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研究成果の概要（和文）： 
DOHaD 仮説の機序として，胎児期の低栄養ストレスがゲノムのメチル化パターンに変化を起こ
すことが考えられている．われわれは妊娠マウスを栄養制限して，胎仔の遺伝子のエピジェネ
ティック制御の変化を検証した．胎仔肝における OCT-4および Sphk-1遺伝子の上流領域の DNA
メチル化パターンを解析し，プロモーターのメチル化は両群間に有意差はなかったが，ゲノム
DNAのメチル化パターンの特異的な変化を明らかにした．OCT-4および Sphk-1遺伝子発現の変
化により細胞の分化の異常を引き起こす可能性がある． 
 
研究成果の概要（英文）： 
One likely mechanism of the developmental origins hypothesis is via early nutritional 
influences on epigenetic gene modification consisting of the presence of a methyl group 
on the carbon 5 of a cytosine residue.  We have tested the hypothesis that maternal 
low-protein diet altered epigenetic regulation of specific gene of the offspring.  
Hepatic Oct-4 or Sphk-1 methylation pattern of the genomic DNA is specific in low-protein 
diet group.  Aberrant Oct-4 and Sphk-1 gene expression may cause perturbations in cell 
differentiation.  We suggest that the epigenetic mechanism consisting of DNA methylation 
underlies the fetal programming theory. 
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１．研究開始当初の背景 

 

細胞は分化段階に応じて発現する遺伝子

を使い分けている．同じ DNAの配列情報をも

とに，細胞に即した遺伝子発現を行うために

は，塩基配列とは違う次元での制御が必要で
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ある．それがゲノム DNAの化学修飾によるエ

ピジェネティック制御系である．環境因子が

組織特異的な遺伝子発現の変化を誘導する

ことから，このエピジェネティックな変化と

生活習慣病や難治性疾患発症との関連など

が，臨床医学的にも近年大きく注目されてい

る． 

一方，周産期学領域において現在もっとも

注目されているトピックスに，「成人病胎児

期起源説 theory of fetal origin of adult 

disease」がある．英国の公衆衛生学者 David 

Barkerは，子宮内胎児発育遅延（IUGR）ある

いは低出生体重が，成人期の高血圧や糖尿病，

冠動脈疾患の発症に関係することを疫学的

に見出した．これは生活習慣病の起源を胎児

期の低酸素，低栄養状態に求める考え方であ

るが，病態生理学的にみたその発症メカニズ

ムについてはいまだ不明な点が多い． 

バーカーらが最初に報告したハートフォ

ードシャーの疫学的データによると，出生時

体重と虚血性心疾患による死亡率の間にみ

ごとな相関が認められた．その後も大規模な

コホート研究が繰り返され，虚血性心疾患だ

けではなく高血圧や糖尿病の発症リスクも

出生時体重と関係していることが明らかに

なっている． 

われわれは妊娠ヒツジを用いた実験で，胎

仔胎盤に人工的な塞栓を繰り返した慢性低

酸素，胎仔発育遅延モデルをつくり，子宮内

環境に起因する長期ストレスによって胎仔

の下垂体-副腎系を慢性的に刺激され，コル

チゾールが過剰分泌されるようにリセッテ

ィングされるということ，コルチゾールの働

きを不活性化する酵素（11β-HSD）の発現が

慢性低酸素により低下し，結果的にコルチゾ

ールの作用が増強されることを報告した．こ

れらの長期にわたるコルチゾール作用の増

強は耐糖能低下や血圧の上昇を引き起こし，

成人後の生活習慣病罹患のリスクを高める

と示唆された．このように成人病胎児期起源

説の病態生理学的検討はこれまでにいくつ

か行われてきており，胎内での発育分化の重

要な時期に栄養障害に曝された胎児は，組織

の構造や機能に何らかの永続的な変化を起

こす（子宮内プログラミング）ということが

明らかになったが，ゲノム DNAレベルにおけ

る実際の成立機序に関しては今のところよ

くわかっていない．  

マウスの成獣レベルにおいては，食餌，癌

への罹患率とエピジェネティクスをつなぐ

興味深い研究がなされている．欧米での食事

を想定した，高脂質，低カルシウム，低ビタ

ミン，葉酸・メチオニン・コリン・食物繊維

欠乏食を与えられた個体群では，18ヵ月後に

その 42％に腸性腫瘍の形成が認められた．食

餌中のメチル基供与体の欠乏が，マウスでメ

チル化状態の異常を引き起こし，腸管上皮に

前癌段階を作りだすことが明らかになった． 

胎生期に形づくられるエピジェネティク

ス系が，成体での病気へのかかりやすさに影

響する例としては AVYマウスの例が唯一知ら

れている．このマウスは IAPレトロトランス

ポゾンが Agouti 遺伝子上流に組み込まれて

おり，毛皮が黄色く，インスリン抵抗性を示

す肥満個体に成長する．母獣に与える葉酸の

量を増減させることにより，個体群レベルで

胚のメチル化量を操作することができるの

である．葉酸の増加は胎仔の IAPがメチル化

により不活性化されることが示されている．

この研究は，胎生期のエピジェネティックな

因子によって表現型が大きく左右されるこ

とを示していて注目されるが，母獣に葉酸を

与えるという特殊な条件下でのモデルであ

り，妊娠中の母獣の栄養状態が成長後の疾患

の発症に影響を与えることを直接証明した

ものではない． 

 

２．研究の目的 

 

本研究は，胎内での低栄養ストレスがゲノ

ム DNAにエピジェネティックな変化を起こす

という仮説を検証することを目的とする．生

活習慣病の発症メカニズムを明らかにし，そ

の発症予防のための適切な周産期管理を追

求することを目的とする．その前段階として

妊娠ラットを用いた動物実験により，胎内で

の低栄養ストレスがラット胎仔の細胞や組

織に与えるエピジェネティックな影響を，特

に CpGアイランドのメチル化を指標として正

常胎仔との比較検討により明らかにする． 

この実験モデルは，母獣に一般的なタンパ

ク制限食を与えて胎仔発育遅延を起こし，子

宮内での発育と DNAメチル化座位との相関を

調べることにより，成長後の生活習慣病発症

リスクを結びつけた DOHaD理論を証明するこ

とを目的とする． 

 

３．研究の方法 



 

 

 

エピジェネティックな修飾として遺伝子

は主として CG 連続配列のシトシンがメチル

化され不活化される．CG連続配列のうち，多

くの組織特異的遺伝子の調節領域に CG が密

に存在するところを CpGアイランドと呼ぶが，

最近，CpG アイランドに焦点を当てたより高

感 度 な restriction landmark genomic 

scanning (RLGS)法を用いた解析により，こ

の部位はその発生段階によって特異的なメ

チル化パターンを示すことが明らかになっ

てきた．この組織依存的にメチル化される領

域 （ tissue dependent differentially 

methylated region: T-DMR）は，培養細胞を

用いた予備実験において，さまざまな外的要

因により後天的にそのメチル化パターンが

変化することもわかった． 

 RLGS法によるCpGアイランドのメチル化は，

実験動物では C57B1/6マウスで詳細な検討が

なされているので，以下の実験はこの系統の

マウスで行った． 

自然交配後の妊娠マウスに，自由摂食とタ

ンパク制限食（全妊娠期間中）を行い，胎仔

発育遅延モデル（IUGR マウス）を作成した．

タンパク制限は 9％カゼイン食を用いた．タ

ンパク制限による飼育群（R）と自由接触の

コントロール群（C）に分けた．出生当日に

新生仔の肝組織をアセトン-ドライアイスに

より凍結保存した．その後定法にしたがって

ゲノム DNAを抽出した． 

RLGS 法 と は ， Restriction Landmark 

Genomic Scanningの略で，高等動物および植

物ゲノム DNA上に散在する制限酵素の認識部

位をランドマークとして，制限酵素切断部を

直接標識し，検出する方法である．８塩基認

識の制限酵素 Not I の認識部位の多くは CpG

アイランドにあることが知られており，さら

にこの酵素はメチル化感受性酵素であるた

めに，CpG アイランドがメチル化されている

とその部位を切断することができなくなる．

したがってその部位をはさんだ適当なプラ

イマーを設定することにより，メチル化の有

無が PCR 法で簡便に判定することができる． 

RLGS法で胎仔発生に関与するT-DMRのデー

タベースより適切なプライマー設定し，これ

らの細胞から抽出された NotI 消化後のゲノ

ム DNAを PCR法で増幅し，これらの T-DMRの

メチル化パターンを決定した．低蛋白食で飼

育された妊娠マウス胎仔，グルココルチコイ

ド投与された妊娠マウス胎仔，およびコント

ロール胎仔における，それぞれの各臓器細胞

のゲノム DNA の T-DMR パターンを決定した．

メチル化の異常がみられた CpGアイランドを

中心に，実際に胎仔の各臓器細胞のゲノム

DNAのメチル化の検索を行った． 

 

４．研究成果 

 

 タンパク制限新生仔の Oct-4，Sphk-1にお

ける組織特異的メチル化可変領域（T-DMR）

を明らかにした．ゲノムに散在する遺伝子領

域の DNAメチル化パターンは細胞種に特有で

あり，細胞の DNAメチル化プロファイルをな

す．シントシンのメチル化比率に関しては，

Oct-4およびSphk-1に有意差を認めなかった．

しかしメチル化部位に着目すると，Sphk-1で

はメチル化部位が異なるパターンを認め注

目された． 

 胎児期のタンパク質制限により Oct-4およ

び Sphk-1 のメチル化比率には有意差を認め

なった．正常発達の過程において細胞の分化

や増殖に関連する重要な遺伝子である Oct-4

や Sphk-1 においては，子宮内環境によって

エピジェネティックな変化を特に来さない

ことが明らかになった．しかしメチル化パタ

ーンをくわしく観察すると，特に Sphk-1 に

若干の違いが生じることが示唆された．これ

は CpAや CpTなどの non-CpGのシトシンにメ

チル化が付加されており，それがパターンの

違いとなった可能性がある．この点について

は今後の検討の課題である． 

 Sphk-1 に対するメチル化パターンへの影

響が将来の疾患の発症にどのように寄与す

るかはいまだ不明である．単一の遺伝子のみ

によって DOHaD理論が説明できるとは到底考

え難く，いずれにしろ DOHaD理論の検討のた

めに今後はターゲットとなる遺伝子候補を

絞り込んでいく必要がある．そのためにはマ

イクロアレイ法を用いて遺伝子発現を網羅

的にみていくことが重要だろう． 

予防医学の視点からみると，成人期の生活

習慣病の起源を胎児期に求める DOHaD理論は，

適切な妊娠管理により発症予防の可能性を

示唆してくれる．欧米では現在 DOHaD理論に

特に注目しており，潤沢な研究予算に裏打ち

された大規模な研究プロジェクトが進行中

である．生活習慣病の発症リスクを低下させ

ることができれば，国民の生活の質を改善す



 

 

るだけでなく，医療費全体の節減という実際

的なメリットも期待できるというわけであ

る．適切な妊娠分娩管理によって，将来の児

の健康に寄与できるとすれば，産婦人科医の

社会的役割はますます大切なものになって

いくと考えられる． 
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