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緒緒  言言  

 
21 世紀の医学において、中枢神経系に関わる疾患の予防および治療法の確立は最大の課題の一つだと周知され

ている。とくに、自閉スペクトラム症や注意欠如・多動症、学習障害などの神経発達症をもつ児の増加が国際的

に問題視されている。ゆえに、次世代を担う子どもたちの健康増進に向け、世界各国における、神経発達症の予

後改善や早期予防法の確立が強く求められている。 
神経発達症のリスク因子として、胎児発育不全（FGR）が注目されている。FGR は、胎児の発育が子宮内で停

滞または停止する現象を指し、低出生体重の主原因となる。周産期におけるその罹患率は 5～10％を占め、世界

全体で年間 3,000 万人の胎児が該当すると推定されている［1］。FGR の潜在的なリスク因子として、環境汚染物

質や高齢妊娠などが挙げられているが、その直接的な原因は未だ明確になっていない。共通した病態として、    
妊娠高血圧症候群などに関連する胎児への血流不全や、その血流不全に伴う低酸素血症と栄養障害などの慢性的

な要因が複合的に作用している［2］。このような慢性的な病態が脳発達に悪影響を及ぼし、神経発達症の発症   
リスクを増加させると考えられている。FGR に伴う脳発達異常に関する問題点は、出生後の脳画像検査で明確な

異常が確認されない軽症例であっても、成育後の幼児期・学童期に神経発達症が誘発されることにある。FGR に

起因する脳発達異常の予防・治療法の確立が求められているにも関わらず、その確立が実現できないのは、現在

の診断技術では、各 FGR 児に生じる微細な脳の異常を捉え、脳発達異常を早期に予測・診断できないことに     
起因する。その診断や予測が可能になれば、神経可塑性が高く、治療への反応をより期待し得る新生児期の早い

段階で治療介入が可能となる。また、患児の家族が、その患児にとって最適な育児環境をより早く整えることに

も繋がる。こうした背景から、新生児医学の基礎研究やトランスレーショナルリサーチにおいて、FGR に伴う 
神経発達症の早期診断の実現に向けた、神経学的予後を早期に予測できる指標が求められる。 
そこで本研究では、その FGR 由来の脳発達異常をより早期に検出するためのバイオマーカーの探索を目的に

行った。 特に、軽症時の脳発達異常を捉えられるよう、マイルドで慢性的な子宮内血流不全を再現した最新の 
モデル動物を用いた［3］。そのモデル動物の脳脊髄液中タンパク質の網羅的解析により、バイオマーカー候補分

子を見出した。 
 

方方  法法  

  
11．．子子宮宮内内血血流流不不全全誘誘導導手手術術  
本研究では、妊娠ラットの卵巣動脈および子宮動脈に血管狭窄器具を装着することで、子宮内血流不全モデル

を作製した。その際、血管狭窄器具としてアメロイドコンストリクター（AC）を用いた。AC は、金属製のリン

グの内側にドーナツ状のカゼインコアをもち、それが周囲の水分を吸収して徐々に膨張し、時間をかけて中心の

穴が狭くなることで緩やかに血管を狭窄させる。本研究では、内径 0.40 mm の AC（MC-0.40-SS）を使用した。 
妊娠 17 日目の SD ラットをイソフルラン麻酔下で、手術台（39℃）に仰向けで固定した。腹部消毒後に剃毛

し、正中切開により約 1.5 cm 開腹した。用手的に子宮を体外に露出させ、胎仔数を計数した後、双眼実体顕微鏡
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下で、子宮壁面から卵巣動脈および子宮動脈を剥離し、血管狭窄器具を装着した。露出した子宮をガーゼで覆い、

39℃に加温した生理食塩水で湿度と体温を維持しつつ操作を行った。また、子宮を白熱電球で照らすことで、   
胎仔を外部から暖め、低体温化を抑制した。血管狭窄器具の装着後、子宮を体内に戻し、二重縫合により閉腹し

た。閉腹後、39℃の手術台に 10 分間静置した後に、持続麻酔から解放した。偽手術群では、血管狭窄器具の       
装着以外すべて子宮内血流不全誘導手術と同じ操作を行った。外科的処置を施す本実験における動物の飼育では、

無処置群含め、すべての群で滅菌した巣箱（ラットハウス）を飼育ケージ内に入れることでストレスの緩和を    
計った。血流不全処置を施した母ラットから生まれた仔ラットのうち、出生体重が基準値を下回る個体を FGR 群

と判断して用いた。体重の群間変動に関しては、Tukey-Kramer の多群検定法により判定した。 
 

22．．脳脳脊脊髄髄液液中中タタンンパパクク質質ププロロフファァイイルルのの取取得得とと分分析析  
Sham 群および FGR 群における出生 4、5 日目の仔ラットから脳脊髄液を採取した。そこにタンパク質分解酵

素阻害剤を加え、10,000×g で 5 分間遠心し、上清を採取することで、混入した細胞や夾雑物を排除した。精製

した脳脊髄液中のタンパク質濃度を BCA protein assay 法により定量し、その値に基づいて、タンパク質溶液の

上清を 0.5μg／μL に調製した。その後、タンパク質に対し、液体クロマトグラフ／質量分析（LC/MS）用に

Tandem Mass Tag™システムでラベル付けし、脳脊髄液中の全タンパク質の存在量を LC/MS で定量した。

Orbitrap Fusion 質量分析システムを、UltiMate 3000 RSLCnano LC システム、ナノキャピラリーカラム    
（150 mm×75μm）、ナノエレクトロスプレーイオン源と組み合わせて使用した。逆相クロマトグラフィーでは、

2％アセトニトリル／0.1％ギ酸溶液および 95％アセトニトリル／0.1％ギ酸溶液を用いた線形グラディエントフ

ローレート（0 分、5％B；100 分、40％B、300 nL/min）に設定した。タンデム MS 分析前には、400～1,600 の

質量対電荷比（m/z）で前駆体イオンスキャンを行った。タンデム MS は、四重極隔離で 0.8 Th、HCD 断片化で

30％正規化衝突エネルギーとイオントラップにおける迅速スキャン MS 分析によって実行した。タンパク質濃度

の定量後、脳脊髄液中タンパク質プロファイルを、プロテオームソフトウェア Scaffold 4.4.8、Proteome 
Discoverer 1.4 および MASCOT 検索エンジン 2.6.0 を用いて解析し、タンパク質およびペプチドを同定した。

同定には、UniProt のタンパク質データベース（リリース 2023_05）を参照し、前駆体質量許容範囲を 10 ppm、

フラグメントイオン質量許容範囲を 0.8 Da に設定した。定量された各タンパク質の存在量と出生体重との相関

性について、スピアマン相関係数を算出し、その値を用いて p-value と False discovery rate（Q-value）を算出

した。 
 

結結  果果  

  
11．．FFGGRR モモデデルル動動物物のの成成否否判判定定  
本研究では、アメロイドコンストリクターと呼ばれる吸水により膨張する血管狭窄器具を用いて、緩徐かつ   

持続的に胎児への血流を抑制することで軽症例の FGR を再現したモデル動物を用いた［3］。このモデル動物は、

臨床上の FGR 児における脳機能の所見［4，5］と類似した表現型を示し、大脳皮質神経細胞数の減少などの     
組織学的変化に加え、協調運動、学習記憶の障害などの行動学的変化が認められる。一方で、このモデルでは、

マイルドな病態を再現しているがゆえに、母ラットの胎内で、全ての仔ラットが FGR を呈するとは限らない。

そこで FGR 仔の成否は出生体重で判定した。臨床上用いられる FGR 診断基準値は、World Health Organization 
が定義する在胎不当過小児（出生体重が該当する在胎週数の標準出生体重と比較して小さい新生児）の診断基準

を参考に［6］、胎児体重基準値の 10 パーセンタイル未満（下位 10％未満）とされることが多い。ただし、在胎

不当過小児のうち周産期予後が問題となる児の大半は、5 パーセンタイル未満（下位 5％未満）に分類される。 
この 5 パーセンタイルは正規分布集団において、平均－1.64 標準偏差に相当する。そこで本研究では、無処置群

の平均体重－1.5 SD 値を FGR モデル基準値として採用した。なお、日本では胎児体重基準値の－1.5 SD を FGR
診断の目安とすることが推奨されている［7］。 
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本研究で用いた無処置群の出生体重は、7.01±0.55 g であり、FGR モデル基準値は 6.18 g と算出された     
（図 1A）。本研究では、この値を下回る個体を FGR 群として用いた。子宮内血流不全の手術により、出生仔数

の 73％がこの基準値を下回り、FGR と判定された（図 1B）。また、対照として用意した偽手術群（Sham：開腹

と子宮の露出のみで、血管狭窄器具を装着していない群）の出生体重は、6.87±0.74 g であり、基準値を下回る

個体数は 15％にであった（図 1A、B）。Sham 群と子宮内血流不全処置群での体重推移を比較した結果、出生   
14 日まで両者に有意差が認められ、その後は Catch up し、有意差は認められなくなった（図 1C、D）。本研究

で行った子宮内血流不全処置に伴う低体重は、出生 2 週頃まで維持されると言える。 

図 1．モデル動物の体重表現型の評価 
A） 無処置群（Control）、偽手術群（Sham）、子宮内血流不全群（Intrauterine 

hypoperfusion）の出生体重。子宮内血流不全群では、他の 2 つの群と比較して、有

意な出生体重の減少が認められた（***p＜0.001、Tukey-Kramer）。 
B） 各群における出生体重のヒストグラム。無処置群の出生体重の平均値と標準偏差よ

り、FGR モデル基準値を算出した結果、6.18 g と算出された。子宮内血流不全群の

出生仔の 73％がこの基準値を下回り、FGR モデルと判定された。 
C、D） 偽手術群と子宮内血流不全群の体重推移。D は C の一部であり、出生 0 日から 25

日までを拡大した図。出生 14 日まで、子宮内血流不全群で有意な体重低下が認め

られ、その後はCatch upが確認された（*p＜0.05、***p＜0.001、Tukey-Kramer,）。 
 
22．．ババイイオオママーーカカーー候候補補分分子子のの探探索索  
バイオマーカーを探索するため、脳脊髄液中タンパク質の網羅的解析を行った。脳脊髄液は、脳内を循環する

組織液であり、その中には脳細胞から分泌された様々な生体分子が存在している。その生体分子の種類や量は、

脳の状態に依存するため、脳脊髄液中には脳内の状態を鋭敏に反映するバイオマーカー候補分子が存在すると考

えられている［8］。 
本研究では、出生 4、5 日目の仔から脳脊髄液を採取し、全タンパク質の存在量を測定することで、タンパク質

プロファイルを取得した。定量された 601 種のタンパク質の存在量と仔ラット体重とのスピアマン相関係数なら
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びにその相関係数に基づいた p-value と Q-value を算出した。p-value＜0.05、Q-value＜0.1 を条件に、低体重

に伴って発現変動の大きいタンパク質をバイオマーカーの候補分子として選出した。出生 4 日目で 140 種、5 日

目で 123 種、計 212 種（重複 51 種）が、出生体重の低下に依存して変動することが確認された（図 2A）。重複

51 種のうち、出生 4 日目と 5 日目ともに同じ変化を維持したものを抽出した結果、15 種類の分子が見出された。

その 15 種類の内、Human protein atlas database にて、脳組織で強い発現が確認されている 6 つの分子、     
OX-2 membrane glycoprotein（CD200）、Alpha-2-macroglobulin（A2m）、Polyubiquitin-B（Ubb）、Neuroserpin
（Serpini1）、Ubiquitin thioesterase OTUB1（Otub1）、ならびに、Ubiquitin-like modifier-activating enzyme 
1（Uba1）が、バイオマーカー候補として選出された（図 2B～M）。 

図 2．脳脊髄液中タンパク質の網羅的解析と抽出されたバイオマーカー候補分子 
A） 脳脊髄液中タンパク質プロファイルの解析と抽出条件。出生 4 日目で 140 種、5 日目で

123 種、計 212 種（重複 51 種）が、出生体重低下に比例して変動することが確認され

た（Spearman’s rank correlation coefficient；p＜0.05、Q＜0.1）。 
B～M）  抽出された 6 種類のタンパク質の体重相関性を示したグラフ。出生 4 日目のデータ 

（B～G）、出生 5 日目のデータ（H～M）。 
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考考  察察  

 
本研究は、子宮内血流不全処置により作製した FGR モデルの新生仔ラットから脳脊髄液を採取し、そのタン

パク質の網羅的解析を行った初めての研究である。その脳脊髄液中の全タンパク質の出生体重との相関性を評価

し、FGR に伴う脳発達異常の早期予測診断指標となりうる、バイオマーカー候補分子を見出した。FGR 児の    
およそ半数に、神経発達の遅れが 2 歳時点で確認され、幼児期には神経発達症を発症する［9，10］。FGR に      
起因する脳発達異常を早期に捉え、神経学的予後を予測することは、神経可塑性の高い新生児期の早い段階で   
治療方針の決定を可能にする。そして、治療方針の早期決定は、脳発達が未熟な段階からの適切な投薬や運動療

法に取り組むことの実現に貢献し、その治療効果の向上や治療選択の幅を広げることに繋がる。ゆえに、本研究

により見出されたバイオマーカー候補分子の脳機能との相関や治療反応性などを臨床的に評価することで、FGR
児の脳発達異常を改善する新たな技術の開発へと発展すると期待される。 
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