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研究成果の概要（和文）：遺伝的な発生異常を原因とする中枢性摂食障害の発症メカニズムは明らかになってい
ない。申請者らはこれまでの研究を踏まえ( Sokolowski K, Esumi S et al., 2015,Neuron)、視床下部摂食中枢
の発生過程における補償機構や神経細胞数を調節する臨界期の分子機構を明らかにすることを目的として進め、
視床下部の発生過程にGABAの分泌が重要な役割を担うことを示していることや、その欠損により神経発生に関わ
る遺伝子群の発現が大きく変動することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：It has never known that eating behaviors under stress that derived from 
genetic factors. GABA is a major inhibitory neurotransmitter in mammalian nervous system. Recently, 
it has been reported that GABA influence to progenitor proliferation and migration and 
synaptogenesis during development. Here, to assess the functions of GABA in hypothalamic 
development, we utilized Nkx2-1-cre VGAT floxed mice that can delete GABA secretion partially.  As 
the result, the mice die until P2 without cleft palate and omphalocele. These data suggest that GABA
 is important for CNS development and survival in neonatal mice. Further, to investigate molecular 
mechanisms underline the CNS dysfunction, we performed RNA-seq approach. As it turns out, more than 
250 differentially expressed genes were identified. Interestingly, the gene ontology terms 
associated with these genes include "neuron development" and "axon guidance" groups. Further studies
 are required to support RNA-seq analysis in future.

研究分野： 神経発生
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
拒食症及び過食症の総称である摂食障害は心理的ストレスや環境的要因、遺伝的背景などの複合的な要素により
生じる。中枢を原因とする摂食障害は一卵性双生児の発症一致率が高いことや家族集積性の研究から遺伝的な関
与が示唆されているが、その発症メカニズムは明らかになっていない。申請者は遺伝子改変マウスを用いて研究
を進め、成体では神経伝達物質として働くGABA（γアミノ酪酸）が、視床下部や大脳皮質の発生発達に重要な役
割を果たしていることを明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
1.研究開始当初の背景 
視床下部は摂食行動や飲水行動、性行動、睡眠などの本能行動、情動行動の中枢であり、様々

な領域に投射し神経活動を調節している(Sokolowski K and Corbin J,2012,Front Mol 
Neurosci)。しかし、その発生発達機構や神経回路形成過程は未だ明らかになっていない。これ
までに申請者らは終脳発生過程で一過的(E9.5-E12.5)に発現する Dbx1(developing brain 
homeobox 1)に着目し、Dbx1 を視床下部領域でのみ欠損するコンディショナルノックアウトマ
ウス(Nkx2-1-cre; Dbx1 flox/flox マウス, Dbx1 cKO マウス)を作成し解析を行った。その結果、
成体の Dbx1 cKO マウスでは視床下部において摂食促進に働く Agrp ニューロン(弓状核)や PMCH
ニューロン(外側核)が激減しているにも関わらず、体重や摂食量はほとんど変化しないことを
明らかにした ( Sokolowski K, Esumi S et al.,2015,Neuron)(図１)。興味深いことに、これ
までに新生仔マウスの Agrp ニューロンの除去を行っても摂食量や体重変化は生じないが、成体
マウスで行うと摂食、
体重が激減し死に至る
(Luquet et al., 2005, 
Science)ことが報告さ
れている。これは ①マ
ウスの視床下部摂食中
枢の発生発達過程に生
じた異常を補う補償機
構が存在すること ②
その補償機構は成体で
は消失するため臨界期
が存在することを示唆
している。さらに興味
深いことに Dbx1 cKOマ
ウスでは、通常食では
体重の減少は起きない
が、高脂肪食や低カロ
リー食では体重が顕著
に減少することがわか
っている(Sokolowski 
K, Esumi et al.,2015,Neuron)。これは補償された神経回路がストレスによって破綻したため
であると予想する。この表現型は遺伝的背景を抱えた患者がストレス状況下で摂食障害を発症
する病態と類似している。そこで、申請者は、視床下部摂食中枢神経回路の補償機構の分子メカ
ニズムや臨界期を同定し、補償機構の破綻によって摂食障害が生じるメカニズムの解明を目指
した。すでに申請者は Dbx1 cKO マウスの解析より、補償機構に関与する分子群の選別をマイ
クロアレイ解析で進め、、視床下部摂食中枢回路の補償機構に関連する可能性のある遺伝子を得
ている。変動が認められた分子群にはエピジェネティックな制御に関わる分子
(Hdac9,Satb1,Dnmt3b など)や、ヒトの摂食障害に関連する BDNF や Esr(エストロジェン受容
体)なども含まれていた。 
 
２．研究の目的 
拒食症及び過食症の総称である摂食障害は心理的ストレスや環境的要因、遺伝的背景などの複

合的な要素により生じる。中枢を原因とする摂食障害は一卵性双生児の発症一致率が高いこと
や家族集積性の研究から遺伝的な関与が示唆されているが、その発症メカニズムは明らかにな
っていない。申請者は最近、視床下部で Dbx1 を欠損するマウスは、視床下部摂食中枢の神経細
胞が減少しているにも関わらず、体重や摂食量の減少はほとんど認められないことを明らかに
した (Sokolowski K, Esumi S et al.,2015, Neuron)。この結果は視床下部摂食中枢神経回路
の発生発達過程で生じた異常を補償し、摂食量や体重を維持する機構が存在することを示唆し
ているが、その分子機構や臨界期は未解である。申請者はこれまでの研究を発展させ、研究期間
内に視床下部摂食中枢神経回路の発生発達異常を補償して、摂食量や体重を維持させる機構は、
どのような分子メカニズムに制御されているか明らかにし、その臨界期を同定することを目的
として研究を進める。一方で、これまでの報告では大脳皮質などの臨界期の研究では GABA ニュ
ーロンが重要な役割を担っていることがわかっている。(Morishita H, Hensch TK. 2008,Cur. 
Opi. in Neurobiol.) また、最近の報告では、視床下部のストレス応答に GABA ニューロンの可
塑性が強く関係している(Inoue W et al.,2013, Nat. Neurosci.)。そこで、申請者らは視床下
部で見られる神経回路の補償機構や臨界期に、GABA ニューロンも関係していると考え、GABA ニ
ューロンや GABA が視床下部の発生発達過程や臨界期にどのような影響を与えているかについて
焦点を絞り研究を進めることにした。具体的には、GABA ニューロンで GABA を放出するために必
須であるvesicular GABA transporter (VGAT)を 時期特異的に欠損させることができるfloxed-
VGAT マウスを用いて、Nkx2-1-Cre/Nkx2-1-CreER マウスと組み合わせ、大脳皮質と視床下部の
み特異的に GABA ニューロンの GABA 分泌を停止させて解析を行う(図 2)。また、Nkx2-1CreER
と VGAT-flox マウスを組み合わせて時期特異的に tamoxifen を投与することで視床下部の



Nkx2-1 陽性細胞でのみ GABA 分泌を停止させ解析を行う。 
興味深いことに、これまでに報告されている研究では、成体マウスで視床下部外側核 Pmch ニュ

ーロン(Alon and Friedman,2006,J Neurosci)や弓状核 Agrp ニューロン (Luquet et 
al.,2005,Science)を除去すると体重や摂食量が減少することがわかっている。一方で、摂食を
促進するペプチドである Pmch,Npy,Agrp を欠損したマウスの体重や摂食量は、ほとんど減少し
ない。(Kokkotou et al., Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol.,2005) (Qian et al., 
Mol Cell Biol., 2002) 。この結果は、マウスとヒトの摂食障害にみられる共通性を示唆してい
る。このように申請者の研究を進めることは、ヒトの摂食障害の分子メカニズムの解明に寄与で
き、最終的には、ストレスによって摂食関連の神経回路の破綻するメカニズムを解明することが
できる。 
 
3.研究の方法 
Dbx1cKO マウスは E9.5-E12.5 に発

現する転写因子 Dbx1 を視床下部での
み欠損させたマウスなので、補償機構
の臨界期を探ることはできない。その
ため GABA ニューロンで GABA を放出す
るために必須である vesicular GABA 
transporter (VGAT)を 時期特異的ま
たは、領域特異的にに欠損させること
ができる floxed-VGAT マウスを用い
て、Nkx2-1-Cre/Nkx2-1-CreER マウスと
組み合わせ、大脳皮質と視床下部のみ
特異的に GABA ニューロンの GABA 分泌
を停止させて解析を行う。 
具体的には、目的を達成するために下

記の研究計画で実験を行う。 
(1) Nkx2-1-Cre/Nkx21CreER; floxed-

VGAT マウスの摂食量や体重などを解析することで、視床下部摂食中枢神経回路にみられる
補償機構の臨界期を同定する。補償機構の臨界期が同定できたら、臨界期前後の組織や細
胞を用いて免疫組織化学染色や電気生理学的解析を行う。 

(2) Nkx2-1-Cre/Nkx21CreER; floxed-VGAT マウスをを用いて RNA-seq 解析を行い臨界期前後で
変動する遺伝子群を網羅的に解析し、摂食中枢神経回路の補償機構の臨界期の同定を試み
る。大脳皮質におい
て Nkx2-1 は生後は
発現していない。そ
のため、Nkx２−１
CreERマウスを用い
て、生後の異なった
時期に tamoxifen
を投与することで、
時期領域特異的に
視床下部の GABA ニ
ューロンの機能を
停止させることが
できる(図 3)。この
マウスを利用する
ことで臨界期が同
定できる。 

(3) 変動が認められた分子群の発現変動を ISH やリアルタイム PCR 解析などをとらえで臨界期
前後の、分子メカニズムを類推する。摂食にかかわる領域である弓状核、外側核、室傍核、
腹内側核の細胞を減少させた際に起きる補償機構と臨界期の分子メカニズムを探り、神経
回路レベルの共通性や関連性を明らかにする。 

(4) Nkx2-1-Cre マウスに AAV-floxed-mCherry-DTA や AAV-floxed- hM3Di-mCherry ウィルスを
注入し解析することで神経核レベル、神経回路ネットワークレベルの補償機構や臨界期と
の関係を明らかにする。最終的には、上記で解析したマウスのストレス応答を調べ、補償
機構が破綻するメカニズムを探る。 

 
４．研究成果 
始めに申請者は、視床下部摂食中枢を形成する神経回路発生おける GABA や GABA ニューロンの

機能を探るため floxed-VGAT マウスと Nkx2-1-Cre; floxed-VGAT マウスを組み合わせ、大脳皮
質と視床下部のみ特異的に GABA ニューロンの GABA 分泌を停止させて解析を行った。その結果、
出生直後の VGAT 欠損マウスで認められる口蓋裂や臍帯ヘルニアは生じないにも関わらず、生後



2 日目には全て死亡することが明らかになった(図 4)。生後間もない時期には、全ての新生仔マ
ウスの胃にミルクが確認できることや、大脳皮質の異常は認められないことから、ホモマウスの
致死の原因は視床下部の GABA ニューロンの機能不全によると考えられる。その原因を探るため
生後 0 日目の Nkx2-
1-Cre;floxed- VGAT 
ホモ/ヘテロマウス
の視床下部の RNA を
抽出し、次世代シー
クエンサーを用いて
変動する遺伝子を解
析した。その結果、
"neuron 
development", 
"axon guidance" な
どに関わる分子群な
どに変動が認められ
た(図５)。さらに変
動する遺伝子群につ
いて解析を進めたと
ころ、GABA を分泌停
止させたマウスの視床下部において、統合失調症家系で変異がみられるシナプス蛋白 ErbB4 や
細胞分化や移動に関わる遺伝子であるGFAPや Prominin1、GABAシグナルに直接関与するGABARa2
が大きく変動していることが明らかになった。この結果は視床下部神経回路の発達過程に GABA
の分泌が重要な役割を担うことを示している。また、上記の結果はリアルタイム PCR 解析でも再
現することができたので、現在は、免疫組織化学染色や In situ Hybridization(ISH)法による
組織レベルの解析を進めている。今後は、VGAT flox マウスと Nkx2-1CreER マウスを掛けあわ
て、Nkx2-1CreER; floxed VGAT マウスを作製し、時期特異的に GABA を停止させ抑制性神経細胞
の機能を抑えることが補償機構や臨界期に影響をもたらすかについての解析や Nkx2-1-Cre マウ
スに AAV-floxed-mCherry-DTA や AAV-floxed- hM3Di-mCherry ウィルスを注入し解析すること
で神経核レベル、神経回路ネットワークレベルの補償機構や臨界期との関係を明らかにする予
定である。 
一方で、申請者は VGAT-flox マウス利用して GABA を分泌停止させた GABA ニューロンの形態に

ついての解析を進め、興味深いことに、成体マウスの大脳皮質で GABA 分泌を停止させた神経細
胞は６ヶ月後に button のサイズが変動しているという予備的な結果を得ることができた。現在、
上記の研究成果について、論文発表するための準備を進めている。 
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