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研究成果の概要（和文）：本研究は、発達期の低タンパク質栄養が成熟期の脳機能変化を導く分子基盤の解明を
目的とした。疫学研究からは発達期の栄養飢餓により成熟期に統合失調症等の精神疾患罹患リスクの増加が指摘
されているが、関与する分子機序は明らかになっていない。本研究ではマウスをモデルに，妊娠期から授乳期の
母体にタンパク質制限食を給餌することで生育させた次世代個体の成熟期における脳内分子機能変化について解
析を行った。その結果、低タンパク質栄養状態に曝されることで、血液脳関門を構成する脳血管細胞の形質膜輸
送体発現が変化し、前頭前野においては大規模な遺伝子発現変化を惹起し，それらの変化は顕著な性的二型性を
呈す事を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the molecular basis by which low protein 
nutrition during the developmental stage leads to alterations in brain function at adult stages. 
Epidemiological studies have indicated that severe protein-energy malnutrition during gestational 
and neonatal stages increases risk of acquiring various diseases including psychiatric diseases at 
mature stages, but the molecular mechanisms underlying changes in brain functions have barely been 
elucidated. In this study, we analyzed changes in molecular expression and function in the brain at 
adult stages of F1 generation individuals grown by feeding a protein-restricted diet to mothers 
during pregnancy to lactation. We found that exposure to the low protein nutritional state elicited 
altered expression of plasma membrane transporters in brain vascular cells constituting the blood 
brain barrier, and a large scale gene expression change in the prefrontal cortex, which exhibited 
remarkable sexual dimorphism.

研究分野：分子栄養学
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１．研究開始当初の背景 
	 胎児期から新生児期にかけての母体を通
じた栄養が正常から逸脱する状態（低栄養、
過剰栄養）は、成熟期や次世代にまで慢性疾
患発症に関わる機能変化を導くことが知ら
れている。疫学研究を根拠に発達期の各種環
境要因が成熟期の多様な疾患発症に影響す
るとの Barker により提唱された DOHaD 
(developmental origin of health and disease)仮説
は、疫学および実験的研究の両面から幅広く
支持されている。これまでの実験的研究から、
発達期の低タンパク質栄養状態が出生時低
体重の原因となり、さらに成熟期の生活習慣
病（高血圧、肥満、メタボリック症候群、II
型糖尿病）のリスク要因となることが報告さ
れている。一方でやはり疫学研究より、妊娠
期の飢餓経験による出生時低体重児が成熟
期に統合失調症、注意欠陥多動性障害、うつ
病などの精神疾患の罹患リスクを高めるこ
とが知られている。ラット・マウスの動物モ
デルを用いた研究から、妊娠・哺乳期母体に
低タンパク質食を給餌すると，次世代個体が
成獣期において自発行動の低下、不安行動、
報酬行動、鬱様行動の増加、さらには統合失
調症の行動表現型である感覚情報フィルタ
ー機能の低下など、精神疾患に関連する多く
の行動異常を発症することが示されている。
これらの低タンパク質食摂取実験では、出生
児低体重となることが示されている。これら
の実験動物モデルにおける症状より、発達期
タンパク質不足の脳機能への深刻な影響が
推定されるが、これまでに分子レベルでの解
析は限定的であり、遺伝子およびタンパク質
発現への影響と，それらを制御する上流の分
子機序は不明のままであった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究は、発達期の低タンパク質栄養摂取
が成熟期の脳機能変化を導く分子基盤の解
明を目指した。特に先行研究では全く解析さ
れていない血液脳関門と大脳皮質前頭前野
に着目した。その理由として、血液には末梢
臓器での代謝変化が反映されるが、血液から
脳内への（親水性）物質輸送は基本的に血液
脳関門に発現する輸送体を介して行われる
こと、さらに上記の飢餓で発症リスクが増加
する精神疾患の多くで、ヒトの場合前頭前野
の機能異常が報告されているからである。研
究代表者は、母体を通じて妊娠直後から離乳
までのタンパク質制限食（カゼイン含量が
10％、対照群は 20％）給餌を受けた次世代
個体が、離乳後に正常食を給餌しても成熟期
に雌性特異的に血中および脳内遊離アミノ
酸の濃度が対照群に比べて増減することを
見出し，血液脳関門での輸送体発現変化を予
想した。また、神経機能に係る遺伝子発現に
ついても制限群雌雄で異なる性的二型性を
予備的に見いだしていた。そこで本研究課題
においては、①血液脳関門輸送体発現、②神
経機能関連分子とその発現・機能制御因子の

変化を基軸に性的二型性にも留意しつつ行
動異常をもたらす分子基盤の解明を目指し
た。 
 
３．研究の方法 
（1）タンパク質制限食給餌条件	
	 制限群に給餌した飼料は AIN-93G 組成に
従い、タンパク質であるカゼインを 20％から
10％に半減し、ショ糖を増やすことで等カロ
リーとしたものを自作した。対照群には通常
の AIN-93G を給餌した。両群共に交配開始
日からこれらの餌を給餌し、妊娠期から出生
した F1 世代個体が生後 4 週齢に達して離乳
するまで同じ餌で維持した。給餌に制限は設
けず、自由摂取させた。摂食量については育
児中の母体へのストレスを避けるため、妊娠
期間中のみ測定した。F1世代個体は 4週齢で
の離乳の際に雌雄を分離し、その後は市販齧
歯類用固形食を給餌した。生後 1日、4週齢、
10週齢で体重を測定した。脳重量についても
生後 1 日と 10 週齢で測定を行った。他の解
析については 10〜11 週齢にて深麻酔下で採
血と組織サンプルを採取し、実験・分析に供
した。 
	
（2）血液脳関門のプロテオミクス解析	
	 生後 10〜11 週齢の F1世代タンパク質制限
群および対照群個体から、麻酔下で脳全体を
取り出し、遠心により血液脳関門を構成する
脳血管細胞を得た。マウス 1個体から調製可
能な脳血管細胞は量的に少ないため、6 個体
をプールし、それを各群雌雄別に 4組（n＝4）
を既報に従い定量的標的プロテオミクス解
析に供した（Hoshi et al, J. Pharm Sci, 2013）。
雌雄それぞれについて対照群と制限群の間
で発現量を比較した。	
	
（3）マイクロアレイ解析	
	 発達期の低タンパク質栄養状態が成熟期
の脳内遺伝子発現に与える影響を網羅的遺
伝子発現解析手法であるマイクロアレイを
用いて検討した。F1世代タンパク質制限群お
よび対照群の雌性個体より大脳皮質前頭前
野を切り出し、total RNAを抽出した。純度と
品質（分解等）の確認後にそれらを鋳型に
cDNA を合成し、さらに Cyanine3-ラベル化
cRNA を合成し精製後に、 Agilent 社の
SurePrint G3 Mouse GE (8×60K)マイクロアレ
イスライドと 65℃、10 rpm で 17時間ハイブ
リダイゼーションさせた。洗浄後に SureScan 
マイクロアレイスキャナを用い、各プローブ
の蛍光強度を測定した。得られたデータは
Agilent社 Feature Extractionソフトウェアによ
り数値化し、統計処理ソフト R を用いて
quantile 法により正規化を行ない、対照群と
制限群の間で有意な（p < 0.05）発現差のある
遺伝子を抽出した。 
 
（4）遺伝子発現および生化学解析	
	 マイクロアレイ解析により抽出された発



 

 

現変動遺伝子を定量的リアルタイム PCR 法
(QRT-PCR) により、変化の再現性を確認した。
F1 世代の脳血管細胞プロテオミクス解析に
より量的変化が同定された輸送体について
もmRNAレベルの発現変動を QRT-PCR法に
より行った。基本的にマイクロアレイおよび
プロテオミクス解析に用いた個体とは異な
る個体（生物学的レプリケート）脳から調製
した大脳皮質および他領域の RNA を用いて
行った。一部の遺伝子についてはウエスタン
ブロット法によるタンパク質レベルでの発
現解析も行った。マイクロアレイ解析により
抽出された発現変動遺伝子に機能的に関連
する分子について QRT-PCR法による mRNA
発現解析を行った。さらに血清中の遊離アミ
ノ酸およびホルモン類の変化についてそれ
ぞれ HPLC と ELISA で定量を行った。 
 
（5）母体栄養状態についての解析 
	 タンパク質制限食を給餌している雌性マ
ウスの栄養状態評価を目的に離乳後に血液
と肝臓を採取し、遊離アミノ酸および低栄養
状態の指標となる遺伝子の発現レベルを検
討した。 
	
４．研究成果	
（1）脳血管細胞輸送体発現解析	
	 タンパク質制限群および対照群雌雄 F1 世
代個体脳から脳血管細胞を調製し、定量的標
的プロテオミクス解析に供した。その結果，
当初血中および脳内アミノ酸濃度から予想
していたアミノ酸輸送体は雌雄の制限群に
おいて対照群と比べていずれも発現量に有
意な変化は認められなかった。一方で雌性制
限群において特異的かつ有意な量的変化（p < 
0.05）を呈す輸送体 2 種を同定した。これら
は，1）エネルギー代謝調節作用を持つ甲状
腺ホルモンを基質とする輸送体 A、2）核酸
アナログ抗がん剤や数の細胞内代謝物とを
基質とする ATP-結合カセットを持つ薬物輸
送体 B、であった。その他にモノカルボン酸
輸送体 C、薬物輸送体 D、密着結合を構成す
る分子 Eの計 4分子種が変化傾向を示してい
た（p < 0.1）。雄性個体では対照群と制限群の
間において、これら 4種の輸送体を含む同定
された全ての輸送体に量的変化は認められ
なかった。以上の結果は、発達期タンパク質
制限が雌性特異的に成熟期の脳血管細胞の
輸送体発現変化を惹起することを示す。ヒト
統合失調症患者ではで血中の甲状腺ホルモ
ン濃度が変化している例が報告されており、
甲状腺機能の変化（亢進、減弱）は精神疾患
様症状を誘発することも知られている。その
ため、本解析結果を基に、発達期タンパク質
制限群における脳内甲状腺ホルモン機能変
化に焦点を当てた解析を行った（下記（2）
項参照）。 
 
（2）脳内甲状腺ホルモン情報伝達系解析 
	 上記項目（１）より、甲状腺ホルモンを基

質とする輸送体 Aの発現が雌性制限群 F1世
代個体大脳において有意に増加していたこ
とに着目した。輸送体 A の KO マウスでは、
核内受容体である甲状腺ホルモン受容体の
標的遺伝子発現が大幅に低下することから、
脳内甲状腺ホルモンシグナル伝達不全を呈
す。そのため、発達期タンパク質制限による
雌性特異的な輸送体 Aの発現増加から、脳内
での同シグナルの亢進を予想した。甲状腺ホ
ルモン受容体の標的である 4遺伝子について
制限群と対照群の大脳前頭前野で発現レベ
ルをQRT-PCR法により比較した。その結果、
予想外なことに 4遺伝子についていずれも雌
性制限群での発現が対照群に比べ有意かつ
顕著に低下していることを見いだした。これ
らの変化は雄性制限群には観察されなかっ
た．さらに、それらの甲状腺ホルモン標的遺
伝子中で、神経伝達物質受容体の下流におい
て細胞内情報伝達を制御する分子Fについて
は、精神疾患を含む複数のヒト脳神経疾患に
おいて遺伝子変異や量的変化が報告されて
いるため、タンパク質の発現解析も行った。
ウエスタンブロット解析からは、mRNA同様
にタンパク質レベルでも発現量の有意な低
下を確認した。以上より、雌性制限群特異的
な脳内甲状腺ホルモン情報伝達の減弱を今
回新たに見いだした。以上の（1）、（2）の成
果については現在原著論文を作成中である。 
 
（3）網羅的遺伝子発現解析 
	 本項目では、発達期タンパク質制限の脳内
遺伝子発現に及ぼす影響をマイクロアレイ
により全ゲノムスケールで、大脳皮質前頭前
野を解析対象に行った。その結果、雌性制限
群 F1 世代個体脳では対照群と比べ約 4000
遺伝子に及ぶ有意な発現変化が起こってい
ることを見いだした。これらの遺伝子は多様
な GOカテゴリーに属しているが、神経機能
に直接関わる受容体、情報伝達分子や神経栄
養因子等の約 100遺伝子も含まれていた。既
に神経栄養因子類は、マイクロアレイ解析に
着手する前に、定量的 RT-PCR法にて雌性制
限群での発現変化を見いだしていた。再現性
が確認できたことから、今回のマイクロアレ
イ解析の妥当性が示されていると考えてい
る。さらに注目すべき遺伝子変化として、神
経活動の指標となる最初期遺伝子について
も、複数の遺伝子の発現変化を見いだした。 
	 これらのマイクロアレイ解析結果を、雌雄
F1 世代の制限群と対照群について異なる生
物学的レプリケートサンプル RNA を用いて
定量的 RT-PCRを行うことで、再現性の確認
を行った。その結果、遺伝子発現変化につい
て、①雌雄共通の変化、②雌性特異的な変化、
③雄性特異的な変化、に大別することができ
た。本研究課題では、雌性制限群 F1 世代に
おけるアミノ酸代謝恒常性の変化、感覚情報
ファイル−機能変化、上記脳血管細胞での輸
送発現変化から、②に属する遺伝子について
さらに解析を進め、糖代謝系を制御する情報



 

 

伝達系分子をコードする複数の遺伝子の有
意な発現増加を確認した。この経路の変化は、
様々な精神疾患で報告されているため、タン
パク質レベルでの解析も行った。同経路の鍵
分子であるキナーゼXの活性化状態について
リン酸化を指標に調べたところ、意外なこと
に遺伝子発現とは逆に同経路の活性低下を
示すリン酸化レベルの変化を確認した。この
キナーゼ Xは、ヒト統合失調症患者死後脳で
の発現変化が報告されている。その基質タン
パク質についてもリン酸化レベルが減少し
ていた。QRT-PCR 解析による同経路構成分
子の遺伝発現増加は、活性レベル低下を解消
するための適応的応答と考えられた。本解析
から、雌性制限群 F1 世代大脳皮質において
糖代謝制御に係る情報伝達経路の活性低下
を明らかにしたが、その変化に寄与する上流
の責任分子については不明のままである。そ
のため、マイクロアレイ結果および文献情報
から上記表現型に関与し得る上流因子候補
を選択し、現在解析を行っている。 
 
（4）生化学的解析 
	 本研究申請時に、予備的な検討結果として
雌性制限群 F1 個体において、血中エストロ
ゲン濃度の低下を見いだしていた。しかしこ
の解析は雌性個体の性周期を揃えていなか
ったため、正確な変化を反映していない可能
性があった。そこで発情間期に採血したサン
プルで再測定を行った。その結果からは制限
群と対照群のエストロゲン濃度に有意な差
は認められなかった。また、卵巣での分子発
現と形態について解析行ったが、エストロゲ
ン産生に関わる酵素類の mRNA 発現レベル
や卵巣の内部形態に顕著な変化は認められ
なかった。一方で血中アミノ酸については雌
性制限群での増加を見いだしていたが、別サ
ンプルでも複数のアミノ酸について濃度の
増加を確認した。 
 
（5）母体および新生児解析 
	 妊娠雌マウスの栄養状態と血液生理生化
学検査および肝臓での遺伝子発現変化につ
いての解析を行った。まず栄養状態の指標と
なる血中アルブミン濃度、総タンパク質濃度、
アルブミンアミノ酸の変化を検討したが、い
ずれにおいても制限群と対照群に有意な違
いは認められず、タンパク質制限食の摂取は
母体の栄養状態を悪化させていないと判断
された。タンパク質制限食はショ糖を増やし
て AIN-93G と等カロリーにしているが、血
糖値と耐糖能についても違いが認められな
かった。一方で肝臓の遺伝子発現については
栄養状態で発現が制御される一部の遺伝子
について制限群での mRNA の量的変化を
QRT-PCR により見いだした。この結果はタ
ンパク質制限食の摂取が母体の末梢臓器に
は栄養状態の変化を介して何らかの影響を
及ぼしていることを示唆しているが、その詳
細は現在も解析を行っている。 

	 続いて母体を通じてタンパク質制限食に
よって生育した F1 世代における子宮内発達
不全の有無を検討した。出生後 1日目の体重
は制限群において雌雄ともに対照群に比べ
有意な低値を示した。同時に脳重量も有意に
制限群において対照群より低値であり、これ
らはいずれも制限群 F1 世代個体の子宮内発
達不全を反映した結果と考えられた。4 週齢
における体重も制限群で有意に低値であり、
タンパク質制限食給餌の影響と判断された。
制限群F1世代は雌雄共に10〜11週齢におい
て体重および脳重量に対照群との有意差は
観察されないため、離乳後の通常食摂取より
以後の成長が加速されたものと推定される。
以上の結果より、今回妊娠期から授乳期にか
けて雌マウスに与えている摂餌条件では、F1
世代に子宮内発達不全をもたらすことが明
らかとなり、脳重量も低値であることから発
達期中枢神経系における分子発現と機能、さ
らに形態レベルでの変化が惹起されている
可能性が示された。 
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