factor　（VEGF），　a　major　mediator　of　vascular

permeability　and　angiogenesis，　plays　an　essential　role　in　fetal　angiogenesis　and　placentogenesis．　Genetic　polymorphisms

in　the　VEGF　gene　may　contribute　to　the　development　of　newborns　with　SGA．

Methods　：　41　Japanese　newborns　with　SGA　and　44　newborns　with　appropriate－for－gestational　age　（AGA），　who　were

born　from　primiparous　mothers　and　admitted　to　Kobe　University　HospitaL　were　included　in　this　study．　Newborns　with

congenital　anomalies　or　congenital　chromosomal　anomalies　were　excluded．　SGA　was　defined　as　birth　weight　（BW）

below　一1．5　standard　deviation　values　compared　with　mean　BW　of　age－matched　Japanese　newborns．　From　enrolled

newborns，　genomic　DNA　was　extracted　from　umbilical　cord，　cord　blood，　or　buccal　mucosa．　Six　VEGF　genotypes

（一1498T＞C，　一1154G＞A，　一634C＞G，　一7C＞T，　936C＞T，　and　1612G＞A）　were　determined　by　direct　DNA　sequencing．

Clinical　perinatal　factors，　or　VEGF　allele　and　genotype　frequencies　were　first　evaluated　between　the　groups　of　newborns

with　SGA　and　AGA　by　an　univariate　analysis，　followed　by　a　multivariate　logistic　regression　analysis．　P－values　of　O．05　or

less　were　considered　to　be　statistically　significant．

Results　：　Pregnancy　induced　hypertension　（PIH），　and　VEGF　allele　frequencies　of　T　in　一1498T＞C　and　C　in　一634C＞G　in

newborns　with　SGA　were　significantly　higher　than　those　in　newborns　with　AGA．　VEGF　genotype　frequencies　of　CC　in

－1498T＞C　and　CC　in　一634C＞G　in　newborns　with　SGA　had　significantly　difference　in　comparison　with　those　in　newborns

with　AGA．　ln　the　multivariate　logistic　regression　analysis，　PIH　and　CC　in　VEGF－634G＞C　revealed　as　significant　factors

associated　with　newborns　with　SGA．

Conclusion　：　We　found　that　Japanese　newborns　with　VEGF－634G＞C　polymorphisms　may　be　at　risk　for　developing　SGA．
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