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研究成果の概要（和文）：本研究では、妊娠期低栄養環境に曝露された子供の体温や、行動、エネルギー代謝に
ついて観察するため、メタボローム解析技術の構築および低体温モデルマウス作成を試みた。GC/MS/MSおよび探
針エレクトロスプレーイオン化タンデム質量分析(PESI/MS/MS)を用いて、肝臓や筋肉、脳内におけるメタボロー
ム解析手法を構築した。モデルマウスについては、妊娠期に摂食制限を行い、モデル作成を試みた。摂食制限期
間が10日以上では出産が認められず、5日間の制限においては出産は認められたものの、離乳時の体温はコント
ロール群と同程度であった。従って、低体温モデルマウスの作成方法について引き続き検討する。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to develop metabolome analysis techniques and 
create a model mouse of hypothermia to observe body temperature, activity and energy metabolism in 
infant exposed to undernutrition during gestation.　Metabolome analysis methods in liver, muscle and
 brain were developed using GC/MS/MS and probe electrospray ionization/tandem mass spectrometry 
(PESI/MS/MS). We tried to create a model mouse of hypothermia induced by food restriction. Mice 
exposed to food restriction for 10 days or more did not give birth. In 5 days restriction, mice 
could give birth, but body temperature of the offspring in weaning period was almost same in control
 group. Therefore, we continue to consider creation of a model mouse of hypothermia.

研究分野： 衛生学

キーワード： 胎生期低栄養　メタボロミクス

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
近年、国内において幼少期の子供達の中で

攻撃的であったり、疲れやすく動きが緩慢な
どの行動異常を示す子供や病気にかかりや
すい子供が目立つようになってきており、そ
のような子供には共通して「低体温」が観察
されると指摘されている。保育・教育現場で
の調査によると、36℃未満の低体温の子供が
増えていると回答したのは、保育所、幼稚園
で 3 割、小学校から高校で約 6 割に達する。
このような「低体温児」の増加の一因として、
運動不足や生活リズムの乱れ等が影響する
との指摘もあるが、その主要因について基礎
的に調べられた報告がないのが現状である。 
一般に、体温調節に関わる熱産生は、①摂

食 に よる熱 産 生、② 骨 格筋に お け る
Uncoupling Protein(UCP)-3（ヒト・げっ歯
類のどちらにも発現）による熱産生、③褐色
脂肪における UCP-1（ヒト・げっ歯類のどち
らにも発現）による熱産生にわけられる。こ
の中で体温維持に寄与しているのは骨格筋
及び褐色脂肪における熱産生であり、これら
の熱産生が低下した場合、生体は慢性的に低
体温状態となることが推察される。 
一方、近年、妊娠期の環境が子供の内環境

を決定すると強く考えられており、「胎生期
の母体の環境が、胎児の成長後の疾病リスク
と 関 連 す る (DOHaD, Developmental 
Origins of Health and Disease)」ことが多数
の研究者によって指摘されている。 
研究代表者はこれまでに、この DOHaD に

関する研究を鋭意的に進めており、妊娠期化
学物質曝露が母体の低栄養を引き起こし、そ
の結果、子供が成熟後に生活習慣病へと進展
する可能性を指摘してきた。特に、日本にお
ける妊娠適齢期の女性の慢性的な低栄養状
態は深刻であり、このような低栄養状態の女
性が妊娠した場合、胎児が低栄養環境に晒さ
れることとなり、それが出生後の生体内環境
を乱す一因となることが強く示唆される。ま
た、最近ではげっ歯類を用いた実験系によっ
て、妊娠期の低栄養が子供の筋肉や褐色脂肪
量を減少させるという報告もなされている。
従って、胎児が低栄養環境に曝露されると、
筋肉の成長や褐色脂肪量が減少することで、
子どもの熱産生能が低下し、それが低体温児
の発症因子になることが強く示唆される。し
かし一方で、低体温児で指摘されている異常
行動や免疫系の脆弱さと低体温の相関につ
いては、現時点では不明であることから、低
体温児と異常行動等の関連性についても考
察を行う必要がある。さらに、低体温児が成
長した後の生活習慣病等の疾病リスクにつ
いては当然、現時点で疫学調査等も行われて
いないため、動物実験による疾病リスクの検
討は、今後の予防医学・衛生学的な観点から
も不可欠である。 

 
２．研究の目的 
体温維持に重要な熱産生器官である骨格

筋等におけるUCP発現解析や組織学的検査、
内因性代謝物の網羅的解析（メタボローム解
析）によるエネルギー代謝関連因子および
ATP 関連因子の解析を実施し、摂食制限によ
って低栄養状態とした母親から生まれた子
マウスの体温と妊娠期の母体の低栄養状態
の相関を明らかにする。 
 また、運動量や攻撃性、メタボローム解析
を実施し、行動、エネルギー代謝に及ぼす影
響を評価することで、摂食制限によって低栄
養状態とした母親から生まれた子マウスに、
低体温児で観察されているような異常行動
等の症状が見られるかを解析し、妊娠期の母
体の低栄養・低体温児の発症・異常行動の関
係性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（１）測定法の検討および最適化 
エネルギー代謝関連因子の解析を行うた

め、探針エレクトロスプレーイオン化タンデ
ム質量分析(PESI/MS/MS)およびガスクロマ
トグラフィータンデム質量分析(GC/MS/MS)
を用いたメタボローム解析手法の検討およ
び最適化を行った。PESI/MS/MS では、脳内
のメタボローム解析手法の構築を行い、さら
に脳内リアルタイム・モニタリングを試みた。
さらに、モデル動物を用いて本手法の有用性
について検討した。GC/MS/MS では、筋肉を
用いたメタボローム解析法の最適化を行い、
モデル動物により解析手法の有用性を検討
した。 
 
（２）体温測定、運動量測定および攻撃性試
験法の検討 
体温は、赤外線体温計および直腸温計を用

いて測定を行った。 
運動量については、シンファクトリー社製

運動量測定装置を用いて、赤外線センサーを
通過した回数をカウントした。測定時間は朝
8時から 2日後の朝 8時まで（明期 08：00-20：
00、暗期 20：00-08：00）とした。生後 3 週
齢から 8週齢まで 1週毎に測定を行った。 
攻撃性試験については、Japp ら(J Vis Exp. 

77, 4267(2013))の Resident intruder test
を参考にした。居住者の縄張りを形成するた
め、数日間、雌マウスと同居させた。攻撃性
試験開始前に雌マウスを別ケージに移した
後、侵入者となる雄マウスをケージに入れ、 
居住者マウスに対する侵入者マウスの攻撃
時間を測定した。 
 
（３）モデルマウス作成方法の検討 
129/sv および BALB/C マウスを交配させ、

プラグにより妊娠日を確認した。妊娠 0日目
から 18 日目まで、自由摂取群（コントロー
ル群）の摂餌量を毎日測定した。摂食制限群
については、コントロール群の摂取量の 30%
または 50%制限した量の餌を与えた。制限期
間は①妊娠 0～18 日目、②妊娠 7～17 日目、
③妊娠 12～17 日目の期間で検討を行った。



生後 0 日に体重、生後 21 日目に体重および
体温を計測した。 
 
４．研究成果 
（１）PESI/MS/MS を用いたメタボローム解析
手法の検討 
PESI は、先端直径が約 700 nm の鍼灸針を

サンプリングとイオン化の両方に用いる新
規イオン化法である。研究代表者らは 2016
年に PESI とタンデム質量分析を組み合わせ
た PESI/MS/MS を用いて、インタクト・メタ
ボローム解析法を構築した。この手法を用い
ることで、肝臓内のメタボロームを前処理操
作することなく、そのままの状態（インタク
ト）で解析することが可能となった。そこで、
他の臓器に適用可能かどうか検討するため、
脂質類が豊富に存在する脳を対象として、イ
ンタクト・メタボローム解析を試みた。 
 エネルギー代謝異常を引き起こすことが
知られているカンナビノイド受容体アゴニ
スト（AM-2201）を投与したマウスとコント
ロールマウスの大脳を採取し、PESI/MS/MS に
よるメタボローム解析を行った。得られた結
果を用いて多変量解析を行ったところ、
PLS-DAスコアプロットにおいて2群は良好に
分離した（図 1）ことから、メタボロームの
変動を捕捉することが可能であったと考え
られる。従って、PESI/MS/MS は脂質類の多い
臓器においても、前処理操作を行うことなく、
メタボローム解析を行うことが可能である
と示唆された。 

図 1. AM-2201 投与マウスおよびコントロー
ルマウスのメタボロームプロファイル
PLS-DA スコアプロット（緑：コントロール群、
青：投与群） 
 
 次に、対象成分数を拡張したメソッドの構
築を試みた。分析条件の最適化を行った後、
Scheduled SRM モードを用いて、対象成分 80
成分、測定時間2.5分のメソッドを構築した。
このメソッドを用いてマウスの大脳および
肝臓のメタボローム解析を行った。その結果、
大脳から 67 成分、肝臓から 61 成分が検出さ
れ、RSD 30%未満の成分数は大脳で 56 成分、
肝臓で 46 成分と良好な結果が得られた。従
って、PESI/MS/MS はメタボローム迅速分析が
可能な手法であることが示された。 
 従来のメタボローム解析では、解剖による
サンプリングが必要であったが、解剖による
「死」はメタボロームに強く影響すると考え

られる。従って、メタボロームの変動をより
正確に捕捉するためには、生きている動物に
適用可能なメタボローム解析手法の構築が
必要となる。そこで、本手法を生きているマ
ウスに適用し、メタボロームのリアルタイ
ム・モニタリングを試みた。 
 PESI では、イオン化促進のため有機溶媒が
必要となるが、臓器に有機溶媒が接触すると、
臓器が損傷する恐れがある。そこで、研究代
表者らは特殊サンプルカップを開発し（特許
申請中）、臓器に接触することなく有機溶媒
を供給するシステムを構築した。 
このサンプルカップを用いて、リアルタイ

ム・モニタリングを試みた。麻酔下のマウス
の頭蓋骨に直径 4 mm 程度の穴を開け、特殊
サンプルカップを頭蓋骨に固定した。サンプ
ルカップに 50%エタノール溶液を添加した後、
脳内メタボローム解析を行った。分析開始 3
分後、エネルギー代謝異常を引き起こす薬剤
（AM-2201）を投与したところ、エネルギー
代謝の変動を 3時間、リアルタイムで解析す
ることに成功した（図 2）。従って、PESI/MS/MS
は生きているマウスのメタボローム解析に
も適用可能であることが示された。 

図 2.マウス脳内メタボライトのリアルタイ
ム・モニタリングの結果 
 
 また、GC/MS/MS による筋肉内メタボローム
解析法の最適化を行った。抽出および濃縮等
の条件の最適化を行った後、エネルギー代謝
異常を引き起こすことが知られているモデ
ルマウスを用いてメタボローム解析を行っ
たところ、メタボロームの変動を捕捉するこ
とが可能であった。 
 以上の結果から、PESI/MS/MS および
GC/MS/MS によるメタボローム解析は、エネル
ギー代謝の変動を捕捉することが可能な有
用な手法であることが示された。 
 
（２）体温測定、運動量測定および攻撃性試
験法の検討 
 体温測定は赤外線体温計および直腸温計
を用いて測定した。赤外線体温計での測定を
試みたが、体の小さいマウスでは安定した結
果が得られなかった。一方。直腸温計を用い
て体温を測定したところ、3 週齢以降のマウ
スにおいて体温を測定することが可能であ
った。従って、3 週齢以降のマウスの体温測
定には直腸温計を使用する。 
 運動量については、運動量測定装置を用い
て解析を行った。本装置は赤外線センサーを



連続で 2光軸遮蔽することで 1カウントとな
るため、体の小さいマウスでは正確にカウン
トできない可能性がある。そこで、3 週齢の
マウスで測定を行ったところ、図 3に示すよ
うに明期では運動量は低く、暗期に運動量が
増加するという変化を捉えることが出来た。
従って、3 週齢程度の小さいマウスにおいて
も運動量を測定することが可能であると考
えられる。 

図 3. 3 週齢マウスの運動量の結果 
 
 攻撃性試験については、居住者マウスに対
する侵入者マウスの攻撃時間を測定した。
129/sv マウスを 3 週齢から 8 週齢まで 1 週
間毎に測定したが、侵入者に対する攻撃性は
認められなかった。一方、BALB/C マウスでは、
侵入者に対する攻撃性が見られ、激しい攻撃
性を示すマウスも見られた。従って、攻撃性
増強を評価するには、129/sv マウスが適切で
あると考えられた。 
 
（３）低体温モデルマウス作成方法の検討 
 妊娠期低栄養状態は児の低体温を誘引す
る可能性が考えられることから、妊娠期の摂
食制限による低体温モデルマウスの作成を
試みた。129/sv および BALB/C マウスを妊娠
0～18 日目または妊娠 7～17 日目まで 30%ま
たは 50%摂食制限を行ったが、全例において
出産しなかった。妊娠 12～17 日目に 50%摂食
制限した場合、BALB/C マウスにおいて出産が
確認されたものの、児は全例で死亡した。一
方、129/sv マウスでは、正常に出産し、児の
生存が確認された。生後 0日目に体重を測定
した結果、コントロール群と制限群の間に差
は認められなかった。生後 3週齢の体重は制
限群で有意に高値となった（図 4）。また、生
後 3週齢の体温を測定したところ、両群で差
は見られず（図 4）、低体温児とはならなかっ
た。従って、引き続き検討を進め、摂食制限
による低体温モデルマウス作成を試みる。 

図4. 129/svマウスの50%摂食制限群および
コントロール群の体重（左）および体温（右） 
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