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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が発見した新規脳因子である視床下部小タンパク質（NPGL）の脂肪
蓄積作用の分子メカニズムを明らかにし、末梢組織での脂肪合成・蓄積を担う新しい中枢性制御機構を解明する
研究を展開することを目的としている。本研究では、マウスを用い、NPGLの脳室内慢性投与、前駆体遺伝子の過
剰発現実験を行い、生じる表現型を解析することでNPGLの作用機序を解析した。さらに普通食、中程度脂肪中程
度スクロース食、高脂肪食などの給餌条件下で生じる表現型の違いを解析した。一方、より詳細な解析を行う目
的で、NPGL産生細胞特異的な活性化・不活性化可能な遺伝子改変動物の作製を進めた。

研究成果の概要（英文）：In the previous study, we discovered a hypothalamic small protein (NPGL) and
 found that NPGL promoted food intake and fat accumulation in peripheral tissues of rats. In this 
study, we investigated the phenotypes produced by chronic intracerebroventricular administration of 
NPGL and the overexpression of the precursor gene in mice. Furthermore, we analyzed the differences 
in phenotypes under feeding conditions such as a normal diet, moderate-fat moderate-sucrose diet, 
and high-fat diet. On the other hand, for the purpose of more detailed analysis, we made genetically
 modified mice that can be activated/deactivated specifically for NPGL-producing cells in the 
hypothalamus.

研究分野：神経内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
動物における脂肪蓄積は、エネルギー貯蔵に加え、繁殖や生命維持に必要不可欠な生命現象である。これまで、
脳因子による末梢組織での脂肪合成調節に関する研究は殆どない。一方、近年は飽食の時代であり、エネルギー
代謝調節の破綻が生活習慣病の発症と密接に結びついている。本研究では、新たに見出した脳因子NPGL研究を通
じ、生物学的見地から脂肪蓄積の分子メカニズムと生理学的意義の解明を目指した。多くの研究業績を得ること
ができ、動物の脂肪蓄積の制御メカニズムに新たな知見を加えることができた。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
動物における脂肪蓄積は、エネルギー貯蔵に加え、生殖腺の発達・維持や春機発動、冬眠、渡
り、出産準備、寒冷対処、生体防御など、繁殖や生命維持に必要不可欠な生命現象である。この
脂肪蓄積に関しては、肝臓や脂肪組織の機能に関する研究が大部分であり、摂食行動に関連した
視床下部因子を除けば、脳因子による末梢組織での脂肪合成調節に関する研究は殆どない。一方、
先進国での現代社会は飽食の時代であり、エネルギー代謝調節の破綻が生活習慣病の発症と密
接に結びついているため、肥満に関する医科学的な研究が数多くなされている。しかしながら、
生物学的見地から脂肪蓄積の分子メカニズムと生理学的意義を研究している先行研究は少ない。
研究代表者らは最近、鳥類や哺乳類の視床下部に存在する新たな脳因子 neurosecretory protein 
GL（NPGL）をコードする前駆体遺伝子を発見しており（参考文献①）、哺乳類のラットにおい
て NPGLは末梢組織での脂肪合成・蓄積を担うことを見出している（参考文献②）。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、研究代表者らが新たに発見した NPGLの脂肪蓄積作用の分子メカニズムを
解析することにより、末梢組織での脂肪合成・蓄積に関わる新しい中枢性制御機構を解明するこ
とである。 
 そのために、C57BL/6系統マウスを用い、NPGLの脳室内慢性投与、前駆体遺伝子の過剰発
現実験を行い、生じる表現型を解析することで NPGLの作用機序を解析した。さらに普通食、
中程度脂肪中程度スクロース食、高脂肪食などの給餌条件下で生じる表現型の違いを解析した。
一方、より詳細な解析を行う目的で、NPGL産生細胞特異的な活性化・不活性化可能な遺伝子改
変マウスの作製を進めた。 
 
３．研究の方法 
（1）合成小タンパク質 NPGLを用いた脳室内慢性投与による機能解析 
 NPGLは 80アミノ酸残基からなる小タンパク質であり、C末端がアミド化し、小タンパク質
内部の 2つの Cys残基によるジスルフィド結合が形成されているため、大腸菌を用いたリコン
ビナントタンパク質合成では収量が悪いことが分かっている。そのため、マイクウェーブ照射可
能なペプチド合成機を用いた有機化学合成による作製が必要である。これまでも効率的な
NPGL合成法の開発を進めていたが（参考文献③）、さらなる条件の至適化を進めた。 
 その後、有機化学合成により産出した NPGLを浸透圧ポンプに充填し、C57BL/6マウスの脳
室内に 2週間、慢性投与を行った。解析項目として、摂食量、体重、組織重量、脂肪組織及び肝
臓での脂質代謝関連遺伝子のmRNA発現量、呼吸代謝装置を用いたエネルギー消費量、自発活
動量を測定した。さらに、普通食、中程度脂肪中程度スクロース食、マクロ栄養素飼料給餌下で
の NPGLの影響を解析した。 
 
（2）NPGL前駆体遺伝子過剰発現マウスによる表現型解析 
ユビキタス発現を可能にする CMVプロモーターの下流に NPGL前駆体遺伝子を連結させた
配列を有するリコンビナントアデノ随伴ウイルス（AAV）を C57BL/6マウスの視床下部領域に
導入し、NPGL遺伝子過剰発現マウスを作製した。上記（1）と同様の解析項目によりNPGL遺
伝子過剰発現の影響を解析した。さらに、普通食、中程度脂肪中程度スクロース食、中程度脂肪
中程度フルクトース食、高脂肪食給餌下での NPGL過剰発現の影響を解析した。加えて、経口
グルコース負荷試験とインスリン負荷試験を行い、耐糖能やインスリン抵抗性を評価した。 
 
（3）NPGL産生細胞の形態学的解析 
 脳内での NPGL産生細胞の性質を解析することで、末梢組織での脂肪蓄積の作用機序を明ら
かにする研究を進めた。具体的には、NPGL 発現細胞が局在している視床下部領域に局在する
ことが知られている神経ペプチドに対する抗体と古典的神経伝達物質のマーカータンパク質に
対する抗体を用いて、免疫組織化学的解析を行った。 
 
（4）時間制限給餌によるNPGL遺伝子発現への影響 
 通常、マウスは活動期の暗期に摂食行動が高まり、明期は休息のため摂食行動は低下する。
NPGL が摂食行動や末梢組織での脂肪蓄積を高める作用があるのであれば、給餌時間に同調し
てmRNA発現が変動する可能性がある。そこで、明期の 3時間のみ餌にアクセスでき、その間
で 1 日分のカロリーを摂餌するマウスを用意した。対照群として、通常通り自由に餌にアクセ
スできるコントロールマウスを用い、NPGL前駆体遺伝子のmRNA発現量を解析した。 
 
（5）NPGL産生細胞特異的な活性化・不活性化を可能にする遺伝子改変マウスの作製 
 上述の通り、NPGLの脳室内慢性投与と NPGL前駆体遺伝子過剰発現を用いた表現型解析を
進めてきた。一方、神経ペプチド産生細胞特異的な活性化・不活性化を人為的に引き起こし、生



じる生理的変化を解析する手法は、神経科学分野では活発に使われている。そのため、NPGL遺
伝子の下流に Creリコンビナーゼ遺伝子を連結し、Cre-loxPシステムを用いた薬理遺伝学や光
遺伝学的な手法で NPGL産生細胞を人為的に制御することが可能な遺伝子改変マウスの作製を
進めた。 
 
４．研究成果 
（1）合成小タンパク質 NPGLを用いた脳室内慢性投与による機能解析 
 まず、ペプチド合成機を用いた有機化学合成による NPGLの産出であるが、マイクロウェー
ブ照射を併用したペプチド合成途中での脱保護試薬を検討し、アスパルチミド形成を抑制する
ピペラジンの使用が有益であることを見出した。これにより、収量が上昇することを見出した。 
 このようにして産出した合成 NPGL を用い、2 週間の脳室内投与実験を行った。普通食給餌
下では、摂食量と体重に有意な変化は見られなかったが、白色脂肪組織重量が増加した。一方、
中程度脂肪中程度スクロース食給餌下では、摂食量、体重、白色脂肪組織重量が顕著に増加した。
この時、白色脂肪組織及び肝臓での脂質代謝関連遺伝子のmRNA発現の変化が認められた。次
に、タンパク質・炭水化物・脂質を個別に粉末にしたマクロ栄養素飼料を用い、3種の栄養素の
選択摂餌下で NPGLの脳室内慢性投与を行った。その結果、脂質の摂取カロリーに増加傾向が
認められ、総摂取カロリーの有意な増加が認められた。このマクロ栄養素給餌下でも白色脂肪組
織重量の増加が認められたが、肝臓重量に変化は見られなかった。最後に、呼吸代謝装置を用い、
エネルギー消費量を測定したところ、普通食と中程度脂肪中程度スクロース食給餌下共に、エネ
ルギー消費量の減少が認められ、さらに、自発活動量の低下も認められた。 
 以上の NPGL脳室慢性投与の結果から、NPGLは中程度脂肪中程度スクロース食という高カ
ロリー食給餌下において顕著な摂食行動の亢進と脂肪蓄積を促すことを明らかにした。さらに、
末梢組織での脂質代謝亢進、エネルギー消費・自発活動量の減少を促すことで、より白色脂肪組
織での脂肪蓄積が促されることが分かった。 
 
（2）NPGL前駆体遺伝子過剰発現マウスによる表現型解析 
 上記（1）の浸透圧ポンプを用いた 2週間の脳室内慢性投与では、浸透圧ポンプ内でのペプチ
ド変性の可能性がある。一方で、動物が肥満を示すためには数ヶ月レベルでの解析が必要不可欠
であるため、より長期的な解析が求められる。そのため、AAVを用いた NPGL前駆体遺伝子過
剰発現実験を行った。2ヶ月間の過剰発現を行った結果、普通食、中程度脂肪中程度スクロース
食給餌下共に摂食量、体重、白色脂肪組織重量の有意な増加が観察された。肝臓重量は、中程度
脂肪中程度スクロース食給餌下で有意に増加し、形態学的解析から、脂質の蓄積も顕著であった。
脂質代謝関連遺伝子発現を解析したところ、中程度脂肪中程度スクロース食給餌下の白色脂肪
組織では殆ど発現変動が見られなかったのに対し、普通食では顕著な遺伝子発現の上昇が認め
られた。最後に、普通食給餌下でエネルギー消費量を解析した結果、暗期のエネルギー消費量の
減少が認められた。この時、自発活動量に変化は見られなかった。本解析から、NPGLは摂食行
動や白色脂肪蓄積を促すことが明らかになり、特に、高カロリー食給餌下では外見的に早期に肥
満を呈することが明らかになった。 
 次に、中程度脂肪中程度スクロース食と中程度脂肪中程度フルクトース食の粉末食をそれぞ
れ給餌させ、摂食量、体重、組織重量を解析した。その結果、摂食量に有意な変化は認められな
かったが、体重と白色脂肪組織重量が有意に増加した。中程度脂肪中程度フルクトース食給餌下
で肝臓重量の増加が顕著に見られ、肝臓組織中の脂肪滴の蓄積も生じていた。本研究から、フル
クトースを多く含んだ飼料の給餌条件下で NPGLが作用すると、さらに脂肪肝を悪化させる可
能性が示された。 
 最後に、高脂肪食を約 4 ヵ月間、長期給餌させ、NPGL 前駆体遺伝子過剰発現の影響を解析
した。その結果、摂食量と体重、肝臓重量が有意に増加した。一方、白色脂肪組織では、腎周囲
脂肪組織の重量は増加したものの、逆に精巣上体脂肪組織の重量が減っていた。解析した白色脂
肪組織全体の重量としては、変化が無かった。この条件下で、経口グルコース負荷試験とインス
リン負荷試験を行ったところ、コントロール群と有意な変化が見られなかったことから、耐糖能
異常やインスリン抵抗性は引き起こされていないことが分かった。 
 以上の解析から、NPGL は飼料中にスクロースなどの炭水化物が多く含まれている給餌条件
下で顕著な摂食行動の亢進と脂肪蓄積を促すことが明らかになった。逆に、高脂肪食給餌では、
白色脂肪組織重量の増加はほとんど認められなかったことから、高脂肪食給餌下での脂肪蓄積
を抑制している可能性がある。また、この時、耐糖能異常やインスリン抵抗性も認められないこ
とから、NPGLにより引き起こされる肥満は、生活習慣病を引き起こさない、健康的な脂肪蓄積
に関与している可能性が考えられる。 
 
（3）NPGL産生細胞の形態学的解析 
 NPGL、視床下部に発現している神経ペプチド、古典的伝達物質の合成酵素やトランスポータ
ーに対する抗体を用いた免疫組織化学的解析の結果、約 30％の NPGL産生細胞は神経ペプチド
ガラニンと共局在していることが明らかになった。さらに、約 50％の NPGL産生細胞が GABA
作動性神経細胞であることも分かった。NPGL 神経細胞の神経線維は、視床下部内でしか認め
られないため、視床下部内で作用していると思われる。今後は、NPGLの受容体の探索を進める



必要がある。 
 
（4）時間制限給餌によるNPGL前駆体遺伝子発現への影響 
 明期の 3 時間のみ餌にアクセスできる状況下のマウスと自由摂餌群のマウスの視床下部領域
でのNPGL前駆体遺伝子のmRNA発現を解析したところ、自由摂餌群では、暗期になった 3時
間後に NPGL mRNA発現のピークがあったものが、時間制限給餌群では給餌開始時間前に発現
ピークがシフトすることが示された。この時、末梢組織の肝臓や脂肪組織での脂肪合成・酸化関
連因子の遺伝子発現もシフト移行が認められた。つまり、NPGL 前駆体遺伝子の mRNA 発現
は、給餌パターンと高い相関を示すことが示された。それにより、より効率的な脂肪合成・蓄積
が引き起こされる可能性が考えられる。 
 
（5）NPGL産生細胞特異的な活性化・不活性化を可能にする遺伝子改変マウスの作製 
 NPGL前駆体遺伝子の下流で Creリコンビナーゼ遺伝子をタンデムに発現させ、Cre-loxPシ
ステムを用いた NPGL産生細胞特異的活性化・不活性化が可能な遺伝子改変マウスを作製した。
新型コロナ感染症拡大のために、本研究は当初の予定からかなり遅れたが、繁殖を進め、実験に
必要なマウスを揃えることに成功した。今後の薬理遺伝学や光遺伝学的手法を用いた NPGL産
生細胞特異的な活性化・不活性化の研究準備の確立がなされた。 
 
 本研究では、様々な実験手法や給餌飼料を用い、NPGL が末梢での脂肪蓄積を促すかどうか
を解析した。その結果、NPGLは基本的には白色脂肪組織での脂肪合成・蓄積作用を有すること
が分かった。一方で、給餌条件により摂食行動を伴わずとも脂肪蓄積の亢進が認められることか
ら、摂食行動と脂肪蓄積の制御は独立して生じていることが明らかとなった。これまで、摂食行
動を伴わず末梢組織での脂肪蓄積を促す中枢性因子の報告は例がなく、本研究の成果は代謝調
節学分野に新たな知見を加えた。ヒトの肥満においても、摂取カロリーの増加を伴わない肥満も
存在することから、今後の肥満治療にも役立つ可能性がある。 
 特に、NPGL は、耐糖能異常やインスリン抵抗性の発症を伴わないことも明らかになったた
め、健康的な肥満（肥満パラドックス）を促す可能性があり、生活の質（QOL）向上や健康長寿
の達成へ向けて基礎的な知見を提供する成果となった。 
 今後は、本研究で作製した遺伝子改変マウス（Creマウス）を利用し、NPGLの生理機能・作
用機序解明へ向けた研究を展開していく予定である。 
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