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緒緒  言言  

 
胎児期の子宮内環境や出生後早期の環境因子が成人期のメタボリックシンドロームや 2 型糖尿病を含む

noncommunicable diseases（NCDs：非感染性疾患）の発症に関与しており、「Developmental Origins of Health and 
Disease（DOHaD）説」として提唱されている［1］。このようにライフコースの早期に曝露された環境因子が長期間を
経て成人期の疾患に影響を及ぼすメカニズムとしては、エピジェネティックな変化が想定されており、エピジェネティ

ックな変化の一つとしてDNAのメチル化があげられる。例として、妊娠中の母マウスへのタンパク制限食が仔マウス
の肝臓において脂質代謝に関連する遺伝子のDNAメチル化を変化させること、脂肪肝を誘導することが報告されてい
る。DNAメチル化は遺伝子発現を変化させることにより上述のように疾患感受性を変化させると考えられている。さ
らに、父親の生活習慣等がエピジェネティックな変化を介して児の健康状態に影響を与える可能性も示されている［2］。 
 脂肪細胞は余剰エネルギーを脂肪の形で貯蔵する細胞と考えられていたが、実際には様々な液性因子（アディポカイ

ン）を分泌し、全身の恒常性維持に寄与していることが明らかとなってきた。脂肪細胞は重要なインスリン標的細胞で

あり、そのインスリン感受性やアディポカイン分泌能などが糖尿病やメタボリックシンドロームの病態形成に関与して

いると考えられる。DOHaD説に基づく糖尿病あるいはメタボリックシンドロームの発症機序を解明する上で胎児期に
受けた環境影響がどのように脂肪細胞の性質を変化させるのかを明らかにすることは重要である。また、このようなア

プローチは胎児期から予防医学・先制医療の基礎となると考えられる。 
DOHaD説に基づいた胎児期および出生早期の環境による健康への影響を明らかにするために我々は、2014年より
出生コホート調査「胎児期に始まる子どもの健康と発達に関する調査（C-MACH）」を行なっている［3］。C-MACHは
妊娠早期の母親をリクルートし、妊娠中から環境や栄養状態のデータを得るとともに生体試料として出生時の臍帯や臍

帯血を提供していただいている。我々は胎児期の成長と関連するH19遺伝子のDNAメチル化と妊娠中の母体栄養環
境あるいは児の出生時体格との関連を検討し、妊娠中のエネルギー摂取および児の出生時頭囲と臍帯における H19遺
伝子のDNAメチル化に相関があることを見出した［4］。このことから、H19遺伝子のDNAメチル化が胎児成長に影
響を与えることが示唆された。一方、H19遺伝子は肥満との関連が報告されている［5］。このように臍帯における肥満
関連遺伝子のDNAメチル化が、児の肥満と関連する母体因子（栄養摂取状況、頭囲）と相関することから母体因子が
DNAメチル化の変化を介して児の肥満に寄与している可能性が考えられる。さらに、臍帯は主に間葉系細胞よりなっ
ており、これは脂肪細胞へも容易に分化しうる。我々は、C-MACHにおいて臍帯から間葉系細胞を採取し、脂肪細胞
へ分化することを確認している。このことから、臍帯での変化は同様に非侵襲的に採取可能な臍帯血球細胞と比べても

肥満あるいは脂肪細胞機能の研究に有用であると考えた。本研究の目標は、ヒトにおいて胎児期の環境要因が臍帯の

DNAメチル化に与える影響を明らかにすること、認められたDNAメチル化の変化が脂肪細胞機能に与える影響を明
らかにすることである。 
上記目標を達するために、本研究では出生コホートを用いた検討および実験モデルを用いた検討の 2 部より構成す
る。すなわち、出生コホートにおいては妊娠中の母体および父親因子あるいは出生時体格と臍帯DNAメチル化との関
連を検討する。実験モデルとしては、培養脂肪前駆細胞の候補遺伝子におけるDNAメチル化を変化させて細胞機能の
変化を観察すること、DNAメチル化改変モデルマウスの脂肪組織における遺伝子発現および脂肪細胞機能の変化を検
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討する。 
本研究により、父母の環境要因→DNAメチル化→細胞機能変化→体重変化という流れが明らかになれば、妊娠前あ
るいは妊娠中の父母に対して児の肥満を予防するための生活環境に関する情報提供あるいは教育が可能となる。また、

出生時の臍帯DNAメチル化を調べることにより肥満リスクの高い児を抽出することができ、先制医療の発展に寄与す
るものと思われる。 

方方  法法  

 
11．．臍臍帯帯DDNNAAメメチチルル化化解解析析  
  対対象象  
千葉大学予防医学センターが行なっている出生コホート研究「Chiba study of Mother and Child Health (C-MACH)」
の参加者を対象とした。本研究では同参加者のうち、O医療機関においてリクルートした参加者を対象とした。妊娠前
および妊娠中の生活状況及び身長・体重については自己記入式質問票及び医療機関調査票より抽出した。妊娠中体重増

加量（GWG）は出産前の体重及び妊娠前の体重より算出した。臍帯は出産時に採取・洗浄後、DNA抽出まで‐80℃の
冷凍庫で保存した。 
本研究は千葉大学大学院医学研究院生命倫理審査委員会の承認のもと、参加者からは文書による同意を得て行なった。 

  臍臍帯帯DDNNAAメメチチルル化化解解析析  
臍帯DNAは既報［4］のように凍結保存した臍帯を凍結状態のまま粉砕したのち、市販のDNA抽出キットを用い
て抽出した。抽出した臍帯DNAをバイサルファイト処理した後、DNAメチル化アレイに供した。DNAメチル化アレ
イは Illumina社の Infinium MethylationEPIC BeadChipを用いた。DNAメチル化の評価には各プローブのβ値を
用いた。各プローブのβ値から標準偏差を算出し、0.1以上のものを抽出した。さらに、既報の肥満関連遺伝子に位置
するプローブを選択した。選択されたプローブについて、β値とGWGの相関係数を算出した。 
22．．細細胞胞ににおおけけるるDDNNAAメメチチルル化化改改変変  

1において有意な相関を認めたプローブを含む領域を対象とし、DNAメチル化改変用のベクターを作製した。DNA
メチル化を変化させる方法としては、CRISPR/Cas9のシステムを応用する方法［6］を用いた。当該領域に対してガイ
ド RNAを設計し、同配列を pPlatTET-gRNA2（Addgene）に組み込んだプラスミドを作製した。作製したプラスミ
ドを細胞に導入した後、GFP陽性細胞を分取しDNAおよびRNAを抽出した。DNAはバイサルファイト処理、PCR
増幅後サブクローニングしシークエンスを行なった。RNAは定量的RT-PCRによる遺伝子発現解析に用いた。 
33．．DDNNAAメメチチルル化化改改変変ママウウススのの脂脂肪肪組組織織ににおおけけるる遺遺伝伝子子発発現現  

DNAメチル化改変マウスの脂肪組織については、群馬大学畑田教授より供与を受けた。脂肪組織より RNAを抽出
し、網羅的RNA発現解析（RNAseq）を行なった。野生型およびDNAメチル化改変マウスの 2群間で発現の異なる
遺伝子を検討した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．臍臍帯帯DDNNAAメメチチルル化化ととGGWWGGととのの関関連連  
C-MACH参加者のうちO医療機関でリクルートされた参加者を対象とした。O医療機関参加者105名のうち、出産
時に臍帯が採取されDNA抽出が可能であった 75名の臍帯DNAを用いてDNAメチル化アレイを行なった。全プロ
ーブのうちメチル化の程度を示すβ値の標準偏差が0.1以上であり、かつ肥満と関連する遺伝子に存在するプローブを
抽出した。これらについて妊娠中の体重増加量との相関を調べたところ、女児において 6つのプローブ（CpG1-6）で
有意な相関を認めた。このうち2つは同一遺伝子（gene1）に存在した。一方、男児においては有意な相関を示すプロ
ーブは認められなかった。図1には女児におけるgene1に存在するCpG1のβ値とGWGの相関を示す。この結果か
ら妊娠中の母親の体重増加あるいは栄養状態が臍帯において肥満関連遺伝子のDNAメチル化に与える影響には性差が
あることが示唆された。 
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図1．妊娠中体重増加量と臍帯DNAメチル化 

臍帯からDNAを抽出した後、DNAメチル化アレイを用いて各プローブのメチル化を
評価した。肥満に関連する遺伝子領域を抽出し、妊娠中体重増加量とDNAメチル化
レベルとの相関係数を算出した。図には有意となったプローブの散布図を示す。 
相関係数はSpearmanの順位相関係数を用いた。 

 
22．．細細胞胞ににおおけけるるDDNNAAメメチチルル化化改改変変モモデデルルのの作作製製  
上記検討において抽出されたCpGプローブのうち、2つは同一遺伝子（gene1）に存在した。そこで、gene1のプロ
ーブが存在する領域に対しガイドRNA（gRNA1、2）を設計し、pPlatTET-gRNA2に挿入したプラスミドを作製した
（pPlat-gRNA1, pPlat-gRNA2）。HEK293細胞に対して上記および対照ベクターを導入し、FACSでGFP陽性細胞
をソーティングした。DNA メチル化および gene1 の遺伝子発現を検討したところ、図 2 に示すような結果が得られ
た。今回用いた脱メチル化ベクターによる脱メチル化の効率は既報に比べ低かった。ガイドRNAについて検討が必要
と思われた。しかしながら、gene1の発現は有意に増加しており、脱メチルによる効果という点では評価できる可能性
がある。DNAメチル化の影響は近傍の遺伝子発現のみならず、離れた場所にある遺伝子に対しても影響を与えること
が報告されているので、gene1以外の脂質代謝に関わる遺伝子の発現についても検討する必要がある。 

 
 

図2．脱メチル化処理によるDNAメチル化と遺伝子発現 
2つの脱メチル化ベクターをHEK293細胞に導入し、DNAメチル化とmRNA発現を検討した。 
a）対照ベクターとgRNA1および2を含むベクターを導入した細胞よりDNAを抽出し、DNAメチル化を
評価した。DNAメチル化はバイサルファイト処理後にPCR増幅、サブクローニングしシークエンスを
行なった。 
b）対照ベクターとgRNA1および2を含むベクターを導入した細胞よりRNAを抽出し、cDNA合成のの
ち定量的PCRにて評価した。Student T検定にて両群を比較した。 
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33．．HH1199  DDNNAAメメチチルル化化改改変変ママウウススににおおけけるるmmRRNNAA発発現現  
我々は既報において、妊娠中の母体栄養摂取状況が臍帯においてH19遺伝子を含む領域のDNAメチル化に影響を
与えることを報告している［4］。その検討では同領域のDNAメチル化と新生児の頭囲との間に関連を認めた。新生児
の頭囲は神経発達と関連することが知られているが、成長後の肥満とも関連することも報告されている。そこで、H19
遺伝子のDNAメチル化を改変したマウスの脂肪組織を用いた検討を行うこととした。H19遺伝子DNAメチル化改変
マウス［7］の脂肪組織は群馬大学畑田教授より供与を受け、RNAseq により野生型と遺伝子発現の差を検討した。   

図3に示すように多くの遺伝子に有意な発現の差を認めた。これらの中には脂質代謝に関わる遺伝子も複数含まれてお
り、H19のDNAメチル化が様々な遺伝子の発現に大きな影響を与えること、脂肪細胞の機能に影響を与えることが示
唆された。DOHaD説では胎児期環境と出生後環境のミスマッチが疾患発症に寄与するとされており、今後本マウスに
対して高脂肪負荷等による肥満あるいは糖脂質代謝の変化を調べることにより、より詳細な検討が可能となると考えら

れる。 
 

  
  

図3．野生型及びH19遺伝子DNAメチル化改変マウスにおける遺伝子発現 
Volcano plotを示す。DNAメチル化改変マウスにおいて有意に発現上昇を認めたも
のを赤、発現低下を認めたものを青で示す。横軸は対数変換した fold change、縦軸
は対数変換したp値を示す。 
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