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研究成果の概要（和文）：自然発症メタボリックシンドロームマウス（TSODマウス）は、3ヵ月齢から肥満を、4
ヵ月齢で高脂血症や糖尿病を、6ヵ月齢で脂肪性肝炎を順次発症することが知られている。本研究では、TSODマ
ウスの脂肪組織の遺伝子発現情報に対してDNB解析を行なった。その結果、5週齢で未病の状態が検出ができた。
この5週齢目での未病状態おいて、DNB解析により選択された遺伝子群は、147個の遺伝子で構成されていた。ま
た、この147個の未病遺伝子群は、情報解析により、精子形成や細胞分化、器官形成、タンパク質分解、配偶子
形成、神経ペプチド、インターフェロンαの関連遺伝子に系統化されることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Spontaneous metabolic syndrome (TSOD) mice are known to develop obesity at 3
 months of age, hyperlipidemia and diabetes at 4 months of age, and fatty hepatitis at 6 months of 
age. In this study, DNB analysis was conducted on gene expression information in adipose tissue of 
TSOD mice. The results revealed that we were able to detect pre-disease at the age of 5 weeks. 
Moreover, the gene cluster selected by DNB analysis in the 5-week age group consisted of 147 genes. 
The 147 unaffected genes could be systematized into genes related to spermatogenesis, cell 
differentiation, organogenesis, proteolysis, gametogenesis, neuropeptides, and interferon-alpha.

研究分野： 和漢医薬学

キーワード： 未病　DNB　メタボリックシンドローム　揺らぎ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
中国最古の医学書「黄帝内経」には、未病の時期を捉えて治すことが最高の医療であると記載されている。実際
に、平成29年に閣議決定された「健康・医療戦略」には、「未病の考え方などが重要になると予想され（中略）
新しいヘルスケア産業が創出されるなどの動きも期待される」と記載されている。しかしながら、この未病とい
う考え方は概念であり、その存在の科学的な証明が必要である。本研究では、複雑系数理科学であるDNB理論を
生体情報の変化（揺らぎ）に適応することで、メタボリックシンドロームマウスの未病の検出を可能とした。本
研究成果は、今後の「健康・医療戦略」に対しての社会的な意義を有するものと考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
中国最古の医学書「黄帝内経」には、未病の時期を捉えて治すことが最高の医療であると記載さ
れている。実際に、平成 29 年 2月に閣議決定された「健康・医療戦略」には、「健康・医療・介
護に分散している情報を個人単位として統合する際には、健康か病気かという二分論ではなく
健康と病気を連続的に捉える未病の考え方などが重要になると予想され（中略）新しいヘルスケ
ア産業が創出されるなどの動きも期待される」と記載されている。しかしながら、この未病とい
う考え方はこれまでは経験知に基づく複雑な概念であり、新たな医療やヘルスケアを創出する
ためには、この未病の存在の科学的な証明、それに基づく未病の生物学的な意味の解明は必要で
ある。一方で、研究分担者の奥、および連携研究者の合原らは、健康状態から疾病への遷移を、
非線形動力学理論の概念である「分岐」現象と捉えるアイディアに基づいた新たな複雑系数理的
解析手法「動的ネットワークバイオマーカー（DNB 理論）」(引用文献 1) を開発した。この手法
は、遺伝子発現などの大規模デー
タから疾病前状態（生体のエネル
ーギー状態が高まり不安定な揺ら
ぎの状態）を検出し、疾病の早期
診断や病態悪化の予兆検出に適用
できる可能性がある。従って、こ
の DNB 理論による解析手法（以後、
DNB 解析）によって検出される生
体情報が大きく揺らぐ状態を DNB
理論によって定義される未病状態
（以後、未病）と捉えることで、
未病を経験知から科学知へ変換できることが期待される（図 1）。 
 
２．研究の目的 
(1) 自然発症メタボリックシンドローム発症マウス（TSOD マウス）の脂肪組織において、経日的

かつ網羅的な生体情報（遺伝子発現）を入手する。 
(2) 上記情報に対して DNB 解析により未病を検出する。 
(3) 数理・情報解析により、上記情報から未病の規定因子を選択し、その生物学的な意義を考察

する。 
(4) 細胞実験および遺伝子改変マウスを用いて、上記未病規定因子のメタボリックシンドローム

発症に対する生物学的な役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) 動物実験：自然発症メタボリックシンドロームマウス（TSOD マウス、雄）を、3 週齢から 7

週齢まで飼育し、1週間おきに 4〜5 匹の TSOD マウスの体重および血糖値を測定した。その
後、各週において、これらのマウスを安楽死させ脂肪組織を摘出した。なお、本実験は、富
山大学動物実験委員会の規定の下に行われた。 

(2) RNA 抽出：脂肪組織からの total RNA 抽出は、定法に従って行われた（the RNeasy Total 
RNA Extraction kit (Qiagen, Valencia, CA, USA)）。 

(3) 遺伝子発現解析：各マウスの脂肪組織の遺伝子発現プロファイルを調査するために、定法に
従ってマイクロアレイ解析を行なった（the Agilent SurePrint G3 Mouse Gene Expression 
8 X 60 K Microarray Kit (Agilent 
Technologies, Santa Clara, CA, 
USA)）。 

(4) 情報処理：上記(3)で取得したデータ
に関して、以下の数理・情報解析を
行なった。 
① Dimensionality reduction 
② Extraction of differentially 

expressed genes 
③ Clustering analysis 
④ Enrichment analysis 
⑤ DNB selection 

 
上記研究の方法に関しては、図 2 を参照 
 
 
 

図 1. DNB 理論による揺らぎに基づく未病 
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図 2. DNB 解析までの研究方法の流れ 



 

 

４．研究成果 
(1)結果 
① メタボリックシンドロームの未病の検出 
ヒトのメタボリックシンドロームの病態進展に類似している TSOD マウスは、3 ヵ月齢から肥満
を、4 ヵ月齢で高脂血症や糖尿病を、6 ヵ月齢で脂肪性肝炎を順次発症することが知られている。
まず我々は、メタボリックシンドロームの未病は、メタボリックシンドロームの複合症状の肥満
など発症する 3 ヶ月齢よりかなり以前の時期に検出できるのではないかと考えた。そこで、3 週
齢から 7 週齢までの TSOD マウスの脂肪組織の遺伝子発現情報を取得し、DNB 解析により測定期
間内で揺らぎの増加した時点（未病）があるか否かを調べた。TSOD マウスの脂肪組織の遺伝子
制御ネットワークの時間変化を示す（図 3）。一つの丸が遺伝子に該当し、DNB 解析により大きな
揺らぎの遺伝子群は右下に集めてい
る。揺らぎが大きいほど赤く、小さけれ
ば緑色で表記した。4 週齢目から 5 週齢
目において、DNB の部分が赤くなってお
り、このタイミングで遺伝子の揺らぎ
が急激に増えていることから、この 5週
齢時点で、未病が検出できたことが明
らかになった。上述のように、TSOD マ
ウスのメタボリックシンドローム関連
病態を検知できるのは、3 ヵ月齢からで
あることを考えると、5 週齢での未病状
態の検出は、DNB 解析により超早期の医
療介入のタイミングが検出できる可能
性を示唆していると考えられる。 
 
② DNB 理論で選択された未病の規定遺伝子の数理・情報学的な解析 

この 5 週齢での未病状態おいて、DNB 解析により選択され
た遺伝子群は、147個の遺伝子で構成されていた（表 1）。
また、この 147個の未病遺伝子群は、情報解析により、精
子形成や細胞分化、器官形成、タンパク質分解、配偶子形
成、神経ペプチド、インターフェロンαの関連遺伝子に系
統化されることが明らかとなった（図 4）。 
 
(2)考察と今後の展望 
本研究の結果がメタボリックシンドロームの進展を緩和するためにどのように貢献するかにつ

いて考察したい。メタボリックシンドロームの予防と治療には、食事療法と運動療法が一般に第

一選択とされているが、その遵守率は個人差が大きい。肥満者では、特に、その遵守率が悪いこ

とが多い。一方で、薬物療法は、食事療法や運動療法だけでは不十分な場合に行われる。しかし

ながら、ほとんどの薬はメタボリックシンドロームの各症状を対象としており、例えば、高血糖

の場合は、その症状に合わせて薬物療法を行う。実際に、高血糖など、メタボリックシンドロー

ムの各症状を対象としたものが多く、ポリファーマシーを引き起こす可能性がある。一方、我々

は、メタボリックシンドロームが発症する前に、DNB 遺伝子の特徴的な挙動によって定義される

未病の存在を明らかにした。このことは、メタボリックシンドローム予防のための新規かつ効果

的な治療法設計および医療介入の可能性を示唆する。一方で、本研究の問題点も浮かび上がって

いる。DNB 遺伝子が未病の状態を直接的に制御しているのかは不明である。また、当初研究計画

では、DNB 遺伝子の改変マウスを用いて、その遺伝子機能を明らかにする予定であった。しかし

ながら、抽出された DNB 遺伝子が予想より遥に多い 147個もあったため、当初研究計画では実行

不可能であった。そのため、本研究を 1年間延長し、かつ現在、遺伝子改変が容易なショウジョ

ウバエを用いて、上記 DNB 遺伝子の機能解析を進めている。 
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be body weight ≥40 g and blood glucose level ≥200 mg/dL, respectively30,31. Clearly, in the present study, TSOD 
mice at 5 weeks of age did not meet these criteria (Fig. 1A). In addition, as previously reported27,35, transcriptions 
of proin"ammatory cytokines TNF and Interleukin-6 were not largely increased at approximately 5 weeks of 
age (Supplementary Fig. S6). #ese genes were known to be upregulated by 11 weeks of age23,35. Expression of 
other representative metabolic genes36 also did not largely change (Supplementary Fig. S6). Taking all things into 
consideration, TSOD mice at 5 weeks of age were undoubtedly several weeks before the acquisition of major 
metabolic syndrome phenotypes. #erefore, we believe that the pre-disease state before metabolic syndrome was 
detected in TSOD mice at 5 weeks of age.

However, it is important to note that some other noticeable changes are known to occur in TSOD mice as 
early as 5 weeks of age. For example, the level of hydroxyoctadecadienoic acid, a biomarker of oxidative stress, was 
reported to be signi$cantly higher in TSOD mice at 5 weeks of age than in age-matched TSNO mice35. One of the 
possible causes of the increase in the oxidative stress level is abnormal iron metabolism, and aberrant accumula-
tion of iron was reported in the spleen of TSOD mice at 8 weeks of age37. If measured, splenic iron deposition is 
possibly observable at earlier ages. In addition, the intestinal microbiome was reported to be di%erent between 
TSOD and TSNO mice at 5 weeks of age38. Further investigations from various perspectives are needed for better 
understanding of TSOD mice at 5 weeks of age. For example, pathological examinations37, which are equipped 
with the minute power of observations, as well as metagenome38 and proteome analyses will be useful in future 
studies.

We discuss the timing of the critical transition. We think that a critical transition occurred between 5 and 6 
weeks of age, and thus Is and Ir dropped rather than continued to rise at 6 and 7 weeks of age. #is interpretation 
does not necessarily contradict the general notion that the onset of metabolic syndrome in TSOD mice is approx-
imately 8–12 weeks. If a critical transition occurs mainly in adipose tissues between 5 and 6 weeks of age, it may 
trigger further changes in other parts of the body of mice during 6–7 weeks of age or later, and eventually the 
major characteristics of metabolic syndrome are acquired at approximately 8–12 weeks of age. #is putative sce-
nario is also consistent with the widely accepted view that in"ammation in adipose tissues causes secretion of var-
ious chemical signals called adipokines, which a%ect many organs, and then metabolic syndrome is induced1–3. 
We also think that multiple important changes may occur in di%erent parts of the body and at di%erent weeks of 
age during the entire course of the progression from a healthy state to metabolic syndrome in TSOD mice.

We consider whether the usage of TSNO mice as the control group was adequate for the present study. TSNO 
mice has been established as the control group against TSOD mice21,22, and many studies on TSOD mice used 
TSNO mice as the control group23–27,35,37,38. #erefore, we compared TSOD and TSNO mice. On the other hand, 
the two strains were known to exhibit some di%erences at early ages as discussed already, and it was unknown 
whether TSNO mice were suitable as the control group for the study of the pre-disease state. In order to resolve 

List of 147 DNB genes
Actl10 Adam20 Adam4 Adam5 Adam6a Als2cr11
Ankrd22 Btbd35f13 Capza3 Ccdc155 Ccdc54 Ccdc89
Cd55b Cmtm2a Cmtm2b Cox7b2 Cox8c Cst9
Dazl Ddx4 Defa29 Dmrtb1 Dnajc5b Eqtn
Fam178b Fam71f2 Fbxw10 Fcrla Gata3 Gk2
Gm14725 Gm20877 Gm20878 Gm21637 Gm6309 Gm6370
Gm6583 Gm6588 Gm6890 Gm8702 Got1l1 Grxcr2
Gtsf1l Il31 Iqcf6 Kcnj3 Kcnmb4 Klk1b24
Lyzl6 March10 Mbd3l1 Morn2 Mroh8 Myc
Odf3 Olfr165 Oxct2a Pcsk6 Pdha2 Pebp4
Pgc Piwil1 Plcz1 Ppp1r2-ps7 Prok2 Prps1l1
Prr22 Prr27 Prss35 Prss37 Prss38 Prss52
Pth2 Rbakdn Rbm44 Rnf17 Sf3b3 Sgms2
Sh3d21 Sh3gl3 Slc22a23 Slc2a3 Slc47a2 Slco6b1
Slx Sox3 Sox5os3 Spanxn4 Spata3 Spata31d1c
Spata45 Spin2d Sstr2 Ssty1 Stpg4 Syngr4
Tbc1d21 Tex101 Tex36 Tex48 !egl Tmem217
Tmem30c Tmem35a Trim69 Tssk2 Tssk6 Tuba3b
Tubd1 Ubqln3 Vmac Vsig1 Vwa5b1 Wdcp
Zfp541 Zik1 Znrf4 1700006A11Rik 1700009C05Rik 1700011M02Rik
F17Rik 1700025D23Rik 1700026J12Rik 1700030L20Rik 1700031F10Rik 1700034J05Rik
L16Rik 1700061N14Rik 1700092M07Rik 1700099I09Rik 1700113H08Rik 1700126A01Rik
K09Rik 4732460I02Rik 4921524L21Rik 4930415O20Rik 4930449C09Rik 4930449I24Rik
I11Rik 4930522O17Rik 4930529F21Rik 4930544D05Rik 4930571K23Rik 4930579F01Rik
E13Rik 4933402N22Rik 4933406F09Rik

Table 1. List of 147 DNB genes obtained from the 5-week-old TSOD mouse group. #e gene symbols are sorted 
alphabetically.

表1. 147個のDNB遺伝子（抜粋）
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図 3. DNB 解析によるメタボリックシンドローム

の未病の検出 
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this issue, we compared TSOD mice at 5 weeks of age and TSOD mice at 3 weeks of age, and con!rmed that 
similar DNB genes were selected. "e number of genes was 209, and 30 of them were shared with the original 
147 DNB genes. "e overlap size was signi!cantly large (p = 9.7E-33, Fisher’s exact test). "e 209 genes showed 
sharp peaks of Is and Ir at 5 weeks of age (Supplementary Fig. S7A,B), which are similar to the original results 
(Fig. 3A,B). In addition, enriched GO annotations in the 209 genes (Supplementary Fig. S7C) were also similar 
to the original results (Fig. 3C). "erefore, our results of the DNB selection were not largely dependent on the 
choice of the control group, which justi!es the validity of our main results based on the comparisons between 
TSOD and TSNO mice.

We also discuss possible relations between the pre-disease state before metabolic syndrome and the intestinal 
microbiome. Intestinal dysbiosis is generally thought to be associated with metabolic syndrome. Previous studies 
reported that the intestinal microbiome of TSOD mice was similar to but di$erent from that of TSNO mice26,38. 
Our experiments also con!rmed di$erences in intestinal microbiomes of TSOD and TSNO mice at 5 weeks of 
age (Intestinal microbiome analysis in Supplementary Information and Supplementary Fig. S8). Especially, the 
abundance of Bacteroides, which is a major genus in the phylum Bacteroidetes, decreased largely in TSOD mice 
at 5 weeks of age. "is may be associated with the imbalance between Bacteroidetes and Firmicutes, which was 
reported to occur in TSOD mice at 12 weeks of age38 and 24 weeks of age26. However, it is concluded that obser-
vations of the intestinal microbiome and diabetic state were independent and that their interaction and causal 
relationship are still unclear38. "e altered intestinal microbiome of TSOD mice might have in%uenced the gene 
expression patterns in adipose tissues at or before the pre-disease state. It is our future work to clarify the complex 
etiology and pathology of metabolic syndrome with respect to the host-guest interactions using the DNB theory.

Elevated %uctuations of the DNB genes (Fig. 3) should be interpreted carefully. According to previous stud-
ies5,12, we calculated the DNB scores using measurements from di$erent individuals and did not use repeated 
measurements from the same individual. "is is because, in order to investigate the gene expression pro!les in 
adipose tissues, a mouse was dissected for each measurement. "erefore, what we investigated were population 
%uctuations, a part of which would be explained by random e$ects (variability caused by individual-speci!c mean 
values). In order to overcome this limitation, we plan to develop a new statistical method to apply the DNB theory 
to peripheral blood data in clinical study.

We here discuss the time interval of the Is and Ir signals shown in Fig. 3A,B. "ese statistics are expected to 
increase as the system’s stability decreases5. "is means that if the system’s stability gradually decreases for a 
certain time interval before a critical transition, these statistics may show an increasing trend during that time 

Figure 3. Characteristics of 147 DNB genes. (A) "e average standard deviation Is. (B) "e average correlation 
strength Ir. (C) Enriched GO annotations. No KEGG pathway was enriched in the DNB genes. (D) A t-SNE plot 
of the union set of the DNB genes and 2665 DEGs. "e overlapping genes were colored as DNB genes. For more 
details, see Dimensionality reduction in Materials and Methods. (E) Spatio-temporal %uctuation patterns of the 
DNB genes and DEGs. "e color scale shows the standard deviation.
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