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〈研究論文〉

Ⅰ．はじめに

　近年、生活習慣病が著しく増加しており、発症機序の

解明と予防対策は重要な課題となっている。我が国の生

活習慣病にかかる医療費は10.4兆円（2004年度）であり、

国民医療費の３割に相当する。また、死因別死亡割合の

約６割を生活習慣病が占めている。

　生活習慣病は、環境因子と遺伝素因の複雑な相互作用

により発症する代表的な多因子疾患であるが、環境因子

によりもたらされる後天的なゲノム修飾による遺伝子発

現制御が関与する可能性が想定されている。近年、英国

を中心とした欧州の疫学的研究から「発生の重要な時期

における何らかの環境要因の曝露が成人後、代謝や生理

的な機能に影響する」という Barker説が再認識され、

胎児期に低栄養曝露を受けると、後に心筋梗塞、高血圧、

糖尿病など生活習慣病発症の危険が高いことが示される

ようになった（Meyers, 2004：財団法人厚生統計協会、

2008）。わが国でもいくつかの疫学研究があり、胎児期

低栄養曝露は将来的な生活習慣病発症の要因になると考

え ら れ て い る（Miura, 2001: Anazawa, 2003: Tanaka, 

2005）。

　胎児期低栄養曝露が及ぼす影響については、より多く

の検証を行い、生活習慣病との関連を追究する必要があ

る。しかし、既存の研究に大規模な疫学研究や医学研究

は少ない。本研究は、胎児期低栄養曝露が出生後の児に

与える影響を明らかにするため、ヒトのモデル動物とし

て胎仔期低栄養モデルマウスを作製した。マウスを研究

に用いた理由は、①哺乳類でヒトと遺伝子にホモロジー

（相同性）があり、遺伝子が詳しく解明されていること、

②遺伝的背景が均一であり、短期的なライフサイクルと

繁殖の早さから効率的探索が可能であるという利点によ
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る。マウスを用いた先行研究は、（Yura, 2005）が代表的

である。しかし、先行研究はある特定の少数または単一

遺伝子のみの追究に終わっている。生活習慣病は多因子

疾患であり、網羅的な遺伝子解析が重要と考えられる。

特に、脂質代謝に関連する肝臓の遺伝子発現を取り上げ

た研究報告は見られない。

　上記より、本研究は先行研究の再現性を含め、以下２

点について検討を行った。

① 胎仔期低栄養モデルマウスから出生した仔がその後の

成長過程で肥満を呈するか

②胎仔期低栄養曝露が引き起こす遺伝子発現変化

　本研究は、生活習慣病の予防対策に資することを目的

に、胎仔期低栄養モデルマウスから出生した仔の成長・

発達状況、遺伝子発現への影響を網羅的に解析する。

Ⅱ．研究方法

１．実験手順

　C57BL/6雌マウスを日本 SLC社から13匹購入。妊娠

日数は、交配翌日にプラグ陽性が確認された時点を妊娠

0.5日とし、妊娠8.5日目に搬入した。環境変化によるス

トレスで流産しないように妊娠8.5及び9.5日はマウスの

飼育繁殖用の普通餌 CE2(詳細は1.2に記載 )と水を制限

なく自由に食べさせた。妊娠10.5日目からは13匹を２群

に分類。６匹はそれまでと同様に CE2と水の摂取制限

を行わず自由に食べさせた胎仔期コントロール群、残り

の７匹は胎仔期コントロール群が食べた餌の平均値の※

３割減量を与えた胎仔期低栄養群とした（※摂餌制限は

先行研究と実験条件を一致させ、再現性を図った（Yura 

2005） ）。両群の栄養条件は出産日である妊娠18.5日目ま

で継続した。ただし、自然出産の成功と出生仔の食殺を

防ぐ目的で、妊娠18.5日の夕刻に胎仔期低栄養群のみ

2.5g餌の追加を行った。出産後は、胎仔期低栄養群の

摂餌制限を解除した。新生仔は、生後25日目（生後３週

齢）まで母乳育児により育てた。乳離れ後は、個体識別

のために耳パンチを行い、１ケージにつき雌雄別々に３

～４匹飼いを始めた。同腹のマウスが同ケージにならな

いように、各腹から生まれた仔マウスに無作為に番号を

付け、番号順に異なるケージに収容していった。

　乳離れから成体期となる生後８週齢までは、CE2を与

えた。成体期からは、胎仔期の栄養条件と与える餌の種

類により各ケージを4群に分類した（表１）。

　仔マウスの飼育は、生後19週齢まで続けた。その後は

安楽殺処分として頸椎脱臼を実施。８つの臓器（脳、肝

臓、腎臓、脾臓、肺、心臓、精巣 /卵巣、骨格筋）を

採取し、遺伝発現の解析を行った。

1.2  餌について

　餌は日本クレア株式会社製の以下２種類を用いた：マ

ウスの飼育繁殖用飼料である普通餌 CE2（343.1kcal, fat 

4.8%/100g）または CE2に比べて高脂肪飼料である

Quick Fat※（405.5kcal, fat 13.6%/100g）。※以下 QFと

記す。

　母マウスは１回 /日、仔マウスは１回 /週、電子秤

を用いて常に同時刻に体重と餌の測定を行った。

①母マウス

　C57BL/6雌マウスの妊娠期における摂餌量の平均値は

約5g前後であり、この約2.5倍量の CE2を毎日マウスの

ケージに置いた。翌日、前日に置いた餌の残量を計測し、

置いた餌の量と残量の差からマウスが１日に食べた餌の

量を算出した。計測後、前日に置いた餌の残りはすべて

破棄し、新しい餌を置いた。胎仔期低栄養群は、摂餌制

限を開始した妊娠10.5日目のみ、胎仔期コントロール群

と胎仔期低栄養群の妊娠8.5及び9.5日の平均摂餌量から

３割減量をケージに置いた。その翌日からは、胎仔期コ

ントロール群の前日の摂餌量から３割減量をケージに置

表１　仔マウスの４つの実験群

栄養条件（餌の種類）

成長
段階

胎仔期 母体の食餌制限
なし

母体の食餌制限
なし

母体の食餌
3 割減

母体の食餌
3 割減

成体期 CE2 QF CE2 QF

実験群名称

胎仔期
コントロール
成体期
CE2 群

胎仔期
コントロール
成体期
QF群

胎仔期
低栄養
成体期
CE2 群

胎仔期
低栄養
成体期
QF群

CE2：普通飼料　　QF：高脂肪飼料
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くようにした。摂餌制限を開始した妊娠10.5日－18.5日

間におけるマウスの平均摂餌量値±標準偏差値（単位

g）/日は、胎仔期コントロール群が4.90±0.80、胎仔期

低栄養群が3.37±0.25であり、カロリー数にして16.8kcal、

11.6kcalであった。

②仔マウス

　雌雄に関わらず、毎週約120gの餌を各ケージに置き、

翌週残っていた餌の量との差から１週間分の摂餌量を算

出した。120gは３～４匹で集団飼いをしたマウスにお

ける１週間分の摂餌量の約1.5倍に相当し、餌がケージ

内からなくなる状態を避けた。計測後、餌の残りはすべ

て破棄し、新しい餌を置いた。実験群により餌の種類が

分かれる成体期（生後８週齢）後も計測方法は統一した。

２．解析方法

　19週齢雄マウスの肝臓の遺伝子発現量を調べる方法と

して、DNAマイクロアレイを実施した。対象は、表１

に挙げた４群のうち、各群から無作為に３個体を用いた。

ただし胎仔期低栄養群は、生後１日目の体重が胎仔期コ

ントロール群の腹から出生したすべての仔の平均体重の

8.3割以下の個体から選定した。

　DNAマイクロアレイから得られた各個体の遺伝子発

現量は、群間比較を行うために正規化を行った。正規化

の基準は、胎仔期コントロール・成体期 CE2群３個体

の遺伝子発現量の平均値とした。マウスの全遺伝子（約

２万）で胎仔期コントロール・成体期 CE2群の遺伝子

発現量の平均値（＝１とする）と比較して２倍以上の増

減（Fold change）を示した3,497遺伝子を「遺伝子発現

変化を生じた遺伝子」と定義し分析対象とした。さらに

このうちの101遺伝子については、生活習慣病に関連す

る可能性のある遺伝子として焦点を当て解析を行った。

101遺伝子は、KURABO（倉敷紡績株式会社バイオメデ

ィカル部、2007）に記載されている「生活習慣病に関連

する代表的な321遺伝子」中、Fold changeを確認した

77遺伝子と、OMIM等を活用して得られた遺伝子情報

（遺伝子の機能や疾病との関係性等）を参考に24遺伝子

を挙げた。

３．統計解析

　解析ソフト SPSS（ver15.0）を用いて、データの特性

に合わせて下記の検定を行った。

① studentの T検定による２群の比較

② 一元配置分散分析（post hoc test： Tukey）による多

重比較

　以下のマウスは、本研究の解析から除外した。

① 母マウス13匹中、胎仔期コントロール群と胎仔期低栄

養群とでプラグ陽性であったにも関わらず、非妊娠で

あったマウス１匹ずつ

②出生後、何らかの原因により死亡した仔マウス

Ⅲ．結果

１．体重、摂取カロリー数

　胎仔期低栄養モデルの母マウスは、妊娠期間の体重増

加率を胎仔期コントロール群の約7.6割に抑制すること

ができた（図1　＊： p＜0.05）。体重は平均値±標準偏

差で示し、各妊娠日数における両群の平均体重の比較を

行った。Day12.5から胎仔期低栄養群の平均体重がコン

トロール群に比べ有意に下回った。

（各妊娠日数における両群の平均体重の比較　＊：p＜0.05）
図１　妊娠期における母マウスの体重推移比較（平均値±標準偏差）

表２　新生仔体重比較（g）
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　妊娠18.5－19.5日に胎仔期コントロール群６匹中５匹

と胎仔期低栄養群７匹中６匹とがそれぞれ仔を出産した。

胎仔期低栄養群から出生した仔は、胎仔期コントロール

群の仔に比べ有意に体重が低かった（表２）。

　生後１日目、両群から出生した仔はほぼ同数であった

が、生後４日に至るまでに胎仔期低栄養群から出生した

仔の約半数は食殺または他の要因で死亡した。生存仔の

体重を測定し、出生後からの両群の平均体重の比較を行

った。

　生後４－９日までの体重は、胎仔期コントロール群が

有意に大きいが、生後11日に追いつきが見られた（Catch 

up growth）（図2　＊：p＜0.05）。

その後は胎仔期低栄養群が体重を上回るが、生後25日で

体重差はなくなった。乳離れ以後も生後８週齢まで両群

の体重に有意差は認められなかった。しかし、生後11週

齢から雄は餌の違いによる体重差が認められた（図３）。

　また、生後16週齢からは胎仔期低栄養・成体期 QF群

が胎仔期コントロール・成体期 QF群を有意に上回った。

　マウスの摂餌量から算出した摂取カロリー数の結果は、

図４に示した。図４は、生後８～19週齢までの胎仔期コ

ントロール群と胎仔期低栄養群の仔の CE2または QFに

よる摂取カロリー数の平均値を示している。胎仔期コン

トロール群は QF群の摂取カロリー数が有意に高いが、

胎仔期低栄養群の２群に有意差は認められなかった。し

かし、体重や外観（図５）では成体期 QF群の方が太っ

ていた。

２．DNA マイクロアレイ

　19週齢雄マウスの肝臓を用いて DNAマイクロアレイ

を行った結果は、図６に示した。図は、４つの実験群に

おける各３個体の遺伝子発現変化をクラスタリングによ

り階層的に可視化し、遺伝子発現変化の全体像を示して

いる。縦軸は Fold changeした遺伝子発現量の値（log）

を、点の１つ１つが１遺伝子を表しており、遺伝子発現

変化を生じた計3,497遺伝子を反映している。ベースラ

インを胎仔期コントロール・成体期 CE2群とした場合に、

他の３群は何らかの遺伝子発現変化を来すことが明らか

となった。特に胎仔期低栄養曝露条件下にある２群の変

（各出生後日数における両群の平均体重の比較　＊：p＜0.05）
図２　Catch up growth（平均値±標準偏差）

（＊：p＜0.05　＊＊：p＜0.01)
図３　実験群別体重平均値の比較
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化は大きい。遺伝子発現変化の特徴を実験群別に記す。

胎仔期コントロール・成体期 QF群は、発現変化を示し

た遺伝子の総数が1,740あり、個体間のばらつきが最も

多く見られた。胎仔期低栄養・成体期 CE2群は、1,071

遺伝子が発現変化を生じた。個体間のばらつきも多少み

られる。胎仔期低栄養・成体期 QF群は、最も多い1,849

遺伝子の発現変化を示し、ばらつきは少なく類似した傾

向が見られた（図６）。

Ⅳ．考察

　結果から、胎仔期低栄養曝露が仔へ及ぼす影響として

以下のことが示唆された。

１．胎仔期低栄養曝露は肥満素因を形成し、成体期の高

脂肪摂取が肥満の誘発に関係している可能性がある

　出生時、胎仔期低栄養群の仔の体重は、胎仔期コント

ロール群の仔と比べ有意に低い（表２）。しかし、生後

間もなくして Catch-up growthが見られる（図３）。こ

れは、胎内の低栄養環境から一変し、生後十分な栄養供

給が可能になったためと考えられる（Anazawa, 2003）。

厳密には追いついた後に追い越しているが、乳離れをし

た生後25日で両群の体重差は完全になくなる。この結果

は先行研究と類似している（Yura, 2005）。乳離れ以降成

体期に至る生後８週齢までは、体重差がない状態が続い

た。

　成体期は、雄の４つの実験群で胎仔期低栄養・成体期

QF群の体重が最も大きくなり、同じ QFを摂取してい

る胎仔期コントロール・成体期 QF群との比較で有意差

を認めた。一方 CE2を摂取した２群の比較は、体重に

有意差を認めなかった。したがって、胎仔期の低栄養曝

露が引き起こす肥満は、成体期に高脂肪餌を摂取した場

合にのみ誘発される可能性が示唆された。さらに体重差

が認められた雄の４群間で摂取カロリー数の比較を行っ

たところ、胎仔期低栄養曝露条件下の２群の比較におい

て摂取カロリー数に差がないことが分かった。つまり、

摂取カロリー数よりも餌に含まれる高脂肪が肥満の誘発

に関与している可能性がある。このことから、胎仔期低

栄養曝露は、何らかの形で肥満の素因を形成し、成体期

の高脂肪摂取が肥満の誘発に関係している可能性がある

と考えられた。

２．遺伝子レベルの影響―成体期肝臓の遺伝子発現変化

　DNAマイクロアレイは、１回の実験で網羅的に遺伝

子発現情報を得られる画期的な技術であり、本研究のよ

うに胎仔期低栄養曝露というストレス応答によって発現

量が変化する遺伝子を見つけ出す方法に有用である。

　図６から、胎仔期低栄養曝露は CE2のような普通餌

を摂取した場合でも遺伝子発現変化を生ずると分かる。

成体期に高脂肪餌 (QF)を摂取すると、変化はさらに大

きくなる。また、胎仔期低栄養曝露群は個体間のばらつ

きが少なく、変化が比較的類似している。このことから、

ある特定の遺伝子集団を変化させる影響があると考えら

れた。

　遺伝子発現変化を生じた計3,497遺伝子の種類や機能

は多種多様であった。生活習慣病に関連した遺伝子に焦

点を当てると、KURABO掲載の生活習慣病に関連する

代表的な321遺伝子中 (倉敷紡績株式会社バイオメディ

カル部2007)、77遺伝子が当てはまった。また、

KURABOには掲載されていなかったが、生活習慣病に

図４　雄の摂取カロリー数比較（８－９週平均）

図５　胎仔期 低栄養群マウスの外観比較（19週齢 雄）
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関連すると考えられる遺伝子が少なくとも24存在した。

24遺伝子は、本研究結果と既存の論文により遺伝子解析

を行った結果から抽出した。上記計101遺伝子を表３に

挙げた。

　表３は、101遺伝子の名称と各実験群に見られた Fold 

changeの詳細を記載している。これらの遺伝子機能は、

ほとんどが脂質代謝や炎症反応に関連していた。また、

生活習慣病に関連する遺伝子において発現変化が見られ

たのは胎仔期低栄養曝露群で、胎仔期コントロール・成

体期 QF群はほとんど発現量に変化がないか、1/2倍以

下の変化を示していた。

　以上から胎仔期低栄養曝露は生活習慣病の素因と関連

深い遺伝子発現変化をもたらす可能性が示唆された。し

かし、妊娠期の適切な栄養指導や出生後成人期に高脂肪

摂取を避けるよう保健的介入を行うことで発症の予防に

つなげていける可能性がある。

Ⅴ．結論

１ ．胎仔期低栄養曝露による肥満は、成体期後の餌の脂

肪含有量に影響され、摂取カロリー数よりも摂取脂肪

の増加で肥満が誘発される可能性が示された。

２ ．胎仔期低栄養曝露は、成体期雄の肝臓において、遺

伝子発現変化を生じさせることが明らかとなった。ま

た、生活習慣病の素因形成に関与している可能性のあ

る遺伝子発現変化が含まれていると示唆された。

Ⅵ．研究の限界

　本研究は、以下の限界がある。

１ ．仔マウスの死亡（食殺）等により、一度に理想の n

数を得られなかった。

２ ．雌では19週齢で有意差がなかったため、胎仔期低栄

養曝露条件下において成体期の高脂肪餌摂取による肥

満が生ずるかどうかは、より長期間の観察を行い確認

しなければならない。

３ ．DNAマイクロアレイは19週齢雄の肝臓のみで実施

したが、その他の臓器についても追究する必要がある。

また、生後の遺伝子発現変化の有無を確認し、成体期

との整合性を確認することも重要である。

４ ．最後に、本研究はヒトのモデル動物における内容で

あり、結果をヒトに応用するためにはより多くの実験

図６　雄マウス肝臓の実験群別遺伝子発現
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表３　生活習慣病関連遺伝子の実験群別発現値
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を重ね、様々な側面から研究の整合性を追究すること

が重要である。

Ⅶ．終わりに

　研究結果から、肥満の素因を保有していたとしても、

生活習慣や環境要因の調整を通して病気の発症を予防で

きる可能性があることを提言したい。周産期医療の現場

で活躍するスタッフへの関心を呼び起こすきっかけとな

り、生活習慣病の予防対策へ寄与できるよう疫学的、実

験的、臨床的側面から今後さらなる研究の発展を願う。
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Abstract

Life-style related disease has increased at an alarming rate in Japan and is now a world-wide public health 

problem. That is often associates with metabolic syndrome.

More recently, epidemiological and experimental evidences suggest that maternal under-nutrition is 

closely associated with life-style related disease, giving rise to the concept of “developmental origins of health 

and disease”.

Here we report a mouse model in which offspring with under-nutrition in fetal period (U offspring) 

developed apparent obesity when fed a Quick Fat, whereas U offspring with CE2 diet did not. However, even 

the latter exhibited signi�cant gene disorder compared to offspring with normal nutrition in the fetal period (N 

offspring). It suggests that maternal under-nutrition leads to shift of gene expression profile and is one of 

contributing factors of life-style related disease. In conclusions, the trigger factor of the U offspring to develop 

obesity is taking more animal fat than taking more calories, and maternal under-nutrition causes change of 

gene expression pro�les of the male U offspring compared to the male N offspring even in CE2 diet. Therefore, 

metabolic disorders in obesity may be the result of damage in fetal period.

Key words: Maternal under-nutrition, High fat,  Change of gene expression, Life-style related disease




