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第一章 序論 

 

1-1. 非感染性疾患について 

 

1-1-1. 非感染性疾患の現状 

 悲感染性疾患（NCDs: Noncommunicable diseases)は、心血管疾患、がん、糖尿病や慢性呼吸器

疾患といった不摂生な食事や運動不足、喫煙、過度の飲酒などの生活習慣に起因して発症する

疾患の総称である。世界保健機関（WHO: World Health Organization）は、世界的な死因の 70%

以上（年間約 4100 万人）、日本においても死因の 82％（年間約 108 万人）を占める NCDsをグ

ローバル規模で重要な解決すべき公衆衛生問題であると位置づけている。現在、NCDsに含ま

れるそれぞれの疾患に対する治療法や予防法は存在しているが、高い死亡率が示す通り明らか

に不十分であると考えられる。 

 

1-1-2. 非感染性疾患の危険因子 

近年、この NCDsの重要な危険因子として、疾患発症者本人の生活習慣だけでなく、母親、

特に妊娠期や授乳期の母親の栄養状態が決定的な役割を担う可能性が指摘されており、DOHaD

（Developmental Origins of Health and Disease）と呼ばれる概念へと発展している[1, 2]。DOHaD

は、「受精時、胎芽期、胎児期の子宮内及び乳幼児期の望ましくない環境がエピゲノム変化を起

こし、それが疾病素因となり、出生後の環境との相互作用によって疾病が発症する。生活習慣

病等の多因子疾患はこの 2 段階を経て発症する。」という学説がもととなっており、これに関

連した莫大な疫学研究や動物実験のエビデンスが集積されてきている（序論 1-2.参照）。それら

によると、胎児期や乳児期の栄養環境（栄養学的なプログラミング）は、高血圧、心血管疾

患、糖尿病、肥満、アレルギー疾患、腎臓病、神経認知障害、非アルコール性脂肪性肝疾患

（NAFLD）やメタボリックシンドロームといった様々な NCDs の重要な危険因子であることが

報告されている[3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10]。 

 

1-1-3. DOHaD に関連した非感染性疾患の治療・予防戦略の有用性 

詳細は後述するが、DOHaD に関連した NCDsの発症機構として注目されている後天的な遺

伝子発現修飾系は可逆的であり（序論 1-3.参照）、少なくとも動物実験では、特定の栄養的な干

渉によって NCDs疾患リスクを防げる可能が示唆されている [4, 11, 12]。つまり、この DOHaD に

関連した研究の進展は、NCDs の治療に対する新たな戦略を提示するだけでなく、NCDs の疾患

表現型が顕在化する前の胎児期、若年期や成人期といった幅広いライフステージにおける潜在

的な NCDs 罹患リスクへ干渉するといった NCDs の予防戦略に対して極めて有効な情報を提供

しうることが期待される。 

 

1-2. DOHaD と高血圧に関連した研究 
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 上述した NCDsのうち、本論文では胎児期低タンパク質食暴露モデルを用いて高血圧、特に

食塩摂取により惹起される食塩感受性高血圧の発症機序の解明を試みた。ここでは DOHaD と

高血圧に関連した研究について疫学研究と動物実験に分けて述べる。 

 

1-2-1. DOHaD と高血圧に関連した疫学研究 

1990 年代に Barker らが、低出生体重児は成長後に虚血性心疾患発症リスクが高いことを見 

出した[13, 14]ことが、現在の DOHaD へと発展する契機となった。それ以降、妊娠期の栄養不良

と栄養過多、どちらにおいても子の高血圧発症リスクが高まることが報告されている。飢餓時

のコホート研究は、妊娠期の低栄養状態により成長後の子供は高血圧罹患リスクが高くなるこ

とを示唆している[15, 16]。また、妊娠期の特定の栄養成分不足が子供の高血圧の危険因子となる

可能性も報告されており、例えばビタミン D欠乏は血圧上昇のリスクを高めることが明らかと

なっている[17, 18]。一方、妊娠期のタンパク質の過剰摂取（低炭水化物下における高タンパク質

摂取を含む）も子供の血圧上昇を引き起こす可能性が示唆されている[19, 20, 21]。 

 

1-2-2. DOHaD と高血圧に関連した動物実験 

 前述した疫学研究は、栄養条件の介入や長期的な追跡、特定の臓器の解剖等が容易ではな

く、現時点では高血圧発症の分子機構の解明には向いていない。この点、栄養条件の介入が容

易であり、様々なヒトの疾患モデルが存在し明確な表現型を持つ動物モデルは、高血圧発症の

分子機構の解明に適しており、ヒトの高血圧に対する予防・治療戦略を構築していくうえで有

用である。 

 妊娠期の栄養不足の動物モデルとしては、カロリー制限や低タンパク質食モデルが、栄養プ

ログラミングのメカニズムを研究するために広く使用されている。げっ歯類を用いた研究で

は、妊娠期の母獣に 30～70％のカロリー制限または 6～9％のタンパク質制限を行うと、成体の

子孫に高血圧が見られることが一貫して報告されている[22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29]。この際、妊娠期の

母獣へのカロリー制限またはタンパク質制限の度合いが高いほど、子孫は早期に高血圧を発症

する傾向が高まる可能性が示唆されている[5]。一方、過剰栄養に関する研究では、妊娠期の高

フルクトースの単独摂取が子孫の高血圧を誘発すること[30]、さらにフルクトース、脂肪、およ

び塩の過剰摂取は成体の子孫の血圧上昇に相乗効果を及ぼすことが示唆されている[31, 32]。ま

た、妊娠期に高タンパク質/低炭水化物食に暴露された子孫は血圧の上昇と糸球体硬化症リスク

が高いという特徴があることも明らかとなっている[33]。 

 妊娠期の微量栄養素の欠乏も子孫の高血圧発症リスクと関連していることを裏付ける証拠も

報告されている。例えば、妊娠期の母獣の低塩分[34]、カルシウム欠乏[35]、鉄欠乏[36, 37]、亜鉛欠

乏[38]やビタミン D 欠乏[39]は、成体の子孫で血圧上昇につながることが示された。詳細は後述す

るが、胎児期の栄養環境による疾患形成の分子機構として、遺伝子発現のエピジェネティック

な制御、特に DNA メチル化状態の変化が関与していると考えられており、メチオニン、葉

酸、ビタミン B2、B6、B12、コリンなどの補因子（メチルドナー食）はメチル基のドナーとな

る栄養素として重要な役割を果たすと注目されている。しかし、妊娠期のメチルドナー食は子
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孫の健康を推進するという研究がある[40]一方で、子孫の高血圧を発症するという報告もあり

[41]、これらの矛盾する結果を解決するためにさらなる研究が期待される。 

 

1-3. DOHaD の分子機構 

 

1-3-1. 後天的な遺伝子修飾 

DOHaD の分子機構としては、DNA 塩基配列の変化を伴わない後天的な遺伝子修飾であるエ

ピジェネティックを媒介とした遺伝子発現制御が注目されている。発達初期の栄養環境によ

り、子孫のエピジェネティック修飾に変化がおき（エピジェネティックマーカー）、それが記憶

され続けることで後に遺伝子変化などが惹起され、疾患発症へと繋がっていくと考えられてい

る[42]。主なエピジェネティック修飾としては、DNA メチル化、ヒストン修飾やノンコーディン

グ RNA があり、特に DNA メチル化は強固な記憶としてゲノムに残ることから DOHaD に関連

した研究の分子機構探索において最も注目されている[43]。本論文においても、DOHaD の分子

機構として DNA メチル化変化の関与を仮定して検討を行った。エピジェネティック修飾は、

DNA 配列やヒストンの結合への化学残基の結合と放出に依存するため、可逆的であり、疾患発

症前に潜在的に治療可能である。 

 

1-3-2. 哺乳類における DNA メチル化機構 

 DNA メチル化とは、ゲノム DNA 配列中のシトシンのピリミジン環の 5 位炭素原子にメチル

基が付与することで、主にシトシン-グアニン配列（以下、CpG）でみられる。この DNA メチ

ル化機構を触媒する酵素として DNA メチルトランスフェラーゼファミリーが知られている[44, 

45]。DNA メチル化の維持は、DNMT1（DNA methyltransferase 1）酵素の触媒により、S-アデノ

シルメチオニンをメチル基ドナーとして新しい鎖を特異的にメチル化することで行われる[46]。

標的部位の片側の鎖のみがメチル化（ヘミメチル化）された DNA と特異的に結合する UHRF1

により、ヒストン H3 の 23 番目のリジン残基がユビキチン化され、このユビキチン化ヒストン

H3 との相互作用を介して DNMT1は DNA メチル化部位へ集積される[46]。新たに DNA メチル

化を形成する際は、DNMT3A（DNA methyltransferase 3A）と DNMT3B（DNA methyltransferase 

3B）が中心的な役割を担っている[46]。これに対して、DNA の脱メチル化に関しては、水酸化

酵素である TET（Tet Methylcytosine Dioxygenase）が 5-メチルシトシンを水酸化し、その後

DNA グリコシラーゼの TDG（Thymine DNA Glycosylase）により塩基が除去、修復されること

で脱メチル化が起こると言われている[47, 48]。この機構とは別に、シトシン脱アミノ化酵素によ

る 5-メチルシトシンからチミンへの変換と、その後の TDG などの相互作用を介した修復機構

が関与する脱メチル化機構が存在すると考えられている[48]。 

 

1-3-3. DNA メチル化と遺伝子発現制御 

 一般的に、DNA メチル化、特に遺伝子プロモーター領域の DNA メチル化は転写活性を抑制

することが知られている。これは、メチル化された DNA に特異的に結合する MBD ドメインを
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持つタンパク質がメチル化 DNA に結合し、転写因子をブロックするためであると考えられて

いる[49]。さらにこれらのタンパク質はコアとなって、ヒストン脱アセチル化酵素を含むタンパ

ク質複合体をメチル化 DNA 上に形成し、転写抑制因子として働く機構もあることが報告され

ている[49]。 

 ゲノム全体の網羅的な解析（メチローム解析）では、ゲノム全体ではプロモーター領域より

遺伝子間や遺伝子内領域の方がメチル化を受けており、遺伝子内の DNA メチル化と転写活性

は正の相関関係がみられることが報告されている[50, 51, 52]。遺伝子内領域のおける DNA メチル

化の生理的な意義に関しては未だに不明な点が多いが、遺伝子内の Dnmt3b 依存性 DNA メチル

化は遺伝子内への誤った RNA ポリメラーゼ II の結合や異常な転写開始が起こらないように保

護し、遺伝子転写開始の忠実度に関与する働きがある可能性が示唆されている[53]。 

 

1-4. 当研究室における先行研究と修士論文での成果 

 

1-4-1. 先行研究と本論文における動物モデル 

先行研究と本論文では、高血圧や脳卒中を自然発症し、ヒトの本態性高血圧と脳卒中の疾患

モデル動物として広く活用されている、SHRSP ラット（stroke-prone spontaneously hypertensive 

rat）を用いた。SHRSP ラットは、高血圧を発症する SHR（spontaneously hypertensive rat）系ラ

ットのうち毎世代脳卒中で死亡した親からの仔を選抜・交配して作出され、維持されてきた系

統である。SHRSP ラットが高血圧や脳卒中発症する原因遺伝子に関しては、未だに不明な点が

多いが、エポキシエイコサトリエン酸を代謝する酵素をコードしている Ephx2（ 

Epoxide Hydrolase 2）、グルタチオン S-トランスフェラーゼをコードしている Gstm1

（Glutathione S-Transferase M1）やナトリウム/リン酸共輸送体をコードしている Slc34a1

（Solute Carrier Family 34 Member 1）などが候補遺伝子と言われている[54]。 

 

1-4-2. 当研究室における先行研究 

 胎児期に低タンパク質食暴露された SHRSP 仔ラットは、成長後の食塩負荷により血圧が

顕著に上昇（食塩感受性高血圧を発症）することや寿命が短命になることを見出した[55]。ま

た、この食塩感受性高血圧発症リスクの増加や寿命の短命化は孫世代にも引き継がれることも

明らかにした。その分子機構として、腎臓において血圧調節に関与するレニン・アンジオテン

シン・アルドステロン系に着目した研究を行い、胎児期に低タンパク質食暴露された SHRSP

仔ラットは、腎臓中のアルドステロン合成酵素 CYP11B2 のタンパク質レベルが顕著に増加し

ていることを見出した[56]。 

 

1-4-3. 修士論文での成果[57] 

胎児期低タンパク質食暴露に起因した食塩感受性高血圧発症に腎臓中 DNA メチル化状態の

変化とそれに伴う遺伝子発現変化が関与していると仮定し、メチローム解析やトランスクリプ

トーム解析といった複数のオミクス解析を活用することで分子機構の探索を行った。 
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まず、胎児期低タンパク質食暴露に起因して食塩感受性高血圧を発症した成獣仔ラットの腎

臓を用いて、この疾患モデルにおいて初めてメチローム解析を試みた。その結果、胎児期低タ

ンパク質食暴露の影響により、23 遺伝子近傍の DNA メチル化状態が変化しており、興味深い

ことにこの中にはナトリウム保持に関与するプロスタグランジン E2（PGE2）レセプターをコ

ードしている Ptger1（Prostaglandin E2 Receptor EP1 Subtype）遺伝子内の高メチル化が含まれて

いることを見出した。その後、バイサルファイトシーケンス法によりこの Ptger１領域の DNA

メチル化状態を評価し、成長後の食塩負荷の有無にかかわらず胎児期低タンパク質食暴露の影

響により Ptger1遺伝子内が高メチル化状態であることを明らかにした。さらに、Ptger1 mRNA

発現量は、成長後の食塩負荷の有無にかかわらず胎児期低タンパク質食暴露の影響により有意

に増加しており、Ptger1遺伝子内の DNA メチル化状態と遺伝子発現は正の相関を示すことが

示唆された。 

 次に、トランスクリプトーム解析で得た情報をもとに、胎児期低タンパク質食暴露と成長後

の食塩負荷により、Ptger1の下流遺伝子でありナトリウムチャネルをコードしている Enacα

（Sodium Channel Epithelial 1 Subunit Alpha）mRNA 発現量が有意に低下していること、この変

化は食塩負荷されていない場合は見られないことを明らかにした。 

 さらに、当研究室で蓄積してきた胎児期低タンパク質食暴露された胎児（妊娠 21 日目）、授

乳期の仔ラット（出生後 15 日目）、成獣期の仔ラット（12 週齢）のトランスクリプトーム解析

データを用い、胎児期栄養と経時的要因により変動する遺伝子を探索したところ、Ptger1遺伝

子の上流遺伝子であり PGE2 合成酵素をコードしている Ptges3（Prostaglandin E Synthase 3）が

含まれており、特に胎児期低タンパク質食暴露された授乳期の仔ラットの Ptges3 mRNA 発現量

が、対照群と比較して減少傾向であることを見出した。 

  

1-5. 本研究の目的 

 

前述したとおり、これまでの SHRSP ラットを用いた先行研究や修士論文では、胎児期低タ

ンパク質食暴露が食塩感受性高血圧発症リスクを高めることを見出し、その分子機構について

主に成獣仔ラットの腎臓を用いて解析してきた。この解析では、成長後に食塩負荷という特徴

的な栄養環境にも暴露されているが、胎児期低タンパク質食暴露に起因した DNA メチル化機

構を探索するためには、食塩負荷前のサンプルを解析する必要性が考えられた。また、これま

で成獣仔ラットを用いた研究を中心的に行ってきたが、潜在的な食塩感受性高血圧の罹患リス

クへ干渉し再プログラミングするといった予防戦略を構築していくためには、授乳期や若年期

の実験的データが不足しているという課題が残った。 

そこで本研究では、胎児期低タンパク質食を暴露した SHRSP ラットを用いて、食塩感受性

高血圧の発症前にすでに腎臓内 DNA メチル化変化によるエピジェネティックマーカーが形成

されており、さらにこのエピジェネティックマーカーは成長後の栄養的介入により再プログラ

ミングできる可能性があると仮定し、この発展的仮説を検討することを目的とした。 
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まず、胎児期低タンパク質食暴露された授乳期の仔ラットの腎臓を用いて、メチローム解

析とトランスクリプトーム解析のデータを統合することで、胎児期低タンパク質食暴露に起因

した食塩感受性高血圧に至る潜在的な遺伝子候補の探索を行った（第ニ章）。続いて、前章で絞

り込んだ特定の遺伝子候補が、胎児期低タンパク質食暴露された授乳期や若年期の仔ラットの

腎臓で経時的にはどのような影響を受けているのか検討した（第三章）。さらに次章では、第二

章で絞り込んだ特定の遺伝子候補が、胎児期低タンパク質食暴露された仔ラットが若年期に異

なるタンパク質の栄養介入を受けることでどのような影響を受けているのかを検証した（第四

章）。最終章では、これまでの章と異なり、先行研究で用いた成獣仔ラットの分子機構探索の際

に残った技術的課題等に対して、デジタル PCR による遺伝子発現測定系を構築やレポーターア

ッセイによる特定の DNA メチル化状態と転写活性の関係を検討することにより解決を試みた

（第五章）。 
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第ニ章 胎児期低タンパク質食暴露が若年期仔ラットに与える影響の解析 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内 

に出版予定。 

 

第三章 胎児期低タンパク質食暴露が授乳期仔ラットに与える経時的な影響の解析 

 

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内 

に出版予定。 

 

第四章 出生後の異なるタンパク質摂取量が胎児期低タンパク質食暴露された仔ラット 

に及ぼす影響の解析 

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内 

に出版予定。 

 

第五章 胎児期低タンパク質食暴露がアンジオテンシン 2 型受容体に与える影響の解析 

  

本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内 

に出版予定。 

 

第六章 総合討論 

 

 本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5 年以内 

に出版予定。 
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