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研究成果の概要（和文）：Ptf1a遺伝子は発生期の様々な神経領域において発現し、特定の種類の神経細胞の発生に関
与することが報告されている。本研究成果において、視床下部を生み出す間脳神経上皮領域でのPtf1a発現ドメインを
特定した。また、Ptf1a遺伝子座へのCreノックインマウスを用いた遺伝学的細胞系譜標識実験の結果、視床下部の特定
の神経核においてPtf1a発現神経上皮に由来する神経細胞を同定した。また、Ptf1a cKOでは顕著な体重増加が観察され
、その原因としてエネルギー消費の低下が示唆された。以上から、Ptf1aが視床下部の一部の神経細胞の発生に関与す
ること、そして体重制御へ関与することなどが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Ptf1a, a bHLH-transcription factor, is known to be essential for the development o
f mammalian pancreas. Several groups and we have reported involvement of Ptf1a in neuron subtype specifica
tion in CNS regions. Here we report Ptf1a expression in the developing hypothalamus.
 Hypothalamus is involved in the regulation of homeostasis; however, developmental mechanism and function 
of hypothalamic neurons remain to be understood. During development, we found Ptf1a was expressed in a par
t of diencephalic neuroepithelium, that is, a source of hypothalamic neurons. Using the Cre/loxP system, w
e identified many "Ptf1a lineage cells" in the several ventral hypothalamic nucleus. Conditional knockout 
(cKO) of this gene in the developing hypothalamus resulted in late-onset obesity caused by lower activity,
 and infertility. The present results suggest that Ptf1a in diencephalon is required for the normal develo
pment of function of hypothalamic neurons and the metabolic control, including body weight.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 視床下部は様々な神経細胞を内包し、個
体全身の恒常性を維持するための重要な神
経領域であるといえるが、個々の神経細胞の
発生メカニズムや機能に関しては未解明の
部分が多い。bHLH型転写因子 Ptf1aは、膵臓
の発生に関与する PTF1 のコンポーネントと
して発見された分子であり、近年、我々を含
む世界各国のグループによって、Ptf1a 遺伝子
が小脳・延髄・脊髄や網膜などの様々な神経
領域において発現すること、特定の種類の神
経細胞の発生に関与することが報告されて
いる。最近、我々のグループは、実は Ptf1a
遺伝子が発生過程における視床下部原基に
おいても発現していることを見いだした（図
１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 視床下部における Ptf1a 遺伝子の役割に
ついて調べるため、Ptf1a-floxノックインマウ
スと Nkx2.1-creトランスジェニックマウスを
用いて視床下部特異的に Ptf1a 遺伝子を欠失
させたコンディショナルノックアウトマウ
ス（Ptf1a cKO）を新規に作製したところ、驚
くべきことに約２ヶ月齢以降で顕著な肥満
症状を呈した。このことから、視床下部にお
ける Ptf1a 遺伝子が、視床下部の主要な機能
として知られているもののうち、少なくとも
エネルギーバランスの調節に影響を与えて
いる可能性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
(1) 一つ目の研究目的は、Ptf1a 遺伝子を切り
口にして、細胞系譜を追跡することのできる
Ptf1a 遺伝子改変マウスを用いて、これまで未
解明な部分が多かった視床下部神経細胞の
発生機構の一端を明らかにすることである。  
 
(2) 二つ目の研究目的は、薬理遺伝学・光遺
伝学的手法および視床下部特異的 Ptf1a 遺伝
子欠失（コンディショナルノックアウト）マ
ウスなどを用いて、視床下部神経細胞のこれ
までに知られていない機能およびエネルギ
ーバランスの破綻が関わる遅発性肥満の発
症機構を明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 発生期視床下部における Ptf1a 発現細胞
の性質の解析 
申請者らは、Ptf1aタンパクを検出するための
感度の良い抗体を新たに作製し、免疫組織化

学染色法によって各発生段階における視床
下部での Ptf1aの発現解析を行った。 
 
(2) 正常発生下における Ptf1a 発現神経上皮
から生み出される細胞の遺伝学的標識とそ
の性質の解析 
成体および胎生期において、Cre/loxP システ
ムを用いた遺伝学的細胞系譜追跡法により
Ptf1aリニエージの細胞を LacZ蛋白などで標
識し、各種神経細胞マーカーとの免疫二重染
色により細胞種・性質の同定を行った。ここ
では Ptf1a-creノックインマウスとR26R-LacZ
などのレポーターラインを掛け合わせたマ
ウスを用いた。さらには、細胞の形態をより
精密に標識できる hPLAP レポーターを用い
て、細胞形態や投射様式などについて調べた。 
 
(3) Ptf1a KO および cKO マウスにおける
Ptf1a 発現神経上皮から生み出される細胞の
性質の解析 
正常発生下における解析結果を基に、Ptf1a
の発現を欠失した視床下部において、Ptf1a
リニエージ細胞の性質にどのような変化・異
常が生じるのかを前述の遺伝学的細胞系譜
追跡法を用いて解析した。Ptf1a KOマウスに
おいて、Caspase-3A抗体による定量的なアポ
トーシス解析を行った。また、Ptf1a リニエー
ジ細胞の生存や移動様式、運命決定などに変
化があるかどうかを調べた。具体的には、免
疫組織化学染色法を用いた LacZ 抗体と抗
Caspase-3A 抗体による細胞死の定量的な解
析や、各種神経細胞マーカーとの二重染色を
行い神経細胞種マーカーの発現に変化があ
るか、すなわち運命転換があるかについて調
べた。さらには、hPLAPレポーター系統を用
いて軸索をラベルし、投射パターンに変化が
あるかどうか調べた。 
 
(4) Ptf1a cKOマウスの表現型の原因の探索、
およびその解析 
視床下部特異的 Ptf1a 遺伝子ノックアウトマ
ウス（cKO）では遅発性肥満が観察されたの
で、摂食量の変化、および代謝の変化につい
て解析を行った。一般的に肥満の原因として
考えられるのは、「摂食量の増加」もしくは
「エネルギー消費の低下」の二つであるから、
まずは cKO マウスの体重変化がこのどちら
に起因するものかを調べた。前者に関しては、
単位期間あたりの摂食量をコントロールと
比較する方法で解析を行った。後者に関して
は、呼気ガス・運動量測定装置を用いて、個
体レベルでの総活動量や総酸素消費量など
を測定し比較した。さらに、潜在的な太り易
さを調べるため、高脂肪食を与えた際に体重
の増加具合に差があるかについても体重変
化を比較することで調べた。 
 
(5) Ptf1a cKO マウス視床下部において変化
がみられた細胞と表現型との関わりについ
ての解析 

図１ 視床下部原基でのPtf1a発現 



Ptf1a-creマウスと R26R-DTRジフテリア毒素
受容体発現マウスを掛け合わせ、Ptf1a リニエ
ージ細胞のみに薬理学的急性障害を起こせ
る遺伝子改変マウスを作製し、ジフテリア毒
素処理した場合の個体での行動・状態の変化
を観察する実験を行う。同様に、R26R-ChR2
チャネルロドプシン発現ラインとの組み合
せにより、光遺伝学的手法（オプトジェネテ
ィクス）により興奮させた場合の個体の行動
についてどのような影響があるかを調べる。 
 
４．研究成果 
(1) 胎生期における抗 Ptf1a 抗体を用いた免
疫染色実験により、視床下部を生み出す特定
の間脳神経上皮領域で Ptf1a が発現している
ことを見いだし、多数の分子マーカーとの多
重免疫組織化学により、間脳神経上皮領域内
での Ptf1a 発現ドメインを特定した。具体的
には、マウス胚発生期 E10.5〜E16.5の視床下
部原基において、視索前野および視床下部腹
側に相当する２ヶ所の領域に Ptf1a の発現が
あることがわかった。また、E12.5 において
神経上皮マーカーとの二重染色を行った結
果、Ptf1aは神経上皮細胞に一過性に発現して
いることがわかった。さらに、胎生期視床下
部における各種神経領域マーカーを用いた
多重免疫染色により、第三脳室周辺の脳領域
において Ptf1a を発現する神経上皮領域を詳
細に同定した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Ptf1a 遺伝子座への Creノックインマウス
を用いて遺伝学的に細胞系譜を標識したと
ころ、視床下部の特に腹内側核（VMH）や内
側視索前野（MPA）腹側などにおいて Ptf1a
発現神経上皮に由来する神経細胞（Ptf1a リニ
エージ細胞）を同定した。Ptf1a発現神経上皮
領域から生み出される細胞の分布を成体視
床下部において詳細に調べた結果、主に内側
視索前野（MPA）、腹内側核（VMH）、背内側
核（DMH）、隆起核（TU）、弓状核（ARC）
に局在することを明らかにした（図３）。ま
た、lacZ抗体と各種神経細胞マーカーやグリ
ア細胞マーカーとの二重染色により、Ptf1a
リニエージにある細胞のほとんどが神経細
胞であることもわかった。成体期における
LacZ抗体との免疫二重染色により、神経伝達
物質サブタイプの同定を行ったところ、神経
核ごとに Ptf1a リニエージ細胞の種類の分布

に違いがあることがわかり、特に腹内側核
（VMH）における Ptf1a リニエージ細胞はそ
のほとんどが興奮性神経細胞であることが
示された。また、Z/APマウスを用いた hPLAP
による Ptf1a リニエージ標識実験より、視床
下部からの軸索投射パターンを調べた結果、
視床下部近傍の多数の神経領域に、Ptf1a リニ
エージ細胞からの投射があることがわかっ
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 胎生期 18.5 日目の Ptf1a ノックアウトマ
ウスの視床下部領域において細胞死の増加
が観察された。さらに、Ptf1a リニエージ内で
の解析も同様の結果が得られたことから、
E18.5 でみられた細胞死は、細胞内因性に生
じていることが示唆された。Ptf1a KOを用い
た LacZ 抗体と各種マーカーとの二重染色よ
り、興奮性（Vglut2）および抑制性（GAD67）
の側面においては細胞の運命転換が起きて
いないことが示された。今後は、Ptf1a KO個
体において、hPLAPを用いて細胞の投射様式
に変化がないかを調べる予定である。 
 
(4) Ptf1a-flox ノックインマウスおよび
Nkx2.1-Cre Tgマウスを用いて、視床下部領域
特異的に Ptf1a 遺伝子を欠失させた変異体に
おける解剖学的・生理学的表現型の解析を行
った。胎生期における細胞死から予想される
影響と反して、視床下部の構造に顕著な変化
はみられなかった。しかしながら、雌雄共に
性腺機能不全（雄における停留睾丸、雌にお
ける子宮発達不全）がみられた。また、摂食
量は変化していないにもかかわらず、顕著な
体重増加（遅発性肥満）が雌のみで観察され、
高栄養下での易肥満性、その原因としてエネ
ルギー消費の低下（暗期における活動性の低
下）が示唆された（図４）。以上から、胎生
期におけるPtf1a遺伝子およびPtf1aタンパク
の発現が消失することで、成体期視床下部の
一部の神経細胞の機能に影響を及ぼすこと、
そして性発達過程やエネルギー消費、そして
体重のコントロールへ関与することなどが
示唆された。 
 
(5) Ptf1a-creノックインマウスと各種R26Rレ
ポーターマウスを掛け合わせ、光遺伝学実験
や薬理遺伝学実験に用いる遺伝子改変マウ
スを作出した。現在進行中のプロジェクトで

図２ 視床下部原基の Ptf1a 発現ドメイン 

図３ 成体視床下部における Ptf1a リニエージ細胞の分布 



あり、機材のセットアップおよびマウス繁殖
により個体数確保に努めている段階である
ため、現時点で具体的なデータを報告するこ
とはできないが、今後、実験が進行すれば、
Ptf1a リニエージ細胞が持つ視床下部神経細
胞としての機能について、非常に良いデータ
が得られるのではないかと期待している。 
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