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研究成果の概要（和文）：妊娠中の母体の栄養状態が胎児の将来の生活習慣病の罹患率上昇に関連することが疫
学調査から明らかになっているがその詳しい分子機序は不明な点が多い。小胞体ストレス応答を制御するPERK
は、飢餓や飽食などの栄養環境の変化でも活性化し、またPERKの活性化は肝臓での糖代謝と脂質代謝に影響する
ことをこれまでに見出してきた。本研究では、肝臓のPERKのみを任意に活性化できる遺伝子改変マウスを用い
て、PERKを介した胎児肝臓におけるエピゲノム変化を解析した。胎生期の一時期にPERKを活性化すると、出生後
での肝臓でのDNAメチル化の割合が増加していることを見出すことが出来た。

研究成果の概要（英文）：Epidemiological studies have revealed that the nutritional status of 
pregnant mothers is related to an increase the risk for adverse outcomes both in maternal and 
offspring health, but a detailed molecular mechanism is still unknown. Previously, we have found 
that PERK, which regulates endoplasmic reticulum stress response, is activated by changes in 
nutritional conditions such as starvation and satiation, and that activation of PERK affects glucose
 metabolism and lipid metabolism in the liver. In this study, epigenomic changes in fetal liver via 
PERK were analyzed using genetically modified mice which can arbitrarily activate only PERK in the 
liver. We found that the proportion of DNA methylation was increased in the liver after birth when 
PERK was activated in the liver at a time of embryonic stage.

研究分野： 分子病態栄養学
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１．研究開始当初の背景 

母体の妊娠中の栄養状態が胎児の将来の
生活習慣病の罹患率の上昇に関連するとい
う Barker 仮説は、その後の多くの疫学調査
の結果から現在では広く支持されているが、
その分子機構は不明な点が多い。肝臓は３大
栄養素の代謝の要となる臓器で、その機能の
破綻は糖尿病や脂肪肝などの生活習慣病の
発症に繋がる。 

細胞は、PERK 経路、ATF6 経路、IRE1
経路の３つ小胞体シグナルにより、一時的な
翻訳停止、タンパク質の折り畳み能力増加、
折り畳み不全タンパク質の分解などを行っ
て小胞体ストレスを緩和する応答機構を持
つ。近年、小胞体でのタンパク質の折り畳み
環境を調節する小胞体シグナルが、肝臓での
代謝の制御にも関与することがわかり、代謝
制御の新たな機構として注目されている。 

 
 

２．研究の目的 

最近、申請者は、肝臓で PERK 経路を活性
化させた際に誘導される遺伝子の網羅的解
析から、PERK 活性化は DNA メチル化やヒ
ストンメチル化に必要な遺伝子を誘導する
ことを見出した。そこで、母体栄養の変化は
胎児肝臓で小胞体ストレスを惹起し、PERK
活性化によって生じたエピゲノム修飾によ
り糖代謝や脂質代謝を制御する遺伝子の発
現が高まり、成体後に糖尿病や脂肪肝などの
生活習慣病の発症リスクを高めているとい
う仮説を考えるに至った。本研究は遺伝子改
変マウスを用いて上記仮説の検証を行い、妊
娠中の食生活改善による生活習慣病発症の
分子基盤の解明を目指す。 
 
 
３．研究の方法 

母体栄養による胎児肝臓での小胞体シグ
ナル活性化によるエピゲノム修飾との成体
後の代謝変化の因果関係について、母親マウ
スに、通常食を与えた群、70%カロリー制限
した群、高脂肪食を与えた群、肝臓特異的に
小胞体シグナルである PERK を活性化させ
た群の計４群由来の仔マウスについて、エピ
ゲノム修飾と代謝の表現型との関係を比較
解析することで、新たな分子機構の同定を目
指す。具体的には、以下の解析を実施する。 

(1) 胎児期でのPERK経路活性化の程度の生
化学的解析 

通常食、70%カロリー制限あるいは高脂肪
食（脂質 60%）を妊娠後から母マウスに与え
て、肝臓の器官形成が行われる胎生 13.5 日目、
15.5日目及び 17.5日目で胎児肝を摘出して、
分子シャペロン BiP、GRP94、PDI などの
mRNA 発現で小胞体ストレスの程度を、さら
に ATF4、ATF3、C/EBPβなどの mRNA 発
現で PERK 経路の活性化の程度を RT-qPCR

で解析する。また、母胎栄養状態の変化によ
る PERK 経路の活性化と同程度の PERK 活
性を胎児肝臓で誘導することができる AP の
投与量を、上述した PERK 経路の下流遺伝子
の誘導を RT-qPCR で評価して決定する。 

(2) 成体期での糖尿病や脂肪肝などの表現型
解析 

通常食を与えた群、70%カロリー制限した
群、高脂肪食を与えた群、肝臓特異的に小胞
体シグナルである PERK を活性化させた群
の計４群間で、糖尿病や脂肪肝を惹起しやす
いように成体後の 8週齢から高脂肪食を与え
て、糖代謝と脂質代謝の変化を生理学的解析、
生化学的解析、組織学的解析で比較検討する。 

(3) 出生後の体重差が消失する新生児期での
エピゲノム修飾解析 

出生直後には認める体重差が消失する新
生児期の肝臓を摘出して、全ゲノムにわたる
網羅的な DNA メチル化を Methylated DNA 
immuneprecipitation (MeDIP)-seqで解析す
る。 

(4) (1)〜(3)の結果から考えられる分子機構の
培養細胞を用いた検証 
マウスを用いた in vivo 実験の結果から考

えられる分子機構を検証するために、肝細胞
株である HepG2 細胞において Fv2E-PERK
システムを遺伝子導入し、PERK 経路の活性
化により予想される DNA 脱メチル化とそれ
に伴う標的遺伝子の転写活性の増加を
MeDIP と RT-qPCR で解析する。 
 
 
４．研究成果 

(1) 胎児期でのPERK経路活性化の程度の生
化学的解析 

通常食、70%カロリー制限あるいは高脂肪
食（脂質 60%）を妊娠後から母マウスに与え
て、肝臓の器官形成が行われる胎生 13.5 日目、
15.5日目及び 17.5日目で胎児肝を摘出して、
分子シャペロン BiP、GRP94、PDI などの
mRNA 発現で小胞体ストレスの程度を、さら
に ATF4、ATF3、C/EBPβなどの mRNA 発
現で PERK 経路の活性化の程度を RT-qPCR
で解析した。 
 また、母胎栄養状態の変化による PERK 経
路の活性化と同程度の PERK 活性を胎児肝
臓で誘導することができる AP の投与量を、
上述した PERK 経路の下流遺伝子の誘導を
RT-qPCR で評価して決定した。 

(2) 成体期での糖尿病や脂肪肝などの表現型
解析 
通常食を与えた群、70%カロリー制限した

群、高脂肪食を与えた群、肝臓特異的に小胞
体シグナルである PERK を活性化させた群
の計４群は、出生直後は体重差をわずかに認
めるが、生後 1 週間後には 4 群間で差を認め



ないことが予備実験で明らかになっている。
糖尿病や脂肪肝を惹起しやすいように成体
後の 8 週齢から高脂肪食を与えて、4 群間で
の糖代謝と脂質代謝の変化について検討し
た。生理学的解析として週毎に体重、随時血
糖を測定し、グループ間で差を認めたら、領
域特異的代謝機能を評価するために肝臓を
摘出して、門脈周辺の幹細胞を標識する
GPS1 および静脈域の幹細胞を標識する GS
マーカーの免疫染色を行った。 
  
 胎生期での小胞体ストレス応答経路
PERK の活性化が、出産後の新生仔期の生体
機能にどのように影響するかを解析し、その
分子機構について検討を行った。 
 申請者らが作製した臓器特異的、薬剤依存
的に PERK を活性化できる遺伝子改変マウ
スを用いることで、小胞体ストレスを惹起さ
せずに、PERK 経路だけを胎生期に活性化さ
せて、無活性化群、母体のみ活性化群、母仔
とも活性化群を得た。出生後の体重差が消失
する新生児期において、小胞体ストレス刺激
における肝臓での PERK 経路の下流遺伝子
の発現解析をすると、胎生期での PERK 活性
化に伴って PERK 下流遺伝子の発現誘導が
亢進することがわかった。マウスでの表現型
のメカニズムを明らかにするために、PERK
経路のみ活性化できる培養細胞の 5-メチル
シトシン(5mC)によるエピゲノム修飾解析を
行ったところ、PERK 経路活性化による脱メ
チル化が誘導されることが明らかになった。 
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