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研究成果の概要（和文）：　HDACファミリー（HDAC1～11）の発現を様々な脳領域で検討した（①）。その過程
で肥満マウスのHDAC発現に関するデータを蓄積した。さらに、MCHを欠損したマウスの行動変容を統計手法を用
いて定量的に解析した（②）。また、肥満マウスの行動変容も定量的に解析した（③）。これらのデータ間比較
から、本研究の仮説の妥当性を支持する結果を得ることができた。①～③は論文として出版され、HDAC発現を操
作したマウスの網羅的行動解析ならびにHDAC発現の変化に伴う遺伝子発現変化の解析を行うための準備は整っ
た。

研究成果の概要（英文）：Expressions of the HDAC family (HDAC 1 to 11) were examined in various brain
 regions and these results were published as a paper (Takase et al., 2013). In the process, the data
 on HDAC expressions of obese mice were accumulated. Furthermore, behavioral changes of mice 
deficient in MCH were quantitatively analyzed using statistical methods and these results were also 
published as a paper (Takase et al., 2014). We also quantitatively analyzed behavioral changes of 
obese mice and published there results as a paper (Takase et al., 2016). From the comparison of 
these data, we were able to obtain results supporting the validity of our research hypothesis. In 
addition, due to changes in the institution to which the applicant belongs, situations in which 
progress has been slightly delayed have also been improved. We are ready for comprehensive 
behavioral analysis of mice that manipulated HDAC expression and the analysis of gene expression 
changes in them.
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１．研究開始当初の背景 
これまで申請者は、げっ歯類を対象とした

網羅的行動解析、生理学的、生化学的解析を
展開し、出生後の環境が、個体の学習・記憶
機能（Takase et al., 2005a, b, 2007, 2008, 
2009）および統合失調症発症（Takase et al., 
2012）に与える影響について明らかにした。 
申請者は、出生後の環境として食環境に着

目し、高脂肪食が脳機能に与える影響とその
分子機構について、網羅的行動解析、形態学
的解析を組み合わせた手法で検討すること
とした。その結果、高脂肪食を継続的に給餌
したマウスが様々な行動変容を呈すること
を予備実験から見出した。多様な行動変容は、
脳局所における機能的、形態的変化ではなく、
脳全体における変化が仮定され、その原因と
して脳全体に広く投射する神経修飾物質分
泌ニューロンの機能的変化が示唆された。そ
こで、神経修飾物質を標的とした遺伝子改変
マウスの行動表現型に関する複数の報告と、
肥満マウスの行動表現型に関するデータを
比較したところ、肥満マウスの行動変容はメ
ラ ニ ン 凝 集 ホ ル モ ン
（melanin-concentrating hormone、MCH）を
欠損したマウスの行動変容と類似しており、
簡易的に測定可能な行動表現型項目におい
て 78％の相同性を示すことが明らかとなっ
た（表 1）。これは、高脂肪食給餌により肥満

を呈したマウスの MCHニューロンがエピジェ
ネティック修飾を受け、その機能が低下した
ことを示唆している。そこで、MCH ニューロ
ンにおけるエピジェネティック修飾因子の
発現を解析したところ、肥満マウスでは MCH
ニューロンにおけるヒストン脱アセチル化
酵素（histone deacetylase、HDAC）の発現
が低下することを予備実験から見出した。 

HDAC はヒストンの脱アセチル化を行う酵
素であり、遺伝子の転写制御において重要な
役割を果たしている。また、現在までに HDAC
ファミリーの分子は HDAC1 から HDAC11 まで
の 11 種類が同定され、神経系の発達、神経
変性、神経新生およびシナプス可塑性、そし
てそれらに随伴する行動変容に関与するこ
とが報告されている。未発表のため、HDACの
種類についての具体的な記載は控えるが、申

請者は肥満マウスの MCHニューロンの細胞体
で、特定の HDAC の発現が低下することを明
らかにした（図 1）。また、高脂肪食給餌の影

響が顕著である複数の行動テストの成績に
ついて主成分分析を行い、得られた主成分得
点と MCH ニューロンに発現する HDAC の発現
量について相関解析を行った。その結果、両
者には強い相関が認められた（図 2）。これは、

肥満誘発性の多様な行動変容が MCHニューロ
ンの機能的変化で説明可能であることを示
唆している。また、当該 HDAC は視床下部外
側野において MCHニューロン特異的に発現し
ており、一連の結果から、申請者は、高脂肪
食給餌により MCH ニューロンにおける HDAC
発現が低下したため、MCH ニューロンの機能
が低下し、肥満マウスが MCH ノックアウトマ
ウスと類似の行動変容を呈したという仮説
を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究期間内に以下の 6 点を明

らかにすることを目的とした。 
1）MCH ニューロン以外の神経修飾物質分泌ニ

テスト／測定項目 測定される脳機能 肥満マウス MCHノックアウトマウス

神経学的反射テスト 神経系の発達 異常なし 異常なし

24時間摂食量測定 食欲 低下 低下

24時間活動量測定 活動性 低下 上昇

ロータロッドテスト 運動協調性 低下 異常なし

ロータロッドテスト 運動学習機能 低下 報告なし

視覚性前肢置き直しテスト 視覚機能 異常なし 異常なし

プライエル驚愕反射テスト 聴覚機能 異常なし 異常なし
フォンフレイのフィラメントテスト 触覚機能 低下 異常なし

馴化脱馴化テスト 嗅覚機能 低下 低下

二瓶選択テスト 味覚機能 低下 低下

ホットプレートテスト 痛覚感受性 異常なし 報告なし

高架式十字迷路テスト 不安 低下 低下

明暗選択テスト 不安 上昇 報告なし

オープンフィールドテスト 不安・活動性 低下 低下

社会的行動測定テスト 社交性 上昇 上昇

尾懸垂テスト 抑うつ気分 低下 低下

放射状迷路テスト 空間学習機能 低下 低下

表１　肥満マウスの行動表現型とMCHノックアウトマウスの行動表現型の比較。黒は野
生型と比べた際の機能低下を示し、白は機能上昇を示す。灰は野生型と表現型が類似
であること、網掛けは先行研究による報告がないことを示す。



ューロンに発現する HDAC ファミリーの発
現を正常マウスおよび肥満マウスで比較
する。 

2）MCHニューロンの投射領域を切り出し、MCH
含有量を正常マウスおよび肥満マウスで
比較する。 

3）1の実験で MCHニューロン以外の神経修飾
物質分泌ニューロンに発現する HDAC ファ
ミリーの発現に変化がなく、2の実験で肥
満マウスの MCH 含有量が減少していたな
らば、MCH ニューロン特異的に発現する
HDAC の発現量を正常マウスで減少させ、
肥満マウスや MCH ノックアウトマウスと
類似の行動表現型が認められるかを確認
する。 

4）HDAC が MCH ニューロンの機能低下を引き
起こす分子機構の一端を明らかにするた
め、MCH ニューロン特異的に HDAC を欠損
させたマウスの視床下部外側野を切り出
し、DNAマイクロアレイ解析を行う。これ
により、MCH ニューロンにおける HDAC の
発現が遺伝子発現に及ぼす影響を検討す
る。 

5）肥満マウスは摂食量が減少しており（前
頁の表 1）、その原因として MCH ニューロ
ン特異的に発現する HDAC の発現量低下が
考えられる。そこで、肥満マウスの MCH
ニューロンで発現が低下している当該
HDAC の発現量をさらに減少させ、高脂肪
給餌環境下での摂食量の更なる減少、そし
て引き続く体重減少を検討する。 

6）MCH ニューロン特異的に発現する HDAC に
ついて、高脂肪食給餌に対して肥満抵抗性
を示すマウスと肥満を呈すマウスで、その
発現量を比較する。 

 
３．研究の方法 
本研究では当初、以下の 6実験を行うこと

を計画した。 
実験① 神経修飾物質分泌ニューロンに発

現する HDAC ファミリー発現の検討 
実験② 肥満マウスの脳の MCH投射領域にお

ける MCH 含有量の測定 
実験③ HDAC 発現を操作したマウスの網羅

的行動解析 
実験④ HDAC 発現の変化に伴う他の遺伝子

発現変化の解析 
実験⑤ HDAC 発現の操作が肥満マウスの摂

食量および体重に与える影響の検
討 

実験⑥ 肥満抵抗性を示すマウスの HDAC 発
現の解析 

上記実験により、MCH ニューロン特異的に発
現する HDAC の発現量低下が肥満マウスの多
様な行動変容の分子機構であるという仮説
の検討を試みた。 
 
実験① 神経修飾物質分泌ニューロンに発

現する HDAC ファミリー発現の検討 
［目的］ MCH ニューロン以外の神経修飾物

質分泌ニューロンに発現する HDAC ファミリ
ーの発現を正常マウスおよび肥満マウスで
比較する。 
［方法］ C57BL/6J系マウスを対象に 8～12
週齢の 4 週間にわたり高脂肪食を給餌し、肥
満を呈したマウスを抜脳する。凍結切片を作
製し、二重免疫蛍光染色法と共焦点レーザー
顕微鏡解析を組み合わせて、MCH ニューロン
以外の神経修飾物質分泌ニューロンに発現
する HDAC ファミリーの発現を検討する。解
析する神経修飾物質分泌ニューロンと当該
ニューロンが存在する神経核の名称を図 3に
示す。これらの神経修飾物質分泌ニューロン
における HDAC ファミリーの発現を正常マウ
スおよび肥満マウスで比較する。 

 
実験② 肥満マウスの脳の MCH投射領域にお

ける MCH 含有量の測定 
［目的］ MCH ニューロンの投射領域を切り
出し、MCH 含有量を正常マウスおよび肥満マ
ウスで比較する。 
［方法］ C57BL/6J系マウスを対象に 8～12
週齢の 4 週間にわたり高脂肪食を給餌し、肥
満を呈したマウスを抜脳する。MCH ニューロ
ンの投射領域を切り出し、MCH 含有量を高速
液体クロマトグラフィーにより測定し、正常
マウスと比較する。 
 
実験③ HDAC 発現を操作したマウスの網羅

的行動解析 
［目的］ MCH ニューロン特異的に発現する
HDACの発現量を正常マウスで減少させ、肥満
マウスや MCHノックアウトマウスと類似の行
動表現型が認められるかを確認する。 
［方法］ MCH ニューロン特異的に Cre を発
現させたマウスを対象に RNAi 法を用いて、
MCH ニューロン特異的に HDAC を欠損させる。
その後、持ち越し効果のない網羅的行動テス
トバッテリー（全身の健康状態および神経機
能の状態の検査→感覚機能の検査→情動機
能の検査→運動機能の検査→社交性の検査
→性欲の検査→注意機能の検査→学習・記憶
機能の検査→抑うつ気分の検査）を課す。テ
スト間間隔は一週間とする。このバッテリー
では持ち越し効果は認められないことが既
に報告されている（McIlwain et al., 2001; 
Paylor et al., 2006）。 



実験④ HDAC 発現の変化に伴う他の遺伝子
発現変化の解析 

［目的］ HDACが MCHニューロンの機能低下
を引き起こす分子機構の一端を明らかにす
る。 
［方法］ 実験 3で用いた MCHニューロン特
異的に HDAC を欠損させたマウスの視床下部
外側野を切り出し、Affymetrix 社製の Mouse 
Genome 430 2.0 Array を用いて、約 45000 の
遺伝子の発現変化を検討する。 
 
実験⑤ HDAC 発現の操作が肥満マウスの摂

食量および体重に与える影響の検
討 

［目的］ 肥満マウスの MCH ニューロンで発
現が低下している当該 HDAC の発現量をさら
に減少させ、高脂肪給餌環境下での体重減少
を検討する。 
［方法］ MCH ニューロン特異的に Cre を発
現させた肥満マウスについて、実験 3と同様
の方法で MCH ニューロン特異的に HDAC を欠
損させる。そして摂食量、体重を測定する。 
 
実験⑥ 肥満抵抗性を示すマウスの HDAC 発

現の解析 
［目的］ MCH ニューロン特異的に発現する
HDACについて、高脂肪食給餌に対して肥満抵
抗性を示すマウスと肥満を呈すマウスで、そ
の発現量を比較する。 
［方法］ 肥満抵抗性を示したマウスを抜脳
する。凍結切片を作製し、二重免疫蛍光染色
法と共焦点レーザー顕微鏡解析を組み合わ
せて、MCH ニューロンに発現する HDAC の発現
を検討する。 
 
４．研究成果 

HDACファミリー（HDAC1～11）の発現を様々
な脳領域で検討し、これを論文として出版し
た（Takase et al., 2013）。その過程で肥満
マウスの HDAC 発現に関するデータを蓄積し
た。さらに、MCH を欠損したマウスの行動変
容を定量的に解析し、これを論文として出版
した（Takase et al., 2014）。また、肥満マ
ウスの行動変容も定量的に解析し、こちらも
論文として出版した（Takase et al., 2016）。
これらのデータ間比較から、本研究の仮説の
妥当性を支持する結果を得ることができた。
また、申請者の所属機関の異動に伴い、進行
に多少遅れが出ていた状況も改善され、HDAC
発現を操作したマウスの網羅的行動解析な
らびに HDAC 発現の変化に伴う遺伝子発現変
化の解析を行うための準備は整った。 
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