
論文 の 内容 の要旨

論文題目: 子宮胎盤虚血 によるラット羊水中の

神経栄養因子 の 上昇

: 胎児仮死 における特異的生化学的 マ
ー

カ ー

指導教官: 武谷雄 二 教授

東京大学大学院医学系研究科

平成 1 1 年 4 月 入学

医学博 士課程

生殖発達加齢医学専攻

氏名 堀越嗣博

子 宮内の 胎児状態を正確 に診 断することは妊娠経過を管理 するうえで 非常に重要

であり､ N o n p St r e s s T e st や超音波診断 が使用されて いるG 超音波診 断として は ､ 胎児

計測､ 胎動観察の 他に羊水量の 計 測が 胎児 ･ 胎盤機能の評価 に利用されてきた｡ 羊

水 は量 の 問題も重要 であるが ､ 低酸素等 の胎 児に対するストレ ス が存在する場合には

質的な変化をきたすことが知られて いる｡ 胎 児仮死 にお いて 羊水 中の β エ ンドル フィ

ンや副 腎皮質刺激ホ ル モ ン
､

コ ル チゾ -

ル ､ 神経伝達物質が上昇すること､ そして エ

リス ロ ポ エ チ ンや エ ンドセリン ー1 ､ アクチビ ン A と同様 に慢性 的低酸素に対して反応す

ることも知られて いる｡ 今回我 々 はそ の物 質が子 宮内環境に対して相関関係 がないか ､

そして それらが子 宮内環境を判断し得る マ ー カ ー になりえはしない か 考えて みた ｡ ま

た羊水を包ん で いる羊膜に関しても胎児同様に様々 な物質を生成 ･ 分泌されているこ



とが知られてい る〇 特 にカテ コ ー ル アミン ､ ア セ チ ル コ リン に関して はその 存在の 局在

を証明した｡
ヒト羊膜細 胞にお い てア セチ ル コ リン

､ ノ ル エ ビネフリン
､

エ ビネプリン
､ ド

ー パ
､ D O P A C とい っ た神 経伝達物質 ､ b r ain

- d e ri v e d n e u r o tr o p hic fa ct o r( B D N F) ､

n e rv e g r o w th fact o r( N G F) ､ n e u r o tr o p hi n - 3 ( N T - 3) とい っ た神経栄養因子 ､ そしてアク

チ ビ ンやノギン などヒトの発 生 ･ 発達に欠くことの できない物 質が合成 ･ 分泌されて いる

ことが知られて い る｡ 今回 予備実験として行 っ た頗帯駆 血したヒツジ の 羊水 で は N T _3

値がそ の 前後で 上昇して いたo これは N T -3 が子 宮内環境 の悪化 に反応し胎児 ･ 胎

盤
･

羊膜から分泌されたものとして考えられるが ､ この ほかにも前記した物質が N T _3 と

同様 に反応し得ない か測定し､ それらが胎児仮 死や 子 宮内胎仔発 育遅延 に対して生

化 学的 マ
ー

カ ー の
一

つ になり得ない か ､ 羊水そして羊膜という観点からも含めて 検討

した ｡

羊膜及 び 羊膜 上皮細胞 はイン フ ォ
ー

ムドコ ン セントのとれた妊婦 の選 択的 帝 王切 開

時 に無菌 的に採 取した胎盤から作成したo 機械 的に剥離し洗浄したもの を羊膜とし､

さらに滅菌 - ラにて羊膜上皮細胞 の 下層を除去 ､ 細胞成分を分離 ･

培養したもの をヒト

羊膜上皮細胞とした｡ この 羊膜上 皮細胞 の低 酸素環境にお ける神 経栄養 因子 の 分泌

に つ い て検討した｡ 羊膜 上皮細胞 に酸素 2 0 % ､ 二 酸化炭素 5 % ､ 窒素 7 5 % の 混合気

体で培養した培養液を c o nt r ol 群 ､ 低酸素環境下として低酸素組成の 混合気体(酸素

2 % ､
二 酸化炭素 5 % ､ 窒素 93 % ) を持続的に流入するチャ ン バ ーにて培養した培養液

をh yp o xi a 群として 4 8 時間 の 細胞培養を行 っ た｡ 神経栄養因子 の測定 には酵素免疫

法を用い たo 統計解析 に は W ilc o x o n sig n e d - r a n k t e st にて行 い
､ p < 0 .0 5 にて有意とし

たc その 結果 ､
い づ れ の 神経栄養 因子 でもそ の 濃度の 上 昇傾 向を認 め た が ､ 特 に

N l｣3 にお い ては有意な上昇を認 めた｡

続けて 子宮内胎仔発育遅延 モ デ ル ラットを作成し､ 神経栄養因子 ､ アクチ ビン A ､ 神

経伝達因子 の 羊水 中濃度を測定した ｡ 子 宮内胎 仔発育遅延 モ デ ル ラットの 作成法は

妊娠1 7 日目ウイス タ
ー

ラットを エ ー テル 麻酔下に腹部正中切 開すると睦を中心に非対

称 に数珠上に直列したラット子 宮に子 宮動 静脈 が併走して いる｡ その 片側 の 動静脈の

遠位端 ､ 近位端 を 3 0 分間挟甜しその後子 宮動 静脈を再還流させ ､ アンピ シリンナトリ

ウムを腹腔内投与して開腹した｡ 後日再開腹しそれぞれ の 羊水を抽出した｡ 非挟紺側

羊水を c o nt r ol 群 ､ 挟紺側 羊水をis c h e m i a 群として神経栄養因子 ､ 神経伝達物質､ ア

セチル コ リン ､ アクチ ビン A を測定したo カテ コ ー

ル アミン は 高圧液体クロ マ トグラフィ
ー

( H P L C) ､ アセ チ ル コ リン の 測定には放射免 疫測定(R I A ) を､ アクチ ビ ン A の 測定に

は大 日本製薬社( 大阪 ､ 日本) より購入 したアクチ ビン A 測 定キット( E L IS A 法) を用い



た｡ その結果 ､ 神経栄養因子 に つ いて ､ B D N F は測定値に大きな偏りがあり結果を提

示 できず ､ また N G F はラット羊水 中に認められなか っ た｡ 今回 N T -3 の み測定でき､ 4 8

時 間後に有意な上昇を認め たc アクチビ ンたっ い て は 2 4 時間後で は差を認めず 4 8

時間後で有意差を認め た｡ 神経伝達物 質で はノル エ ビネフリン ､ ア セ チ ル コ リンで は

上昇するも有意差を認 めず ､ ド
ー パミン( D A) では 2 4 時 間後で ､ D O P A C では 2 4 ､ 4 8

時 間後どちらでも有意な上昇を認 めた｡

胎 児 ､ 及 び胎盤 ･ 羊膜とい っ た子 宮内環 境の 悪化に伴い ､ 羊水中 に様々 な物質が

生成 ･ 分泌 が克進することが示 唆された｡ 神経伝達物質に つ い ては既知とされて いた

が､ 今回神 経栄養因子 に つ い ても同様のことが言 えた｡ 元来神経栄養因子 は 中枢神

経系 の発 生 ･ 発達 にお い て欠くことの できない物質 であり､ 胎児がストレ スを受けた際

に胎 児 ･ 胎盤 ･ 羊膜が ､ 最も影響を受けやす い 中枢神 経 の 保護 の た め敏感 に反応 し

た の で はないかと思われた ｡ また羊膜という観点から考えると本 来胎 児 の 周囲を覆い
､

羊水を保持するものとして しか考えられて いなか っ たが ､ 様 々 な物質が生成 ･ 分泌され ､

胎児と同様 に周囲の 環境に敏感 に反応して い ることは 非常に興味深 い ｡ 特に N T ｣3 は

B D N F や N G F とい っ た他 の神経栄養因子と異なり､ 出生後よりむしろ胎仔期にピ
ー

ク

を迎 えることより､ 出生前診 断という点にお い て より適して い ると思 われる｡ 今 回 カテ コ

ー

ル アミン やア セ チ ル コ リン に つ い て は羊膜 にお ける生 成 ･ 分泌 の 局在を示す ことが

できたが ､ 子 宮内胎 仔発 育遅延や 胎児仮死と羊水 中に存在す る生理 活性物 質に つ

いて の関連に つ い て はアクチビ ン ､ D A ､ D O P A C に つ い て の み 示すことができた｡ D A ､

D O P A C で の 時間的相違は D O P A C が D A の 代謝産物 で あるためと思われる｡ そして

D A ､ D O P A C の 時間的相違を考察することにより子宮内胎仔発 育遅延や胎児仮 死 の

発生 の起点に つ い ても言及することができるの ではない かと思われた｡

これらのことよりN T -3 や D A ､ D O P A C は低酸素 ･ 子宮内胎仔発 育遅延 の 出生前診 断

に有用と思われる｡ 特に D A ､ D O P A C を測定す ることによ っ て低酸素 ･ 子 宮内胎仔発

育遅延 の 時間的経緯を調 べ ることが可能で はな いかと示唆された ｡




