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研究成果の概要（和文）：母体低栄養（NR）後腎ではDNAメチル化を担うDNA基転移酵素のうちDNMT1が減少して
おり、全般的DNAメチル化低下の一因と考えられた。また器官培養系でDNAメチル化を抑制すると尿管芽分岐、腎
成長が抑制され、葉酸をNRラットに補給すると胎仔の尿管芽分岐、腎サイズ減少、糸球体密度、DNAメチル化低
下が改善された。さらに器官培養系で葉酸を含むメチル基ドナー欠乏は尿管芽分岐、腎成長を抑制し、NR後腎を
葉酸存在下で培養すると病態が改善された。以上からDNAメチル化は腎発生に必要であり、NR後腎の病態の一因
はDNAメチル化低下であると考えられた。また葉酸によるネフロン数減少の予防の可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：In metanephroi from embryos of nutrient restricted rat dams, global DNA 
methylation is reduced, and the reduction in DNA methyltransferase 1, an enzyme that maintains DNA 
cytosine methylation, was thought to be the cause. DNA methylation inhibitor 5-Aza-2′-deoxycytidine
 inhibited ureteric branching and metanephros growth in organ culture. On the other hand, folic acid
 supplementation to nutrient restricted mothers improved the reduction in ureteric branching, kidney
 size, glomerular density, and DNA methylation in the fetal kidney. Medium deficient in methyl 
donors including folic acid decreased ureteric branching and metanephros growth in organ culture, 
whereas the addition of folic acid to the medium improved the phenotype of metanephroi of fetuses 
from nutrient restricted mothers. Thus DNA methylation is necessary for kidney development and 
maternal folic acid supplementation may prevent low nephron number due to maternal nutrient 
restriction.
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１．研究開始当初の背景 
 母体低栄養などの胎内劣悪環境により、慢
性腎臓病発症の根底をなすネフロン数減少
が生じる。研究代表者はラット母体低栄養胎
仔腎におけるネフロン数減少の原因として
1)尿管芽分岐抑制、2)全般的 DNA メチル化
（global DNA methylation）低下、3)尿管芽
分岐に関与する遺伝子のDNAメチル化の変化
を見いだした。DNA メチル化低下は DNA メチ
ル基転移酵素（DNMT）の減少による可能性が
ある。DNMT3aおよび DNMT3bは新たにメ
チル基を導入し、DNMT1は DNA複製に伴
ってそれを維持する。また DNMT が利用す
るメチル基源の生成経路には葉酸代謝が関
与する。葉酸は低栄養母体に補給されると仔
の高血圧発症を抑制することが知られてい
る。 
  
２．研究の目的 
 本研究では母体低栄養によるDNAメチル化
の変化のメカニズムを明らかにするため、母
体低栄養のDNAメチル化酵素への影響を検討
する。また DNA メチル化阻害薬による DNA メ
チル化の抑制、葉酸による DNA メチル化増加
により母体低栄養による尿管芽分岐・ネフロ
ン数減少の治療を ex vivo 器官培養系、in 
vivo 実験系を用い試みる。さらに全般的およ
び遺伝子特異的メチル化(gene-specific 
methylation)を経時的に観察する。 
 
３．研究の方法 
(1) 母体低栄養の DNA メチル化酵素への影
響 
 DNMT1、DNMT3a、DNMT3b の発現を経時的
に検討する。 
(2) 母体低栄養胎仔腎への葉酸、DNA メチル
化阻害薬の効果の検討（ex vivo 後腎器官培
養） 
 母体低栄養胎仔腎を葉酸、DNA メチル化
阻害薬存在下、非存在下で器官培養し、尿
管芽分岐数、腎サイズ、全般的 DNA メチル
化への影響を検討する。対照胎仔腎を同様
に培養し比較する。 
(3) 母体低栄養ラットへの葉酸、DNA メチル
化阻害薬の効果の検討（in vivo）  
 栄養制限した母体ラットに葉酸または
DNA メチル化阻害薬を投与し、胎仔腎の尿
管芽分岐数、腎サイズ、DNA メチル化（全
般的、遺伝子特異的）を検討する。対照母
体ラットに同様の処置を行い比較する。ま
た生後のネフロン数を計数する。 
(4) 遺伝子特異的メチル化の経時的検討 
 メチル化変化のみられた尿管芽分岐促
進因子、抑制因子のメチル化をメチル化特

異的 PCR により経時的に評価する。 
 
４．研究成果 
(1) DNMT1、3a、3b の母体低栄養腎（NR）お
よび対照腎における経時的発現 
 NR（E1 から出産まで 50%飼料制限）および
対照ラット（C0N）の胎生 15 日（E15）、E18、
生後 0日（P0）、P6、P14 の胎仔、新生仔腎
における DNMT1、3a、3b の発現をウェスタン
ブロットで検討した。DNMT1 は CON、NR とも
に経時的に発現が減少、P14 には消失した。
DNMT3b は少なくとも P14 まで、DNMT3a は E15 
にのみ発現が認められた。E15 における NR の
DNMT1発現はCONに比し著明に減少していた。
E15 における DNMT3a は両者で差がなく、
DNMT3B は NR で増加していた。E18 以降には
DNMT1、DNMT3b の NR、CON 間の差は認められ
なかった。 
 
 DNMT1 は正常腎発生過程において発現し、
発達とともに減少する。NR胎仔腎で発現が低
下していることから、DNMT1 減少が NRの全般
的 DNA メチル化低下、腎形成異常に関与して
いる可能性がある。 

 

(2)正常後腎発生および母体低栄養後腎発生
異常における DNA メチル化の役割の検討 
① 器官培養系における DNA メチル化の阻害
効果 
 5-aza-2 '-deoxycytidine (Aza) 20 μM 存
在下、非存在下で 3日間培養し尿管芽分岐を
whole mount pancytokeratin 染色で、腎サイ
ズを表面積で評価した。Aza 存在化で培養さ
れた後腎の尿管芽先端数は 3.0±0.6 と対照
（8.2±1.4）に比し有意に減少していた
（n=6）。また腎表面積も Aza 存在下で減少
し（1.39±0.10 vs 3.51±1.01、n=6、P＜
0.005）、NR胎仔腎と類似していた。 
② メチル基ドナーである葉酸の母体低栄養
ラットへの補給効果 
 低栄養母体への葉酸補給は尿管芽先端数、
糸球体密度、後腎DNAメチル化を増加させた。 
③ 葉酸の腎発生における効果（in vitro） 
 葉酸欠乏培地で培養した後腎の尿管芽先端
数、腎表面積は対照に比し有意に減少してい
た。 
④ 器官培養系におけるメチル基ドナー（葉
酸、コリン、メチオニン）欠乏培地の効果 
 メチル基ドナー欠乏培地で培養された後
腎の尿管芽先端数、腎サイズは対照、葉酸欠
乏培地で培養された後腎に比し有意に減少
していた。メチル基ドナー培地に葉酸を補給



すると葉酸欠乏培地と同程度まで尿管芽先
端数、腎サイズは回復した。 
⑤母体低栄養ラット腎への葉酸補給の効果
（ex vivo） 
 低栄養母体から摘出した後腎を通常培地
または葉酸欠乏培地で培養したところ、葉酸
の存在は尿管芽先端数、腎サイズを有意に増
加させた。 
 
 DNA メチル化は腎発生に必要である。また
葉酸を母体低栄養ラットに補給すると尿管
芽分岐、糸球体密度、DNA メチル化が改善さ
れる。また母体低栄養腎を葉酸存在下で培養
すると病態の改善がみられる。以上から母体
低栄養後腎の病態の一因はDNAメチル化低下
であると考えられた。 
 
(3) DNA メチル化が変化していた遺伝子のう
ちその程度が大きくかつ腎発生上重要であ
る遺伝子につき遺伝子特異的メチル化を検
討した。 
 パイロシｰクエンス（ベータカテニン、PI3K
サブユニット、Axin2）、バイサルファイト
シークエンス（ベータカテニン）ではメチル
化の変化を検出できなかった。MeDIP では対
照と母体低栄養間の差を検出できているこ
とからDNAヒドロキシメチル化が変化してい
る可能性が考えられた。 
 
(4) DNA ヒドロキシメチル化の検討 
 ベータカテニンのDNAヒドロキシメチル化
が変化している可能性を考え 5hmC-seq を行
った。しかし対照、母体低栄養腎いずれにも
ベータカテニン近傍にピークは認められな
かった。一方、5hmC ピーク数は母体低栄養で
169 と対照 582 に比し低下していた。これら
のピーク近傍にあり腎発生に関与する遺伝
子で対照と母体低栄養間で差があったのは
Amph1、Glucci、Gli3、IGFBP3、Cdh11、FGF10、
Ihh、Agtr1a（対照のみ 5hmC 化）、Edn2、Fst
（母体低栄養のみ5hmC化）であった。Amph1、
Cdh11 は mRNA、蛋白レベルでも差が認められ
た。Agtr1a の mRNA は差がなかった。一方、
全般的DNAヒドロキシメチル化は母体低栄養
後腎で増加していた。 
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