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研究成果の概要（和文）：低出生体重児は、循環器疾患を含めた成人後の循環器リスクを上昇させることが知ら
れているが、メカニズムは明らかでない。本研究では原因を明らかにするためのモデルマウスの作成を行なっ
た。妊娠したICRマウスに対して、カロリー制限と帝王切開を施すことで、２種類の低出生体重マウスを作出す
ることを可能とした。一部の群では成長と共に重量差が消失しており、なんらかの代償機構が働いていることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tired to generate murine low birth weight models. Using 
the calorie restriction or early delivery, we successfully established two types of low birth weight
 models. Serial measurement of body weights showed low birth weight partially normalized in adult. 
These changes suggested that something compensation mechanisms would work during development.

研究分野：循環器内科学
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１．研究開始当初の背景 
	 世界で生まれる子供の 16%は出生児体重
が 2,500g 未満の低出生体重児である
（ UNICEF 	 世 界 子 供 白 書 2016 ）。
Developmental Origin of Health and 
Disease(DOHaD)学説は糖尿病、慢性腎臓病、
虚血性心疾患といった成人後の生活習慣病
が胎生期の状況に影響されるという概念で、
Barkerらが 1986年に低出生体重であること
が将来の虚血性心疾患の罹患リスクを上昇
させることを明らかにした報告に由来する
(Barker et al., Lancet 1986)。これまでに大
規模な疫学研究が欧米でなされており、出生
時体重 2500g未満では約 3割、2300g未満で
は約 5割虚血性心疾患のリスクが上昇するこ
とが報告されている（Rick-Edwards et al., 
BMJ 1997）。また近年になりゲノムワイドの
解析も行われ、低出生体重が成人後の血圧・
冠動脈疾患の発症と強く相関することが報
告された(Horikoshi et al., Nature 2016)。 
	 先進国の中で日本は特に低出生体重児の
問題に直面している。出産年齢の高齢化や妊
婦のやせ（低栄養）などの要因が加わり、厚
生労働省の最新の人口動態統計によると、出
生児体重 2500g 未満の低出生体重児の割合
は全出生児のおよそ１割に達している(図１)。
加えて、日本は諸外国と比べて新生児の救命
生存率が著しく高く、その結果として日本で
は低出生体重で生まれた胎児の大部分が成
人まで成長できるという大きな特徴を有す
る。これは高度先進医療の進歩による恩恵で
あるが、同時に循環器疾患を含めた生活習慣
病罹患のハイリスク群が将来にわたって増
加することを意味し、今の時点でリスクに対
する備えを検討する必要がある。しかしなが
ら DOHaD 学説は疫学研究により明らかに
なったもので、なぜリスクが上昇するのかと
いうメカニズムについては未解明な点が多
く、特に循環器領域においてその機序を明ら
かにした報告はない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は周産期に加わる環境ストレスが、
成長後の個体の機能低下にどのように作用
するかを検証することを目的とする。そのた
めに必要な動物実験モデルを作出するため、
妊娠中期のカロリー制限、もしくは帝王切開
を用いた早期娩出による異なる種類の低出
生体重マウスモデル作成を試みた。 
 
３．研究の方法 
以下の方法で実験を行なった。	
（１）	 低出生体重マウスの作成	

カロリー制限もしくは帝王切開に
よる早期娩出により、低出生体重マ
ウスの作成を試みた。	

（２）	 心臓における構成細胞比率の変化	
細胞核の単離法を検討し、FACS によ
る細胞種別の単離と、構成比率の解
析を試みた。	

（３）	 心筋障害モデルの作成	
生後３日目のマウスに対して、凍結
障害を施すことで、心筋再生能を検
討した。	

（４）	 転写産物の網羅的解析	
採種した心臓組織を用いてマイク
ロアレイ解析を行い、変動因子につ
いて検討した。	
	

４．研究成果	
(1)	低出生体重マウスの作成	
妊娠した ICR マウスに対して、胎生中期より
５０％の総カロリー制限を施すことで、安定
的に出生時体重の軽いマウスを作出するこ
とができる。同時に出生予定日前日に帝王切
開により胎児を娩出するモデルも作出し、２
種類の低出生体重マウスを作出することを
可能とした。出生後の体重を経時的に測定す
ると、カロリー制限により作出した低出生体
重マウスは３週齢時点で重量差が消失して
いることが明らかとなった(図１)。	

	
(2)	心臓における構成細胞比率の変化	
低出生体重マウスの心室重量についても成
人期には重量差が消失しており、なんらかの

図 1：(左図)出生児体重、左より帝王切開による低体重

マウス、カロリー制限による低体重マウス、対照群。（右

図）３週齢以降の体重推移：（赤）帝王切開による低体

重、(青)カロリー制限による低体重、(緑)対照群、カロリ

ー制限モデルと対照群の体重差は、３週齢以降は消失

する。 



代償機構が働いていることが示唆された。低
出生体重マウスでの心臓における表現型を
明らかにするため、採取した心臓から細胞核
を抽出し、核染色と心筋細胞の核を染色し、
フローサイトメトリーを用いて心筋・非心筋
分画に分けて構成細胞比率を測定した。その
結果、生後３日目の時点で低体重マウスでは
非心筋細胞分画が有意に低下していること
が確認された(図２)。	
	

(3)	心筋障害モデルの作成	
低体重マウスの心疾患リスク上昇のメカニ
ズムを明らかにするため、生後３日目の心筋
に凍結障害を加え、心筋再生能、障害応答能
を検討した。生後６週時点で心機能を評価す
ると、低出生体重マウスでは左心室の有意な
拡大を認め、心筋再生能が低下している可能
性が示唆された(図３)。	

	
(4)ケトン体合成酵素、HMGCS2 の変化を同定	
低体重マウスで認められる心臓表現型の分
子メカニズムを明らかにするため、単離心筋
を用いたマイクロアレイ解析を行い、対照群
と低体重マウスでの遺伝子発現を比較した。
その結果、生後３日目の低体重マウスで
HMGCS2 の発現が低下していることを確認し、

タンパクレベルでも発現が減少しているこ
とを確認した(図４)。	

	
(5)	HMGCS2 ノックアウトマウスの作成	
HMGCS2 の機能を検討するため、CRISPR/Cas9
システムを用いて HMGCS2 ノックアウトマウ
スを樹立した。本 KO マウスは２０１７年４
月時点でデータベース上に報告がなく、新た
に樹立した遺伝子欠損マウスである。	
	
	 以上の研究により、新生仔期の低出生体重
マウス心臓では心筋細胞と非心筋細胞の構
成細胞比率が変化していることが明らかと
なり、心筋再生能の低下が認められた。同時
に、これまでケトン体を消費すると考えられ
ていた心臓において、一時的にケトン体産生
が亢進する時期があることが明らかとなり、
低出生体重マウスではケトン体合成能の低
下が生じていることを見出した。心筋のエネ
ルギー代謝は、胎仔期は解糖系が中心である
が成体では脂肪酸酸化が主体となる。新生仔
期はその移行期に当たるが、その移行期にケ
トン体合成能が亢進する意義については明
らかでない。現在で低体重マウスにおける心
筋形質の変化を、心筋エネルギー代謝の変化
とケトン体合成能の関わりを中心に検討し
ながら、特に HMGCS2 の発現調整領域につい
て DNA メチル化の解析を行いながら、病的及
び生理的意義を見いだすことを目標として
いる。	

図２：細胞核を用いた構成比率の解析。抗 PCM-1 抗

体を用いて心筋細胞核を標識後、FACS にてソーティ

ングした。生後 3 日の心臓では対照群に比べて、低出

生体重マウスの非心筋細胞分画が有意に低下してい

る 。 ( 対 照 群 ： 31.8±1.5% 、 低 出 生 体 重 マ ウ ス : 

26.3±2.2%, n=4, p<0.05) 

図 3：心筋凍結障害作成後、６週齢での組織所見（マッ

ソントリクローム染色）。障害部位を反映する心筋線維

化領域が、低体重マウス群で後半に認められる（左：低

体重マウス、右対照群）。 

図４：HMGCS２発現比較(WB)。生後３日の

心臓をサンプルとして利用した。対照群

（ NN ） と 比 較 し て 低 体 重 群 (UN) で は 、

HMGCS2 の発現が低下している。 
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