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研究成果の概要（和文）：胎児期の母親の栄養の悪化により、子の成長後の生活習慣病のリスクが上昇することが知ら
れている。研究代表者らは、高血圧モデルラットSHRSPにおいて、胎児期低タンパク質曝露が成長後の遺伝子発現に及
ぼす影響を明らかにしてきた。本研究では、出生前後の腎臓での遺伝子発現変化を網羅的に調べたところ、細胞外マト
リクスやアポトーシスに関わる遺伝子の変化が顕著であった。またこうした遺伝子の発現変化はDNAのメチル化などの
いわゆるエピジェノミックな制御によることが知られており、妊娠期低タンパク質摂取による子のDNAメチル化の変化
を網羅的に調べたところ、プロスタグランジンE2受容体遺伝子領域などに変化が認められた。

研究成果の概要（英文）：Malnutrition during pregnancy is known to increase the risk of life style-related 
diseases of the offspring after their maturation. We have previously revealed the effect of dietary low 
protein during pregnancy (maternal protein restriction, MPR), on gene expression in pups of SHRSP, a 
hypertensive rat model, after growth. In the present study, we exhaustively investigated the effects of 
the MPR on gene expression in the kidney of SHRSP, just before and after birth and found that many genes 
relating to extracellular matrix and apoptosis were affected. Such changes in gene expression have been 
attributed to so-called “epigenetic” modulations, which include changes in DNA methylation. Then we 
extensively analyzed the alterations in DNA methylation by using next generation sequencing technology in 
the kidney of MPR rats. Around twenty CpG islands were found to be differentially methylated, which 
involved the coding region of the prostaglandin E2 receptor gene.

研究分野：分子栄養学
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１．研究開始当初の背景 
胎児期の栄養状態と成人後の生活習慣病の
発症リスクとの関連を示すことが疫学的あ
るいは実験的に示され、Developmental 
Origins of Health and Disease (DOHaD)と
呼ばれて大きな注目を集めている。発達期に
起こる不可逆な変化は、いわゆるエピジェネ
ティックな修飾に由来すると考えられてい
る。申請者らは、これまでに脳卒中易発症性
高血圧自然発症ラット（ Stroke-Prone 
Spontaneously Hypertensive Rat,  以下 
SHRSP）において、妊娠中に低タンパク質
食（９％カゼイン食）を給与し、子を通常食
で飼育した後に食塩負荷をすると、妊娠期通
常食の子世代に比べて血圧が著しく高まる
こと、脳卒中の発症も有意に早まることを報
告している。この食塩感受性亢進の機構を、
腎臓のDNA マイクロアレイ解析により解析
したところ、キニノーゲンや Na/K ATPase 
(ATP1a1)の遺伝子発現の変化が関与してい
ることを示唆する結果を得た。一方、アンギ
オテンシン受容体２型（AT2）の量の変化も
食塩高感受性に寄与していることを報告し
た。栄養状態などの環境要因が、遺伝子の発
現に比較的長期にわたって影響を及ぼす機
構として、エピジェネティックな変化が指摘
されている。特に、DNA のメチル化、ヒス
トンのアセチル化やメチル化などの状態に
よってその部位の遺伝子の発現が変化する
ことが広く知られており、解析が行われてい
る。胎児期や授乳期の栄養環境によって生じ
た血圧上昇には多因子の関与が想定される
ため、エピジェネティクス解析に関しても、
新世代シークエンサーや ChIP-on-chip な
どの技術の発展によりゲノムワイドな研究
が必要とされている。加えて。従来の栄養関
係のオミクス解析は、トランスクリプトーム
やプロテオーム、メタボロームに関して行わ
れることが多かったが、エピゲノム解析が栄
養の分野でどのように活用できるかを示す
というのも、本研究の大きな目的のひとつで
ある。 
 
２．研究の目的 
高血圧モデルである SHRSPラットにおいて、
胎児期に低タンパク質食を摂取させると、成
長後の食塩感受性が亢進し、血圧のさらなる
上昇や脳卒中の発症を来す。この影響はさら
に次の世代にまで及ぶことからも、エピジェ
ネティックな変化が関わっていることが予
想される。本研究は、様々なオミクス技術を
活用して、このモデルにおける生活習慣病の
胎児期起源の分子機構を探ることを目的と
した。原因候補遺伝子に関して、プロモータ
ー領域の DNA メチル化やヒストン修飾の変
化を明らかにする。一方、エピジェネティッ
クな変化をゲノムワイドに検索することを
目指し、DNA メチル化やヒストンアセチル
化等の網羅的解析を新世代のシークエンス
技術などを活用して進め、ニュートリエピジ

ェノミクスの方向と可能性について発信す
ることを目指した。 
 
３．研究の方法 
妊娠ラット（SHRSP 系、Wistar 系）に通常
食と低タンパク質食を与え飼育し、胎仔もし
くは出産後の仔ラットから腎臓を採取した。
飼育期間中は収縮期血圧、拡張期血圧の測定
及び採尿を行い食塩負荷の影響をモニター
した。臓器から抽出した RNA は DNA マイク
ロアレイ解析に供し、いくつかの遺伝子の発
現に関してはリアルタイム PCR によって、
mRNA 量の結果を確認した。 
メチル化網羅解析には次世代シーケンサー
HiSeq2500 を用いた。抽出したゲノム DNA か
らPBAT (Post Bisulfite-Conversion Adaptor 
Tagging）法によりバイサルファイト処理済
みのシーケンスライブラリーを作製し、次世
代シーケンサーによる配列取得後、参照配列
へマッピングを行い、メチル化シトシンの同
定を行った。 
 
４．研究成果 
まず、SHRSP における母ラットへの低タンパ
ク質食給餌が胎児および新生児の遺伝子発
現に及ぼす影響について調べた。次に、妊娠
中に低タンパク質食を給餌した母ラットよ
り生まれた仔ラットの食塩感受性亢進に関
与した標的遺伝子の検索を行った。さらに、
胎児期の栄養状態の違いによる生活習慣病
の発症にエピジェネティクスの変化が関与
すると予想されていることから、低タンパク
質暴露 SHRSP における DNAのメチル化の変化
に注目し、次世代シーケンサーを用いたメチ
ローム解析を試みた。最後に SHRSP で母ラッ
トの低タンパク質食給餌に起因する仔ラッ
トの食塩感受性亢進が遺伝素因を持たない
正常血圧ラットでも観察されるかも併せて
検討した。 
 
＜胎児期低タンパク質暴露を受けた胎児お
よび出生児の血圧調節遺伝子発現解析＞ 
妊娠した SHRSP に 20%カゼイン食あるいは 9%
カゼイン食を給餌し、出産の 1日前に胎仔の
腎臓を摘出した（胎生 21 日齢；E21）。出産
後、母ラットおよびその出生仔は市販飼料で
飼育し、出生後 15（D15）、28（D28）日に雄
性仔ラットの腎臓を摘出し、得られた DNA マ
イクロアレイデータ全体に対してクラスタ
ー解析を行った。新生児期の仔ラット（D15）
の場合は、母ラットの食餌ごとに近接したク
ラスターを形成したが、胎仔（E21）では群
ごとに分かれなかったことから、腎臓の遺伝
子発現プロファイルに対するインパクトは、
胎児期よりむしろ出生後に大きいことが示
された。E21 では低タンパク質暴露によりス
テロイドホルモンの生合成に関わる遺伝子
群の発現が上昇し、D15 ではネフロン形成に
関与する遺伝子(Egln3、Fos 等)の発現変動が
認められた。血圧調節因子であるアンジオテ



ンシン II は腎臓の形態形成や血圧調節因子
の発達に作用することが報告されている。受
容体 type2（Agtr2）は胎児期に高発現し、出
生後その発現は減少する。胎仔（E21）の Agtr2
発現量は対照群と低タンパク質暴露群で同
程度であった。出生後に Agtr2 発現量は減少
するが、その減少は低タンパク質暴露を受け
た仔ラットで鈍く、D28 の Agtr2 の発現量は
対照群に比べ高い傾向にあった。これらの結
果から、母ラットの低タンパク質暴露の遺伝
子発現に対する影響は胎児期よりも出生後
のほうがより大きくなった。 
 
＜胎児期低タンパク質暴露SHRSPの遺伝子発
現解析＞ 
妊娠中に低タンパク質食を摂取した母から
生まれた SHRSP の仔ラット（低タンパク質暴
露 SHRSP）に、食塩の負荷を行ったところ、
先行研究と同じように血圧上昇、尿へのアル
ブミン排泄量の増加が観察された。このラッ
トの腎臓でDNAマイクロアレイ解析を行った
結果、TGF-beta シグナリング経路のダウンレ
ギュレーションおよび活性酸素種（ROS）の
消去に関与する遺伝子の発現増加が見られ
たことから、傷害を抑制する働きは低タンパ
ク質暴露を受けたSHRSPでも正常に作用して
いることが示唆された。一方、細胞外マトリ
ックスの増加に関与する遺伝子（Fgf2、Timp1
等）およびアポトーシスの亢進に関与する遺
伝子（Apaf1、Endog）の発現が増加していた
（図１）。これらの因子が食塩負荷時の腎障
害の進展に寄与していることが推測された。
そこで、これらの変動が食塩負荷によるもの
かを調べるために、食塩水もしくは水道水を
摂取した低タンパク質暴露SHRSPでの発現変
動を調べた。その結果、食塩負荷の有りと無
しでそれぞれクラスターを形成し、遺伝子発
現プロファイルに対するインパクトは低タ
ンパク質暴露の影響よりも食塩負荷による
影響が大きいことが示された。 

 
図１ 発現が変動していたアポトーシスパ
スウェイ関連の遺伝子 
 
＜胎児期低タンパク質暴露に起因する高血
圧症発症におけるエピゲノム解析の検討＞ 
メチル化状態を網羅的に評価するために、次
世代シーケンサーを用いたメチル化解析（メ
チローム解析）を行った。低タンパク質暴露

SHRSP の腎臓から抽出したゲノム DNA にバイ
サルファイト処理を行い、Hiseq2500 を用い
て高速シーケンス解析を行った。得られたリ
ードをラットリファレンス遺伝子配列へマ
ッピングし網羅的メチル化解析を行ったと
ころ、群間で顕著な差を示すメチル化 CpG ア
イランド領域が 20 箇所以上抽出された（図
１）。興味深い事に、その中の一つは血圧調
節との関係が示唆されている prostaglandin 
E2 receptor(PTGER1)のコーディング領域内
に存在していた。一方、先に見出された原因
候補遺伝子近傍のCpGアイランドに注目して
メチル化状態を調べたが群間で差を示すメ
チル化領域は検出されなかった。 
 
＜胎児期低タンパク質暴露に起因する食塩
感受性亢進機構の検討＞ 
仔ラットの食塩感受性亢進が遺伝素因を持
たない正常血圧ラットでも観察されるかを
Wistar ラットを用いて検討した。妊娠中に低
タンパク質食を摂取した母 Wistar ラットか
ら生まれた仔ラットの血圧は、食塩負荷前に
比べ負荷後に有意に高値を示した。一方、正
常タンパク質食を摂取した母ラットから生
まれた仔ラット（対照群）の血圧に食塩負荷
の影響は観察されなかった。以上のことから、
胎児期低タンパク質暴露に起因する食塩感
受性の亢進は SHRSP 特有の現象ではなく、正
常血圧ラットでも同様に観察されることが
わかった。 
 

 
図２ メチローム解析の結果の一部 
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