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研究成果の概要（和文）：我々は摂食抑制神経ペプチドであるガラニン様ペプチド（GALP）に注目し、遺伝子改変動物
を作成してGALP産生ニューロンの分布局在と求心路を調べた。視床下部弓状核にGALPニューロンは存在し、脳内の各部
位から神経投射を受けてい事が分かった。またGALPによる肝臓の脂質代謝系に与える影響も調べた。GALPの脳室内投与
により肝臓中の脂肪酸酸化に関与する遺伝子発現が増加しメタボローム解析によりPalmitoyl carnitineが増加した。
交感神経遮断薬の前投与によりこの変化が抑制された。GALPは点鼻投与により抗肥満作用を示し、交感神経系を介して
肝臓及び脂肪組織での脂質代謝が亢進する事も分かった。

研究成果の概要（英文）：We studied a feeding inhibiting neuropeptide Galanin-like peptide (GALP) to 
identify distribution and localization and afferent neuronal input in brain by use of transgenic (Tg) 
mice. It appeared that GALP-containing neurons were localized in the hypothalamic arcuate nucleus by Tg 
mice which expressed GFP under the promoter of GALP gene. Also, GALP-containing neurons were innervated 
from several neurons distributed in both hypothalamic and extra-hypothalamic regions in mouse brain. We 
studied the effect of GALP on lipid metabolism in liver. After intraventricular infusion of GALP, the 
gene expression of several lipid metabolism-relating enzymes and also it appeared the increase of 
palmitoyl carnitine by a metabolome analysis. These findings were completely canceled by treatment of 
guanitidine which blocked the sympathetic nerve. These may indicate that GALP inhibits appetite through 
sympathetic nervous system and it also affects on lipid metabolism in liver and adipose tissue..

研究分野：医歯薬学

キーワード： 接触調節　エネルギー代謝　機能形態学的解析　神経ネットワーク　遺伝子工学的手法
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１．研究の背景 

 ここ 10 年間に摂食調節ペプチドが相次いで発

見され、報告されている。近年脳内で見つかっ

て きた摂食調節ペプチドの中には発現量が極

めて低いにもかかわらず、摂食調節機構にとっ

ては極めて重要な働きをしているものが多い。

特にグレリンはその典型的なペプチドである。こ

のような摂食調節ペプチド含有ニューロンを免

疫染色によって可視化し、ニューロンネットワー

クを解明していくことは極めて困難である。そこ

で本計画研究の構想は、寒川、児島らの研究組

織で新規に見出したペプチドの産生ニューロン

特異的に緑色蛍光タ ンパク質(GFP)または順

行性あるいは逆行性に軸索輸送が可能な GFP

を過剰発現するトランスジェニックマウスを開発

し、新規摂食ペプチド産生ニューロンの脳内分

布・局在およびそのニュー ロンに対する遠心路

および求心路を、緑色蛍光をトレースすることで

神経解剖学的に解析し、中枢のニューロンネット

ワークを解明する。また内在性にトレーサーを発

現するトランスジェニックマウスの開発は、生理

学的な摂食調節機構解明や、臓器間神経ネッ 

トワークの解明につながる。 

２．研究の目的 

  脳における摂食やエネルギー代謝調節機構

を明らかにすることは、食欲や脂肪蓄積の制御さ 

らにはそれらの破綻の病因解明につながると考

えられる。最近では中枢における神経ネットワー

クだけでなく、中枢と末梢間の神経ネットワークも

重要視されつつあることから、本研究は 従来の

神経解剖学の常識を遥かに超えた神経ネットワ

ーク解析の新技法と細胞内シグナル伝達機構解

析の全く新しい技術を開発することを目的として

いる。摂食・エネルギー代謝に関与する新規リガ

ンド産生ニューロンの求心路や遠心路、局在を

解析する遺伝子間変動物の開発を目指し、神経

による末梢臓器統御機構を解明する。さらに

GPCR発現細胞中で細胞内CaとcAMPシグナル

を時間的・空間的にも同時に測定し、2つのシグ

ナルの時・ 空間的相互作用について解析する

系を開発する。この方法によって細胞内Caおよ

びcAMP濃度の変化の生理的意義の理解を深め

ることができる。遺伝子改変動物作製の技術や

動物実験施設、光顕、電顕レベルでの観察など、

本研究に必要となる技術や経験は申請者の教

室に存在する。また平成20年度から スタートし

た私立大学戦略的研究基盤形成支援事業によ

って共焦点レーザー顕微鏡やフローサイトメータ

ーなどの設備を整備した。申請者らは、これまで

にグレリン、ガラニン様ペプチドやニューロペプ

チドWなどの摂食調節ペプチドを産生するニュ

ーロン間の神経相関を光顕あるいは電顕レベル

で観察し、神経ネットワークを解明してきた。これ

までの研究成果をもとに、本研究領域内で神経

解剖学的 に脳と末梢臓器間の神経ネットワーク

を解明することは、末梢臓器、特に脂肪組織の

生理機能 の制御における分子基盤の解明につ

ながり、医学的にもインパクトのあるテーマとなる。

新規摂食調節因子が関わる摂食調節のニューロ

ンネットワークの入出力系が網羅的に解明できる。

そして中枢神経系における複雑な摂食調節のネ

ットワークのなかで新規摂食調節因子の位置 づ

けが明らかとなる。また新規摂食調節因子を支

配する神経核やニューロンが明らかになれば、 

食欲という漠然かつ複雑な現象の一端が解明で

きる。これはメタボリックシンドロームの根底に あ

る肥満の成因につながる摂食障害(過食や拒食

症)あるいは代謝異常の病因究明の手がかり、 

あるいは画期的な肥満の予防や治療への応用

につながる可能性が高い。そしてこのCre-loxPシ

ス テムの確立は脳内に微量しかないが重要な

生理作用を持つペプチドや、また特異的な抗体

が作りにくいものの場合にも応用でき、ニューロ

ンネットワーク解析において強力なツールとなる。

さ らに今回のloxP導入マウスをもちいれば、将

来、Creを発現する遺伝子改変動物を作出し、

loxPを導入した遺伝子改変動物と交配するだけ

で、迅速にニューロンネットワークの解析ができる

ようになり、遺伝子改変動物作出の多大な労力と

時間、費用が少なくなる。細胞内シグナルと



cAMP シ グナルを同時に画像変化として記録

し、時間・空間動態を解析する。この研究を進め

ることによって、ニューロンモデルとしてのPC12 

細胞の2 シグナル伝達系(カルシウムイオン濃度

とcAMP 濃度)の相互作用を時間・空間動態の

変化として画像化することが可能となり、その生

理的意義 の理解を飛躍的に深めることができる

と考えられる。さらには生体内ニューロンの刺激

—分泌連関の理解が深まり、シグナル伝達系の

異常による摂食調節系のみならず他の神経疾患

の病態解明につながると予測される。 

３．研究の方法 

  神経ネットワーク解析の新技法の開発  

本計画研究ではタモキフェン誘導型Cre-loxPシ

ステムを構築し、時・空間的に蛍光タンパク質や

ト レーサーを発現する系を構築する。DNA組換

え酵素Creを導入した遺伝子改変動物と

loxP-Neor-loxP カセットの下流に蛍光タンパク

質(Venus)あるいはトレーサーcDNAを導入した遺

伝子改変動物を作出する。Creを発現する遺伝

子改変マウスを作出するために、新規摂食調節

因子あるいは既存の摂食調節ペプチド(グレリン、

NERP (NeuroEndocrine Regulatory Peptideなど)

遺伝子の遺伝子発現 調節領域下流にDNA組

換え酵素Creと変異エストロゲン受容体(ER)との

融合タンパク質(CreER) をコ ードしているcDNA

を結合させたトランスジーンを構築する。β

-galactosidase と破傷風毒素(TTC)の融合タン

パク質は神経終末から取り込まれることが報告さ

れている。この性質を応用して、Masckos らは緑

色蛍光タンパク質とTTC の融合タンパク質 

（GFP−TTC）発現遺伝子改変(Tg)マウスを作出

して、求心性ニューロンの同定法を報告している 

(Proc Natl Acad Sci USA. 2002 99(15): 10120-5)。

本研究ではCAGプロモーター-loxP-Neor-loxP 

(CAG-LNL)カセットの下流に緑色蛍光タンパク

質とTTCの融合タンパク質をコードしている

cDNAを結合したトランスジーンを構築する。さら

にアタキシンをCAG-LNLカセットの下流に結合

したト ランスジーンを構築する。一方、緑色蛍光

タンパク質と順行性トレーサーとの融合タンパク

質は報告されていないので、本年度に遺伝子工

学的に発現する系を開発する。 

  神経ネットワークの解析については、以前に構

築したトランスジーンを 微量注入し、新規摂食

調節因子、グレリンあるいはNERP遺伝子の転写

調節領域の制御下でCreERを発現している遺伝

子改変マウスを作出する。またCAG-LNL-Venus、

CAG-LNL-GFP-TTC融合タンパク 質、

CAG-LNL-ataxinを導入した遺伝子改変マウス

を作製する。CreER発現マ ウスとCAG-LNL導

入マウスを交配して、Cre-loxPシステムをもつダ

ブルトランスジェニックマスを作出する。そのダブ

ルトランスジェニックマウスにタモキシフェンを投

与し、Creを活性化し、loxP間で組換えを起こさ

せ、蛍光タンパク質、トレーサー、神経毒素を高

発現させる。これらの蛍光 タンパク質を検出、あ

るいはトレースすることで、既知および新規GPCR

リガンド含有ニューロン の求心性神経支配ニュ

ーロンの起始部位を同定する。とくに本研究では、

既知のリガンドとして グレリンおよびNERP含有

ニューロンの支配ニューロンを同定するとともに、

新規GPCR リガンド含 有ニューロンについても

同様の実験・観察を行ない、摂食調節をおこなう

ニューロンネットワークを解明する。必要であれ

ば、神経相関を電子顕微鏡レベルで調べ、ニュ

ーロン同士のシナプス形成を観察する。このニュ

ーロンネットワークの生理学的意義については、

摂食調節ペプチドを脳室内に投与し、生理活性

を調べた。 

４．研究成果 

本研究は、脳内の摂食およびエネルギー代謝調

節を制御するニューロンネットワークの神経解剖

学的な解析を行うために新規の遺伝子工学的手

法を開発し実現化することを目的として実験観察

研究を行った。そのために遺伝子工学的手法を

応用した神経ネットワークを解析する新技法と細

胞内シグナル伝達機構解析の新しい技術を開

発し、摂食・エネルギー代謝に関与するリガンド



産生ニューロンの分布・局在、求心路や遠心路

を同定し、脳内のみならず脳-末梢臓器間の神

経ネットワークを解明することも行った。また脳と

末梢臓器間の神経ネットワークを解明することに

より、末梢臓器、特に脂肪組織の生理機能の制

御の分子基盤の解明も行なうことを目的として研

究を行った。 

 初年度は、計画実施期間が極めて短いために、

十分な研究成果をあげるまでに至っていなかっ

たが、２年目および３年目には遺伝子改変動物

を作成して形態解析まで行なうことができた。た

だその動物は繁殖力が弱く、生理実験を行なう

までの個体数を十分にえることができなかった。

実験としては、まず最初にタモキシフェン誘導型

Cre-loxPシステムを構築し、時・空間的に蛍光タ

ンパク質やトレーサーを発現する系を構築するた

めに以下の実験を行なった。既存の摂食調節ペ

プチド（グレリン、NERP : NeuroEndocrine 

Regulatory Peptide）およびSF-1遺伝子の遺伝子

発現調節領域下流にDNA組換え酵素Creと変異

エストロゲン受容体(ER)との融合タンパク質

(CreER)をコードしているcDNAを結合させたトラ

ンスジーンを構築した。β-galactosidase と破傷

風毒素（TTC）の融合タンパク質は神経終末から

取り込まれることが報告されていることから、緑色

蛍光タンパク質とTTC の融合タンパク質

（GFP-TTC）をコードしているcDNAをCAGプロモ

ーター-loxP-Neor-loxP（CAG-LNL）カセットの

下流に結合したトランスジーンを構築することに

成功した。さらに、トランスジーンを受精卵に微量

注入し、遺伝子改変マウスを作成して動物をえた

ので脳内のニューロンネットワーク解析につなが

る研究を行った。とくにグレリンの脳内における産

生部位については不明であったが、本研究によ

ってグレリンの遺伝子発現が視床下部の弓状核

のみに限定して発現することを世界に先駆けて

我々の研究チームが発表した。これにより脳内に

おけるグレリンのニューロンネットワーク解析が飛

躍的にすすみ、脳内のグレリンニューロンの理解

が進んだ。  

 食欲や脂肪蓄積の制御を明らかにするために

は、脳内の摂食およびエネルギー代謝調節を統

御するニューロンネットワークの神経解剖 学的

な解析が必須である。さらに脳と末梢臓器間の

神経ネットワークを解明することは末梢臓器の生

理機能の制御の分子基盤の解明に つながる。

摂食・エネルギー代謝に関与するリガンド産生細

胞の分布・局在、求心路や遠心路を同定し、脳

内のみならず脳-末梢臓器 間のネットワークの

解明を行なうことを目的として研究を行った。ガラ

ニン様ペプチド(GALP)は摂食調節とエネルギー

代謝にかかわるペプチドである。タモキシフェン

誘導型Cre-loxPシステムを利用した時・空間的

にβガラクトシダーゼを発現する遺伝子改変動

物をもちいてGALP産生ニューロンの分布局在を

同定した。これまでラットにおいてGALPニューロ

ンは視床下部弓状核に局在していることが報告

されているが、今回我々の マウスを用いた抗

EGFP抗体による蛍光染色およびβ-ガラクトシダ

ーゼ反応アッセイによる観察結果より、GALP産

生のマーカーとなる β-ガラクトシダーゼ反応を

嗅球の僧帽細胞層、梨状葉、室傍核、弓状核、

海馬、青斑核に認めた。また、視床下部室傍核、

弓状核、 小脳、中隔、内側視索前野のニューロ

ンがGALPニューロンの神経支配受けることが示

唆された。 

 さらに、GALPの生理学的検討として、 脳室内

投与後の酸素消費量、発熱量および呼吸商の

経時的観察を行い、GALP投与約2時間で呼吸

商の低下を認め、肝臓における脂肪酸 合成系

遺伝子発現の減少および脂肪酸酸化関連遺伝

子発現についてメタボローム解析を行い脂質代

謝および胆汁酸やコレステロールトランスポータ

ーなどの遺伝子発現を網羅的に遺伝子解析を

行った。その結果、パルミチン酸など脂質代謝を

肝臓内で促進することが分かり、さらに肥満動物

を用いたGALP投与によって摂食量の減少及び

体重減少が顕著におきるが、その作用機序の一

つとして肝臓での脂質代謝亢進機構の存在が今

回の研究で明らかとなった。 



 さらに我々はセルキーシステム(CellKeyTM 

System; モレキュラーデバイス)を用いて GALP

刺激時の細胞内シグナルの変動の時間・空間

動態解析を行った。原理的には、培養細胞に交

流電流を流し、インピーダンスの変化を経時的

に測定することで GALP 刺激時の細胞のシグナ

ル伝達を解析した。これにより GALP は摂食促

進ニューロンの NPY を抑制し、摂食抑制ニュー

ロンの POMC ニューロンを興奮させること、さら

に細胞内シグナル伝達については Gi 系を介す

る系であることが分かった。また他の神経ペプチ

ドであるNPWが視床下部のCRHの不死化培養

神経細胞を用いた実験で Gi 系を介した細胞内

シグナル伝達機構の存在が明らかになった。 
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