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研究成果の概要（和文）：胎児期から乳児期に過栄養および低栄養に曝された児は、成長後に肥満や糖尿病、脂
肪肝を発症する。この機構を解明するため、周産期に高脂肪食を摂餌した母マウスおよび摂餌制限を行った母マ
ウスの産仔の肝臓を用いて、DNAメチル化変化を網羅的に解析した。異なる母体栄養環境が、仔マウスの肝臓に
おいて脂質合成遺伝子のDNAメチル化変化を介して発現を制御し、将来の脂肪肝形成に寄与していることが示唆
された。

研究成果の概要（英文）：Maternal over-nutrition and under-nutrition during perinatal period may 
affect the development of obesity, diabetes, and fatty liver disease in adult offspring. To clarify 
the mechanism, dams were fed high fat diet or low calorie diet from pregnancy to lactation, and then
 we performed genome-wide analysis of DNA methylation in the liver from offspring. Different 
maternal nutritional status could regulate the fatty acid biosynthesis gene expression through DNA 
methylation change in neonatal liver, and these mechanism may contribute to developing fatty liver 
disease in later life.

研究分野：内分泌代謝学

キーワード： エピジェネティクス　DNAメチル化　母体栄養環境　DOHaD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳仔期の栄養環境の差異が異なった代謝経路の遺伝子のDNAメチル化および発現に影響を与え、それが長期に維
持されて、成獣期に肥満という同じ表現型をもたらすと考えられた。本研究成果は、DOHaD仮説の分子機構を明
らかにするだけでなく、胎児期・乳児期の至適な栄養状態の分子生物学的理解に大きく貢献し、将来的に生活習
慣病に対する究極の「先制医療」の開発につながることが期待された。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
疫学的調査から、胎生期から乳児期の栄養環境変化が成人期の肥満や生活習慣病発症に影響
する DOHaD（Developmental Origins of Health and Disease）仮説（Science 305: 1733-1736, 
2004）が提唱され、その分子機構として DNAメチル化による代謝関連遺伝子発現制御が推測
されている。これまで DOHaD仮説を模したさまざまな動物実験が行われており、マウスは胎
仔期から乳仔期に過栄養であっても低栄養であっても成獣期に肥満や脂肪肝を呈することが知
られているが、その成立過程と分子機構は不明である。我々は先行研究において、マウス肝臓
の遺伝子の DNA メチル化変化を経時的かつ網羅的に解析し、変化が最も大きい時期は乳仔期
であることを見出している（Ehara T, Tsujimoto K et al. Diabetes 64:775-784, 2015）。この知
見に基づき、二つの異なる栄養環境（過栄養もしくは低栄養）が乳児期の肝臓において代謝関
連遺伝子に共通した DNA メチル化変化を生じ、それが成長後の肥満や脂肪肝形成に影響して
いるという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
二つの異なる母体栄養環境（過栄養もしくは低栄養）が、乳仔期肝臓の遺伝子の DNA メチ
ル化状態および発現にどのような影響を与えるのか次世代シークエンサーを用いた網羅的解析
により把握する。さらに各状態で成育した産仔マウスの成獣期に同様の解析を行い、乳仔期に
受けた環境変化の影響が長期に維持されるか、また成長後の肥満や脂肪肝形成に影響するかを
検討する。 
  
３．研究の方法 
（１）実験動物および飼料 
過栄養群については、雌 C57BL/6Jマウスに妊娠 7週間前より高脂肪食（40kcal%脂肪含有）
で産仔の離乳まで飼育した。低栄養群については、研究協力者である伊東宏晃教授（浜松医科
大学産科婦人科）が確立したものを用いた（Sci Rep 5:16867, 2015）。 
さらに過栄養群の産仔は、離乳後 4 週齢から 14 週齢まで高脂肪食（40kcal%脂肪含有）を
負荷し、14週齢で肝臓を採取して解析を行った。 
 
（２）血清糖質および脂質プロファイルの解析 
血清トリグリセライド濃度、血清総コレステロール濃度、肝臓トリグリセリド含有量は酸素
比色法により富士ドライケム 7000Vを用いて測定した。また血清インスリン濃度はマウスイン
スリン測定キット（森永生化学研究所）を用いて測定した。 
 
（３）母乳中の脂肪酸分析 
過栄養群および低栄養群の産仔マウス 16 日齢の胃より採取した母乳は生理食塩水と混和し
乳汁ホモジェネートとし、クロロホルム・メタノール（2:1）抽出後、メチルエステル化したメ
チル化脂肪酸としてガスクロマトグラフィーにより測定した。 
 
（４）DNAマイクロアレイ 
過栄養群および低栄養群の産仔マウス 16 日齢の肝臓は、セパゾール（ナカライテスク株式
会社）を用いてトータル RNAを抽出後、各群について同量を混合し aRNA法（antisense RNA 
amplification）により増幅後、Mouse Oligo chip 24K（東レ株式会社）を用いて網羅的遺伝子
発現解析を行った。遺伝子パスウェイ解析は KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes）をデータベースとして使用した。 
 
（５）網羅的 DNAメチル化解析 

CpG rich なプロモーター領域を中心にシトシンのメチル化を 1 塩基の解像度でゲノムワイ
ドに効率的に調べる方法である RRBS（Reduced Representation Bisulfite Sequencing）法に
よって DNAメチル化解析を行った。DNAを制限酵素で水解して断片化し、アダプター負荷、
精製後 bisulfite処理を行い、RRBSライブラリーを作製した。 
 
（６）5ヒドロキシメチル化シトシン（5hmC）の定量解析 
胎仔期（胎生 16 日齢）、新生仔期（2 日齢）、乳仔期（16 日齢）、離乳後（4 週齢）、成獣期
（14週齢）のマウス肝臓より、ゲノム DNA をプロテイナーゼ K法で精製し、5hmCの定量解析
を行った。実験手法は、研究協力者である幸田尚准教授（東京医科歯科大学 難治疾患研究所 
エピジェネティクス分野）が確立したものを用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）母体過栄養・低栄養モデルにおける代謝表現型解析 
胎仔期～乳仔期における二つの異なる栄養環境が、成長後の代謝表現型にどのような影響を
与えるのか解析した。過栄養群は、乳仔期（16日齢）に対照群と比較して体重および肝重量の
増加、インスリン抵抗性の増大が認められ、離乳後（4 週齢）には両群における体重および感



重量の差は一旦認められなくなった。成獣期（14週齢）には対照群と比較して肝重量の増加が
認められ、血清総コレステロール濃度の増加、血清 ALT（アラニンアミノトランスフェラーゼ）
の増加、肝臓における中性脂肪含有量の増加が認められた（図１）。一方で、低栄養群は、乳
仔期（16日齢）に対照群と比較して体重および肝重量の減少が確認された。成獣期（17週齢）
には対照群と比較して肝重量の増加が認められ、肝臓における中性脂肪含有量の増加が認めら
れた。これらから、栄養環境の違いが乳仔期において肝臓に強い影響を与えること、また成獣
期の脂質代謝異常、脂肪肝形成に寄与することが示唆された。 
 
図１．母体過栄養モデルの代謝表現型 

 

 
（２）母体過栄養・低栄養モデルにおける DNAメチル化および遺伝子発現の網羅解析 
続いて、胎仔期～乳仔期における二つの異なる栄養環境が、肝臓の遺伝子の DNA メチル化
および遺伝子発現にどのような変化を与えるのか網羅的に解析した。過栄養群と対照群の乳仔
期（16日齢）の肝臓を用いて、網羅的 DNAメチル化解析（RRBS法）および網羅的遺伝子発
現解析（DNA マイクロアレイ）を行い、両解析から得られたデータを組み合わせた。その結
果、転写開始点近傍（±2000塩基対）で DNA脱メチル化変化が生じた遺伝子ほど発現量の変
化が大きいことが判明した。さらにこの遺伝子群に絞って解析を進めると、過栄養群で DNA
メチル化が低下しかつ発現が増加した遺伝子群は 130遺伝子あり、脂質合成に関連する遺伝子
群が多く抽出された。抽出された群の中で代表的な遺伝子については、個別に IGV（Integrative 
Genomics Viewer）による可視化（図２）およびバイサルファイトシークエンス法による DNA
メチル化率の算出を行った。 

 
図２．脂質合成遺伝子の DNA脱メチル化変化 

 
その結果、脂質合成関連遺伝子の有意な DNAメチル化低下（過栄養群 4.2%、対照群 9.3%）
を確認した。リアルタイム PCR 法による遺伝子発現解析では過栄養群で有意な発現上昇が認
められた。一方で、低栄養群で DNA メチル化が低下し、かつ発現が増加した遺伝子群は 175
遺伝子あり、脂質代謝に関連する遺伝子群が多く抽出された。これらから、異なる母体栄養環
境の違いが、乳仔肝において転写開始点近傍の領域を中心に DNA メチル化変化をもたらし、
それが脂質関連遺伝子の発現亢進に寄与している可能性が示唆された。 
 
（３）過栄養および低栄養の母体から供給される乳汁の脂肪酸組成解析 
特定の脂肪酸が乳仔肝に DNA メチル化変化をもたらすのかを検証するため、過栄養および



低栄養の母体から供給される乳汁の脂肪酸組成をガスクロマトグラフ質量分析計を用いて解析
した。その結果、過栄養群では対照群と比較してステアリン酸（過栄養群 8.1%、対照群 3.1%）、
オレイン酸（過栄養群 41.6%、対照群 25.0%）、αリノレン酸（過栄養群 0.77%、対照群 0.57%）
の有意な上昇が認められた。一方で、低栄養群では対照群と比較してオレイン酸（低栄養群
19.1%、対照群 24.0%）、アラキドン酸（低栄養群 0.41%、対照群 0.63%）の有意な低下が認め
られた。これらから、母獣から供給されるオレイン酸によって乳仔肝における DNA メチル化
変化が誘発された可能性が示唆された。 
 
（４）成獣期における DNAメチル化および遺伝子発現の網羅解析 
乳仔期に受けた環境変化の影響が成獣期まで長期に維持されるかを検討するため、過栄養マ
ウスモデルにおいて成獣期に再度 DNAメチル化の網羅的解析を行った。その結果、乳仔期（16
日齢）においても成獣期（14週齢）においても、DNA脱メチル化変化が生じた遺伝子は 627
遺伝子あり、インスリン抵抗性やインスリンシグナルに関連する遺伝子群が抽出された。また
この解析結果の中で、乳仔期に DNA 脱メチル化変化および発現変化を生じていた脂質代謝関
連遺伝子の一部は、成獣期においても DNA 脱メチル化変化を生じていた。これらの遺伝子群
は DNAメチル化変化が長期に維持されているエピゲノム記憶遺伝子であると推測された。 
 
（５）胎仔期から成獣期における 5ヒドロキシメチル化シトシン（5hmC）の定量解析 

DNA脱メチル化の形成には、DNA脱メチル化酵素である TET（Ten-eleven translocation）
の関連が推測される。異なる栄養環境が乳仔肝に DNA 脱メチル化変化を形成する分子機序を
明らかにするため、TETによる DNA脱メチル化反応を反映する 5hmCの定量解析を行った。
その結果、胎仔期から成獣期における肝臓の中で、乳仔期で最も 5hmCが増加していることが
確認され、この時期において TETによる DNA脱メチル化反応が強く生じていることが判明し
た。 

 
以上から、異なる母体栄養環境が乳仔肝において DNA メチル化変化を生じて脂質代謝遺伝
子発現を制御し、将来の脂肪肝形成に寄与していることが示唆された。5hmCの定量解析の結
果は、栄養環境の変化を介した DNA 脱メチル化反応が最も乳仔期に生じていることを示して
おり、肝臓における DNA メチル化変化が最も大きい時期は乳仔期であるという我々の先行研
究の結果に一致していた。そして成獣期における DNA メチル化の網羅的解析の結果から、乳
仔期に栄養環境を介して生じた脂質代謝遺伝子の DNA メチル化変化の一部は、成獣期まで長
期に維持されていることが明らかになった。また脂肪酸解析の結果からは、乳汁に含まれる不
飽和脂肪酸が DNA メチル化を介して産仔の生活習慣病発症の罹患性を決定する重要な因子で
あることが示唆された。この知見は、乳児期に摂取する脂肪酸の量に介入することで長期的に
肥満や生活習慣病になりにくい体質を獲得することが可能であることを示しており、新た
な生活習慣病治療法の創出につながると考えられる。 
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