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研究成果の概要（和文）：食餌性肥満モデルゼブラフィッシュを用いて、過食時・食事療法時の

DNA マイクロアレイ実験およびネットワーク解析を行い、新規肥満治療遺伝子候補を抽出し

た。これらの遺伝子に対してモルフォリノアンチセンスオリゴヌクレオチドを用いた発現抑制

実験を行い、MXD3 遺伝子を含む新規肥満治療ターゲットを発見し、そのオミックス機構を明

らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We found new candidate genes for obesity treatment using DNA 
microarray experiments and pathway analyses with zebrafish model of diet-induced obesity. 
Gene knockdown studies of these candidates using morpholino antisense oligonucleotides 
revealed that several genes including mxd3 could ameliorated the disease phenotypes in 
model animals. In addition, we clarify the mechanism of these therapeutic effects by Omics 
research approach. 
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１．研究開始当初の背景 
 ①我国におけるメタボリックシンドロー
ムとその予備群は約 1900 万人と推定されて
いる。今後このメタボリックシンドロームか
ら動脈硬化性疾患の爆発的増加が予想され
緊急性の高い社会問題となっている。メタボ
リックシンドロームの基本にある肥満の要
因として過食が重要視されており、食欲のメ
カニズム解明を基盤とした新しい薬物療法
は国際的にも強く期待されており、いくつか
の食欲抑制薬は臨床的にも使用されるよう
になりつつある。一方、現在の食欲抑制薬に
はいくつかの欠点もあり、新しい分子メカニ
ズムによる食欲抑制薬の開発が待たれてい
る。②そこで、我々は新しい食欲抑制機構に

よる抗肥満薬を発見するため不可欠な in 
vivo ハイスループットスクリーニングシス
テ ム を 世 界 に 先 駆 け て 構 築 （ 特 願
2007-66971）したので本研究において、新し
い抗肥満薬のオミックス機構研究システム
を確立する。③摂食は、複雑な中枢性及び末
梢性制御機構が存在し、数多くの摂食調節因
子が存在するため、in vivo での統合的解析が
必須である。一方、摂食制御を標的とする新
しい薬物と遺伝子を探索するためには、ハイ
スループットスクリーニングシステムが不
可欠である。しかしながら、摂食制御に作用
する抗肥満薬スクリーニングは、従来より世
界的には哺乳類を中心に行われ、探索スピー
ドの遅さや開発コスト高により、新しい分子
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機構の抗肥満薬創成が、極めて困難な状況に
ある。この課題を克服するために我々は (1) 
哺乳類（ラット、マウス）に次ぐ新しいモデ
ル動物としてゼブラフィッシュを導入し、(2) 
ヒト肥満の内臓脂肪における遺伝子発現が
酷似している肥満モデルを確立し（BMC 
Physiology  2010,10,21）(3) 精度の高いハ
イスループットの摂食定量システム（特願
2007-66971）を構築した。さらに現在世界で
抗肥満薬として使用されている医薬品（食欲
抑制薬）がすべて用量依存性に作用すること
を明らかにした。これらの成果により、ケミ
カルスクリーニングにおけるハイスループ
ットは既に確立しており、このシステムを基
盤にして作用機構解析のハイスループット
化が実現することになる。このことはゲノム
ワイドな包括的解析を初めて脊椎動物モデ
ルにおいて可能にすることにより新しい摂
食 関 連 遺 伝 子 や 抗 肥 満 遺 伝 子 （ 特 開
2011-055755MXD3遺伝子の発現阻害による
肥満の抑制）及び抗肥満薬の探索的研究にお
ける革命的システムとなる。 
 
２．研究の目的 
本研究は世界に先駆けて創成したヒト臨床
オミックスが類似した食餌性肥満モデル
（BMC Physiology  2010,10,21）を活用し
て臨床抗肥満薬のオミックス機構を解明し、
すでに見出している候補遺伝子の中から新
規肥満治療遺伝子（特願 2009-208272  
MXD3 遺伝子の発現阻害による肥満の抑制）
を確立する。すなわち、独自の食餌性肥満モ
デル内臓脂肪における遺伝子発現変動はヒ
ト肥満内臓脂肪と類似性が著しく高いこと
を明らかにしており（BMC Physiology  
2010,10,21）、これら発現変動遺伝子の１つ
である新規肥満遺伝子 MXD3 をノックダウ
ンすると、BMI、血漿トリグリセライド、内
臓脂肪等を抑制することを見出しており、こ

れらの中から新規肥満治療ターゲットとし
ての機能を確立し、そのオミックス機構を解
明する。 
 

３．研究の方法 
1) 摂食量測定技術 
透明系統ゼブラフィッシュ（MieKomachi系
統）に対し、蛍光色素でラベルした paramecia
を給餌することにより、摂食量を定量的に測
定する技術を開発した（図 1）。蛍光色素
4-Di-10-ASPで染色した parameciaを精製し、
受精後 6-10日目のゼブラフィッシュに給餌、
一定時間後の消化管内の蛍光量を、96ウェル
プレートリーダー（Wallac Arvo, 
PerkinElmer 社）で測定することにより摂食
量を定量化した（成果論文 2）。 
 
2) 食餌性肥満ゼブラフィッシュの構築 
受精後 3-4か月齢の AB系統および rose 
mutant系統のゼブラフィッシュを使用した。
1.7Lの小型水槽に 5匹の魚を入れ、培養した
アルテミア幼生を 1日 3回過剰給餌した。1
ヶ月の過剰給餌により、食餌性肥満ゼブラフ
ィッシュを構築した。身長体重は毎週 1回測
定した（成果論文 1参照）。 
 
3) DNAマイクロアレイによる内臓脂肪の網羅
的遺伝子発現解析 
回収した内臓脂肪組織から total RNAを抽
出・精製し、DNAマイクロアレイ実験を行っ
た。Total RNAは Low RNA Input Fluorescent 
Linear Amplification Kit (Agilent 
Technologies社)を用いて Cy3ラベルし、
Agilent Zebrafish Whole Genome Oligo 
Microarrays (G2518A)にハイブリダイゼーシ
ョンした。その後 Agilent G2565BA Scanner
を用いて各スポットの蛍光イメージを取得
し、Feature Extraction software (Agilent 
Technologies社)を用いて数値化した。NIC
を投与した群と controlを比較したとき、
One-way ANOVA で P < 0.01のスポットを有意
な発現変動を認めたものとした。 
 
4) in silicoにおけるネットワーク解析 
発現変化が確認できた遺伝子群について、
個々の遺伝子産物の機能の詳細を文献で調
べていくのは膨大な時間がかかり、現実的と
はいえない。自動 blast法（Batch blast）
により一括してゼブラフィッシュ遺伝子を
ヒト先祖遺伝子（オルソログ）に変換し、文
献マイニングをベースとしたネットワーク
解析ソフトウェアによる解析を行った。この
ネットワーク解析は Pathway Studio (World 
Fusion社)を使用した。 
 
5) モルフォリノアンチセンスオリゴヌクレ
オチドを用いた目的遺伝子の発現抑制 
各遺伝子に対する特異的モルフォリノアン
チセンスオリゴヌクレオチドは Gene Tool社
に合成依頼した。過剰給餌期間のゼブラフィ
ッシュの腹腔内に Lipofectamine2000 (Life 



 

 

Technologies社)と混合したモルフォリノア
ンチセンスオリゴヌクレオチドを体重あた
り 50 μmol/kgになるように腹腔内にガラス
キャピラリー（GD-1、ナリシゲ社）とガス式

インジェクター（FemtoJet、Eppendorf 社）
を用いて注入した。基本的に注入は週 1回行
った。 
 
４．研究成果 
1) 過食時の肥満遺伝子クラスター解析 
1)-1. 食餌量を過剰に投与した場合、摂食量
は飽和曲線を示すことをすでに明らかにし
ており、投与量ではなく摂取量の定量を確立
した本システムを活用した（担当: 田中、西
村）。この結果、図 2に示すように rimonabant, 
sibutramine, mazindol, fluoxetine 

(serotonin-selective reuptake inhibitor), 
phentermine (catecholamine releaser)など
抗肥満薬による摂食抑制の定量化に成功し
た（成果論文 2）。 
 
1)-2. 摂食定量後、内臓脂肪を剔出し、DNA
マイクロアレイにより内臓脂肪遺伝子発現
変動を解析した（担当: 田中、西村）。その
結果、発現が変動した 190遺伝子の抽出に成
功した。 
1)-3.内臓脂肪等における肥満遺伝子クラス
ターの解明（田中、西村）。 
遺伝子オントロジー解析と階層クラスター

分析を組み合わせた方法によるバイオイン
フォマティクス解析を行い、肥満遺伝子クラ
スターの抽出に成功した（図 3）。 

 
1)-4.ノックダウンスクリーニングによる新
規肥満制御遺伝子の探索（島田）。 
「1)-3. 肥満遺伝子クラスター」から抽出し

た遺伝子群に対し、それぞれを選択的に発現
できるモルフォリノアンチセンスオリゴヌ
クレオチドを合成し、過食誘導期間週に 1 回
腹腔内にマイクロインジェクション投与し
た。体重増加を中心にモニタリングした結果、
図 4 に示すように MXD3 をはじめ、複数の遺
伝子で新規肥満制御遺伝子を抽出すること
に成功した。 
 
1)-5.過食時の内臓脂肪遺伝子ネットワーク
の解明（島田）。 
「1)-4. ノックダウンスクリーニング」で確
立された肥満制御遺伝子群を中心に、パスウ
ェイ解析を中心としたネットワーク構築を
行った。その結果を図 5に示す。 
 
2) 食事療法時の肥満遺伝子クラスター解析
（西村、島田） 
2)-1. DNA マイクロアレイによる、食事療法
後の内臓脂肪の遺伝子発現変動解析。 
食餌性肥満ゼブラフィッシュに対し、食事制
限（2 日 1 回給餌）を 2 週間行った。その結
果、体重は約 32%減少し、増加していた血漿
中中性脂肪もほぼ正常値まで減少した。その
後、内臓脂肪を摘出し、DNA マイクロアレイ
解析を行った（図 3、右端のカラム） 
 
2)-2. 食事療法時の遺伝子発現変動解析か
らの肥満遺伝子クラスターの解明。 



 

 

「1)-5. 過食時の内臓脂肪遺伝子ネットワ
ークの解明」で構築したネットワークに「2」
-1. 食事療法時の遺伝子発現プロファイル」
をインポートし、バリデーション解析を行っ
た。その結果、図 6 に示すように緑色（図 5
では赤色）の遺伝子は食事療法応答性が確認
でき、肥満遺伝子クラスターとして抽出でき
た。 
 
 
 

 
2)-3.ノックダウンスクリーニングによる新
規肥満抑制遺伝子の探索。 
これまでの一連の解析から、表 1 に示す遺伝
子に対して、それぞれに特異的なモルフォリ
ノアンチセンスオリゴヌクレオチドを合成
し、過剰給餌期間のゼブラフィッシュの腹腔
内に週 1回ペースでマイクロインジェクショ
ンした。その結果、MXD3 をはじめ、一部の遺
伝子では内臓脂肪の制御が明らかとなり、食
事療法との関連性が証明できた。 
 
総括 
我々はすでに世界に先駆けて独自に食餌性
肥満ゼブラフィッシュモデルを確立してい
る。このモデルの内臓脂肪における遺伝子発
現プロファイル解析からヒト肥満との類似
性を明らかにしているが（BMC Physiology 
2010,10,21）、今回の研究では(1) 肥満から
メタボリックシンドローム合併症への進展
に関与する遺伝子クラスター（合併症遺伝子
群）と(2)内臓脂肪制御に関与する遺伝子ネ

ットワークを明らかにした。さらに、独自に
見出している内臓脂肪の新規肥満遺伝子（特
願 2009-208272 MXD3 遺伝子の発現阻害によ
る肥満の抑制）の治療遺伝子ネットワークを、
DNA マイクロアレイを用いて明らかにした。
現在この MXD3については論文投稿中である。 
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