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研究成果の概要（和文）：認知症や糖尿病は、生活習慣などの環境要因と内的遺伝的要因が長期の時間軸に沿っ
て影響することで発症すると考えられる。本研究では、環境要因と時間軸がNotch経路などを含むエネルギー代
謝調節機構の異常を経て糖尿病や認知症にいたるメカニズムをゼブラフィッシュやショウジョウバエをモデルと
して解明することを目指した。その結果、Notchシグナルを介した解糖系遺伝子の制御は発生過程においてコン
テクスト依存的であること、加齢に伴う代謝率の低下は、エネルギーバランスの乱れによるものではなく、ほと
んどが老化プログラムによるものであることなどがわかった。

研究成果の概要（英文）：Dementia and diabetes are thought to be caused by the effects of 
environmental factors such as lifestyle and internal genetic factors along a long-term time axis. In
 this study, we aimed to elucidate the mechanisms by which environmental factors and time axis lead 
to diabetes and dementia via abnormalities in energy metabolism regulatory mechanisms including the 
Notch pathway, using zebrafish and Drosophila as models. We found that the regulation of glycolytic 
genes via Notch signaling is context-dependent during development, and that the decline in metabolic
 rate with aging is not due to energy imbalance but mostly to the aging program.

研究分野：細胞生物学、分子生物学

キーワード： 神経　代謝　認知機能　ゼブラフィッシュ　Notch

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
認知症や糖尿病は、生活習慣などの環境要因と内的遺伝的要因が長期の時間軸に沿って影響することで発症する
と考えられる。よって、その病態を改善するには、これらの病態を引き起こす経時的な分子メカニズムを理解す
ることが重要である。本研究ではゼブラフィッシュやショウジョウバエをモデルとして老化に伴う病態変化のメ
カニズムの一端を明らかにした。本成果がヒトに応用されることで老化の予防や治療方法の開発につながる可能
性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
(1) 認知機能と代謝関連シグナル制御 
  1-1) 認知症や糖尿病は、生活習慣などの環境要因と内的遺伝的要因が長期の時間軸に沿って
影響することで発症すると考えられる。よって、その病態を改善するには、これらの病態を
引き起こす経時的な分子メカニズムを理解することが重要である。加齢やアルツハイマーに
よる認知症は、環境・遺伝要因と時間経過により、神経細胞に異常が起こる。一方、認知症
リスクはグルコース取り込みが低下する糖尿病で上昇するとの報告があり、脳の糖代謝異常、
すなわちエネルギー代謝異常により認知症が増悪することが示唆されている。 

   解糖は、グルコース代謝の最初のステップである。細胞は酸素の存在下、ミトコンドリアで
のトリカルボン酸（TCA）サイクルと酸化的リン酸化（OXPHOS）を経て、ATP を産生す
る。一方、急速に増殖する細胞（発生細胞、幹細胞、がん細胞など）では、好気的条件下で
も解糖や乳酸産生が促進され、好気性解糖と呼ばれる。神経細胞では、グルコースはエネル
ギー恒常性維持のための重要な基質である。さらに、神経前駆細胞の増殖時には解糖速度が
上昇するが、神経細胞の分化には好気性解糖の低下が必須であることが報告された。さらに、
解糖は phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) 経路、低酸素誘導因子（HIF）、癌遺伝子MYC
など様々な因子によって調節されている。 

    Notchシグナルは進化的に保存された経路であり、胚発生、細胞運命の決定、組織の恒常性
の維持に寄与している[6,7]。Notchシグナル伝達経路は、Notchリガンドと Notch受容体か
ら構成されている。リガンドが受容体に結合すると、Notchの細胞内ドメイン（NICD）はγ
セクレターゼによって切断される。次に、放出された NICD は核内に入り、CSL 
(CBF1/RBPjk/RBPja/Lag1) ファミリーと協力して Notch標的遺伝子の転写を制御する。ま
た、E3 ユビキチンリガーゼである Mind bomb (Mib) による Notch リガンドのユビキチン
化もNotchシグナルの活性化に必要である。Notchシグナルは、発生途上の神経細胞におけ
るパターニング機構を維持するために、一次ニューロンの早熟分化を防ぐことがよく知られ
ている。最近の研究では、Notch シグナルが解糖を制御していることが示唆されている。例
えば、乳癌細胞では、活性化された Notchシグナルと不活性化された Notchシグナルの両方
が解糖を促進します[13]。さらに、Notchシグナルは前 T細胞において PI3K/AKTセリン・
スレオニンキナーゼ経路の活性化を介して解糖を促進する[14]。さらに、ショウジョウバエ
の翅表では、グルコーストランスポーター（GLUT）、ヘキソキナーゼ（HK）、乳酸脱水素酵
素（LDH）の mRNA 発現が Notch シグナルによって直接アップレギュレートされている。
しかし、Notchシグナルが神経細胞における解糖を調節するかどうかは不明であった。 

  1-2) 認知機能を担う脊椎動物の中枢神経系（CNS）では、介在ニューロンが末梢の感覚ニュ
ーロンから運動ニューロンへ情報を伝達している。背腹軸に沿って、神経管の腹側領域で腹
側介在ニューロン V0、V1、V2、V3が生成される。V2介在神経細胞は腹側介在神経細胞の
一種である。内側脳室帯の V2前駆細胞（p2）は興奮性の V2a介在細胞と抑制性の V2b介在
細胞に分化する。V2aおよび V2b介在ニューロンは、他の介在ニューロン（V0および V1）
および運動ニューロンと神経ネットワークを形成し、運動量に関与する。 

    Notchシグナル伝達経路では、Hesファミリー遺伝子の異なる組み合わせにより、細胞の運
命決定、増殖、幹細胞の維持が時空間的に制御されている。V2 介在細胞の発生過程では、
Notchリガンドと受容体の異なる組み合わせが p2の維持とV2aとV2bの細胞運命決定を制
御し、さらに Notchシグナルの活性化が V2b介在細胞の分化に必要であった。しかし、V2a
および V2b介在ニューロンの発生に関与するHesファミリーの遺伝子は不明なままである。
V2b介在神経細胞は、運命決定後、脊髄の同側面に沿って軸索を伸長する。これらの観察は、
成熟神経細胞におけるNotchシグナルの活性化が神経突起伸長を抑制することを報告した先
行研究と矛盾するものであった。また、抑制性神経伝達物質である GABA を発現する V2b
ニューロンの成熟に Notchシグナルが関与しているかどうかは、不明であった。 

 
(2)認知機能と環境因子：加齢と肥満 
  2-1) 加齢は記憶の形成を阻害するが、加齢は記憶の種類によって異なる影響を及ぼす。加齢
は、飢餓や満腹に対する反応など、個人の内的状態を変化させる。このような内部状態の加
齢依存的な変化が、神経活動や記憶形成にどのように影響するかは、まだ不明である。 

    ショウジョウバエの嗅覚学習は、匂いを電気ショックや砂糖と関連付けることでそれぞれ
嫌悪的記憶や食欲的記憶を形成し、食欲的記憶の形成は内部状態に大きく依存するため、こ
れらの疑問を解決するのに理想的な手法である。一回の訓練サイクル条件付け後の嫌悪記憶
は比較的脆弱で 24時間以上不安定であるが、一回の訓練サイクル後の食欲条件付けは 24時
間以上安定した強固な記憶を形成する。このような食欲記憶は、ハエを飢餓状態にし、その
後、栄養価の高い糖類で条件付けした場合にのみ形成される。さらに、食欲記憶の頑健性は、
哺乳類の神経ペプチドY（NPY）のオーソログであるショウジョウバエ神経ペプチドF（dNPF）



などの神経調節系にも影響される。最近の研究では、ショウジョウバエにおいて、加齢は 1
サイクルの回避条件付け後の中期記憶形成を減少させること、複数サイクルの回避条件付け
後のタンパク質合成依存性 LTM を減少させることなどが示されている。しかし、加齢が食
欲記憶形成にどのような影響を及ぼすかについては、これまで検討されていなかった。 

  2-2) 酸素はほとんどの生物の代謝に重要な役割を果たしており、酸素消費量は代謝率を測定
する方法として使用することができる。ミトコンドリアは細胞内のエネルギーの大部分を生
産し、それに応じて細胞内酸素の大部分を消費するため、生物の代謝率が高いほど、より多
くの活性酸素種（ROS）が生産される。それゆえ、代謝活動が過剰になり、栄養の利用可能
性や組成が変化すると、細胞の老化が早まる可能性があります。また、加齢は、代謝異常の
危険因子である肥満を伴うことが多く、近年の最も深刻な問題の 1つとなっている。これま
での研究で、ヒトとマウスの両方の研究で、肥満によって酸素消費量が変化することが示さ
れている。加齢に伴う代謝率の低下は、動物ではほぼ普遍的であり、遺伝的な基盤がある。
しかし、組織による酸素消費量の変化につながる肥満などの生理的な調節障害によって低下
するのか、それとも動物が年をとるにつれて酸化ストレスを回避するために酸素利用を調節
する適性によって低下するのかは、依然として未解決の問題である。さらに、加齢と肥満が
相互に作用して代謝量を調節しているのかどうかも不明であった。 

 
 
２．研究の目的 
 
 (1) 認知機能と代謝関連シグナル制御 
    1-1) 環境要因と時間軸が Notch・Mib1経路に影響を及ぼし、それら経路によるエネルギー
代謝調節異常を経て糖尿病や認知症にいたるメカニズムを解明することを目指し、Notch
シグナルによる神経細胞における解糖制御について明らかにすることを目的とした。 

    1-2)  認知機能を担う脊椎動物の中枢神経系での Notch シグナル機能解明を目指した。具
体的には発生期に背腹軸に沿って生み出される神経管の腹側領域で腹側介在ニューロン
の中で、V2介在神経細胞の発生に焦点を当て、V2運命決定と神経成熟に関するNotchシ
グナルの時間的制御によってどのように複雑な神経回路が確立されるのかを解明するこ
とを目的とした。 

   
  (2) 認知機能と環境因子：加齢と肥満 
    2-1) 加齢は、飢餓や満腹に対する反応など、個人の内的状態を変化させる。このような加
齢依存的な飢餓や満腹に対する反応変化と記憶形成相関の解明を目指した。具体的には
ショウジョウバエの嗅覚学習をモデルとして、加齢が食欲記憶形成に与える影響とその
メカニズム解明を目的とした。 

    2-2) 加齢と肥満よる代謝量調節の仕組みを目指した。具体的にはゼブラフィッシュ成魚を
モデル動物として用い、加齢や肥満による酸素消費量変化量の解析と加齢と肥満の酸素
消費量に関する相互作用解析を目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
 
(1) 認知機能と代謝関連シグナル制御 
    1-1) 初期胚、幼生期の神経認知機能と Notch シグナルの関係を調べるため、Notch シグナル
が欠損または低下したゼブラフィッシュmib1変異体およびrpbjaノックダウン個体を用い
た。さらに受精後初期胚 24 時間胚、幼生期 4 日胚において、 GLUT、解糖系律速酵素 
(hexokinase [HK], pyruvate kinase [PK]) および乳酸脱水素酵素 [LDH] の mRNA 発現様
式を評価するため、ホールマウント in situ ハイブリダイゼーションやリアルタイム qRT-
PCR を実施した。 

    1-2) 認知機能を担う脊椎動物の中枢神経系のなかで V2 介在ニューロンの p2 前駆細胞から
の発達における Notch シグナルの関与を調べるため、Gal4FF を deltaA 遺伝子座に挿入した
エンハンサートラップ系統である deltaAdmc72a を使用した。さらに、V2 細胞系で Notch シ
グナルを活性化するために deltaAdmc72a と Tg(UAS:Notch1a intracellular domain 
(UAS:NICD)) の交配を、また、抑制するために Tg(UAS;Xsu(H)DN)あるいは Tg(UAS:hMAMLDN)
と deltaAdmc72a を交配した。これらの交配から得られた胚において、 V2a, V2b 神経の分
化および分化した V1b 神経の突起伸長を in situ ハイブリダイゼーションや神経種類特異
的な抗体染色によって解析した。 

 
 (2)認知機能と環境因子：加齢と肥満 
 2-1) 異なる年齢群のショウジョウバエにおいて、食欲性嗅覚条件付け後の記憶形成と持続
性を測定した。10 日齢（若齢）のハエは訓練前に 40時間、30日齢（老齢）のハエは 18時
間飢餓させ、記憶は食欲条件付け後 15 分、3 時間、24 時間後に測定した。次に、スクロ
ース（栄養糖）アラビノース（非栄養糖）に対する感受性を測定した。 加齢によって糖



質に関する嗜好が変化するだどうかを測定するために、若齢および老化したハエでスクロ
ース、アラビノースの二者択一の嗜好性アッセイを行った。さらに、dNPF の発現量が加齢
に伴い変化するかどうかを調べるため、生後 10 日および 30 日のハエの頭部と体部におけ
る dNPF および dNPF 受容体（dNPFR）の qRT-PCR 解析を行った。 
    老化したハエで dNPF を発現する神経細胞の発現亢進あるいは活性化が、非栄養糖に対す
る栄養糖の嗜好性の増加を引き起こすかどうかを調べるために、熱感受性 uas-TrpA1 トラ
ンスジーンを dNPF-Gal4 で発現し、10日齢のハエの糖嗜好性を測定した。 
 2-2) ゼブラフィッシュをモデルとして用い、以下の 2つの実験を行った。 
実験 1：ゼブラフィッシュの各発生段階における加齢に伴う代謝の変化 
  各ステージ（1 ヶ月、2 ヶ月、4 ヶ月、6 ヶ月、10 ヶ月、14 ヶ月、22 ヶ月）のゼブラ
フィッシュを用い、体重、体長、ボディマス指数（BMI）、移動距離、酸素消費量を測定
した。 
実験 2：肥満ゼブラフィッシュモデルにおける代謝の変化 
  ゼブラフィッシュを 2つのグループ（コントロール、過食）に分け、2L水槽あたり 4
匹とした。若魚としての 5ヶ月齢のゼブラフィッシュと中年魚としての 14ヶ月齢のゼ
ブラフィッシュに過食給餌を 3週間行い、体重、体長、BMI、移動距離および酸素消費
量を測定した。 

 
 
４．研究成果 
 
(1) 認知機能と代謝関連シグナル制御 
 1-1) Notch シグナルは glut1a や glut3a などのいくつかの解糖系遺伝子の発現を正に制御
している可能性が示された。一方、幼生期の脳では、Notch シグナルが hk2 の発現を負に
制御していることが示唆された。よって、Notch シグナルを介した解糖系遺伝子の制御は
発生過程においてコンテクスト依存的であることが明らかとなった。 
 1-2) V2b 神経細胞の運命決定には Notch シグナルの高い活性が必要である一方、さらなる
成熟神経細胞の伸長にはその Notch シグナル活性の減弱が必要であることが明らかにな
った。したがって、Notch シグナルの時空間的な制御は、神経細胞の分化とその後の神経
細胞の伸長に中心的な役割を果たし、複雑な神経回路の構築に寄与する必須の分子機構で
ある可能性があることが明らかとなった。さらに V2 介在神経の発達における Notch シグ
ナルの下流で機能する Hes ファミリー遺伝子の同定を行い、her15.1 が p2 前駆細胞から
の V2b 介在ニューロンの分化に関与するが、その発現抑制が V2b 介在神経伸長といった形
態的成熟に必要であることが明らかとなった。 

(2) 認知機能と環境因子：加齢と肥満 
2-1)  若齢と高齢のハエで飢餓レベルに差がない場合、食欲記憶の形成や保持に年齢群間
で有意な変化は観察されなかった。 
  飢餓状態におけるスクロースとアラビノースに対する感受性反応曲線を、若齢と高齢の
ハエでそれぞれ 40 時間または 18時間の飢餓で比較したところ、有意な差は観察されなか
った。同じ程度に飢餓状態にした場合、老化は糖の感受性に影響を与えなかった。 
  スクロースとアラビノースの比率が 1:10〜3:20 のとき、老化したハエは若いハエと比較
して、非栄養糖であるアラビノースよりも栄養価の高いスクロースを強く好むことを見出
した。 
  dNPF と dNPFR の発現は、主に頭部で観察された。興味深いことに、dNPF の発現は老化し
たハエの頭部で有意に上昇した。他方、dNPFRの発現は加齢とともに変化しなかった。 dNPF
を発現する神経細胞の活性化により、非栄養糖よりも栄 養糖に対する高い嗜好性が誘発
された。 加齢により神経ペプチド F 発現神経細胞などの神経回路が変化し、加齢に伴っ
て生存効果が低い記憶に対する障害と、生存効果のある記憶形の成能力の維持の両方が起
こることが明らかとなった。 
2-2) 実験 1：ゼブラフィッシュの各発生段階における加齢に伴う代謝の変化: BMI、平均酸
素消費量については、年齢による有意な影響が見られ、4-6 ヶ月でピークに達した。1 秒
間に移動する平均距離も 6-10 ヶ月でピークに達し、14 ヶ月以降に減少した 
実験 2：肥満ゼブラフィッシュモデルにおける代謝の変化: 体重に関しては、過食と年齢
に有意な影響があったが、過食×年齢の交互作用は見られなかった。過食は中年齢のゼブ
ラフィッシュの BMI を増加させた。ゼブラフィッシュの対照群と過食群の両方で、老化に
伴う代謝率（酸素消費量/低行動量）の有意な減少が見られた。 
総合すると、ゼブラフィッシュの代謝老化は、10-14ヶ月頃から見られることがわかった。 
加齢に伴う代謝率の低下は、エネルギーバランスの乱れによるものではなく、ほとんどが
老化プログラムによるものである可能性があることがわかった。 
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