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本論文内では以下の略称を用いる。  

BDNF  : Brain-derived neurotrophic factor(脳由来神経栄養因子 ) 

CD36 : Cluster of Differentiation 36  

cDNA : Complementary Deoxyribo Nucleic Acid(相補的デオキシリ  

     ボ核酸 ) 

CLPS : Colipase pancreatic  

dNTP : DeoxyriboNucleotide TriPhosphate(デオキシリボヌクレオチ

ド 3 リン酸 ) 

DTT : Dithiothreitol(ジチオトレイトール ) 

D.W. : Distilled Water(蒸留水 ) 

ESCO1 : Establishment of cohesion 1 homolog 1  

GD : Gestational Days(在胎日数 ) 

GPCR : G-Protein-Coupled Receptor(G タンパク質共役受容体 ) 

HDAC9 : Histone deacetylase 9(ヒストン脱アセチル化酵素 9) 

HMGCR: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA Reductase(ヒドロキシメチ    

        ルグルタリル CoA 還元酵素 ) 

HMGCS1: 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthesis1(ヒドロキシメチ   

        ルグルタリル CoA 合成酵素 1) 

HSL : Hormone Sensitive Lipase(ホルモン感受性リパーゼ ) 

Ins2 : InsulinⅡ (インスリンⅡ ) 
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LPL : Lipo Protein Lipase(リポタンパク質リパーゼ ) 

LTA : Lymphotoxin A(リンフォトキシン  A) 

MAPK : Mitogen-activated Protein Kinase(分裂促進因子活性化  

        タンパク質キナーゼ ) 

MYST3 : MYST histone acetyltransferase 3(MYST ヒストンアセチル  

        基転移酵素 ) 

NF-κB : Nuclear Factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells  

PCR : Polymerase Chain Reaction(ポリメラーゼ連鎖反応 ) 

RNA : Ribo Nucleic Acid(リボ核酸 ) 

R.T. : Room Temperture(室温 ) 

RT-PCR : Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction(逆転   

     写ポリメラーゼ反応 ) 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate(ドデシル硫酸ナトリウム ) 

S.D.W. : Sterile Distilled Water(滅菌蒸留水 ) 

SREBP : Sterol Regulatory Element-binding Proten(ステロール調    

        節エレメント結合タンパク質 ) 

SOX17 : SRY-box containing gene 17 

TAE :Trishydroxymethylaminomethane Acetate 

EthyleneDiamineTetraAcetate(トリス酢酸エチレンジアミン

四酢酸 ) 



4 

ZFY-1 : Zinc finger protein 1(亜鉛フィンガータンパク質 1) 

 

 

 



5 

目次  

1.緒言        ・・・1 

 

2.材料と方法       ・・・5 

 2.1 特殊飼料の作製     ・・・5 

 2.2 使用動物      ・・・5 

 2.3 サンプル調製     ・・・6 

 2.4 性別判定      ・・・7 

 2.5 RNA 抽出      ・・・9 

 2.6 DNA microarray    ・・・10 

 2.7 RT-PCR 用の cDNA 合成    ・・・13 

 2.8 RT-PCR     ・・・14 

 2.9 統計解析      ・・・14 

 

3.結果        ・・・16 

 3.1 母動物の体重及び摂餌量   ・・・16 

 3.2 胎児数及び胎児体重    ・・・16 

 3.3 DNA microarray 解析    ・・・17 

 3.4 RT-PCR     ・・・19 

 



6 

4.考察        ・・・20 

 

5.総括        ・・・27 

 

6.謝辞        ・・・31 

 

7.参考文献       ・・・32 

 

8.図表        ・・・41



 1 

1.緒言  

 

 近年、Developmental Origins of Health and Disease(DOHaD)説が注

目されている。DOHaD 説とは、1980 年代にイギリスの Barker らが

提唱した説である。Barke らは、第二次世界大戦末期の 1944〜1945

年の冬、ドイツ占領下のオランダで発生した飢饉 (Dutch Hunger 

Winter)時に妊娠していた女性から生まれた子供達で、成人後に生活

習慣病を発症するリスクが増加したことから、「胎児期から乳幼児期

に至る栄養環境が成人期及び老年期の生活習慣病の発症リスクを増

加させる」と報告した  (Barker et al. , 2004)。この DOHaD 説に基づ

いて世界中で様々な研究が行われてきている。胎児期の低栄養環境

により出生後の心血管疾患や糖尿病などのリスクが増加することが

明らかになっている (Barker et al., 1989, 1990, Hales et al.,  1991, Fall 

et al., 2012)。また、葉酸不足による二分脊椎症や無脳症などの神経

管閉鎖障害の誘発が古くから報告されている (Czeizei., 1992)。日本

の厚生労働省は、妊娠時の葉酸の摂取を推奨しており、同省が作成

した【日本人の食事摂取基準  2010 年版】では、18〜29 歳の非妊娠

時の女性に対して 1 日 200µg の葉酸の摂取を推奨しており、妊娠時

にはその推奨量に 200µg を付加させ、 1 日 400µg 摂取することと述

べている (Health, Labour and Welfare Ministry. , 2010)。この葉酸の摂
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取量の値は欧米諸国を中心に、神経管閉鎖障害のリスク低減のため

に行われた米国サウスカロライナ州 (Smith et al. , 2007)や、カナダで

の介入研究  (Food and nutrition board. , 1988)の結果を基に、算出され

た。葉酸はビタミン B 群の 1 つでビタミン B9、ビタミン M と呼ば

れる水溶性ビタミンであり、葉酸という言葉はほうれん草の葉から

抽出されたことから名付けられた。葉酸には食品由来のプテロイル

ポリグルタミン酸 (食事性葉酸 )とサプリメントに含まれるプテロイ

ルモノグルタミン酸 (人工性葉酸 )の 2 種類がある。プテロイルポリ

グルタミン酸はプテロイン酸に多数のグルタミン酸が結合しており、

プテロイルモノグルタミン酸はプテロイン酸に 1 つのグルタミン酸

が結合している。プテロイルポリグルタミン酸はプテロイルモノグ

ルタミン酸と比べて生体内での利用効率が低いことが前述の食事摂

取基準 2010 年版で報告されている。経口から摂取された食品由来の

プテロイルポリグルタミン酸は体内で消化を受け、プテロイルモノ

グルタミン酸の形で小腸から能動輸送の形で吸収され、肝臓に貯蔵

される。肝臓に取り込まれたプテロイルモノグルタミン酸は、肝臓

中で再びプテロイルポリグルタミン酸の形に再合成され、血中及び

胆汁中に放出される。その後、腸肝循環し、一部は尿中に排泄され

る。生体内での葉酸の代謝を Fig.1 に示した。プテロイルモノグル

タミン酸はホモシステインからメチオニンへの代謝の触媒を行う栄
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養素である。この葉酸の欠乏により高ホモシステイン血症 (Durand et 

al., 1996)、無脳症、二分脊椎を引き起こすことが報告されており葉

酸は妊娠時、非妊娠時に関わらず必須の栄養素である (Milunsky et 

al., 1989, Rao et al. , 2001)。葉酸はメチル基供与体としても働き、DNA

のメチル化にも関与する。このメチル化は DNA のプロモーター上

の CpG 領域に起こりやすく、DNA メチルトランスフェラーゼによ

って葉酸からシトシンへとメチル基が受け渡される。メチル化が生

じることで遺伝子は不活性化し、肝臓のグルココルチコイド受容体

と PPARα の発現が減少することが報告されている (Lillycrop et al., 

2005)。また、妊娠期のメチル基供与体の欠乏によって、ヒトにおけ

る情緒行動のリスク増加 (Steenweg-de et al.,  2012)や仔ラットにおい

ても不安行動の増加が報告 (Konycheva et al. , 2011)されており、葉酸

という栄養素が神経管閉鎖障害を主とした形態学的異常以外にも、

中枢神経系の機能的異常を誘発することが示唆されている。このよ

うに胎生期の葉酸は、重要な栄養生理的役割を果たしていると考え

られるが、その詳細は未だ明らかになっていない。  

 これまでの研究の大半は、葉酸不足の影響について検討されたも

のであったが、近年の研究から妊娠初期及び中期のプテロイルモノ

グルタミン酸の高用量摂取 (5mg/kg)は、早産や低出生体重児を防ぐ  

(Papadopoulou et al. , 2012)一方、母体における大腸がんなどの発がん
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リスクの増加 (Fife et al. , 2011)や亜鉛の吸収障害 (Milne et al. , 1984)、

胎児の発生初期における発達遅延 (Pickell et al., 2011)の誘発を生じ

ることが報告されている。また、インドで行われた DOHaD 研究に

より、妊娠期の赤血球葉酸の高値が、低出生体重児の出産リスクの

増加や、6 歳児におけるインスリン抵抗性増加をもたらし、成人後

の生活習慣病に罹患するリスクを増加させることが明らかにされて

いる (Yajnik et al. , 2008)。これらのことは、これまで生活習慣病との

関連が注目されていなかった胎児期の葉酸過剰曝露が生活習慣病の

リスク因子に加えられる可能性を示唆している。従って、妊娠期の

葉酸過剰摂取による胎児への影響を動物実験で検証することが重要

であると考えた。そこで本研究では、妊娠期の葉酸過剰摂取が胎児

に与える影響を明らかにすることを目的として、妊娠させたマウス

に葉酸過剰食を摂餌させ、胎児に与える影響及び種々の遺伝子発現

に与える影響を検討した。その結果を基に葉酸と生活習慣病との関

連について DOHaD 説を基に考察を試みた。  
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2.材料と方法  

 

2.1 特殊飼料の作製  

 プテロイルモノグルタミン酸を添加用の葉酸として和光純薬工業

(大阪府 )から購入し、葉酸過剰食の作製を日本クレア株式会社 (東京

都 )に委託した。標準飼料 CE-2(以下、CN 食 )に+38mg/kg の葉酸の添

加を依頼し、これを葉酸過剰食 (以下、FA 食 )とした。  

 なお、CN 食には既に 2mg/kg の葉酸が含まれており、FA 食は最

終的に 40mg/kg の葉酸を含有する。FA 食の葉酸含量は、Pickell et 

al.(2011)の報告に基づいて設定した。  

 

2.2 使用動物  

 動物は、C57BL/6J 系マウス (日本エスエルシー株式会社 , 浜松市 )

を用いた。生後 6 週齢の雄マウス 6 匹、雌マウス 21 匹 (18〜20g)を

購入し、14 日間の予備飼育後、雄 1:雌 2〜3 匹で雄ゲージに一晩同

居させた。翌朝、交配が行われた場合には雌マウスの膣に白い膣栓

(以下、プラグ )が見られる。このプラグを確認できた日を妊娠 0 日

とした。妊娠 0 日より CN 食で飼育したマウスを対照 (以下、CN)群

(n=11)、妊娠 0 日より FA 食で飼育したマウスを葉酸 (以下、FA)群

(n=10)とし、それぞれ飲水と共に自由摂取させた。実験期間を通し



  6 

て室温 20〜22℃、湿度 40〜60%、12 時間の明暗サイクル (明期 8:00

〜20:00)で飼育を行った。実験期間中、摂餌量は毎朝測定した。両

群のマウスは妊娠 18 日目に母獣の体重測定後、頚椎脱臼により安楽

死させ、速やかに胎児を取り出し、目的の臓器 (肝臓・脳 )を採取後、

2mL のアシスト凍結保存チューブ (ザルスタット株式会社 ,東京都 )に

入れ、即時に液体窒素により凍結した。採取した組織は実験を行う

まで -80℃で保存した。なお本実験は、酪農学園大学動物実験ガイド

ラインを遵守して行った。  

 

2.3 サンプル調製  

 得られた組織から RNA を抽出するための前準備として、乳鉢を

用い、組織をパウダー状に破砕した。実験に用いた乳棒及び乳鉢、

スパーテルはあらかじめ液体窒素で冷却した。組織をパウダー状に

破砕することで、同一サンプルをタンパク質解析、遺伝子解析、エ

ピジェネティクス解析に用いることができるという利点がある。  

 乳棒及び乳鉢が十分に冷却されていることを確認し、乳鉢に組織

を加え乳棒で粉砕した。乳棒で十分磨り潰したことを確認した後、

更に力を入れて組織を磨り潰した。組織をパウダー状に磨り潰した

後、スパーテルを用いて 2mL の Eppendorf チューブ (Eppendorf co,

東京都 )に移し、使用まで -80℃で保存した。  
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2.4 性別判定  

 我々は、低栄養と葉酸過剰及び欠乏との間に共通して変動する遺

伝子を特定することを次の段階の目的としている。そのため妊娠期

の低栄養が胎児に及ぼす影響の研究結果と、葉酸により変動した遺

伝子とを比較検討するため、Ogawa ら (2011)が行った条件と揃える

ことを目的とし、本実験での DNA microarray 解析には雄サンプルの

みを用いた。万が一、1 匹でも雌が混入すると、正確な解析は行え

ない。そこでサンプル調製で得られたパウダーを用いて PCR 法で

ZFY-1 遺伝子の発現を検出することにより胎児の雌雄判定を行った。

なお、ポジティブコントロールとして第 1 染色体上に存在する

SOX17 遺伝子を使用した (Ye et al., 2011)。  

 DNA を精製するため、以下の操作を行った。極微量のパウダーを

採取し、10µL の 0.5%SDS(和光純薬工業 ,大阪府 )溶液に溶解し、Block 

Incubator(ASTEC,福岡県 )で加熱 (95℃  5 分間 )した。加熱した溶液を

遠心分離 (15000×g, 2 分間 , R.T.)し、得られた上清に 100µL の D.W.

と 100µL のフェノールクロロホルムを加え、良く攪拌した後、遠心

分離 (15000×g, 5 分間 , R.T.)した。得られた上清に 250µL の 100%エ

タノール (和光純薬工業 ,大阪府 )と 7µL の 5M NaCl を加え、遠心分離

(15000×g, 20 分間 , 4℃ )し、得られた沈殿物に 250µL の 70% エタノ

ールを加え、遠心分離 (15000×g, 5 分間 , 4℃ )した。得られた沈殿物
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を風乾させた後、50µL の D.W.を加え加熱 (65℃  10 分間 )し、溶解さ

せた後、氷上で冷却し DNA サンプルとした。PCR を行うに当たり

6µL の EmeraldAmp PCR MasterMix(タカラバイオ株式会社 ,滋賀県 )、

0.14µL の Forward Primer及び Reverse Primer、1µLの調製した DNA、

4.72µL の D.W.を加え最終容量 12µL の反応系とした。PCR に使用し

たプライマーの塩基配列を Table 1 に示した。またプライマーはオ

ペロンバイオテクノロジー株式会社 (東京都 )で OPC カラム精製され

たものを使用した。サーマルサイクラーコンディションは 95℃  5

分間の initial step ののち、98℃で 10 秒間、62℃で 30 秒 72℃で 60

秒間の 3 ステップを 1 サイクルとし 35 サイクルの反応とし、サーマ

ルサイクラーは S1000
TM 

CirmalCycler(Bio-Rad,東京都 )を用いた。

PCR 後のサンプルを 1.6%アガロースゲル (アガロース ME, 岩井化学

薬品株式会社 , 東京都 )にアプライ後、1×TAE buffer(50× TAE buffer, 

株式会社ニッポンジーン , 東京都 )を用いて電気泳動 (100V, 25 分間 )

を行い、エチジウムブロマイド (和光純薬工業 ,大阪府 )を 10ng/µL 加

えて 10 分間染色を行った。撮影及び解析は Chemidoc
TM 

XRS
+ 

with 

ImageLab
TM

 (Bio-Rad,東京都 )を用い、出現したバンドで性別を確認

した。ZFY-1 は Y 染色体に位置する遺伝子で雄の胎児組織のみで、

200bp の位置にバンドが出現する (Nagamine et al., 1990)。SOX17 は

雌雄に関係なく 400bp の位置にバンドが出現するため、 200bp にバ
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ンドが出現したサンプルを雄と判定することができた (Fig.2)。  

 

2.5 RNA 抽出  

 RNA 抽出には、RNeasy Mini Kit(QIAGEN, U.S.A)を用いた。サン

プ ル 調 製 に よ り 得 ら れ た パ ウ ダ ー に 1mL の QIAzolLysis 

Reagent(QIAGEN, U.S.A)を加えて溶解させ、よく撹拌した後、5 分

間静置した。その後、200µL のクロロホルム (和光純薬工業 ,大阪府 )

を加えて攪拌後、5 分間静置し、遠心分離 (15000×g, 15 分間 , 4℃ )を

行った。次に、沈殿層を吸わないように上清を回収し、新しいチュ

ーブに移した。その後、550µL の 70%エタノールを加え、よく混ぜ

た後カラムチューブに溶液を移し、遠心分離 (8000×g, 15 秒間 , R.T.)

を行った。遠心分離後、350µL の RW1
®

buffer を加え、再び遠心分離

(15000×g, 15 秒間 ,  R.T.)を行った。その後、 80µL の DNaseⅠ  

incubation mix(QIAGEN, U.S.A)を加えて 15 分間静置した。静置後、

カラムチューブに 350µL の RW1
®

buffer を加えて遠心分離 (15000×g, 

15 秒間 , R.T.)した後、500µL の RPE
®

buffer を加え遠心分離  (15000×g, 

15 秒間 , R.T.)を行った。遠心分離後、再び 500µL の RPE
®

buffer を加

え再度遠心分離 (15000×g, 1 分間 , R.T.)を行った。遠心分離後、カラ

ムチューブを 2mL のチューブに移し遠心分離 (15000×g, 2 分間 , R.T.)

を行った後、カラムチューブを 1.5mL のチューブに移し、 40µL の
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RNase-Free Water を加えて 1 分間静置後、遠心分離 (15000×g, 1 分間 , 

R.T.)を行った。得られた 2µL の RNA 溶液を Nanodrop (BIO-RAD,東

京都 )に載せ、吸光度 260/280 及び 260/230 の比率を測定した。一定

条件以上に精製 (260/280≧1.8, 260/230≧1.8)されたサンプルを RNA

が抽出されたとみなし、そのサンプルに対してホルマリンアガロー

ス電気泳動 (50V, 45 分間 )を行った。電気泳動の方法は、QIAGEN 社

の RNeasy mini Handbook に記載されている方法に従った (P.67〜

P.69)。電気泳動を行い、 rRNA の 18S 及び 28S が明瞭に確認できた

サンプルを DNA microarray に用いた (Fig.3)。  

 

2.6 DNA microarray 

 赤色の Cy3 及び緑色の Cy5(Cyanine CTP Dye, Agilent Technology, 

東京都 )の 2種類の蛍光色素を入れ替える Dye-swap法を用いて、DNA 

microarray を行った。Dye-swap 法とは、1 試験区内において CN 群

を Cy3 でラベリングし、FA 群を Cy5 でラベリングしたものに対し

て、もう 1 つの試験区内において Cy3 と Cy5 を入れ替えた 2 群間で

比較検討する方法である。Cy3 と Cy5 の分子構造が異なることから、

標識とするサンプルへの取り込み効率や分解に差が生じるため、色

素を入れ替えてハイブリダイズさせ、DNA microarray 解析の精度を

高めた。解析は各群の組織を 2 つのグループにプールして行った。
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すなわち CN 群の最初の 6 匹の組織を CN 群第 1 グループとし、残

りの 5 匹を CN 群第 2 グループとした。FA 群も同様に最初の 5 匹を

FA 群第 1 グループとし、残りの 5 匹を FA 群第 2 グループとした。

両群の第 1 グループ及び第 2 グループを別々のチップで 2 度解析す

ることにより、2 グループで共通して変動した遺伝子を葉酸により

変動した遺伝子と評価した。我々は、Dye-swap 法と併せて 2 グルー

プで共通して変動する遺伝子を同定することで DNA microarray解析

の精度を高めた。  

 DNA microarray に用いるサンプルは以下の手順で調製した。  

 まず、分けた各群の RNA 溶液を混ぜあわせ、最終溶液濃度を

100ng/µL になるように調整した。 cDNA の合成及び cRNA の合成に

は LowInput QuickAmp Labeling Kit (Agilent Technology, 東京都 )を用

いた。0.8µL の T7 promoter primer、2µL の RNA 溶液、2µL の SpikeA、

B 溶液、0.5µL の Nuclease-FreeWater を加え計 5.3µL の溶液を調製し、

65℃で 10 分間加熱した。加熱した溶液に 2µL の 5× First Strand 

Buffer、 1µL の 0.1M DTT、0.5µL の 10mM dNTP、1.2µL の Affinity 

Script RNase Block mix を加え計 10.0µL の cDNA mix 溶液を調製し、

40℃で 2 時間インキュベートし、その後、70℃で 15 分間インキュベ

ートし、cDNA 溶液を作製した。cDNA 溶液に 5.4µL の 5×Transcription 

buffer、0.6µL の 0.1M DTT、1µL の NTPmix、0.21µL の T7 RNA 
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Polymerase Blend、0.24µL の Cy3-CTP(or Cy5-CTP)を加え 40℃で 2

時間インキュベートし、 cRNA 溶液を作製した。 cRNA の精製は

RNeasy Mini kit(QIAGEN, U.S.A.)を用いた。 cRNA 溶液に 84µL の

Nuclease-free water を加え、その後 350µL の RLT
®

buffer を加え、Wash

を行った。その後 250µL の 100%エタノールを加え RNeasy mini 

column に溶液を移し、遠心分離 (15,000×g, 30 秒間 , R.T.)を行った。

その後 500µL の RPE
®

buffer を加え Wash する操作を 2 回繰り返した。

Wash 後 RNeasy mini column を 2mL の Eppendorf チューブに移し、

風乾させた後、50µL の RNase-free water を加えた。その後遠心分離

(15000×g, 1 分間 , R.T.)を行い、精製された cRNA 溶液を得た。得ら

れた溶液は Nanodrop を用いて精製度及びラベリングの度合いを確

認した。ハイブリダイゼーション溶液の調製には Agilent Gene 

Expression Hybridization Kit(Agilinet Technology, 東京都 )を用いた。

精製した cRNA 溶液から 825ng の RNA が含まれるように濃度調整

を行い、その後、11µL の 10×blocking agent、52.8µL の Nuclease-free 

water、2.2µL の 25×Fragmentation Buffer を加えた後、60℃で 30 分間

加熱した。その後、55µL の 2×GEx Hybridization buffer を加えハイブ

リダイゼーション溶液を作製した。作製した溶液 100µL をマウス 4

☓ 44K Whole genome oligo DNA microarray chip(G4122F,  Agilent 

Technology, 東京都 )に載せ、dye-swap 法を用いて 65℃で 17 時間ハ
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イブリダイズさせた。その後、G2505C DNA microarray scanner high 

resolution(Agilent Technology, 東京都 )を用いて網羅的に遺伝子発現

の変動を検出した。   

 データの解析は Hori ら (2012)の方法に従って行った。既知の遺伝

子を 113 のカテゴリーに分け、今回検索された遺伝子がいずれのカ

テゴリーに含まれるか、またサブカテゴリーに含まれるかを確認す

ることにより解析した (Table 2)。以下、カテゴリー名はイタリック

表記で示す。  

 

2.7 RT-PCR 用の cDNA 合成  

 cDNAの合成は以下の手順で行った。cDNAの合成は Affinity Script 

QPCR cDNA Synthesis Kit(Agilent  Technology,東京都 )を使用した。各

群から最終濃度を 100ng/µL になるように RNA を集め、そこに 10µL

の first strand master mix、3µLの oligo(dT)primer、1µLの Affinity Script 

RT-RNase Block enzyme mixture、S.D.W.を加え総量 20µL の溶液を調

製し、25℃で 5 分間、42℃で 5 分間、55℃で 40 分間、95℃で 5 分間

加熱し、 cDNA を合成した。得られた cDNA 溶液に 30µL の S.D.W.

を加えた後、実験に使用した。  

 

 



  14 

2.8 RT-PCR 

DNA microarray 解析により検索された遺伝子及び生活習慣病に関

連する遺伝子のうち、興味のあるものの発現を RT-PCR で確認した

(APOA1, Ins2, IFNG, HMGCS1, MAPK8, HMGCR, SREBF-2, BDNF, )。

RT-PCR に用いたプライマー及びその塩基配列については Table1 に

示した。またプライマーはオペロンバイオテクノロジー株式会社 (東

京都 )で OPC カラム精製されたものを使用した。6µL の Emerald PCR 

Master Mix、0.14µL の Forward primer 及び Reverse primer、0.6µL の

cDNA 溶液、5.12µL の S.D.W.を加え最終容量 12µL の反応系とした。

サーマルサイクラーコンディションは 97℃で 5 分間の initial step の

後、95℃で 45 秒間、55℃で 45 秒間、72℃  60 秒間の 3 ステップを 1

サイクルとし、20〜45 サイクル繰り返した。Tm 値はプライマーの

設計に併せてその都度変更した。撮影及び画像解析は Chemidoc
TM 

XRS
+ 

with ImageLab
TM

 (Bio-Rad,東京都 )を用いた。各遺伝子の発現量

は、ハウスキーピング遺伝子である β-actin の RT-PCR を行い、その

発現に対する比率で示した。  

 

 

2.9 統計解析  

 胎児に関するデータ解析では、同腹での値を平均し、平均値を 1
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単位として扱った。母獣体重、母獣摂餌量、胎児体重及び胎児数は

Mean±SEM で示し、検定はデータの正規性を確認するために、

Shapirrow-wilk 検定を行った。その後、2 標本 t 検定を行い、有意水

準は 5%未満とした (p<0.05)。なお、解析用ソフトウェアには SPSS for 

Macintosh ver.20.0(IBM, 東京都 )を用いた。  
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3.結果  

 

3.1 母動物の体重及び摂餌量  

 Fig.4に妊娠 18日目における各群 (CN:n=11, FA:n=10)の母獣の体重

を示した。CN 群で 38.55±0.88g と、FA 群 35.90±0.85g で 2 群間に差

は見られなかった。  

 Fig.5 に妊娠 0〜18 日における各群 (CN:n=11, FA:n=10)の母獣の摂

餌量を示した。FA 群で妊娠 14 日目においてのみ、CN 群と比較し

て一過性に有意な低下が認められたものの、他の測定日においては、

有意差が認められなかった。14 日目で CN 群 6.55±0.61g と、FA 群

5.00±0.28g であり、FA 群が CN 群に比べて有意に少なかった  

(p<0.05)。前日の値に比し FA 群では低下が少なく、CN 群では上昇

が著しいため、偶発的に CN 群で上昇し有意差が生じたように考え

られた。  

 

3.2 胎児数及び胎児体重  

 平均胎児数は CN 群が 8.64±0.39 匹、FA 群  が 7.1±0.59 匹であり、

FA 群が CN 群に比べて有意に少なかった (p<0.05, Fig.6)。雌雄それ

ぞれの平均胎児体重を比較した結果、雄 CN 群で 1.10±0.02g、雄 FA

で 1.12±0.02g であり、雌 CN 群で 1.07±0.01g、雌 FA 群で 1.08±0.01g
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であり、雌雄ともに有意差は見られなかった (Fig.7)。  

 

3.3 DNA microarray 解析  

 本研究では、DNA microarray 解析を行う際に、dye-swap 法を用い

てアレイ解析の精度を高めている。また、各群の組織を 2 つのプー

ルにし、プール間で共通して変動した遺伝子を RT-PCR で追跡する

ことでも DNA microarray 解析の精度を高めている。発現変動をどの

程度まで追跡するかは各研究内容で異なるが、我々は葉酸の過剰曝

露により胎児遺伝子の僅かな変化を追跡することを考え、発現亢進

を 1.5 倍以上、発現減弱を 0.75 倍以下に設定した。また、Ogawa et 

al.(2011)も同様の変動量を追跡していたことから、本研究において

も同様の変動量を設定した。DNA microarray の結果から CN 群に比

し、FA 群で 1.5 倍以上の発現亢進、あるいは 0.75 倍以下の減弱が認

められた遺伝子を検索し、Table 3,4,5,6 に示した。  

 脳で発現が亢進した遺伝子はグループ 1 で 352 個、グループ 2 で

96 個、グループ間で共通した遺伝子が 3 個だった。発現が減弱した

遺伝子はグループ 1 で 346 個、グループ 2 で 492 個、グループで共

通して変動した遺伝子は 135 個であった (Fig.8)。  

 肝臓で発現が亢進した遺伝子はグループ 1 で 863 個、グループ 2

で 445 個、グループ間で共通の遺伝子は 30 個であった。発現が減弱
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した遺伝子はグループ 1 で 662 個、グループ 2 で 441 個、グループ

間で共通の遺伝子は 38 個だった (Fig.9)。カテゴリー解析の結果を

Table 7,8 に示した。上述のように脳のアレイ解析では、亢進と減弱、

合わせて 138 個の遺伝子が見出された。DOHaD に関連するカテゴリ

ーを検索すると、Epigenetic Chromatin Modification Enzymes におい

て、3 つの遺伝子 (MYST3, ESCO1, HDAC9)、Epigenetic Chromatin 

Remodeling Factors で 2 つの遺伝子 (SMARCA2, CHD3)がいずれも減

弱していた。神経関係では、Neurotrophin and Receptors において 2

つの遺伝子 (NF1,MEF2C)がいずれも減弱していた。なお、MEF2C に

おいては Neurogenesis and Neural Stem cells のカテゴリーにも含まれ

るものであった。GPCR のカテゴリーにおいて、オーファン受容体

に属する GPR26 遺伝子の発現が減弱していた。また、Atherosclerosis

及び Alzheimer ’s Disease に属する APOA1遺伝子の発現が亢進してい

た (Table 7)。  

 肝臓のカテゴリー解析では、NF-κB signaling pathway 及び、

Th1-Th2-Th3 などの免疫系に関与するカテゴリーに含まれる遺伝子

である LTA 遺伝子及び  IFNG 遺伝子が見出された。また、Tumor 

Necrosis Factor Ligand and Receptors、Autophagy、Molecular Toxicology 

Patyway Finder、Inflammasomes、Skeltal Muscle、P13K-AKT Signaling、

Unfolded Protein Response の計 7 つのカテゴリーに属する MAPK8 遺
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伝子の発現減弱が見出された。DOHaD 関連で興味のあるカテゴリー

を見ると、Atherosclerosis 及び Diabetes において、上述の IFNG 遺伝

子が、Obesity において Ins2, CLPS, BDNF の 3 つの遺伝子の発現が

いずれも減弱していた。また、Amino Acid Metabolism において

HMGCS1 遺伝子の発現が減弱していた。  

 

3.4 RT-PCR 

DNA microarray の結果から、葉酸の過剰摂取により発現が変化す

ると考えられた遺伝子について検討するため、サンプルを各群内で

2 群に分け RT-PCR を行った。脳で APOA1 遺伝子の確認を行ったが

発現亢進は確認できず、DNA microarray の結果と相反した結果が得

られた (Fig.10)。  

肝臓においては、 Ins2 遺伝子、 IFNG 遺伝子、HMGCS1 遺伝子、

BDNF 遺伝子はいずれも発現が減弱しており、DNA microarray の結

果と一致した。しかし、SREBF-2 遺伝子及び HMGCR 遺伝子につい

ては、明らかな変化は観察されなかった。また、MAPK8 遺伝子は

DNA microarray の結果では発現が減弱していたが、RT-PCR では上

述の変動を確認できず、DNA microarray の結果と相反した結果が得

られた  (Fig.11)。  
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4.考察  

 

 本研究では、母親の妊娠期における葉酸の過剰摂取が胎児にどの

ような影響を及ぼすかについて C57BL/6J マウスを用いて検討した。

妊娠 0 日～18 日に葉酸過剰食を与え、胎生 18 日の脳及び肝臓につ

いて DNA microarray 解析を行った。解剖時の胎児に関する観察で、

FA 群の生存胎児数が僅かではあるが CN 群と比較して減少し、着床

阻害あるいは胚子の初期死亡が示唆された。これまでの報告では、

本研究と同用量の葉酸過剰食を摂取させた妊娠マウスでは、コント

ロール群と比較して着床数に有意な差は見られていない (Pickell et 

al., 2011)。これはマウスの系統差によるものであることが考えられ

る。通常では胎児数の減少は胎児体重の増加につながるが、本研究

の胎児体重には減少傾向が認められた。これまでの報告においても、

葉酸の過剰曝露によって胎生中期 (胎生 14日 )における胚子重量の低

下が報告されている (Pickell et al. ,  2011)。以上のことから、葉酸の過

剰曝露が胎児の発育遅延を誘発することが示唆された。  

近年、DNA microarray 技術の進歩により、膨大な遺伝子発現の解

析を迅速に行うことができるようになった。DNA microarray 解析は

チップ上に配置された約 44,000 個のプローブと cRNA をハイブリダ

イズし、Cy3 もしくは Cy5 の強度によって、発現量の差を検討する
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方法である。このため、1 度に多量のデータが得られる反面、一般

的に遺伝子の検討に用いられる RT-PCR 及びリアルタイム PCR に比

べると感度は落ちる。DNA microarray 解析は、高価な技術であるた

め何例かの組織をプールして解析を行うことが多い。しかし、プー

ルすることは個体間差の配慮を欠くという欠点につながり、各個体

での RT-PCR で変動を確認できないケースが多発する。近年、Ogawa 

ら (未公表データ )は、各群を 2～3 のプールに分け、2～3 アレイを用

いて解析を行うと、変動した遺伝子を RT-PCR で確認される率が極

めて高まる結果を得ている。本研究においても、サンプルを 2 つの

プールに分け、プール間で共通して変動する遺伝子を検索すること

により、アレイ解析の精度を高めた。その結果、脳では 3 個の遺伝

子発現の亢進、135 個の遺伝子発現の減弱、肝臓では 30 個の遺伝子

発現の亢進、38 個の遺伝子発現の減弱が確認された。変動した遺伝

子のカテゴリー解析の結果、次に述べるような 4 つの興味深い遺伝

子を見出すことができた。  

第 1 に、 IFNG 遺伝子の発現に減弱が認められたことである。こ

の遺伝子はインターフェロン γ をコードする遺伝子である。インタ

ーフェロン γ は免疫系で働くことがよく知られており、胎児の肝臓

は造血器官として働くことを考えると、IFNG 遺伝子の発現変動は、

免疫系の発達に葉酸が関与する可能性を示唆している。インターフ
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ェロン γ は Th1 細胞によって調節を受けヘルパーT 細胞から放出さ

れる。また、インターフェロン γ 自身も Th1 細胞を調節し、インタ

ーフェロン γ が増加することで Th1 細胞から更にインターフェロン

γ が分泌される。インターフェロン γ は気管支喘息を引き起こすフ

ァクターの 1 つであり、血中インターフェロン γ の増加により気管

支喘息を引き起こすことや、妊娠期の葉酸の摂取により幼児期に気

管支喘息の発症リスクが増加することが報告されている（Whitrow 

et al.,  2009）。しかし、本研究の結果では妊娠期の葉酸の過剰摂取に

より胎児期において IFNG 遺伝子の発現減弱が認められたことは、

インターフェロン γ の低下すなわち気管支喘息の罹患リスクの低下

を示唆し、これまでの研究の結果と異なっている。また、Troen ら

(2006)により更年期以降の女性に葉酸を過剰投与することで、自然

免疫系へ影響を及ぼす (ナチュラルキラー細胞の細胞毒性が有意に

低下する )という結果が報告されている。以上のことを総合的に考え

ると、葉酸は成熟後のインターフェロン γ を中心とした免疫機能に

影響を与えることは明白であるが、その詳細については更なる検討

が必要と考えた。免疫系で注目したインターフェロン γ の欠乏によ

って、耐糖能の改善及び体重減少を示すことが近年明らかになって

いる  (Wong et al., 2011)。この事実は葉酸過剰により IFNG 遺伝子が

低下すると出生時のインスリン抵抗性が下がる可能性があることを
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示唆している。胎生期の葉酸過剰摂取によるインスリン抵抗性の低

下が出生後の糖代謝にどのような影響を及ぼすかについては今後の

課題である。  

第 2 としては、 Ins2 遺伝子の発現減弱が認められたことである。

この遺伝子は糖質及び脂質の代謝に関わるインスリンⅡをコードす

る遺伝子である。インスリンにはヒトで一般的に知られているイン

スリンⅠと、齧歯類特異的であり、胎生期の間は肝臓でも発現する

ことが知られているインスリンⅡの 2 種類が報告されている

(Giddings et al. , 1990)。興味深いことに、 Ins2 遺伝子に変異をもつ

Akita マウスでは糖尿病を誘発することが知られている  (Grasemann 

et al.,  2012)。このことから、葉酸過剰摂取が児の Ins2 遺伝子の発現

減弱を介して、出生後の糖尿病誘発リスクに関与する可能性が考え

られる。しかし、 Ins2 遺伝子は齧歯類のみにおいて発現する遺伝子

であるので、単純にヒトへの外挿は難しいと考えられる。また、齧

歯類を用いての DOHaD 研究においては、このような齧歯類特異的

な遺伝子の発現変動があることについて留意して結果の解析を行う

必要がある。  

第 3 に BDNF 遺伝子の変動がある。BDNF 遺伝子は BDNF 蛋白質

をコードする遺伝子であるが、葉酸過剰摂取によって発現の減弱が

認められた。BDNF 蛋白質は標的細胞表面上にある特異的受容体
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TrkB に結合し、神経細胞の生存・成長・シナプスの機能亢進に働く

液性タンパク質である。近年の研究から BDNF 遺伝子は神経組織以

外でも発現が認められ、肥満及び過食症の誘発に関与することも報

告されている (Unger et al. 2007)。肥満モデルマウスに BDNF 蛋白質

を投与することによって、糖代謝及び脂質代謝を改善することも明

らかになっている (Tsuchida et al. , 2002, Kuroda et al. , 2003)。このこ

とから、葉酸過剰摂取は BDNF 遺伝子の発現減弱を介して、出生後

の肥満の誘発に関与することが示唆された。  

 第 4 の注目遺伝子としては、Amino Acid Metabolism のカテゴリー

に含まれ、コレステロール合成にも関与する HMGCS1 遺伝子 (Vock 

et al.,  2008, Suzuki et al. , 2010)がある。この遺伝子は葉酸の過剰摂取

で発現が減弱したため、過剰摂取動物ではコレステロール合成の低

下が引き起こされることが示唆された。McNeil ら (2008, 2009)は、

妊娠期の葉酸の欠乏により胎児期の肝臓において、脂質代謝に関与

する SREBP-1c 遺伝子、アセチル CoA カルボキシラーゼ 1 遺伝子及

び CD36 遺伝子の発現減弱、カルニチンパルミトイルトランスフェ

ラーゼ遺伝子の発現亢進を報告している。逆に葉酸を過剰摂取させ

た本研究では、これらの遺伝子が逆方向に変動することはなかった。

このことから、同じ栄養素でも過剰摂取させた場合と欠乏させた場

合に変動する遺伝子が異なることが示唆された。  
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 妊娠ラットに葉酸過剰食 (5mg/kg)を摂取させると、PPARα、PPARγ、

LXRα などの遺伝子発現が有意に低下するという報告 (Chmurzynska 

et al., 2012)もあるが、マウスを用いた本研究では、これらの遺伝子

発現に変化は認められなかった。このことから、葉酸の影響につい

て種差が存在する可能性もあり、この結果を人に外挿する際は注意

しなければならない点であると考えられた。  

 胎生期に加え、新生時期から幼若時期における環境も個体の遺伝

子発現を老齢期に至るまで変動させることが知られている (Weaver 

et al., 2004)。胎生期の影響を検討する上で、出生後の飼育環境を管

理することは非常に重要なことであるが、出生児数及び母動物の保

育行動を実験的に均一にすることは困難である。従って、胎生期の

影響の評価においては、曝露直後に相当する胎生末期での解析と出

生後の解析の両者を行う必要がある。本研究では、胎生末期を中心

に解析を行ったが、本研究で認められた変化が成熟期まで至るか否

かについては今後の課題である。  

 本研究の結果から、妊娠期の葉酸の過剰摂取が胎児の免疫系、糖

代謝並びに脂質代謝に対して影響を及ぼすことが示唆された。その

メカニズムとして、エピジェネティックな変化を介することが本研

究から示唆された。すなわち、DNA microarray の結果からエピジェ

ネティクスのカテゴリーに属する遺伝子である Myst3、Esco1、Hdac9
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などヒストンのアセチル化及び脱アセチル化に関与する遺伝子に変

動が観察された。ヒストンタンパク質がアセチル化修飾を受けるこ

とで、ヒストンと DNA との巻きつきが緩くなり、また脱アセチル

化が生じることでヒストンと DNA との巻きつきが強くなることで

遺伝子の発現が制御されることは良く知られている (Miremadi et al. , 

2007)。更に葉酸自身はメチル基供与体として働き、DNA のプロモ

ーター上に結合することでメチル化を引き起こし、様々な遺伝子の

発現制御を行う。本研究の結果から、葉酸過剰摂取がエピジェネテ

ィクス関連遺伝子の調節を介することにより、様々な遺伝子の発現

を変化させることが強く示唆された。本研究では、胎児組織での遺

伝子発現を検討したが、ここで見出した変化が出生後も継続する可

能性を明らかにするためには、更に DNA のメチル化解析を行う必

要がある。  

 本研究の結果からは、上述した以外に多くの機能不明遺伝子の発

現変化も見出された。これらの遺伝子に関しては、更に葉酸欠乏に

よる影響の検討の結果などを踏まえた上で数を絞り、検討を進める

ことにより新たな DOHaD 責任遺伝子の発見につながることが期待

される。  
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5.総括  

 

 近年、注目されている Developmental Origins Health and 

Disease(DOHaD)説では、「胎児期から乳幼児に至る栄養環境が成人

期及び老年期の生活習慣病の発症リスクを増加させる」ことが提唱

されている。発達期の栄養を考えた時、葉酸は胎児の発達において

必要不可欠な栄養素であり、その欠乏によって二分脊椎、無脳症な

どの神経管閉鎖障害の発症リスクが増加することが報告されており、

厚生労働省では妊娠時の葉酸の摂取を推奨している。一方で妊娠時

に葉酸を過剰摂取すると、母体の大腸がんのリスクの増加や亜鉛の

吸収障害が生じることが最近明らかになっている。このことは葉酸

の過剰摂取が生体に種々の影響を与えることを示唆するが、現在葉

酸の過剰摂取が胎児に及ぼす影響について検討した報告はされてい

ない。そこで本研究では母親の妊娠期における葉酸の過剰摂取が胎

児にどのような影響を及ぼすかについて C57BL/6J マウスを用いて

検討した。妊娠 0 日～18 日に葉酸過剰食を与え、胎生 18 日の脳及

び肝臓について DNA microarray 解析を行った。葉酸の過剰摂取によ

って胎児の脳では 3 個の遺伝子発現が亢進し、135 個の遺伝子発現

が減弱した。肝臓では 30 個の遺伝子発現が亢進し、39 個の遺伝子

発現が減弱していた。同定した変動遺伝子の中で胎児肝臓において、
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免疫系に関与する IFNG、糖代謝に関与する Ins2、糖代謝並びに脂

質代謝に関連する BDNF、コレステロール合成に関与する HMGCS1

の発現減弱が確認された。これらの遺伝子の変動から妊娠期の葉酸

の過剰摂取によって免疫能の低下、糖質、脂質代謝の低下が起きて

いる可能性が示唆された。このことは、欠乏が問題とされていた葉

酸の過剰摂取も胎児に悪影響を及ぼす可能性があることを示した。

今後、葉酸欠乏の影響との比較を試みるとともに胎児期の影響が新

生児及び成熟後の生体機能にどのような変化をもたらしていくのか

を解明していく必要がある。  
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 Barker DJ have propounded “the Developmental Origins of Health and 

Disease (DOHaD) hypothesis proposes that environmental conditions 

during fetal and early post-natal development influence lifelong health 

and capacity through permanent effects of growth, structure and 

metabolism” (J epidemiol community health.  2004). One such 

“environmental factor” is the vitamin – folic acid (FA). The risk of 

having fetus affected with neural tube defects can be reduced by maternal 

periconceptional FA supplementation (Health, Labor and Welfare 

Ministry of Japan). Previous studies have reported that high intake of FA 

during pregnancy causes many adverse effects in pregn ant women. 

However, the effect of excessive intake of FA on the fetus has not been 

reported. This study investigated the effects of excessive intake FA 

during pregnancy on the fetus in a mice model.  

 In this study, mice were fed control (CN) diet (FA conte nt: 2 mg/kg) 

and FA (40mg/kg) diet for gestational day (GD) 0 to 18. The CN and FA 

groups were supplied with chow ad libitum  until sacrifice. The brain and 

liver were removed from the fetus after dams were sacrificed on GD18. 

As this study was directed toward identifying the molecular factors 

affected by FA content in the diet, we utilized the high -throughput whole 

genome DNA microarray (Agilent 4x44K) analysis for screening 
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genome-wide transcriptomic changes in the brain and liver. In the fetal 

brain, three genes were found to be up -regulated while 135 genes were 

down-regulated after FA treatment. In the fetal liver 30 and 39 genes 

were up-regulated and down-regulated by FA. Some of the differentially 

expressed genes after FA treatment, namely IFNG, BDNF, Ins2, and 

HMGCS1 that are down-regulated in the fetal liver were also confirmed 

by semi-quantitative RT-PCR analysis. Our study suggests that high FA 

intake may have adverse effects on fetal mouse development including 

some changes in the metabolism. Further studies will be required to 

consider the genetic effects by excessive FA and to know whether the 

effects are also observed post-natal and during adult span.  
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8.図表  

Fig.1 Folic acid metabolism 

 口腔から摂取された葉酸 (プテロイルポリグルタミン酸 )はプテロ

イルモノグルタミン酸に分解されて小腸から吸収される。プテロイ

ルモノグルタミン酸は 5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸に代謝され、

メチレンテトラヒドロ葉酸レダクターゼ (MTHFR)によって、5-メチ

ルテトラヒドロ葉酸に代謝される。  

 5-メチルテトラヒドロ葉酸はホモシステインからメチオニンへの

代謝を触媒すると同時に自身はテトラヒドロ葉酸に変化する。  

 また、5,10-メチレンテトラヒドロ葉酸からテトラヒドロ葉酸への

反応はビタミン B6 によって触媒され可逆的に反応する。  
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Fig.2 Sex determination by using PCR 

①Base pair marker 

②male sample(ZFY-1)   ④male sample(SOX17) 

③female sample(ZFY-1)   ⑤female sample(SOX17) 

 胎児の性別判定を PCR 法で確認した。①レーンは BasePair 

Marker である。②及び④レーンは雄サンプル、③及び⑤レーンは

雌サンプルである。②及び③レーンは Y 染色体上にのみ存在する

ZFY-1 遺伝子プライマーを使用し、④及び⑤レーンは第 1 染色体

上に存在する SOX17 遺伝子プライマーをポジティブコントロー

ルとして使用した。ZFY-1 は 200bp、SOX17 は 400bp の位置にバ

ンドが出現する。ZFY-1 のバンドが確認された場合のみ雄と判定

した。   
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Fig.3 Quality check after RNA extraction 

 RNA 抽出により得られたサンプルに対してホルマリンアガロー

ス電気泳動を行った。抽出サンプル中の RNA を電気泳動すること

により 28S rRNA と 18S rRNA のバンドが出現する。28S と 18S のバ

ンドが 2:1 の割合で出現した場合に、精製度の高い RNA が得られた

と判断し、DNA microarray 解析に用いた。  
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Fig.4 Body weight for dams on GD 18. 

 妊娠 18 日目における CN 群 (n=11)及び、FA 群 (n=10)の母獣平均体

重を示した。  

 CN 群 (38.55±0.88g)と比較して FA 群 (35.90±0.85g)で有意差は見ら

れなかった。  
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Fig.5 Comparison of food intake between CN and FA groups 

 飼育期間中における、各群 (CN:n=11, FA:n=10)の母獣の平均摂餌

量を示した。  

 妊娠 14 日目において、CN 群 (6.55±0.61g)と比較して FA 群

(5.00±0.28g)では平均摂餌量は有意に低かった (p<0.05)。  
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Fig.6 Number of live fetuses affected by folic acid  

 各腹 (CN:n=11, FA:n=10)の平均胎児数を示した (Mean±SEM)。  

CN 群 (8.64±0.39 匹 )と比較して FA 群 (7.10±0.59 匹 )で、FA 群は CN

群に比べて有意に少なかった (p<0.05)。  
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Fig.7 Fetal body weight 

 各腹 (CN:n=11, FA:n=10)の性別ごとの平均胎児体重を示した

(Mean±SEM)。性別毎に比較した結果、雄の CN 群 (1.10±0.02g)と FA

群 (1.12±0.02g)及び、雌の CN 群 (1.07±0.01g)と FA 群 (1.08±0.01g)で各

群で有意差は見られなかった。
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Fig.8 Effect of prenatal excessive folic acid on  

   gene expression in the fetal brain.  

葉酸の過剰摂取により脳で影響を受けた遺伝子の数を示した。  
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Fig.9 Effect of prenatal excessive folic acid on  

     gene expression in the fetal liver.  

葉酸の過剰摂取により肝臓で影響を受けた遺伝子数を示した。  
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Fig.10 Results of RT-PCR in fetal brain  

DNAmicroarray の結果の中から、葉酸によって発現が変動した

APOA1 遺伝子を RT-PCR を用いて解析した。Brain C1、C2 は CN、

Brain T1、T2 は FA 群のマウスから得た胎児の脳での成績を示して

いる。各カラムは C1(n=6)、C2(n=5)、T1(n=5)、T2(n=5)例の平均を

示している。  
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Fig.11 Results of RT-PCR in fetal liver 

DNAmicroarray の結果の中から、葉酸によって変動が変化した遺

伝子とそれに関連した遺伝子の変化を RT-PCR を用いて解析した。  

Liver C1、C2 は CN、Liver T1、T2 は FA 群のマウスから得た胎児の

肝臓での成績を示している。各カラムは C1(n=6)、C2(n=5)、T1(n=5)、

T2(n=5)例の平均を示している。  

 


