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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒトの妊娠初期から出産時までの母親の環境要因と胎児組織としての臍帯
のメチル化変動の関係、ならびに関係する児の健康影響を評価する試みである。本解析は約100名の被検者に対
して、出生時の児の頭囲の低値と関係し得る、臍帯のH19遺伝子におけるdifferentially methylated region 
(H19-DMR) のメチル化状態、さらにH19-DMRのメチル化に影響をおよぼし得る妊娠初期の母体のカロリー摂取量
を評価した。さらに妊娠中低栄養と児組織メチル化の関係を解析するための、妊娠中低栄養誘導のモデルマウス
を作成、複数の臓器を採取し、保存するに至った。

研究成果の概要（英文）：In this study, I attempted to evaluate the relationship between the 
environmental factors in pregnant women and the methylation level in umbilical cord and the health 
effects on newborns. One hundred specimens were subjected to this study. This study evaluated that 
the methylation level of H19 differentially methylated region (H19-DMR) in umbilical cords which was
 associated with lower head circumstance of newborn. In addition, amount of calorie intake which was
 associated with decrease of methylation level of H19-DMR in umbilical cord was analyzed. To 
evaluate the relationship between the low calorie intake during pregnancy and the change of 
methylation level in fetal tissues, animal models were made, several tissue samples were collected 
from model mice, and stocked. 

研究分野：発生学　環境医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 
エピゲノムとはゲノム DNA のメチル化など、
遺伝子配列の変化なしにその発現量を制御
するためのゲノムの修飾状態を指す。近年の
研究は、エピゲノム状態の変化と疾患の関連
性を示しており、またエピゲノム状態の変化
は様々な要因で引き起こされることを示唆
している（図 1a）。例えばヒト妊婦母体血や
妊娠中胎児血である臍帯血、胎児由来組織で
ある臍帯（へその緒）において、ポリ塩化ビ
フ ェ ニ ル （ polychlorinated biphenyls, 
PCBs）などの残留性環境汚染物質が検出され
ることが報告されている（Kawashiro et al. 
2008）が、いくつかの研究はこれらの汚染物
質はエピゲノム状態に変化を引き起こすこ

とを指摘している。申請者もこれまでに、胎
児期新生児期マウスに残留性環境汚染物質
を曝露した場合、エピジェネティクス（=エ
ピゲノム状態を制御するための機構）に変化
が生じることを明らかにしてきた（Miyaso et 
al. 2014）。これらの結果は、現代日本人胎
児は発生過程の母体内環境中においてエピ
ゲノムやエピジェネティクスに変化を起こ
しうる汚染物質に晒されていることを示し
ている。 申請者は最近ヒト臍帯で、がん抑
制遺伝子 H19 の differentally methylated 
region (H19-DMR) のメチル化が、妊娠中の
カロリー摂取不足により有意に減少するこ
とを同定した。低レベルH19-DMRメチル化は、
臍帯の横断面積肥大化や組織像変化を伴い、
さらに児の出生体重や頭囲の減少と関係 し
ていた。これらは、化学物質曝露に加えて、
妊婦がおかれる様々な環境要因もまた、ヒト
胎児組織のメチル化や組織像に変化を生じ
ること、胎児組織のこのような変化は児の出
生体重減少や、その他様々な健康被害と相関
する可能性があることを示しており、詳細な
調査が急がれる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本課題ではヒトにおいて、A. 妊娠中の妊婦
がおかれるマクロ（生体外周囲）環境要因を
解析（マクロ環境要因の解析）、B. 胎児組織
のゲノム DNA メチル化を網羅的に解析（生体
内因子の解析）、さらに C. 児の出生体重を含
む身体測定値および発育・健康状態を評価す
る（次世代の児健康リスク抽出）。これらか 
ら、H19 のように児の出生体重減少に相関し
て、またはその他様々な児の健康リスクに相
関して DNA メチル化変動を生じる遺伝子と、
そのようなメチル化変動を引き起こすマク
ロ環境要因を抽出する。さらに本研究で同定
した様々な「児健康リスク」に対して抽出し
た複数のマクロ環境要因・メチル化変動遺伝
子の解析によって、D. 健康被害が大きくな
るような複合的な妊娠中マクロ環境要因を
同定する（胎児組織エピゲノムを指標にした
ハイリスク・妊娠中マクロ複合環境要因の同
定）（図 1b、 c）。 
 
 
３．研究の方法 
 
平成28年度 
＊研究全体の概略、質問票および生体試料採



取時期の概略については図2を参照 
1)A. マクロ（生体外周囲）環境要因の解析 
妊娠中の様々な環境要因が児の健康リスクを
引き起こす可能性が報告されているが、詳細
は明らかになっていない。本項目では母体が
おかれる妊娠中環境要因を分析するために、
以下を行う。 
A1 妊娠中母体因子としての、母体中PCBs お
よび環境化学物質蓄積量の測定（図2.①の部
分） 
代表者が参加するコホート調査で得られた母
体血、臍帯血中に残留するPCBs 等の環境化学
物質をガスクロマトグラフ-質量分析計
(GC-MS) を用いて計測する（既に、解析が進
行中である）。 
A2 その他妊娠中母体因子としての、母体環境
要因、社会要因、栄養状態の評価（図2.①の
部分） 
コホート調査において作成した質問票から、
調査集団について、妊娠初期（妊娠12 週付近）、
後期（妊娠32 週付近）、入院中（分娩前）、
産後の各調査時期における母体環境要因（喫
煙の有無、生活習慣、運動習慣、持病の有無、
居住地域環境など）を評価する。また社会要
因においては、健康への影響が指摘される社
会経済状況（SES: Socio Economic Status）
として、世帯等価所得、教育歴などを評価し、
必要であればその後のモデルにおいて調整す
る。 
栄養状態は妊娠初期、後期、産後1ヶ月、4ヶ
月時点で、簡易型自記式食事歴法質問票
（brief-type self-administered diet 
history 
questionnaire、BDHQ）により評価する。A1 と
A2 によって、各調査対象における環境要因由
来のリスクを評価する。 
2) B. 生体内因子の解析 （図2.②の部分） 
胎児組織のゲノムDNA メチル化の変動は児の
健康に影響することが報告されており、さら
に喫煙などいくつかの妊娠中母体環境要因に
よってメチル化の変動が生じること明らかに
されているが、詳細はよくわかっていない。
本項目ではこのようなメチル化変動を明らか
にするため、胎児組織（臍帯および臍帯血細
胞）についてゲノムDNA メチル化の網羅的解
析を行う。臍帯組織ゲノムDNA は、凍結保存
された臍帯0.1g から、MACHEREY-NAGEL 社の
NucleoSpin Tissue kit を用いて抽出する。
臍帯血ゲノムは、産後採取された臍帯血から
定法に従って分離後保存された白血球細胞
（単核球細胞）を用いて同様に抽出する。抽
出したゲノムについてアガロース電気泳動に

よる精製度確認、およびQuantiFluor™ dsDNA 
System（Promega 社）による2本鎖DNA 濃度測
定を実施した後、500ng 分をZYMO research 
社のEZ DNA Methylation Kit を用いてバイサ
ルファイト（BS）処理を行う。BS 処理済みゲ
ノムDNAについて、イルミナ社のiScan システ
ムおよびメチル化チップ（Infinium HD 
HumanmMethylation450）を用いて、約48,0000 
箇所のCpG メチル化レベルを網羅的に評価す
る。局所的・詳細なメチル化レベルの解析に
は、高解像度融解曲線分析（High Resolution 
Melting analysis, HRM 分析）、
pyro-sequencing を用いる。HRM法には、上記
同様にBS 処理したDNA を用いる。
Pyro-sequencing には、同様に抽出したゲノ
ムDNA 1μg 分をBS 処理したものを用いる。
これによって、妊娠中マクロ環境要因から引
き起こされ、さらに児の健康リスクとなるよ
うな、胎児組織におけるメチル化変動の部位
および対象となる遺伝子群を同定する（図2.
③および⑤）。我々は予備検討としてメチル
化チップ、HRM pyro-sequencing による解析
を既に実施しており、調査集団の一部につい
て、既に解析結果を得ている。 
3) A×B→AB. 児の潜在的健康リスクの抽出
（図2.③の部分） 
A とB の結果から、PCBs や環境汚染物質の蓄
積量と相関してメチル化が変動（=児の潜在的
健康リスク）する遺伝子を、クラスタリング
を始めとした多変量解析によって同定する。
さらに、健康リスクとなる可能性のある既報
の要因（両親の年齢や低栄養）を中心に、そ
の他妊娠中マクロ環境要因（母体環境要因、
食事影響、社会要因など）と相関してメチル
化が変動（=同じく児の潜在的健康リスク）す
る遺伝子を同定する。これらの遺伝子を、児
の潜在的健康リスクバイオマーカーとする。
既に代表者は、妊娠初期の妊婦のカロリー摂
取不足が臍帯のH19-DMR メチル化を有意に減
少させることを同定している。 
 
平成29年度（その他、平成28年度の解析の残
りを継続する） 
4) C. 次世代の児健康リスク抽出（図2.④の
部分） 
胎児組織ゲノムDNA メチル化変動と児の健康
リスクの関係 
が一部報告されているが、詳細は明らかにな
っていない。本項目では調査集団における児
の健康状態を評価するために、出生時の診療
カルテ情報、児の検診、健康診断の結果を評
価し、児の出生体重等の身体測定値、生後の



発育や健康状態、小児疾病などにおけるリス
クを抽出する。 
5) C×AB→ABC. マクロ環境要因由来の胎児
組織メチル化変化に伴う次世代の健康リスク
の同定（図2.⑤の部分） 
C とAB の結果から、児の潜在的健康リスク 
バイオマーカーの中から、出生体重減少など
児の健康状態と相関してメチル化が変動（＝
児の健康リスク）する遺伝子（児の健康リス
ク誘発遺伝子、または健康リスクバイオマー
カー）を、多変量解析などの手法を用いて同
定する。例として代表者はこれまでに、妊娠
中のカロリー摂取不足が引き起こす臍帯にお
けるH19-DMRメチル化レベル減少が、出生体重
および頭囲の減少に関係することを同定して
いる。重要と思われるマクロ環境要因と胎児
組織メチル化変化について、動物実験によっ
て再現性を確認する。 
6) D. 胎児組織エピゲノムを指標にしたハイ
リスク・妊娠中マクロ複合環境要因の同定（図
2.⑥の部分） 
1)～5)から、本研究で同定した様々な「児健
康リスク」に対して、各々複数のマクロ環境
要因・メチル化変動遺伝子が抽出されること
が期待出来る。ここで、抽出された複数の遺
伝子でメチル化変動が同時に生じた場合、そ
うでない場合と比較して、著しい児健康リス
クを生じる可能性がある（出生体重の顕著な
減少など）。本項目ではそのようなリスク抽
出のため、複数の遺伝子の複合的なメチル化
変動を有する児とそうでない児のグループの
間で健康影響を比較し、より重篤な児健康影
響をおよぼすメチル化変動の組み合わせと、
それらを誘導するマクロ環境要因の組み合わ
せ（ハイリスク・妊娠中マクロ複合環境要因）
を同定する。比較には臍帯の組織像解析を併
用する。臍帯は胎児期に児と直接接続されて
おり、組織像の変化は児のリスクを評価する
一助になると思われる。 

 
 

４．研究成果 
 
平成 28 年度は研究計画に従い、マクロ環境
要因（すなわち今回の場合、日本人妊婦にお
ける年齢、喫煙の有無、出産回数、栄養摂取
状態、世帯収入、学歴などを含む母体の環境
要因）と生体内因子（すなわち今回の場合、
胎児由来組織とされる臍帯のメチル化状態）
の評価を行った。その他、母児に関する情報
として、病院における診療記録が用いられた。
「千葉大出生コホート（Chiba Study of 
Mother and Children’s Health）」において
調査同意を得た参加者のうちおよそ100名を
対象として評価が行われた。その結果、1) 臍
帯における H19 遺伝子の differentially 
methylated region (H19-DMR) のメチル化率
が 50%未満の場合、出生時の児の頭囲がより
低値であったこと、2) 妊娠初期の母親の一
日当たりの栄養摂取量が 1000kcal 未満の場
合には、臍帯の H19-DMR におけるメチル化率
が有意に低値であったことが示された。さら
に 3) 母体の加齢は、臍帯の H19-DMR におけ
るメチル化率と負の相関がある可能性が明
らかになった。以上のことから、臍帯におけ
るメチル化の変動は出生時の児の状態と関
係すること。さらにこのようなメチル化の変
動は妊娠中の母体環境要因にも関係するこ
とが示された。 
 
平成 29年度はこの業績をまとめると同時に、
実験動物を用いた解析を試みた。本研究課題
期間中にはメチル化の解析までには至らな
かったが、実験動物において、特に妊娠中低
栄養と児組織メチル化の関係を解析するた
めの、妊娠中低栄養誘導のプロトコールを確
立することに成功した。これらの実験動物で
は出生体重が対照群と比較して有意に低下
していた。この有意差は児の成長に伴ってや
がて確認されなくなる。このことはヒトにお
ける低栄養が関係する出生体重の減少とそ
の後のキャッチアップと同様の現象である
ものと思われる。これら妊娠中低栄養モデル
動物におけるメチル化レベルの変動を解析
するためこれまでに、実験動物からの臍帯採
取のプロトコールを確立し、さらに上述した
実験動物において複数の臓器を採取し、保存
するに至っている。 
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