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研究成果の概要（和文）：妊娠期に母獣が低タンパク食を与えられたマウスの仔においては離乳後に行動表現型
の変容がみられるとともに、脳において特徴的な遺伝子の発現パターンを示すことが明らかになった。発現量、
メチル化に差の見られた中で機能的なアノテーションより行動表現型への関与が期待された遺伝子に関してKOマ
ウスを作出して網羅的行動表現型解析を行った。その結果、恐怖条件付け記憶の若干の減弱、プレパルス抑制の
減弱、社会行動の異常などを示すマウス系統が見受けられた。

研究成果の概要（英文）：Progenies that had been exposed to in utero protein restriction exhibited 
alteration of behavioral phenotypes, gene expression patterns, and genomic methylation patterns in 
the brain. We generated knockout (KO) mouse differentially expressed or methylated in the brain of 
the progenies of protein restricted group that are thought to be involved in developmental 
disorders. Behavioral phenotypes of the KO mice were analyzed comprehensively. In the analyses, the 
KO mice exhibited altered behavioral phenotypes relative to wild type such as deficit fear and short
 term memories, decrease of pre-pulse inhibition, suppressed social interaction.

研究分野：実験動物遺伝学
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１．研究開始当初の背景 
胎児期における生育環境が成人した後の疾
患感受性に影響を与えるという概念は成人
病胎生期発症仮説（Developmental Origins 
of Health and Disease: DOHaD)と呼ばれ近
年注目されている。しかし、疫学調査による
検証はヒトの遺伝的不均一性、生育環境を統
御の困難さから、DOHaDの詳細な検証に必
要な精度の高いデータを得る事は困難であ
る。このためには、遺伝的背景の統一と環境
の統御が容易な動物モデルを用いた実験系
が必要となる(図１)。これに関してはすでに
げっ歯類を用いた環境と遺伝子の分子レベ
ルでのエピジェネティックな解析が存在す
る。しかし、胎児期に低栄養にさらされた動
物がヒトの自閉症や注意欠如多動障害
(AD/HD)といった発達障害や統合失調症な
どの精神疾患的な表現型の異常（行動異常）
を起こすかどうかという検討は未だ行なわ
れていなかった。これに対し我々は、マウス
の胎児期における栄養条件、特に低栄養が行
動表現型に与える影響を、高度に統制された
飼育条件、表現型解析プラットフォーム、発
現アレイを用いて検討し、発達障害、精神疾
患における DOHaD 仮説の検証を目指して
きた。まず我々は、母体の妊娠時低体重モデ
ルマウスを作製するため、妊娠前からマウス
を低栄養状態で飼育し、その母仔に関して検
討を行った。標準食としては、AIN93Gを与
え、低栄養状態は、母マウスに低タンパク食 
(標準より 1/4 に減じたもの(PR))を与えるこ
とにより作出した。母獣に関しては血液検査、
体重測定を行い、新生仔に関しては、脳と肝
臓を採取してマイクロアレイによる網羅的
発現解析を行い、離乳後には網羅的行動解析、
マイクロアレイによる脳の網羅的発現解析
を行った。ICRマウス(母獣)と C57BL/6Jマ
ウス(仔獣)を用いてこれまで行ってきた実験
の結果、妊娠前の母獣の体重に関しては各群
に有意な差は認められず、妊娠後に PR群で
有意な低下が見られた。妊娠前の血中タンパ
ク質、血中脂質、血糖値などのパラメータに
PR 群と通常食群との間に差がみられた。ま
た、新生仔の体重に関しては PR群において
標準食群と比較して有意に低下しており、
PR+FA 群は標準食と PR 群の中間的な値と
なった。また、成獣の脳の遺伝子発現に標準
食-低タンパク食群で明瞭な差が見られた。さ
らに、離乳後の雄個体に関して行動表現型解
析を行ったところ、低タンパク食で行動表現
型の差異 (物体探索、社会探索行動の減少)
が認められた。 

 
 
 
 
 
 
 

図１：マウスを用いた研究の利点と研究目的 

２．研究の目的 
本研究においてはこれまでの研究結果を踏
まえ、マウス胎児期低栄養により誘導された
仔の発達障害様行動感受性遺伝子の探索を
行うとともに、脳組織における異常を明らか
にする(図２)。具体的には、下記の 3 点を明
らかにする。 
 
(1) 胎児期低栄養暴露により脳組織で発現量
に差の生じた遺伝子に関して変異マウスを
作製し、発達障害モデルマウス評価に特化し
た行動表現解析系に供し、遺伝子機能を明ら
かにする。 
(2) 発達障害様行動を示した変異マウスに関
してはより詳細な脳組織解析を行う。 
(3) これらのデータを統合し、マウス胎児期
低栄養により誘導された仔の発達障害様行
動の感受性遺伝子の探索を行うとともに、脳
組織における機能異常を明らかにする。 

図２：胎児期低栄養により誘発された発達障
害様行動の予測される発生機序 
 
３．研究の方法 
妊娠時低栄養実験、表現型解析、発現解析は
すでに行っている。本研究においては候補遺
伝子の選定と変異マウスの作出、詳細な表現
型解析を行う(図３)。 

 
図３：本研究の流れ 
 
 
 



 
(1) 胎児期低栄養暴露マウスの脳において
特徴的な発現パターンを示した遺伝子群の
機能アノテーション 
これまでの我々の研究で、妊娠期に母獣が低
タンパク食を与えられたマウスの仔は、離乳
後に発達障害様の行動表現型とともに、脳に
おいて特徴的な遺伝子の発現パターンを示
すことを明らかにしてきた（図１）。具体的
には、マイクロアレイを用いた網羅的発現解
析において低タンパク食群は 93 の遺伝子の
発現量が標準食群と比較して1/2以下に低下
し、198 の遺伝子の発現量が２倍増大した。
これらの遺伝子をリスト化し、The Database 
for Annotation, Visualization and 
Integrated Discovery 
(DAVID)( http://david.abcc.ncifcrf.gov/)
と呼ばれる発現アレイデータのアノテーシ
ョン情報の解析データベースを用いて重要
な遺伝子パスウェイの特定を行った。さらに、
文献情報を精査し、そのパスウェイのカギと
なる遺伝子を探索し、候補遺伝子とした。 
 
(2) 変異マウスの導入と作出と表現型解析 
上記の解析において重要と考えられる遺伝
子に関して、既存のノックアウトマウス、も
しくは新たにノックアウトマウスを作出す
る。既存の変異体の導入は理研バイオリソー
スセンターもしくは、 Knockout mouse 
project (KOMP) (https://www.komp.org/)な
どの国際コンソーシアムより導入するか、現
在急速に着目されつつある CRISPR といった
ゲノム編集技術を用いて迅速に作出する。ま
た、作出された変異体に関してはまず、理研
マ ウ ス ク リ ニ ッ ク
(http://www.brc.riken.jp/lab/jmc/mouse_
clinic/)において網羅的表現型解析を行い、
遺伝子の機能評価を行った。 
 
(3) 変異マウスの詳細な行動解析 
自閉症を含む発達障害モデルの評価として、
J. Crawley が提唱する自閉症モデル動物の
３つの表面的妥当性（相互的な社会行動の異
常・社会コミュニケーションの欠如・興味の
限局）等を評価する。具体的にはそれぞれ、
Crawley の 3 チャンバー社会行動試験、超音
波発声試験、常同行動もしくは固執行動の観
察を軸に、多面的行動解析パイプラインを用
いて発達障害モデルマウスとしての評価を
行った。それぞれの試験は、マウスの発達に
応じて適した時期に行う事とした(図 4)。具
体的には、上記の３つの実験の他、オープン
フィールド試験、ホームケージ自発活動試験、
明暗箱往来試験、恐怖条件付け学習試験、お
懸垂試験、プレパルス抑制試験を行い、多面
的に評価を行った。 
 
 
 
 

図 4マウスの発達段階に応じた行動実験 
マウスの発達段階に適した実験系を構築す
る。離乳前は、母子間コミュニケーション
に重要な新生仔の母子分離超音波発声を検
討し、性成熟前に情動性、探索行動を検討
する。性成熟に伴い、社会行動試験、学習・
記憶試験、感覚処理試験を行った。 
 
４．研究成果 
妊娠期に母獣が低タンパク食を与えられた
マウスの仔においては離乳後に行動表現型
の変容がみられるとともに、脳において特徴
的な遺伝子の発現パターンを示すことが明
らかになった。新生児の脳における遺伝子発
現の変化に関して顕著な差は見られなかっ
たが、成獣の脳の遺伝子発現とゲノムメチル
化には標準食-低タンパク食群で明瞭な差が
見られた。離乳後の雄個体に関して行動表現
型解析を行ったところ、低タンパク食で行動
表現型の差異 (物体探索、社会探索行動の減
少)が認められた。また、発現およびメチル
化に変化の見られた遺伝子群に関して、デー
タベースを用いた機能アノテーションを行
ったところ、転写因子および、嗅覚関連遺伝
子等に変化が見られた。そこで、これらの遺
伝子群に含まれる中で、行動表現型に関与す
ることが予測された Rora、Ntrk2、Atxn2、Tgm3
の各遺伝子に関して KO マウスを作出した。
これらの中で、Rora、Ntrk2、Tgm3 に関して
は網羅的表現型解析が終了した。その結果、
Rora 遺伝子 KO マウスに関しては恐怖条件付
け記憶の若干の減弱、Ntrk2 KO マウスに関
してはプレパルス抑制の減弱、Tgm3 KO マウ
スに関しては、社会行動の異常が観察された
(表 1)。Tgm3 KO マウスにおいて観察された
社会行動の減少は低タンパク食群の産仔に
おいても観察されており、当該遺伝子が胎児
期低栄養により誘導される仔の発達障害様
行動に関する感受性遺伝子の有力な候補の
一つであることが示唆された。Atxn2 KO マウ
スに関しては平成 29 年度中盤に行動解析が
終了する予定である。 
表 1 候補遺伝子 KO マウスの表現型 
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