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研究成果の概要（和文）：脳末梢連関の重要な構成因子であるGALP、Nesfatin-1に関してラットを用い、母乳制限およ
び再投与が遺伝子発現に与える影響を検討した。母乳制限で有意な変化を示し、生後早期から浸透圧調節、下垂体後葉
ホルモン分泌、摂食調節に関与すると示唆された。
肥満小児では脳由来神経栄養因子(BDNF)の血中レベルは、高度肥満児で、非肥満および軽中等度肥満より有意に低値、
メタボリックシンドローム（MS）児はさらに低値であった。血中ビタミンＤレベルはMS群で有意に低下、肥満度および
出生体重との関連があり、小児肥満発症・進展における重要性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We examined the effect of the milk deprivation and refeeding on the Nesfatin and G
ALP genes expression during pre-weaning period. After milk deprivation, the Nesfatin and GALP genes expres
sion was significantly increased. Refeeding induced significant decrease of the GALP gene expression. It i
s suggested that Nesfatin and GALP might have roles in the control of water drinking and osmolality regula
tion in the preweaning period. 
We investigated the relationship between plasma levels of BDNF and 25(OH) vit D, and obesity-related metab
olic complication. The plasma BDNF levels, which is decreased in the morbidly obese children, are associat
ed with birth weight. The plasma levels of 25(OH) vit D, which is decreased in the obese children and adol
escents with MetS, are associated with PTH,BMI, waist circumference and UA. Our results suggest that BDNF 
and vitamin D may play important roles in the development and pathophysiology of obesity and MetS in child
hood and adolescents.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
摂食・エネルギー代謝調節は視床下部を中心とした摂
食促進系や抑制系が形成する複雑なネットワークの解
明が進んでおり、新規の生理活性物質や受容体の発見
が相次いでいる。そのほとんどは脂肪組織・末梢神経
などの末梢組織にも存在しており、末梢の機能にも影
響を及ぼす。末梢組織にも新規の因子が同定され、全
身代謝情報を視床下部に伝える機構も判明してきてい
る。その脳と全身臓器との両方向性の機能連関機構は、
脳・末梢連関と称され、その破綻は視床下部および全
身代謝の異常を来たし、過食、肥満、さらには生活習
慣病発症の重要な要因として注目されている。 
小児生活習慣病が急速に増加している背景には、現

代社会の生活習慣の変化が母体の栄養状態を介し子宮
内環境の変化として、児に恒久的に影響を与えること
も深く関与している。子宮内発育遅延児が、高頻度に
肥満、糖尿病などを起こすことが明らかにされ
Developmental Origins of Health and Disease(DoHAD)
の概念の重要性が示されている。 
生後の栄養状態が摂食調節機構の生後発達に影響を

与え、生活習慣病発症に関与する可能性が示唆された。
胎児期は特に環境変化に対し感受性が高いと考えられ、
胎内環境が視床下部のみではなく全身臓器との連関機
構の生後発達にも影響を及ぼすことが考えられる。つ
まり DoHAD の機序として脳・末梢連関の発達異常の関
与が考えられる。とくにわが国では出生体重の減少が
つづいており、この原因として出産適齢期女性のやせ
願望、初産年齢高齢化など母体側要因よって胎児発育
が抑制される環境が主因である(板橋ら、周産期医学
2007)。出生体重の減少に歯止めがかからない限り今後
も生活習慣病の増加が懸念される。 
本研究は脳・末梢連関の出生後発達の機構やそれを

調節する種々の因子を解明し、栄養・代謝・ホルモン
変動や出生後の栄養の違いが脳・末梢連関の出生後発
達に及ぼす恒久的影響を分子レベルで解明することに
よって、現代医療の主要な課題である生活習慣病の
DoHAD としての発症機構解明を目指した研究を行うこ
とを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、新規の神経ペプチドである Nesfatin-1、

Galanin-like peptide(GALP)など脳・末梢連関を構成
する因子に焦点を当て、脳内や末梢組織での蛋白・遺
伝子発現の生理的変動を In situ ハイブリダイゼーシ
ョン法、RT-PCR、などを統合的に用いて検討を行う。
GALPは摂食行動調節作用を有する新規の神経ペプチド
で、視床下部弓状核と下垂体後葉（PP）に遺伝子発現
が認められる。PP でのＧＡＬＰは浸透圧調節や下垂体
後葉ホルモン分泌に関与すると考えられている。
Nesfatin-1は脂肪組織とともに視床下部の両方に発現
し脳脂肪細胞系の一因として発見された新規摂食調節
蛋白で、その遺伝子発現は視床下部室傍核(PVN)、視索
上核(SON)、弓状核（ARC）などの摂食に関連する神経

核に認められる。また Nesfatin-1 は新規摂食抑制蛋白
として注目されている。これらのペプチドは生後発達
過程での生理作用の詳細は不明である。脳・末梢連関
の出生後発達の機構やそれを調節する種々の因子を解
明し、栄養・代謝・変動や出生後の栄養の違いが脳・
末梢連関の出生後発達に及ぼす恒久的影響を分子レベ
ルで解明することによって、生活習慣病の DoHAD とし
ての発症機構解明を目指した研究を行うことを目的と
した。また、肥満小児を対象とし脳・末梢連関を構成
する因子の一つである脳由来神経栄養因子(BDNF) の
血中レベルを検討した。BDNF は神経細胞の生存や分化
に関わる神経栄養因子の一つであるが、摂食抑制やエ
ネルギー代謝亢進作用を有する。今回我々は出生体重
やアディポサイトカインとの関連についても検討を加
え、BDNFと小児肥満の発症、進展との関連性について、
出生時の栄養状態との関連を明らかにすることを目的
とした。また、小児期・思春期のメタボリックシンド
ローム児における血中ビタミン D（VitD）値低下と肥
満関連因子との関連性の検討を行った。ビタミン D低
下は、成人ではメタボリックシンドローム(以下 MS)や
肥満において心血管疾患進展との関連性が報告されて
いるが、小児期・思春期での検討はほとんどない。小
児期からのからの栄養介入による予防効果の解明は、
生活習慣病の小児期での予防、治療に大きく貢献する
と考えられる。 
 
３．研究の方法 
１． 動物モデルを用いた検討 
（1） 生後発達の検討 
妊娠後期の Sprague-Dawley ラットを飼育し、出生した
仔ラットの脳を Day1、Day8、Day15、Day22、Day40、
Day60 に摘出した。（すべての日令で雄 n=6） 
（2） 母乳制限による影響の検討 
妊娠後期の SD ラットを飼育し、出生した仔ラットを 8
および 14 生日目に母ラットから一定温度で保温器に
分離した。コントロール群は母ラットのゲージに残し
た。 (各群雌雄６匹ずつ） 
（3）母乳再投与のよる影響の検討 
24 時間の母仔分離の後、子ラットを母親のゲージに戻
し、哺乳の再開を行った。(各群雌雄６匹ずつ） 
In situ hybridization 
断頭後、脳を摘出し、脳凍結切片(12μm)を作成した。
PVN、SON、ARC での Nesfatin-1、GALP 遺伝子の発現を
RI 標識(35S)した合成オリゴヌクレオチドプローブを
用いて検討した。画像解析装置 MCID(Imaging Research, 
Ontario, Canada)を用いて定量化した。各日令での発
現量の平均値を One-way ANOVA によって解析した。
Fisher’s PLSDによって検定し、P<0.05を有意とした。 
RT-PCR 
 ラット下垂体後葉(PP)でのGALP mRNA発現を調べるた
めに、 RT－PCRによる解析を行った。断頭後、下垂体を
摘出しいったん液体窒素で凍結保存した。Mixer Mill 
300（Reche）を用いて破砕した。RNeasy mini kit
（Qiagen Ltd．）を全リボ核酸（ribo nucleic acid、 



RNA）を抽出した。Superscript first－strand 
synthesis kit（Invitroge）を用いてRNAを逆転写させ
て相補的デオリキシボ核酸を生成したのち、GeneAmp 
PCR system 9700（Perkin Elmer Applied 
Biosystems）を用いてPCRを行った。 
統計学的検討 
各日令での発現量の平均値をOne-way ANOVAによって解
析した。Fisher’s PLSDによって検定し、P<0.05を有意
とした。 
 
肥満小児での検討 
（1）肥満小児における血中脳由来神経栄養因子(BDNF)
レベルの検討 
肥満小児 66 名（男児 42名、女児 24名：軽・中等度肥
満児 30 名、高度肥満児 36 名）および同年齢非肥満児
32 名（男児 17 名、女児 15 名）を対象とした(表 1)。
早朝空腹時に採取した血液を用いて、血中 BDNF レベル
を ELISA 法で測定した。出生体重、各種身体計測値、
CT による脂肪面積、一般生化学検査値、血中アディポ
サイトカイン（アディポネクチン、ビスファチン、レ
プチン）値との関連性を検討した。（倫理面への配慮）
本研究は産業医科大学倫理委員会の承認を受けており、
本人及び家族のインフォームド・コンセントを得た症
例を対象とした 
（2）小児期・思春期のメタボリックシンドローム児に
おける血中ビタミンＤ値低下と肥満関連因子との関連
性 
小児肥満症 16 例(男児 6例：女児 10例、6.1～17.9 歳)
を対象とした。小児肥満症 16 例のうち、MS 群と非 MS
群における血清 25(OH)D 濃度、および各群におけるビ
タミン D欠乏の頻度について検討した。 
血清 25(OH)D 濃度と PTH、身体測定値 (BMI、BMI z ス
コア、BMI %タイル、腹囲)および収縮期血圧、中性脂
肪、総コレステロール、HDLコレステロール、AST、 ALT、
空腹時血糖、血清インスリン、尿酸、HOMA-IR との関
連性を検討した。 
 
４．研究成果 
（1）母乳制限および母乳の再投与がラット下垂体での
GALP 遺伝子発現動態が及ぼす影響－RT-PCR での検討
－ 
PPでの GALP遺伝子の発現は24時間の母乳制限によっ
て、有意に増加した（図２）。また、母乳の再投与群で
は、再授乳によって GALP 遺伝子の発現は有意に低下し
た（図２）。生後早期の母乳制限によって PP での GALP
遺伝子の発現が増加し、再授乳によって有意に低下し

たことによって、
GALP は生後発達過
程の早期から浸透
圧調節や下垂体後
葉ホルモン分泌な
どの生理作用に関
与する可能性が示
唆された。 

（2）摂食抑制因子 Nesfatin-1 遺伝子のラット視床下
部での発現の検討 
－母仔分離による母乳制限の影響－ 
視床下部での Nesfatin-1 遺伝子の発現は 24 時間の母
乳制限によって、GALP 遺伝子の発現は出生後 15 日目
に有意に増加した（図３A）。生後早期の母乳制限によ

って視床下部で
のNesfatin-1遺
伝子の発現が増
加したことによ
っ て 、
Nesfatin-1 は生
後発達過程の早
期から摂食調節
などの生理作用
に関与する可能

性が示唆された。 
 
肥満小児を用いた検討 
（1）肥満小児における血中脳由来神経栄養因子(BDNF)
レベルの検討 
血中 BDNF レベルは、高度肥満児（5.07±0.33 ng/ml）
で、非肥満（6.26±0.46 ng/ml）および軽中等度肥満
（6.21±0.35ng/ml）より有意に低値であった(図４)。
肥満小児のうちメタボリックシンドローム（MS）の基
準を満たした児は 10 名中 8名が高度肥満児であり、そ
の血中BDNFレベルは4.76±0.8 ng/mlとさらに低値で
あった（図４）。血中 BDNF レベルは、単相関で、肥満
度(r=-0.303)および血中ビスファチン(r=-0.262)と有
意な負相関、出生体重(r=0.264)と有意な正相関を認め

たが(図５)、従属
変数を血中BDNFレ
ベルとした重回帰
分析では肥満度お
よび出生体重との
関連が有意な独立
変数であった。 
 今回の検討では、
血中BDNFレベルは

出生時体重と有意な負
の相関を有し、重回帰分
析でも出生時体重は有
意な独立変数であった。
これまでの結果から血
中 BDNF レベルの低下は
肥満の発症、進展に影響
を及ぼす可能性が高く、

今回の出生体重が軽いほど BDNF レベルが低値なった
結果が、低出生体重児が生活習慣病のリスクが高いと
する DOHaDo 仮説を支持する結果となり得るかもしれ
ない。 
 
（2）小児・思春期の MS 児における血中ビタミンＤ値
低下と肥満関連因子との関連性 



25(OH) VitD は MS 群で
有意に低下していた。
VitD 欠乏（25(OH)D＜20 
ng/ml）の頻度は、MS 群
で有意に多かった(3/7
名,42.9%v.s. 0/9 名
0.0%, p＜0.05)。単変量
解析で血清 25(OH)D 濃

度は PTH(r=0.71, p ＜
0.01), BMI(r=0.61, p＜
0.05), 腹囲(r=0.52, P＜
0.05), 尿酸(r=0.51, p＜
0.05)と負の相関を認めた。 
MS とビタミン D欠乏の関
連性については不明な点

が多い。成人 MS での検討では、ビタミン D欠乏がイン
スリン分泌低下やインスリン感受性低下と関連性を有
することが報告されている。しかし、小児においては
MS とビタミン D欠乏の関連を検討した報告はない。今
回の検討では、小児肥満において MS 群では非 MS 群と
比較して血清 25(OH)D 濃度は有意に低値であり、ビタ
ミン D欠乏の頻度も MS 群で有意に高かった。また、血
清25(OH)D濃度は腹囲やBMI、尿酸と逆相関を示した。

ビタミン D欠乏は
内臓脂肪蓄積やイ
ンスリン感受性低
下と関連し、小児
におけるMSへの進
展に関与している
ことが考えられた。
また、血清 25(OH)D
は小児における肥
満・MS のサロゲー

トマーカーとしての可能性が示唆された。 
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