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研究成果の概要（和文）：胎生期低栄養は出生体重低下の原因となり、将来の疾患発症リスクを増加させる。胎
生期低糖質カロリー制限下におかれた低出生体重仔血中では、自由摂餌母からの出生仔と比べ様々な代謝物レベ
ルが変動していた。変動した代謝物のうちいくつかは、妊娠後期・授乳期のメチルドナー補充により自由摂餌群
レベルまで回復する傾向が見られ、これら有意な変動を示した代謝物の中には、既に報告されている耐糖能異
常、腎機能低下を予測する血中バイオマーカーが含まれていた。このことから早期のメチルドナー補充が、胎生
期低糖質カロリー制限に晒された低出生体重仔が背負うであろう耐糖能異常・腎機能低下の改善に寄与する可能
性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Undernutrition during fetal period causes low birth weight and risk of 
developing disease in adulthood. In the blood of infants from low carbohydrate calorie restricted 
dams, several metabolite levels were changed compare to those from voluntary intake dams. But some 
of them were recovered to around control level by methyl donor supplementation through their mother 
at late gestation or lactation period. Among these blood metabolites, the metabolites, which have 
already been reported as blood biomarkers to predict glucose intolerance and impaired renal 
function, were detected. These results suggest that early methyl donor supplementation through 
mother may contribute to improvement at least glucose intolerance, impaired renal function of these 
low-birth weight infants from low carbohydrate caloric restricted mother.

研究分野： 質量分析

キーワード： 胎生期低糖質カロリー制限　低出生体重　メチルドナー補充　血中メタボローム解析　耐糖能異常
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研究成果の学術的意義や社会的意義
発達過程における負の環境因子は、エピジェネティックな変化を誘導し記憶される。本研究では胎生期低糖質カ
ロリー制限による低出生体重仔のDNAメチル化低下に着目し、メチルドナー補充による代謝への影響を解析し
た。血中代謝産物の解析から、低糖質カロリー制限による低出生体重仔では、胎仔の時点ですでに早期耐糖能異
常が予測されたが、妊娠後期・授乳期のメチルドナー補充により改善がみられた。これは、胎生期低糖質カロリ
ー制限により惹起された代謝変動の回復に、メチルドナーが寄与したことを暗示している。即ち適正な時期の的
確な介入は、発達期に記憶された次世代まで続く疾患発症リスクの回避を可能にさせることを示唆している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
日本では、先進国であるにもかかわらず平均出生体重の低下と低出生体重児出産出生率の増加
が報告されている。厚生労働省の人口動態統計によると日本において出生体重が 2500g 以下の
低出生体重児の割合は、2015 年には約 9.5%であった。低出生体重児の増加の一因として、妊婦
のやせ願望、出産年齢の高齢化、妊婦の喫煙などによる胎生期環境の悪化が考えられる。低出生
体重児は体が小さいだけでなく、将来の虚血性心疾患、糖尿病、高血圧、メタボリック症候群、
脳梗塞、神経発達障害などの非感染性慢性疾患（Non-communicable diseases = NCDs）発症リ
スクの増加が懸念される（DOHaD 仮説）。発達期に低栄養やストレスなどに晒されると、その
おかれた環境に対応するため遺伝子の塩基レベルではなく遺伝子の発現を調節する DNA メチ
ル化などのエピゲノムに変化が生じる。これらのエピジェネティックな変化が代謝へ影響し疾
患発症の引き金となると考えられ、この変化は世代を超えて連鎖する可能性も示唆されている。
生まれながらあるいは世代を超えて背負ってしまう疾患発症リスクに対し、そのリスクを軽減
し低出生体重児の健康寿命を延ばすためのリスクの早期抽出・診断と積極的な早期介入を目指
す先制医療の実現が求められる。しかしながら、特異的バイオマーカーの開発などまだ課題は多
い。多くの研究が進められる中 Sulaiman SA らは 2017 年 IUGR（子宮内胎児発育遅延）羊に
おいて妊娠後期のメチルドナー補充がインスリン抵抗性を改善することを報告（文献①）してい
ることから、早期メチルドナー補充の有用性が予測された。 
そこで本研究では、先行研究より示唆された胎生期低糖質カロリー制限仔における DNA メチル
化低下に着目し、血中代謝産物の測定から疾患発症と関連のある代謝物を同定し作用機序を解
明、早期メチルドナー補充による疾病回避の可能性を探索する。低糖質カロリー制限による低栄
養が惹起する疾病発症を予測し、世代を超えて受け継がれるこの負の連鎖を断ち切るための予
防的介入の可能性を探り健康長寿の実現を目指す。 
 
＜引用文献＞ 
① Am J Physiol Endocrinol Metab. 2017 Oct 1;313(4):E381-E390 
 
 
２．研究の目的 
遺伝情報の発現には、DNA のメチル化、ヒストンの修飾（メチル化、アセチル化、リン酸化、
ユビキチン化等）、non-coding RNA(ncRNA)など、塩基配列の変化を伴わない遺伝子機能調節機
構（エピジェネティクス）が存在する。エピジェネティックな変化は、栄養などの環境要因（外
的要因）によって容易に生じ、身体のホメオスタシスに影響を及ぼす。特に DNA のメチル化と
ヒストンのメチル化はエピジェネティク制御機構において大きな役割を占めていることから、
体外メチル基ドナー（葉酸、メチオニン、Ｓ－アデノシルメチオニンなど）が重要であると考え
られている。 
先行研究より、胎生期低糖質カロリー制限ラット胎仔では血中メチオニン低下によるメチル供
与体の低下が、出生仔のうち離乳時までに追いつき成長しない短体長低体重 (LBW-NCG) 仔群
では、新規環境での多動、ストレス応答の異常、血圧の上昇、肝 DNA のメチル化低下、マイク
ロ RNA 発現の亢進が示唆されている。これらの結果より、胎生期低糖質カロリー制限によるメ
チル供与体の低下がなんらかのエピジェネティックな変化を惹起し、NCDs 疾患発症を誘導す
ることが推測された。そこで、本研究では胎生期低糖質カロリー制限による低出生体重仔のメチ
ルドナー不足がもたらすエピジェネティクス変化に着目し研究を進めた。 
遺伝情報は「DNA→mRNA→タンパク質」と伝達後、翻訳後修飾を受け、相互作用、代謝を経
てさまざまな表現型をもたらす。メタボローム解析は、代謝の結果生じる代謝産物（メタボライ
ト）を直接測定しその変動を解析する手法である。代謝産物は代謝の状態を表現型により近い形
で反映していると考えられるため、メタボローム解析は代謝研究において注目されている技術
である。 
本研究では質量分析計を用いて仔血中の低分子代謝産物を測定し、その変動から低糖質カロリ
ー制限に起因する代謝変動と疾患との関連を解明する。そして早期（妊娠後期・授乳期）に葉酸・
コリン・ベタインなどを含む高メチルドナー食を母に与え、仔の血中メタボローム解析を行うこ
とにより、母を介したメチルドナー補充による疾患発症への影響を解析し、リスク回避の可能を
探索する。低糖質カロリー制限により増加する疾患発症リスク因子を同定し、早期メチルドナー
補充による疾患回避の可能性を探り、非感染性慢性疾病発症リスクの早期抽出・診断法の確立を
目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）モデルラットの作製 
妊娠期低糖質カロリー制限母ラット群と通常食自由摂餌群を作製した。これらの母ラットに対
し出産当日から葉酸・コリン・ベタインなどのメチルドナーを含む高メチルドナー食または摂餌



量を合わせた（pair-fed）通常食を与え、1週齢仔の血液を採取した。妊娠期低糖質カロリー制
限母ラット群のうち 1部の母ラットに対し妊娠後期（妊娠期最後１週間）に同上の高メチルドナ
ー食を与え、出産予定日に胎仔の血液を採取した。採取した血清は-80℃に保存した。 
（２） 血中代謝産物の抽出 
血中代謝産物の抽出は HMT 社の手法を基に行った。即ち、血清にメタノール、クロロホルム、H2O 
を加えよく攪拌後、遠心し分画した。上清（極性画分）は、限外濾過フィルター（UltrafreeMC-
PLHCC）で濾過後乾固し、血中極性代謝産物サンプルとした。タンパク画分（中間層）を除き、
下層（非極性画分）は、窒素で乾固し、血中低極性代謝産物サンプルとした。 
（３）血中代謝産物の測定  
本研究では質量分析法を用い様々な代謝物の解析を試みた。上清の極性画分に含まれる有機酸、
ペントースリン酸、尿素、アミノ酸代謝物など極性低分子代謝物は、CE-MS（キャピラリーゾー
ン電気泳動-質量分析装置）で測定を行った。極性画分に存在するアミノ酸の鏡像異性体（D-,L-
アミノ酸）分析は、クラウンエーテル型キラルカラムを用い LC-MS（液体クロマトグラフー質量
分析装置）で行った。脂質代謝産物を多く含む非極性（脂溶性）画分は、逆相カラムを用いて LC-
MS で分析し、一部は、総脂肪酸組成分析のため、誘導体化後、GC-MS（ガスクロマトグラフー質
量分析装置）で測定した。 
（４）バイオインフォマティクス  
得られた代謝産物の量的・質的変動は、以下に述べたソフトウェアを用いて解析した。極性画分
の代謝物質の統計解析は、主にアジレント社の Mass Profiler Professional（MPP）、
Metaboanalst（Free）を用いて行った。疎水性低分子代謝物質・総脂肪酸の解析は、Thermo Fisher 
Scientific 社の Compound Discoverer, 三井情報株式会社の Lipid  Search および
Metaboanalst（Free）を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 
（１）低栄養・メチルドナー補充モデルについて 
妊娠期通常食自由摂餌母ラットと低糖質カロリー制限母ラットに対し出産当日から葉酸・ベタ
イン・コリンを含む高メチルドナー食を与えた群と摂餌量を合わせた pair-fed 群を作製したと
ころ、pair-fed 群で激しい体重低下がみられたため、pair-fed および高メチルドナー食の補充
は 1週間で打ち切った。 
妊娠後期・授乳期の母ラットに高メチルドナー食を与えた群では、仔血中でザルコシン・ジメチ
ルグリシン・ベタインが有意に上昇したことから、母を介して補充されたメチルドナーは確実に
仔に供与されていたことが明らかになった。 
 
（２）血中極性代謝産物について 
一週齢仔血中極性低分子代謝産物の解析から、興味深い挙動を示す代謝物が同定された。これら
は低糖質カロリー制限出生仔血中で有意に変動し、授乳期のメチルドナー補充で対照群レベル
まで回復した。（図 1） 

 
有意に変動した極性代謝物の一つである 2-hydroxybutyrate は、早期の耐糖能異常の血中バイ
オマーカーであることが報告されている（文献①）。血中 2-hydroxybutyrate は胎仔・新生仔・
一週齢仔すべてにおいて低糖質カロリー制限群で有意に上昇し、授乳期・妊娠後期のメチルドナ
ー補充で回復または回復する傾向がみられた。（図 1，2，3）このことから、胎生期低糖質カロリ
ー制限出生仔では出生時既に耐糖能異常の兆候がみられ、早期のメチルドナー補充は耐糖能異
常の軽減に寄与する可能性が示唆された。 

 



Gluconic acid はグルコン酸経路を経てグルコースより産生され
る。これはリン酸化を介さない代謝経路であり安定なグルコン酸
へと変換することで反応性の高いアルデヒド型グルコースの除去
を目的としている。アルデヒド型グルコースは様々な分子と非酵
素 的 に 結 合 し 最 終 糖 化 産 物 advanced glycation end 
products(AGEs)を産生させ、糖尿病合併症に関与することが知ら
れている。また、抗酸化作用を持つ Uric acid は、適正な血中濃
度を保つ必要があり、高すぎても低すぎても有害な影響を与える。 
一週齢仔血中において、低糖質カロリー制限で有意に減少した

Gluconic acid や Uric acid レベルが授乳期メチルドナー補充によりノーマライズされたこと
から、アルデヒド毒性の軽減、抗酸化能の回復が期待された。（図１） 

腎機能に関する血中バイオマーカーとして、アミノ酸
であるセリンの鏡像異性体 D 体の関与も示唆されてい
る。血中の D/L-セリン比は腎臓の濾過機能を示す eGFR
（推算糸球体ろ過量）と逆相関し、腎機能低下との関連
が報告されている（文献②）。そこで、LC/MS を用い出
生 1 日目の新生仔および 1 週齢仔血中の D,L-アミノ酸
の定量分析を行った。新生仔の血中では D/L セリン比
に変動は見られなかった。一週齢仔においては有意差
はなかったが低糖質カロリー制限出生仔血中で増加傾
向を示し、授乳期メチルドナー補充で減少した（図 4）。
この結果からも、低糖質カロリー制限仔では一週齢で
既に腎機能低下の傾向が見られ、授乳期のメチルドナー補充により回復する可能性が示唆され
た。 
一週齢仔において、2-hydroxybutyrate、uric acid、Gluconic acid, D/L セリン比の低糖質カ
ロリー制限による変動およびメチルドナーによる改善は雌雄とも維持されていたが、オス仔の
方がばらつきも少なくその変動も顕著であった。一方メス仔では、低糖質カロリー制限仔血中 3-
hydroxybutyrate、succinic acid レベルに対する授乳期のメチルドナー補充の影響は、同腹仔
ごとに大きくばらついており有意な回復は得られなかった。この結果より、胎生期低糖質カロリ
ー制限、メチルドナーの影響には性差が存在する可能性が示唆された。 
胎仔血中では、uric acid、Gluconic acid は 1週齢仔と同様の効果は得られなかった。更に胎
仔血中代謝物レベルは母体の影響が非常に大きく同腹仔毎に同様の挙動を示しており、このこ
とがばらつきの大きかった原因の一つと推測された。 
腎機能の低下と心機能の低下は密接に関連している（心腎連関）。アデニンで誘導した慢性腎臓
病では、血圧の上昇、血管イベントなどの予後不良因子である Asymmetric dimethylarginine
（ADMA）および trimethyl amine N-oxide (TMAO)などの尿毒素の血中レベルが上昇することが
報告されている（文献③）。ここでは腎機能に関連した代謝
物の変動がいくつか見られたことから、これら心腎関連代謝
産物の血中レベルを確認した。その結果、ADMA 関連代謝産物
に有意な変動はみられなかったが、低糖質カロリー制限一週
齢仔において血中 TMAO レベルの有意な増加が見られた（図
5）。しかし、メチルドナー投与群では補充したコリンが
trimethylamine lyase により TMA へ変換されるため血中
TMA、TMAO は著しく増加してしまった。一週齢低糖質カロリ
ー制限出生仔でみられた血中 TMAO の増加は、将来の腎障害
や心血管障害発症の可能性を予測させたが、メチルドナー投
与では改善されなかった。 
 
３）血中低極性代謝産物について 

 

 

 

 



次に、胎生期低糖質カロリー制限および早期のメチルドナー補充による脂質代謝への影響につ
いて解析を行った。これまでの報告から、子宮内における低栄養は Pparα遺伝子のエピジェネ
ティックな変化の原因となり将来の脂質異常症の引き金となる可能性が示唆されている（文献
④）。また、心血管障害では炎症、酸化ストレス、インスリン抵抗性などと関連し様々な脂質分
子が変動するが、同じ脂質分子種でも構成脂肪酸によってその機序が異なること、病態によって
変動する分子種が異なることが報告されている（文献⑤）。更に、双極性障害や虚血性認知障害
においても、血中バイオマーカーとして特有のリン脂質の関与が示唆されている（文献⑥、⑦）。 
新生仔血中脂質代謝産物の主成分解析を行ったところ、低糖質カロリー制限出生仔群と自由摂
餌出生仔群は分離した。同定された脂質分子種のうち低糖質カロリー制限仔群では多価不飽和
脂肪酸を含む様々な脂質分子種の血中レベルが低下、一部のリン脂質の増加がみられた。一方、
一週齢仔では、主成分に有意な差は見られなかった。 
出生直前の胎仔・一週齢仔血中では、低糖質カロリー制限により変動し、妊娠最終週あるいは授
乳期のメチルドナー補充で回復傾向を示す代謝産物がいくつか検出された。しかし、これらの代
謝産物はいずれも血清中のマイナー成分であったため、質量分析で構造情報を得るために必要
なイオンの開裂情報がほとんど得られず物質の同定には至らなかった。脂質は構造多様性が大
きく、一つの分子種においても結合している脂肪酸の種類、様式などによって様々な分子が存在
する。そのため、溶出時間・精密質量のみによる分子の同定には限界があった。 
次に脂質画分を構成する総脂肪酸の変動を GC/MS を用いて測定し、低糖質カロリー制限の影響、
授乳期のメチルドナー補充の影響について解析を試みた。その結果、低糖質カロリー制限で変動
し授乳期のメチルドナー補充で回復傾向を示す不飽和脂肪酸が検出されたが、有意差は得られ
なかった。 
脂質解析および総脂肪酸解析から、胎生期低糖質カロリー制限により変動した代謝に対するメ
チルドナー補充の影響は、脂質代謝産物全体ではなくごく一部の分子種にのみ反映すると考え
られる。これらの分子種の同定を行うためには、脂質画分を更に TLC などで粗分画しそれぞれ詳
細に分析することが必要である。まずは着目すべき分子種の候補を挙げ、その分子種に絞った定
量分析を行うことで、胎生期低糖質カロリー制限により変動し授乳期のメチルドナー補充によ
り回復する脂質代謝の同定が可能になるであろう。 
 
（４）総括 
胎児の疾患発症リスクへの低栄養の影響は、低栄養に晒された時期により異なる。コホート研究
によると脂質代謝異常・心血管疾患などは妊娠早期、耐糖能異常は全期において児に高い感受性
が示されることが報告されている（文献⑧）。 
本研究で我々は血中代謝産物の解析から、胎生期低糖質カロリー制限による低栄養胎仔・新生
仔・一週齢仔において耐糖能異常や腎機能低下の兆候が見られることを明らかにした。そして、
胎生期低糖質カロリー制限仔に対する妊娠後期・授乳期のメチルドナー補充が、耐糖能異常・腎
機能の改善を促す可能性を見出した。動物実験においても、授乳期のメチルドナー補充では十分
な成長促進効果は得られなかったものの、仔にストレス応答の改善がみられた。これらは胎生期
低糖質カロリー制限仔に対する早期メチルドナー補充がもたらすリスク回避の可能性を示す有
用な結果といえるであろう。 
適正な時期に的確な介入を行うことは、生まれながらあるいは世代を超えて背負ってしまう疾
患発症リスクの減弱あるいは回避を可能にし、将来の QOL を向上させる。今回解明できなかった
脂質の代謝変動について、さらなる解析を行い脂質代謝異常への機序を明らかにし、早期メチル
ドナー介入による改善の糸口を見つけたい。 
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