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研究成果の概要（和文）：出生前の胎児にとっては悪影響をもたらす栄養制限が生後環境では良い効果をもたらすとい
う逆作用に着目し、C57マウス新生児期の栄養環境変化（50％給餌制限あるいは60％高脂肪食摂取）に起因した成人期
疾患発症リスクに関与する責任候補遺伝子群の選抜を試みた。
肝臓の遺伝子解析の結果から、新生児期の栄養環境の変化は新生児期の栄養環境変化初期には摂取エネルギーに非依存
的に自然免疫系（Fos、Il1b、Rgs1、Ppp1r3g、Hamp、Igll1）が優位になること、離乳時にはアセトアルデヒドの分解
能が低下（Aldh1a7）することが考えられた。また、免疫組織の発達にも影響を及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Although undernutrition during gestation is harmful for fetuses, calorie 
restriction is a strategy proven to extend healthy and maximum life span after birth. By focusing our 
attention on genes whose expression oppositely regulated between under- or high-nutrition during neonatal 
period, we selected candidate genes responsible for DOHaD. The results of microarray in C57BL mouse 
pup’s liver exposed to neonatal under- (50% food restriction) and high-nutrition (60% high fat food) 
demonstrated that innate immune system (Fos、Il1b、Rgs1、Ppp1r3g、Hamp、Igll1) was activated shortly 
after exposure. At weaning, expression of Aldhla 7 was decreased resulting of low resolution of 
acetaldehyde regardless of the nutritional conditions. By histopathological examination, abnormal 
development of immune tissues such as thymus and spleen was detected.

研究分野： 生殖発生毒性学
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１．研究開始当初の背景 
成人期に発症する多くの疾患の原因が胎

生期および新生児期といった発達期の環境
に起因するという成人期疾患発達期起源説
（DOHaD）が提唱されるようになった。疫学
研究により、出生児の低体重（2.5kg以下）
と成人期の高血圧、心血管疾患ならびにⅡ型
糖尿病の発症リスクとの関連が明らかにな
ってきたが、近年では、うつ病、注意欠陥多
動性障害、自閉症といった精神疾患にも出生
児低体重が関連していると報告され始めた。
DOHaDを検討する動物実験においては、胎生
期から授乳期を通して栄養環境を変化させ
る実験を行っている研究が多い。しかし、
DOHaD説における栄養環境の点では、その制
限は生後においては生活習慣病の予防や長
寿に繋がるとされているのに対し、胎児期で
は発症のリスクを増加させる。即ち、生後と
生前（胎児）では同じ低栄養環境という事象
に対して全く逆の影響がみられることであ
る。我々は、この逆の作用に注目し、胎児
期と生後での各遺伝子群の変動を比較解析
することが、生活習慣病あるいは精神疾患
の発症リスクに関与する真の責任候補遺伝
子の絞込みには重要であると考えた。遺伝
子解析研究の多くは遺伝子発現の増減のみ
で評価をし、特定の原因遺伝子の同定をエ
ンドポイントとしていることに対し、本研
究では網羅的な遺伝子解析を行い「責任候
補遺伝子群」を検索する計画を立てた。 

我々は既に胎生期に栄養制限した胎児脳お
よび肝組織での遺伝子解析を行っており、胎
児肝臓および脳は免疫系に関連した遺伝子
発現が減少していることを確認している a)。
本研究では、免疫系組織への影響も考慮にいれ
て新生児期に栄養環境を変化させ、「責任候補
遺伝子群」を検索した。 
 
２．研究の目的 

出生前の胎児にとっては悪影響をもたら
す栄養制限が生後環境では良い効果をもた
らすという逆作用に着目し、新生児期の栄養
環境変化に起因した成人期疾患発症リスク
（精神疾患を含む）に関与する責任候補遺伝
子群を選抜することを目的とした。 
中枢神経系だけでなく免疫系への影響を考

慮し、新生児期の栄養環境の変化に起因した精
神疾患発症リスクに関与する責任候補遺伝子
群を絞り込むために、以下の実験を行った。 
(1) 新生児期栄養環境変化後の児における
遺伝子群の解析 
マウス新生児期の栄養環境を低栄養ある

いは高栄養に変化させて育成し、生後 1週
（哺育期）および 3週（離乳期）に脳、肝
臓（新生児期は免疫系の発生に深く関与す
る）、褐色脂肪(3 週のみ)の遺伝子解析を行
った。栄養変化による遺伝子変動の比較を
行い、新生児期の栄養環境の変化により、
将来の脳疾患あるいは生活習慣病発症と関
連する遺伝子があるかに注目して解析を行

った。 
 (2) 発達期の栄養環境変化による免疫系
への影響 
(1)の結果から、免疫系に関与する遺伝子群

の変動に注目して、発達過程の胸腺、脾臓、肝
臓の T リンパ球(CD-3)、B リンパ球(CD45R)、
抗原指示細胞である樹状細胞(Iba-1)の局在を
免疫組織学的検討により確認した。 
(3) 新生児期栄養環境変化後の児における遺
伝子群の解析（胎生期栄養環境変化後の胎児
組織における遺伝子解析結果との比較 a）） 
我々が既に得ている胎生期の栄養制限によ

り得られた胎児組織での遺伝子解析の結果 a）

と本実験結果を比較解析して、出生前後で、
どのような遺伝子群が逆向きの発現をしたか
を検証し、また、メチル化アレイの結果も合
わせて、責任遺伝子の選抜を行った。a) T. Ogawa 

and M.Kuwagata et al., Cong Anom.2014. 
 
３．研究の方法 
 (1)新生児期栄養環境変化 
C57BL/6J マウスを用いた。妊娠期は母

動物に固形飼料（CE-2）を自由摂取させ自
然分娩後、生後 0日から、(1)50%給餌制限
群(FR群、8腹)、(2)高カロリー給餌群(60% 
kcal%脂肪食 Research DIET、HF群、13腹)、
(3)対照群（CE-2 自由摂取群、Cont 群、13
腹）に分け給餌環境を変化させた。生後 0
日、以降週1回体重を測定し、生後1週（7
日）および離乳期（生後21日）に出生児を
解剖し、肝臓、脳および褐色脂肪（3 週の
み）を採取して DNA マイクロアレイ解析用
にサンプリングした。離乳後は生後10週ま
で飼育し、一部の出生児組織は病理組織学
検査用に保存した。 
 
(2)DNA マイクロアレイ解析 
生後 1 週および 3 週の組織について、

Dye-Swap 法に従いアジレント社の Whole 
Mouse Genome オリゴ DNA マイクロアレイ
キット(G4122F, Agilent 社)を用いて各
個体の遺伝子発現解析を 2回行った。なお
生後 1 週の脳は各群 4～6 匹をプールして
サンプル数 2として解析した。2回実施し
た結果から、対照群と比較して 1.5 倍以上
のものを増加、0.75 倍以下のものを減少
として遺伝子解析を行った。 

 
(3)栄養環境変化による免疫系組織の病

理組織学的検査 
生後 1週および 3週の肝臓、脾臓、胸腺

について HE 染色標本および免疫組織染色
（CD3、CD45R、Iba-1）を実施し形態学的変
化を観察した。 
 
４．研究成果 
(1)新生児期栄養環境変化動物実験 
出産後の 50%給餌制限の継続により、母

動物マウスが児を食殺する行動が認められ
たことから、制限期間を 1週間とし、その



後は対照群と同様に自由摂取させた。その
結果、哺育期間中の母動物当たりの総カロ
リー摂取量は、対照群は 725(9.7)、FR 群は
503(6.7)、HF 群は 760 (50.8)kcal であっ
た(カッコ内は脂肪量 g)。哺育期間中の出
生児の体重推移を Fig.1 に示す。 

FR 群では給餌制限期間は低値を示した
がその後は回復し、生後 2-3 週で急激に体
重が増加した(Catch up growth)。HF 群で
は対照群と比較して高値に推移した。離乳
後は3群ともに生後10週まで同様に推移し
た。 

器官重量の結果を Fig.2 に示す。生後
21 日では FR 群、HF 群ともに心臓および脾
臓は高値を示した。 

 
(2)DNA マイクロアレイ解析 

生後1週および3週に実施したアレイ解

析の結果を下図に示す。 
1週および3週ともに脳は比較的変動する

遺伝子数が少なかった。1週のFR群では酸化
ストレスに関与する Cyp2a5 の発現が増加し、
GABA-A受容体の発現は減少していた。 

1 週肝臓の網羅的遺伝子発現解析の結
果、FR 群では、Ifng, Stat1, Il1b, Cd40, 
Cxcl10, Ccl7, Irf1, Igfbp1などの遺伝子
発現が顕著な増加を示した。自然免疫系が
優位になっていることに加え、インスリン
結合タンパクである Ifgbp1 遺伝子の増加
は、低栄養暴露直後の FR 児の生理的状態を
示している。また、低栄養暴露により、成
長因子(Igf1)および脂肪代謝因子(Khk)の
遺伝子発現が減少していることが明らかに
なった。 

HF 群では、炎症を示唆する Il1b,脂肪合
成、代謝にかかわる Scd1 の発現が増加し
た。即ち、1 週間の高脂肪食暴露により、
脂肪合成/代謝に関与する遺伝子が動き始
めている。 

3 週の肝臓の網羅的遺伝子発現解析の
結果、FR 群では、コレステロール合成系の
遺伝子群（Mvk, Pcsk9など 13 遺伝子）や、
脂肪細胞の分化/肝細胞の増殖に関与する
Cebpb の発現が減少した。即ち、3 週の FR
群は体重が回復しているにもかかわらず肥
満を示唆する遺伝子群の発現は減少してい
ることを示している（新生児期の低栄養に
より肥満になりにくい）。 

HF 群では、マクロファージ賦活化を示
すケモカインシグナル系遺伝子群(Cxcl1, 
Cxcl9、Tlr4)、NFkB シグナル系遺伝子群
(Egfr, Fas, Tollip, Tlr4, Il6)の増加が
みられた。さらに脂肪蓄積（Rxra）,脂肪酸
合成酵素(Fas)の増加、動脈硬化に関わる
Vwfの増加も認められた。 

3 週の褐色脂肪細胞の網羅的遺伝子発
現解析の結果、FR 群ではインスリン抵抗性
や脂肪/コレステロール合成に関与(Lep, 
Igf1, Fasn, Acasa, Retn, Apoc3,Ldlr)す
る遺伝子の減少、グルココルチコイド受容
体(Sgk1, Per2)の増加、Th1 有意を示唆す
る Irf4 の増加、Junb の減少がみられた。 

HF 群ではマクロファージ賦活化を示す



ケモカインシグナル系遺伝子群(Cxcl1, 
Cxcl2)の増加、T細胞活性化遺伝子(Icam1)
の増加、脂肪代謝低下を示唆する Apoe の減
少、脂質合成を示唆する遺伝子群（Cpt1a, 
Gyk, Ehhadh, Klf4, Cebpb など）の増加、
アディポカインシグナル活性(Serpine1)の
増加が観察された。 

また、FR群とHF群間での遺伝子の変動を
比較した結果、脳では、1週で両群共通して3
個の遺伝子（Cyp2a5、Cyp2a4、Plunc）が増加
した。肝臓では、1 週の両群で発現が変化し
た遺伝子が 9 個あり、このうち自然免疫系の
賦活化を示唆する遺伝子が 6 個（Fos、Il1b、
Rgs1、Ppp1r3g、Hamp、Igll1）含まれていた。
また、3 週の FR 群と HF 群で共通して発現が
変化した遺伝子は 1 個（Aldh1a7）見出され、
減少していた。これらの結果から、新生児期
の栄養環境変化初期には摂取エネルギーに非
依存的に自然免疫系が優位になること、離乳
時にはアセトアルデヒドの分解能が低下する
ことが考えられた。 

 
(3)栄養環境変化による免疫組織系の形

態学的影響 
生後 1 週の脾臓の免疫組織学検査の結

果を Fig.3 に示す。脾臓では顕著な髄外造
血像が観察される時期である。FR 群では髄
外造血像は減弱し、CD3、CD45R、Iba-1 陽
性細胞が減少していた。HF 群では、脾臓重
量には差はなかったが、これらの陽性細胞
数の分布が減少していた。 

FR 群の生後 1週の胸腺では、被膜直下に
大型で CD45R 陽性を示す胸腺細胞の分布が
対照群、HF 群と比較して多かった。 

生後 3 週の脾臓の免疫染色の結果を
Fig.4 に示す。FR 群では CD3、CD45R、Iba-1
陽性細胞が少なく、局在性も弱かった。HF
群においても FR 群と同様の結果であった。 

生後 3週の対照群の胸腺では、皮質およ
び髄質に CD3 陽性細胞が確認され、陰性細
胞も確認できた。FR 群では CD3 陽性が対照
群よりも多く観察され、被膜下に大型陽性
細胞も観察された。HF 群では対照群と差は
なかった。 

その他、肝臓および腎臓についても形態
学的観察を行った。肝臓については、Iba-1
陽性細胞の分布が FR 群、HF 群ではやや増
加する傾向がみられた。また腎臓では、対

照群では認められなかった皮質表面の尿細

管異形成が FR 群で顕著に観察された（FR
群：9/22 例、HF 群 1/22 例）。この異形成は
生後 10 週においても確認されたことから、
腎機能へ継続的な影響も示唆された。 

 
(4)発達期の栄養環境に起因した成人期

疾患発症に関与する遺伝子の選抜 
胎生期低栄養実験によりプロモーター

領域の DNA メチル化に変化を受ける肝臓の
遺伝子群(Ogawa, Kuwagata et al., 2014)
と、本プロジェクトで実施した新生児期低
栄養曝露による肝臓の遺伝子発現変動の比
較を行い、発達期の低栄養曝露による成人
期疾患責任遺伝子の検索を行った。生後 1
週の肝臓では 245 個の遺伝子発現に変化が
みられたが、このうち胎生期低栄養実験に
よりプロモーター領域の DNA メチル化に変
化を受けていた遺伝子は 37 個であった。さ
らに 21 個が胎児期と新生児期で低栄養に
対する発現が逆方向に変化していたことか
ら、成人期疾患責任遺伝子群の候補として、
今後の研究基盤となり得る結果を得た。こ
れらの中には自然免疫系(Cd274, Gbp3, 
Il1b, Xcl1 など)、脂肪代謝(Mrap)、肥満
(Sulf2)、糖新生(Sds)に関与するものが含
まれていた。 

 
(5)まとめ 
本研究期間内に実施ができなかったが、

本モデル動物にて成熟後に再度、動物に負
荷をかけ生体反応の違いを確認する必要性
が残された。本研究の結果から、新生児期
の栄養環境の変化は、低栄養でも過栄養で
も免疫系器官の発達に影響を及ぼすことが
示唆された。また、自然免疫系が優位にな
ることが明らかになった。 
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