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Abstract

Baekground:Thisstudyaimedtoevaluatetheroleofirlterleukin(ILト6-634polymorphism

inneonataldisordersst豆ehasbronchopulmonarydySpiaSia(BPD)andperiventricularleukoma-

lacia(PVL)inverylowbirthweight呈nfants,

Methods:Thisprospectivecohortstudy喜meluded202infants(gestationalageatbir払was23-

34weeksandbirthwe短htran酢d血･oITi500-149鞄).Genotypicanalysis(polymerasechainreal-

tion-restrictionfragmentlen離hpolymorphismassays)wereperformedwithDNAextracted

fromwhole-bloorlsiⅢ11)lt､S.

Results:Gemo翫)edist甘地ution(66.8% CC,28.2%CG,and5,0%GG)inthisstudywassim卜

又artothatinもheadultJapanesepopulation.Thedurationof02therapyinirlfantswithCG/GG

gemotypeswassi欝nifieantlyhngerthanthatininfantswiththeCCgenotype圧G/GGvs.CC:

弧3±52.2daysvs.28.4±32.6days,p<0.05).王nfantswithCG/GGgenotypesweremorelike-

1ytohavereee豆VedpostnatalcorticosteroidtherapyforBPDthanthosewi偽 theCCgeno糎pe

(CG/GGvs.CC:20.9%vs.ll.1%,p-0.05).′IberewasnosigniBcantdifferenceinthe免･equen-

eyofPVLamongIL-6-634polymorphisms.

Condus呈ons:ThisstudyshowedanassociationbetweenIL-6-634polymorphismandthe

dura鮎nof｡Ⅹy酢ntherapyforBPDinverylowbirthweightinfants.rrbisfindingsug酢StS払at

isnotassociatedw立地PVL.
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は じ め に

近年の新生児医療の進歩により題低出生体重

児,題早産児の生存率は著明に改善 しているが,

生存率の と昇とともに,神経学的後遺症を残す児

も増加 している1)2).題低出生体重児の精神運動

発達に及ぼす拾険因子として,頭蓋内出血 (intra-

ventricularhemorrhage;fVtl),脳婁周囲白質軟化

症 (periventricularleukomalacia;帆 )に次いで

慢性肺 疾患 (bronchopulmonarydyspiasia;BPD)

がある 3).早産児の PVLや BPDは,母体繊毛膿

羊膜炎や胎児感染によって リスクが上昇 し,特に

胎内感染は,胎児の肺と脳に障害をもたらす主な

原因の -一つである4ト 7).児に障害を起こす胎内

感染の進展には,母体における炎症反応の差異が

関連 していることも報告 され,母体の炎症反応が

早産児の脳 と肺への障害 を促進すると考えられ

る.一方で,胎内感染を受けたすべての早産児が

BPDや PⅥJを発症するわけではなく,発症はそ

の -一部の児に限 られている.従って,胎児の未熟

な肺と脳の障害の進展には,児自身の炎症反応や

その耐性が影響を及ぼす可能性が考えられる.近

年BPDやPVLの発症 と進展には,遺伝的素因の

~重要性 も指摘 されており,出生前後における児自

身の遺伝素因による全身の炎症反応の差が,BPD

や PVLの発症 と進展に関与 しているのではない

かと考えた.

インタ-ロイキン6用L-6)は,炎症の誘導に

おいて重要な役割を果たすサイ トカインである.膳

帯血中IL-6の上昇が,BPDの重症化と関連する

こと8ト 輔,およびPVL発症児では新生児期の血

中IL 6濃度が高値を示すことが指摘 され 11)12),

IL-6はBPDならびに PVLの発症や進展に関与

する重要なサイ トカインと考えられている,

IL-6遺伝子多型と感染や組織障害におけるホ

ス トの免疫反応との関連性については,今までに

多 くの報告があ り,IL-6遺伝子 (GenBank

accessionnumberNG_011640)のプロモーター

領域の 174G/Cs豆nglenucleotidepolymorphism

(SNP)においては,BPDとPn との関連性が報

菖 されている 13)1 15),しかし,この多型は東アジ

アの人種では極めてまれであり16),日本人での

解析はl桐桂である. A/1-.II:(ト634C/GSNl)は,

反復流産 リスクなどの成人疾患との関連性が日本

人において報告 されている 描 18)が,新生児疾患

における報告は今まで見られていない.

本研究で,BPDや PVLなどの新生児疾患の遺

伝素因を明 らかにするために,IL-6-634C/G

SNPと極低出生体重児での BPDや PVLとの関

連性について検討 した.

方 法

1.対象

新潟県の 3つの総合周産期母子医療センタ-

で,2007年 1月-2009年 12月までに出生 した極

低出生体重児を対象とした前向きコーホー ト研究

である.対象の判定基準は,i)出生体重 500g-

1499g,2)在胎 23- 34遇の早産児,3)重度の

先天奇形を除 く,の三項 目を満たす ものとした.

本研究は,新潟大学遺伝子倫理審査委員会の承認

を受けた.

2.DNA抽出とSNP解析

インフォ-ム ドコンセン トを得た上で,愚者か

ら血液 を採取 し,DNAzol']そBD試薬 Hnvitrigen,

Carまsbad,CA,USA)を用いて,末梢血白血球から

DNAを抽出した 18)後,PCR-RFLP(poiymerase

chainreaction-restrictionfragmentlengthpoly-

morphism)法によりIL-6遺伝子プロを-タ-

領域にある634C/GSNPの解析 を行った 19)20)

プライマーとして,5'-GAGACGCCTTGAAG-

TjuCTG-31と5'-AACCjM GATG′rrLvrGAALvl､-

GA-3'のオ リゴヌクレオチ ドを用いた.反応滴

uOmMTTis-HCl(pH8.3),50mMKCl,1.5mM

MgC転 0.2mMdNTPu=,各プライマー 10pmol,

1unitのrecombinantTa句po豆ymerase(TOYOBO,

Osaka,Japan)およびDNAIOOngを加え,計 20声1

とし,変性 94℃ 1分,アニーリング 58℃ 1分,

伸長 72℃45秒の条件で,35サイクルの PCRを

行 った.PCR産物 2/11を 10Uの制限酵素 BsIBI

(NewEngiandBiolabs,Beverly,MA,USA)にて
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37℃で3時間処理した後,30/oアガロ-スゲルで

電気泳動を行った.BstBIによりIL-6遺伝子の

Gアレルは 120bpと60bpの 2つの断片に切断さ

れ,Cアレルは切断されないことで 634C/GSNP

を検出した,

3.分類

慢 性肺疾患の診断と分類 :

慢性肺疾患 (BPD)の診断と分類は,Jobeと

Bancalariの分類に従った 2).少なくとも生後 28

目の酸素使用によりBPDと診断 した.在胎 32週

末滴児における重症度により,1)軽症 BPD :修

正 36週または退院時に酸素を使用せずに呼吸が

確立 している児,2)車等症 BPD :修正 36週ま

たは退院時に30%未満の酸素を必要とする児,

3)重症 BPD :修正 36週または退院時に30%

以上の酸素または陽圧換気を必要とする児と分類

した.夜船 32週以上の児では,1)軽症 BPD :

生後 56日または退院時に酸素を使用せずに呼吸

が確立 している児,2日 11等症 BPD :生後 56日

または退院時に30%未満の酸素を必要とする児,

3)重症 BPD :生後 56日または退院時に30%

以上の酸素または陽圧換気または経鼻持続陽圧換

気を要する児と分類した.

脳室周囲白質軟化症 (Pn )の諺断 :

すべての児の冒齢 0-3,5-7,14-21,28と,

さらに退院に至るまで月1回の頭部エコーを施行

した.側 脳室後角部周囲の白質とモンロ-孔付近

の白質における嚢胞化を以って嚢胞性 PVLと診

断 した.その診断は,遺伝子多型結果を知らされ

ていない主治医によってなされた.頭部 MRI検

査は,退院前正期産遇数付近で,すべての対象児

に対して施行した 嚢胞性 PVLの診断は,遺伝子

多型の結果を知らされていない神経放射線専門医

によってなされた.頭部エコ-または,頭部MRI

検査によって診断 された児を嚢胞性 PVLと診断

した.

1.統計学的検定

Dr.SPSSH(SPSSInc,Chicago,IL,USA)ソフ

トを使用し,統計はt検定とx2検定を,少数例は

Fisherの直接確立法を用いた.

結 果

入院 した極低出生体重児の全 264例中,203例

が基準を満たし,DNA採取を行った.基準を満た

さず除外された61例は,19例 (7.2%)が入院期

間中の死亡,5例 (1.90/a)が染色体異常,37例

(14.0%)が不同意であった,全例 日本人であっ

た 203例の検体中,1検体はDNAが採取されず,

202検体 につ き IL-6-634SNPを解析 した.

Iil6-634Sup:CC,Wildtype;CG,Heterzygous;

GG,Homozygousの遺伝子型頻度を表 1に示す.

その分布は,過去に報告 された冒本人における

IL-6-634遺伝子型と同様であり,有意な差はな

かった22).嚢 2に,遺伝子型で比較した対象の極

低出生体重児の出生時の臨床的特徴を示す,CC

遺伝子型群はCG/GG遺伝子型群と比較して,男

IHL.が有意 に多かった (CC,58.5%;CG/GG,

40,3%)が,その他の在胎週数,出生体重,前期

破水等の臨床的特徴は,遺伝子型間において有意

羨I TheprevalenceoftheIL-6-634ger10typeinthestudypopulation

Genotype CC CG GG

(wildtype) (Heもerozygous) (Homozygous)

n(%) n(%) n(%)

IL一針634(n=202) 135(66.8%) 57寝8.2%) 10(5.0%)
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表2 Infantehayacterist豆cSbetweenpatientswithIL-6-634C/CandC/GorG/a

Genotype CC(n=135) CG/GG(n=67) p

Meangestationala酢 (weeks) 28.9土2.6 28.4 j=3.0 0.16

Meanbirth-weight(g)

Male酢nder(%)

SFD(%)

PPROM(%)

AntenatalsteTOids(%)

Cesareanbirth(%)

ApgaTScoreat5min

1093.2j=254.9 1015,1a:287.7 0.06

58.5 40.3 0.01

19.3 19.4 0.56

28,1 23.9 0.3望

45.9 53.7 0.52

88.9 83.6 0.20

7.7土1.6 7.2士1.9 0.07

SyD,smallfordateinfant;PPROM,preteTm PrematureFuPtuTeOfもhe

membranes

衰3 HospitalCoursebetweenpatientswi血IL-6-634C/CandC/GorG/G

Genotype

RespiTatOTydistresssyndrome(%)

PDA(indome洩acinH%)

Late･onsetsepsis(%)

Necrotまzingenterocoliもis(%)

0Ⅹygenat28days(%)

0XygenOTPOSitivepressureat36

weeks(%)

Meantimeofmechanical

ventilation泡ays)

Durationof02theraPy泡ays)

PostnatalcorticosもeTOids(%)

Meantimeofhospitalizationはays)

PDA,patentducttlSarteYiosus

差がなかった

入院中の臨床経過につき泰 3に示す.生後 28

日の酸素投与例数や修正 36週での酸素投与症例

数に示される長期岬帆機能は,II: 6-634SNI)各

群間で,有意な差がなかった.平均機械式人工呼

吸管理日数には有意な差はなかったが,平均酸素

投与日数は,CG/GG遺伝子型群で有意に長かっ

た (CG/GG vs.CC:40.3± 52.2daysvs,

28.4士 32,6days,p< 0.05).さらに,CG/Gc遵

CC(n=135) CGlGG(n=67) p

45.9 50,7 0.31

34.1 37.3 0.38

1.5 0 0.45

0 3.0 0.ll

29.6 25.4 0.32

16.8i=22.6 20,5士27.8 0.35

28.4土3乱6 40,3士52.2 <0.05

11.1 20.9 0.05

88.2土29.1 99.2j=48.8 0.09

伝子型群は,慢性肺疾患治療のための副腎皮質ス

テロイ ド投与の割合が多い傾向にあった (CG/

GG,20.9%;CC,ll.1%,p- 0.05).また,CG/GG

遺伝子型群は,CC遺伝子型群と比較 して,有意

差はなかったが,在院目数が長期の傾向であった.

平均酸素投を期間に有意差があったにもかかわら

ず,予後比較では,各遺伝子型群闇において,

BPD発症例の頻度に有意差はなかった (表 4).

また,PVL,IVH,脳白質病変,未熟児網膜症
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表 嶺 王rifantoutcomesbetweenpatientswithIL-6-634C/CandC/らorG/G

Genotype CC(n=135) CG/GG(n=67) p

lillL)(いり1

Moderate-SevereBPD(%)

HOT(%)

tVH(augrade)(%)

ⅠVH(酢ade30T4)(%)

CysticPV㍍(L】lt,TaSOund)(帰

CysticPVIJ(M旧)(%)

W11itt､111;lttt､l･lLl･.<ion(MIil日日L,)

祝OⅠ用ase叩hotocoagulator)(%)

65.9

29.6

1.5

7.4

(1.7

1..5

:;.(I

1∠豊.1

3.7

61,2 0.31

25.4 0.32

i.5 0.71

9.0 0.45

0 0.67

:_H) tl.･10

3ヶ0 0.65

9.0 0.21

6.0 0.35

BPD,byonchopulmonarydysplasia:HOT,homeoxy酢ntherapy:

【VH,intraventriculaThemo汀ha紳 PVL,pey･iventTicularleukomalacia;

比op,‡tetinopathyofpTematuTity

欄op)や壊死性腸炎 (NEC)の発症頻度にも,

各遺伝 子型群間での有意差はなかった

考 考

本研究は,日本人におけるIL-6SNPと新生児

疾患との関連性につき明らかにした初めての研究

である.今回の研究では,IL-6-634SNPとBPD

による酸素投与期間 とに関連性 が認め られた.

BPDは,肺胞,肺血管発達障害を特徴とした多因

子疾患である21㌔環境因子 (高濃度酸象 機械的

人工管理)が主因であるが,最近の研究では,過

伝的素因の重要性が示唆 されている.Parkerら

は,家族研究で,患者間胸内におけるBPDの高

い一致性を示 し23),pascalらの双胎研究は, 二卵

性よりも 凋軒性双胎において BPD -A致性がより

高いことを明らかにしている 24).また,Bhandari

らは,他の新生児疾患よりもBPDにおいて,発

症における遺伝的素因の関与がさらに強いことを

示 した 25上 本研究においてもIL-6遺伝子 多型

との関連性は,我々が解析 した新生児疾患の車で

唯 一BPDのみに認められた.

BPDは未熟肺における肺発達または肺損傷の

修復に必要な因子の欠乏や pro-in幻ammatoyyと

anti-innammatoryメカニズムの 不 均 衡 によ り 発

症,進展すると考えられている26ト 29).環 境因子

によって引 き起 こされる肺での炎症反応の差異

が,BPDの重症化に関連 していると考えられる

ため,炎症進展にかかわるIL-6SNPは,BPDの

遺伝的素因として重要である.母体の IL1卜174

sNPとBPD との関連性についての報告もある 14)

が,日本人におけるIL-6-174SNPは極めてま

れであるため,今回の研究では,過去に日本人の

成人疾患 との関連の報吉があるIL-6-634SNP

について検討 した 17)18)

今回の研究では CGiGG遺伝子型群は,CC遺

伝子型群と比較して,有意に酸素投与期間が長く,

入院期間が長い傾向にあり,BPDに対 しての副

腎皮質ステロイド投与例が多い傾向にあった.こ

れらのことは,Gアレルが BPDの リスク因子で

ある可能性を示唆 している.IL-6-634各遺伝子

型群で BPD発症頻度に差がみられなかったのは,

副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド投 与-の 影 響 もあ るが,

II--(汁(う34SNPは.発症そ(7)もU~)よりも.発症 し

た BPD をより重症化することに関与するためで

はないかと考察 した. -方で,CG/GG遺伝 子型

群は在胎週数が短 く,出生体重が小 さい傾向にあ

り,その影響によって酸素投与目数に有意差がみ
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られた 可能性 も否定できない.児の IL-6多型自

体が児自身の軍産に関与 しているとも考えられ,

今後さらに症例数を増やすことで,IL-6SNPと

早産との関連性を明らかにできる可能性がある.

また,II_-('11634SNPと血行中の lIJか)'(=L:′I:.量との

関連性についての報告は少なく17)30),今後の検

討課題である.さらに,BPDの発症と進展には多

くの因子が関与しており,今後,様々なリスク因

子関連SNPを解析することによってBPDの遺伝

的背景をより明確にできると考えられる.

今回の検討では,PVL,脳白質病変,BOP,NEC

等の新生児疾患では,IL-6-634SNPとの関連

性について有意差がなかった.しかしながら,脂

性麻棒の発症に関して,児の炎症に対する反応性

が重要であることが指摘 され,IL-6SNPとの関

連性の報 告 10)31)もあることから,症例数を増や

し,さ ら に 他 の炎症関連 sNPの解析を加えるこ

とで,遺伝的関連性が指摘できるかもしれない.

BPDとの関連性についての報告 32)がある代表

的な炎症性サイ トカインTNF-α-238G/ASNP

についても解析 し,比較検討 してみたが,変異例

(GA/AA遺伝子型)が50/Oと少なく,新生児関連

疾恩において,有意差は得られなかった (結果掲

載せず).疾患とSNPの関連性についての報告は

多いが,日本人新生児における報告はわずかであ

る.SNPには入種差があるため,今後も日本人に

おけるSNP検討が重要であると考えられる.

結 論

IL-6-634SNPは,極低出生体重児における

BPDによる酸素投与期間と関連性が認められ,

BPDの重症化に関与している可能性が示唆された.

IL-6-634SNPとPVLとの関連性については示さ

れなかった.
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