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緒 言

兀

  妊娠高血圧症(pregnancy induced hypertension； PIH)の素因遺伝子はこれまで解明されて

いなかったが，1993年，アンジオテンシノーゲン(AGT)遺伝子多型が，本症の発症に関

与していることが．くニaucasianおよぴ日本人女性において報告された．すなわちAGTの235

番目のアミノ酸はメチオニン(M2,35）またはスレオニン(T235）であるが，Caucasian

（n＝ 149)ではT235のホモ接合(TT)の頻度が，PIHの中でも初産で浮腫や蛋白尿をと

もなった群(preeclamptic primipara： PE - PP)で37％と最も高く，対照群および他のPIH

の約20％に比べ有意（pく0.0 01）に高率であった．日本人（n〓41）では，PIH全体で

80％と，対照の45％に比べて有意（pく0.01）に高いと報告された，しかし，症例数が少

なかったため，PE - PPについての検討は行われていない．

  本研究では，くaucasianで認められたPE - PP群におけるAGT遺伝子の関連が，日本人で

も認められるかどうかを確かめるために，症例数を増やして症例対照研究を行った．新たに

開発した，遺伝子増幅法(polymerase chainr飴dion：P（ニR）による遺伝子タイピングを用い，

日本人女性のPmおよびPE．PP，さらにその重症度とA（汀遺伝子多型との関連を究明す

ることを目的とした．

方 法

1．対象と病型分類

  北海道大学医学部附属病院産科婦人科およびその関連病院(24施設）におぃて1993年

1月から1994年9月までの期間に妊娠・分娩管理を受けた，他の既往歴，合併症のない単

胎妊娠のPIH症例139例(PE - PP 68例を含む）を疾患群とした．少なくとも妊娠20週

未満から分娩後1カ月までの間に，一度も高血圧，浮腫，蛋白尿を認めなかった正常女性の

うちから，PIH1例に対し対照として2例を抽出し，初産経産別に分娩時の年齢を土3歳の



範囲でマッチさせた．すなわち278例を対照群としたご

  診断と分類は，アメリカ合同委員会の基準に従った．PIHは妊娠20週未満およぴ分娩後

1カ月以降の高血圧の有無と，浮 腫，ー蛋白尿の有無でTransient hypertension卩め，

Preeclampsia - eclampsia (PE -E），Chronic hypertension (CHT)，PE superimposed on CHT (CHT

十 PE)の 4群に分類されるが，Caucasianにおける報告と同様にPE -EとCHT十PE，すな

わ ち (HTの 有 無 に か か わ ら ず 浮 腫 ， 蛋 白 尿 の あ っ た 初 産 の も の を あ わ せ て

preeclamptic primipara (PE - PP)と規定した．

2．アンジオテンシノーゲン遺伝子のタイピング

  全血 の約100 - 200〃1中の自血球 より抽出したDNAを鋳型とし ，M235．T235に特異

的な プライマーを使用した遺伝子増幅法(PCR)によるタイピングを行った．すなわち，

M235ま た はT235は エク ソン 2に 含ま れるので，エクソン2の一部 に相補的な20塩基の

sense primer1（5．-GAT（幻G CAC AAG GTC CI'G TG3，）とイントロン2の一部に相補的な

20塩基のantisense primer2（5｜-G〇C AGC AGA GAG GTT TGC Cl'-3，）を作成し，30サイ

クル のPCRを行い，増幅された産物を354 bpのバンドの検出で確認した後，エクソン2の

M235を含む部分に相補的な14塩基のantisense primer3（5．-CAC ACI'  GGC TCC CA-3，），

T235を含む部分に相補的な14塩基のantisense primer4（5．IくニAC ACr GGC TCC CG-3．）を

作成 し，先のPCR産物を鋳型とし て，primer1とprimer3またはprimer4を用いて，15サ

イクルのPC:Rを行った．

  この 2回目のPCRにより増幅された 291 bpの産物の有無を確認することによりAGT遺

伝子 のタイピングを行った．すなわち，M235，T235のどちらか一方が増帽・検出された

と きは そ れぞ れM235， T235のホ モ接 合(MM TT)，両 方が 同時に 増帽・検出されたと

きはヘテロ接合(Mr)と判定した・

  PCRの増帽不良などによるミスタイピングを避けるため，ハイプリダイゼーションまたは

制限酵素Tth 1111の切断による方法を併用して結果の確認を行った・

3．有意差検定

  TT群 と MM MI'を 合 計 し た 群 の 2区 に 分 け て ， chi． squaret齬 tに よ り行 った ．

結 果

1．日本人PIHとAGT遺伝子多型との関連

  TTの 頻 度 は PIH（ n〓 139） で 80％ と ， 対 照 （ n＝ 278） の 56％ に 比 べ て 有 意

（pく01001）に高かった．

2．日本人PIHにおけるPE - PPとAGT遺伝子多型との関連

  PIH 139例をPE - PP 68例とその他のPIH 71例に分けて検討 すると，TTの頻度は，

PE - PP 87％，その他のPIH 73％ ，対照56％であった．PE - PPでは，その他のPIH，

対照に比べてTTの頻度がそれぞれ有意（pく0105，pく0.0 01）に高かった．また，その他
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のPIHと対照との問にも有意差（pく0．01）を認めた・

3．  PE - PPの重症度とAGT遺伝子多型との関連

  PE - PPとその他のPIHをそれぞれ重症，軽症に型分類して検討した．TTの頻度は，

PE - PPにおいては重症92％（n＝49），軽症74％（n〓19），その他のPIHでは重症

71％ （n＝ 49）， 軽症 77％（n〓22）と，有意な関連は認められなかった．

考 察

  日本人と（ニaucasianは，一般集団のTTの頻度を含めた遺伝的背景のみならず，食事，就

業状況，妊娠年齢などの生活習慣およぴ産科臨床における妊娠・分娩の管理方針も異なると

考えられ，PIHの発症およびその病態が両人種において異なっている可能性もある．しか

し，異なった人種でPE - PPにおけるTTの頻度が他のPIHに比べて高かったことは，同群

の 病態 がPIHの中 でも 特に AGTの 関与を強く受けていることを示唆している．

  今のところ，AGT遺伝子がどのような機構でPIH発症に関与しているかは解明されてい

ない．しかし，素因遺伝子を用いたアプローチは，遺伝的背景を正確に評価できる利点があ

り，病因，病態の解明ならぴに予防・管理に有用な手段と思われる．PIHの素因遺伝子は

AGT以外にも存在すると考えられるが，今後はこれらの素因遺伝子を同定し，さらに環境

因子との交絡を検討することが課題と考えられる・

結 語

妊娠高血圧症(PIH)の症例対照研究を行い，日本人女性におけるその発症とアンジオテ

ン シ ノ ー ゲ ン (AGT)遺 伝 子 多 型 と の 関 連 を 検 討 し ， 以下 の 結 論 を 得 た．

1． T235をホモで持っもの(TT)の頻度は，PIH全体で対照に比べて有意に高率であっ

  た．

2．日本人女性においても，初産のpreedampsia  (PE - PP)で特異的にTTの頻度が高く，

  PIHの中でもこの群においてAGTの関与が特に強いことがはじめて示唆された．

3．   PE - PPの重症度とTTの頻度との間には，有意な関連を認めなかった．
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妊娠高血圧症の遺伝的要因に関する症例対照研究

―日本人女性におけるアンジオテンシノーゲン遺伝子多型の関連一

  妊娠高血圧症(pregnancy induced hypertension：PIH)の素因遺伝子はこれまで解明されていなか

った。アンジオテンシノーゲン(AGT)遺伝子の235番目のアミノ酸はメチオニン(M235)またはスレ

オニン(T235)であるが，Caucasian（n‘149)ではT235のホモ接合(rr)の頻度が，PIHの中で

も初産で浮腫や蛋白尿をともなった群(preeclamptic primipara：PE－PP)で最も高く，対照詳お

よ び 他 の PIHに 比 ベ有 意 に高 率で あ った こ とが 1993年米 国 にお い て報 告さ れ た，

  本研究では，Caucasianで認められたPE－PP群におけるAGrI・遺伝子の関連が，日本人でも認めら

れるかどうかを確かめるために，症例対照研究を行った．遺伝子増幅法（pol珊eraSechainreacti0

n：PCR）による遺伝子タイピングを用い，日本人のPIHおよびPE―PP，さらにその重症度とAGr

遺伝子多型との関連を究明することを目的とした．

  北海道大学医学部附属病院産科婦人科およびその関連病院において1993年1月から1994年9月ま

での期間に妊娠・分娩管理を受けた，他の既往歴，合併症のない単胎妊娠のPIH症例139例(PE－P

P 68例を含む）を疾患群とした．少なくとも妊娠20週未満から分娩後1カ月までの間に，一度も高

血圧，浮腫，蛋白尿を認めなかった正常女性のうちから，PIHl例に対し対照として2例を抽出レ，

初産経産別に分娩時の年齢を土3歳の範囲でマッチさせた．すなわち278例を対照群とした．

  診断と分類は，アメリカ合同委員会の基準に従った．PIHは妊娠20週未満および分娩後1カ月

以降の高血圧の有無と，浮腫，蛋白尿の有無でTransient hypertension (TH)，Preeclampsia－ecl

ampsia (PEーE），Chronic lwpertension (crrr)，PE superimposed on a-rr (cffr十PE)の4君羊

に分類されるが，PE－EとCHT十PE，すなわちCHTの有無にかかわらず浮腫，蛋白尿のあっ

た初産をあわせてpreeclamptic primipara (PE－pp)と規定した．

  全血の約100―200ul中の白血球より抽出したDNAを鋳型とレ，V1235，T235に特異的なブ

ライマーを使用した遺伝子増幅法(PCR）によるタイピングを行った．すなわち，M235または聡3

5はエクソン2に含まれるので，エクソン2の一部に相補的な20塩基のsense primerl（5．
－GAT GCG CAC AAG arc CTG TC－3’）とイン卜口ン2の一部に相補的な20塩基のantisense prime

r2（5’-GCC AGC AGA GAGGrr TGC口―3’〕を作成し，30サイクルのPCRを行い，増幅された産
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物を354 bpのバンドの検出で確認した後，エクソン2のM235を含む部分に相補的な14塩基の

antisense primer3（5’ーCAC ACT GGC TCC CA―3’），T235を含む部分に相補的な14塩基の

antisense primer4（5’―CAC ACT GGC TCC CG－3’）を作成し，先のPCR産物を鋳型として，primer1

とprimer3ま たはprimer4を用いて，15サ イクルのPCRを行った．  この2回目のPCRに

より増幅された291 bpの産物の有無を確認することによりAGT遺伝子のタイピングを行った．すな

わち，M235，T235のどちらか一方が増幅・検出されたときはそれぞれM235，T235のホモ接合

（硼 ，rr)， 両方 が 同時 に増幅 ・検出された ときはへテロ 接合(x/rr)と判定した・

1．日本人PIHとAGT遺伝子多型との関連

  rrの頻度はPIH（n－ー139）で80％と，対照（n‘278）の56％に比べて有意（pく0．001)

に高かった．

2．日本人PIHにおけるPE―PPとAGT遺伝子多型との関連

  PIH 139例をPE―PP 68例とその他のPIH 71例とに分けて検討すると，TTの頻度は，PE－

pP87％，その他のPエH73％，対照56％であった．PE－PPでは，その他のPIH，対照に比べ

てrrの頻度がそれぞれ有意（pく0．05，pく0．001〕に高かった，また，その他のPIHと対照と
の間にも有意差（pく0． 01〕を認めた．

3． PE－Ppの重症度とAGT遺伝子多型との関連

  PE―PPとその他のPIHをそれぞれ重症，軽症に型分類して検討した．TTの頻度は，PE―

Ppに おい ては 重 症92％（ n‘49〕 ，軽症74％（n‘19)，そ の他のPIHでは重症 71％

  （ n‘  49） ， 軽 症 77％ （ n‘ 22） と ， 有 意 な 関 連 は 認 め ら れ な か っ た ・

以上の研究結果を要約すると，以下の結諭が得られた．

1． T235をホモで持っもの(TT)の頻度は，PIH全体で対照に比ぺて有意に高率であった．

2．日本人においても，初産のpreeclampsia（PEーpP）で特異的にrrの頻度が高く，PIHの中

で も こ の 群 に お い て AGTの 関 与 が 特 に 強 い こ と が は じ め て 示 唆 さ れ た ．

3．  PEー PPの 重 症 度 と rrの 頻 度 と の 間 に は ， 有 意 な 関 連 を 認 め な か っ た ．

  口頭発表に際し，近藤教授からCaucaslanと日本人での妊娠中毒症の発症率にAGT遺伝子多型の

人種差が関係レているかどうか，本態性高血圧におけるAGT遺伝子多型の関与について，またPI

H発症に関連する他の要因についての質問があったが，申請者は概ね適切に解答しえた．

  近藤教授，大浦教授から，発表後に個別に諮問を受け審査の上，合格の判定を下された．

  以上，本研究はPIH発症とAGT遺伝子多型との関連を本邦においてはじめて明確にしえた症例

対照研究であり，博士（医学）の授与に価すると判断された．
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