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研究成果の概要（和文）：ガラニン様ペプチド（GALP）は摂食調節とエネルギー代謝に深く関与している。これまでに
GALPの摂食調節に関わる神経回路網を報告してきた。当該研究ではCre-loxPシステムによってGALP発現細胞から逆行性
輸送されるトレーサーとGALP産生細胞を示すβ-ガラクトシダーゼを共発現する遺伝子改変マウスを用いて、GALP神経
細胞に対する求心性神経の同定を行った。視床下部室傍核、弓状核、小脳のプルキンエ細胞、内側手綱核、中隔および
内側視索前野にあるニューロンがGALPに対する求心性神経であると同定された。GALP神経は摂食調節以外にも種々の生
理学的行動を中継するニューロンであることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Galanin-like peptide (GALP) plays an important role of feeding regulation and 
energy metabolism. We have reported on neuronal circuits involving GALP in the hypothalamus. To identify 
afferent neurons of GALP neurons, we used transgenic mice co-expressing retrogradely transpoted tracer 
and beta-galactosidase under the control of GALP gene regulatory region using Cre-loxP recombination. 
Afferent neurons are present in the medial septal, medial habenular nucleus, anterodosal thalamic 
nucleus, medial preoptic nucleus, paraventricular hypothalamic nucleus, hypothalamic arcuate nucleus and 
Purkinje cells. These results suggest that GALP neurons function as a regulator of not only feeding and 
energy metabolism but also several physiological actions such as male-typical sexual behavior and reward 
system.

研究分野： 免疫組織学
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１．研究開始当初の背景 
 ガラニン様ペプチド（GALP）は視床下部弓
状核と下垂体後葉で産生され、脳内で摂食抑
制およびエネルギー代謝亢進作用をもつ神
経ペプチドである。摂食調節やエネルギー代
謝を含めたロバスト性の維持を理解するた
めには、統御器官である脳での作用やニュー
ロンネットワークの解明が重要である。これ
までに申請者らは下記の2点を明らかにして
いる。 
 
(1) 視床下部での GALP による摂食調節の
ニューロンネットワークの解析を行い、神経
相関や摂食調節機構の一部を解明している。 
 
(2) Cre-loxPシステムでGALP産生細胞特異
的に緑色蛍光タンパク質を過剰発現する遺
伝子改変動物を完成させている。この遺伝子
改変マウスを用いることで、これまでに報告
されている中枢神経系での発現以外にも脂
肪組織でも GALP 産生細胞があることを明ら
かにした（H21-H23、基盤研究（C）代表者：
影山、分担研究：塩田 研究課題番号
21590222）。 
 
 GALP ニューロンのネットワークは視床下
部周辺のみで解析が進んでいるが、脳全体を
網羅した解析はほとんど進んでいない。特に
GALP ニューロンに対する求心性ニューロン
はどのような種類のニューロンなのかは不
明のままである。申請者らが新規開発した
Cre-loxP システムで逆行性トレーサーを遺
伝子工学的に発現するマウスを用いること
で、脳全体の GALP ニューロンの求心路が明
らかになる可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
Cre-loxP システムで GALP 発現細胞特異的に
逆行性トレーサー機能を付加した緑色蛍光
タンパク質とβ-ガラクトシダーゼを共発現
する遺伝子改変マウスを用い、実験を行った。 
 
(1) 脳全体のGALP産生細胞の求心性ニュー
ロンの起始部位となる神経核の同定を行う。 
 
(2) 外部刺激によってGALPニューロンの求
心性ニューロンの活性化を評価する。 
 
 当該研究によって GALP ニューロンの求心
路や求心性ニューロンを理解することで内
在性の GALP を活性化させる方法や物質の開
発が進み、将来創薬展開につながる。さらに
創薬展開を考えた場合、抗肥満薬としての効
果を最大に発揮させる手がかりや方法、さら
には抗肥満効果に伴う鬱などの副作用の軽
減につながると考えられる。このように、メ
タボリックシンドロームの根底にある肥満
の成因となる摂食障害やエネルギー代謝異
常の病因究明の手がかりや改善法、あるいは
新しい視点に立った画期的な肥満の予防や

治療法開発へのターゲットとなる可能性が
高いので、国民の健康に貢献できると期待さ
れる。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 動物 
 平成 19から 20年度の科研費萌芽研究でタ
モキシフェン誘導型 Cre-loxP システムで
GALP 産生細胞特異的に緑色蛍光タンパク質
を過剰発現する遺伝子改変動物を完成させ
ている(代表者：塩田、分担研究：影山 研
究課題番号 19659047)。また新学術領域研究
（研究領域提案型）では逆行性トレーサー機
能を付加した緑色蛍光タンパク質を発現す
る遺伝子改変マウスの開発に成功している
（H22-H26 代表者：塩田、分担研究：影山 
他、研究課題番号 22126004）。これらのマウ
スを実験に供した。また点鼻投与の実験には
ICR マウスを用いた。 
 
(2) タモキシフェン誘導型Cre-loxP組換え
システムによるトレーサータンパク質の発
現 
 Cre-loxP システムによって GALP 産生細胞
特異的に逆行性トレーサー機能を付加した
緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現させるた
めに遺伝子改変マウスにタモキシフェン(3 
mg)を 7 日間腹腔内投与した。 
 
(3)GALP 産生細胞の求心路の同定 
 タモキシフェン連続投与後、4%パラホルム
アルデヒド含有 0.1 M リン酸緩衝液で灌流
固定した。脳を摘出後、凍結切片あるいはビ
ブラトーム切片を作製した。抗緑色蛍光タン
パク質抗体を使った免疫染色を行った。さら
にX-gal試薬によるβ-ガラクトシダーゼアッ
セイを行った。またこれら２つの染色を同じ
切片上で行った。染色した切片を顕微鏡で観
察した。 
 
(4)ｃ−Fos 発現 
 GALPを点鼻投与することによってどのよう
な神経核が活性化するかを神経活性化マー
カーであるc-Fosの発現を指標に評価した。
GALP点鼻投与し、90分後に4％パラホルムアル
デヒドで灌流固定し、脳を取り出したのち、
切片を作製した。抗c-Fos抗体を用いて免疫染
色を行った。 
 
４．研究成果 
 
(1)  Cre-loxP システムによるトレーサー
タンパク質の検出 
 この遺伝子改変動物は細胞の核に移行する
β—ガラクトシダーゼと逆行性トレーサー機
能を持つGFPを共発現できる仕組みになって
いる。β-ガラクトシダーゼ陽性細胞は GALP
産生細胞を、GFP 免疫陽性細胞は GALP 産生細
胞および求心性ニューロンを示す。すなわち



β-ガラクトシダーゼアッセイ陽性かつ緑色
蛍光タンパク質免疫陽性細胞は GALP 産生細
胞を示す。またβ—ガラクトシダーゼアッセ
イ陰性かつ緑色蛍光タンパク質免疫陽性細
胞は、GALP 産生神経細胞に対して求心性の細
胞を示している。この判定基準を免疫染色と
βガラクトシダーゼアッセイを組み合わせ
た方法に適用した。最初に GALP 産生ニュー
ロンの局在を調べるために、β-ガラクトシ
ダーゼアッセイを行った。このβ-ガラクト
シダーゼは遺伝子工学的修飾によって核内

に移行するようにした。したがって、βガラ
クトシダーゼによる基質分解は核内で行わ

れるので、核が染色される。その結果、GALP
産生細胞は僧帽細胞層、蓋ひも、梨状葉、ブ
ローカー対角束核、視床室傍核、海馬、新皮
質にも局在していた（図１）。視床下部室傍
核、視床下部弓状核、三叉神経中脳路核、外
背側被蓋野、橋網様核、青斑核および顔面神
経核に分布していた（図２）。また、小脳の
大星状細胞に局在していた（図３）。 
 一方、視床下部室傍核、視床下部弓状核、
小脳のプルキンエ細胞、内側手綱核、中隔お
よび内側視索前野にあるニューロンが 
GALP に対する求心性ニューロンであると同
定された（図３）。 

 
 (2) c-Fos による神経活性化の指標 
当該研究により、GALP は僧帽細胞層の細胞で
産生されていることが明らかとなった。最近
の申請者らの研究では GALP の点鼻投与は摂

食量の抑制及び体重減少を引き起こす結果



を得られている。GALP 点鼻投与によって僧帽
細胞層のニューロンを刺激したときに、僧帽
細胞層の GALP を経由して、視床下部に作用
するのではないかと考え、c-Fos 発現を調べ
ることにした。投与後 90 分後では外側視床
下部、弓状核および視床下部背内側核に
c-Fos の免疫陽性細胞を同定した。しかし視
床下部腹内側核はc-Fos発現に差異はなかっ
た。 
 
 当該研究では、マウスにおいて GALP 産生
ニューロンは弓状核以外にもいろいろな神
経核に分布していることを、遺伝子改変動物
を用いて、明らかにした。嗅覚路を構築する 
神経回路網、学習・記憶にかかわる神経核に
GALP 産生ニューロンが存在していることか
ら、GALP 産生ニューロンは摂食やエネルギー
代謝だけでなく、嗅覚や学習・記憶にも関与
しているという新しい生理機能の可能性を
示唆した。また内側視索前野はオスの典型的
な性行動を引き起こす中枢である。GALP 脳室
内投与でオスの性行動を起こすことから、内
側視索前野からの情報が GALP ニューロンを
中継して引き起こしていると考えられた。
GALP 点鼻投与による刺激は、視床下部まで伝
えることができることから、侵襲性が少なく
効率の良いペプチド投与法であると考えら
れた。 
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