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研究成果の概要：グレリンは成長ホルモンの分泌促進作用のみならず、摂食促進やエネルギー

代謝調節に関わっている。中枢におけるグレリンネットワークを神経解剖学的に解明すること

は複雑な摂食調節機構を解明する上で重要である。本研究では Cre-loxP システムによってグレ

リン発現細胞特異的に緑色蛍光タンパク質を高発現する遺伝子改変動物の作製を目的とした。

緑色蛍光タンパク質を検出することで、グレリン産生細胞の分布局在を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
 これまでに申請者らの研究や他のグルー
プの研究より、グレリンは末梢、特に胃か
ら中枢神経系へ（Date Y, Kageyama H, 
Shioda S, Nakazato M, et al, 2006 Cell 
Metabolism 4;323-331）、中枢神経系から
末梢臓器へ、さらには中枢神経系内で情報
を伝達し、食欲を伝える重要な因子である
ことが示されている。脳内におけるグレリ
ンと既知の摂食調節因子との神経相関を解
析することは、複雑な摂食調節機構を解明
する上で必須である。申請者らはグレリン
の摂食亢進作用に着目し、中枢神経系にお
けるグレリンの役割を解析するため、独自

の抗グレリン抗体（宮崎大・中里作製）を
用いて、脳内、特に視床下部弓状核におけ
るグレリンの分布局在およびニューロン
ネットワークを免疫組織学的に解析してき
た（Shioda S et al, 2002 Neurosci Lett 
321;157-160）。最近 Yale 大学の Horvath
らは海馬にグレリン産生細胞体があること
を報告している（Nat Neurosci. 2006）が、
脳組織のグレリン量が極めて低いことから、
グレリンの検出は抗体の特異性とコルヒチ
ン処理の有無などによって大きく左右され、
ニューロンネットワークの全容については
国内外においてもほとんど解析が進んでい
ない。 
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 申請者はグレリンのニューロンネット
ワークを解明するために抗グレリン抗体に
依存しなくてもグレリンニューロンを同定
できる系として、グレリン産生細胞特異的
に緑色蛍光タンパク質（EGFP）を発現する
トランスジェニックマウスを作出した（日
本解剖学会抄録, 2006）。このトランスジェ
ニックマウスは胃のグレリン産生細胞で強
い緑色蛍光が観察されたが、脳内に局在し
ている海馬および視床下部弓状核において
は EGFP の発現量が少なく明確な結果を得
ることができなかった。最近オレキシン
ニューロン特異的に軸索を逆向性輸送する
GFP（EGFP-TTC）を発現するトランスジェ
ニックマウスを用いて筑波大学桜井(現金
沢大学)らとの共同研究でオレキシン
ニューロンの入力路を明らかにした
（ Sakurai T, Kageyama H, Shioda S, 
Yanagisawa M, et al Neuron 2005）。とこ
ろで、遺伝子欠損マウスを作成する方法と
して組織特異的かつ時期特異的プロモー
ター制御下で DNA 組換え酵素 Cre 遺伝子を
発現させ、Cre 酵素を産生させる系と、破
壊したい遺伝子の一部を loxP 配列で挟ん
だ DNA 構築物を組み合わせることで、Cre
遺伝子産物が発現する組織、時期に応じて
loxPで挟まれた遺伝子をDNA組換えによっ
て欠損させる Cre-loxP システムが確立さ
れている。そこで、Cre-loxP のシステムを
応用し、逆行性に軸索輸送する蛍光タンパ
ク質をグレリン産生ニューロンに発現でき
れば、時期特異的にグレリンニューロンの
入力路を同定することができ、グレリン
ニューロンの調節機構が解明できると考え
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、Cre-loxP システムを導入した
グレリンニューロン特異的に GFP または
EGFP-TTC を過剰発現するダブルトランス
ジェニックマウスの作製および脳内におけ
るグレリンニューロンの分布・局在の同定
およびグレリンニューロンの入力路を GFP
の蛍光をトレースすることで解明すること
を目的とした。 

 
３．研究の方法 
(1)グレリン遺伝子転写調節領域制御下で
CreER を発現する DNA コンストラクトの構
築およびこの DNA を用いたトランスジェ
ニックマウスの作出 
①8.6kb のグレリン遺伝子転写調節領域の
下流に Cre-タモキシフェン受容体（ER）融
合体 cDNAおよび polyAシグナル部位をもつ
DNA をこの順番で結合させ、グレリン遺伝子
プロモーター-creER-poly(A)の DNA コンス
トラクトを構築した。 

②構築した DNA コンストラクトを制限酵素
によって、クローニングベクターから切り
離し、グレリン遺伝子プロモーター
-creER-poly(A)の DNA コンストラクトを精
製し、これをトランスジーンとした。 
③②で構築したトランスジーンを用いて
C57BL 系マウスの受精卵に注入した。 
④生まれてきたマウスに対してジェノタイ
ピングを行い、トランスジーンが入ってい
る個体を区別した。 
⑤④でトランスジーンが入っている遺伝子
改変動物の系統維持のために兄妹交配させ、
その際に生まれる野生型と遺伝子改変型の
区別は、マウス尾部よりゲノム DNA を抽出
し、外来遺伝子である cre をターゲットに
PCR 法でジェノタイピングを行った。 
 
(2)CAG プ ロ モ ー タ ー の 下 流 に
loxP-neo-loxP-逆行輸送機能をもつ緑色蛍
光タンパク質（EGFP-TTC）-IRES-核移行型
LacZ-poly(A)シグナルのDNAコンストラク
トの構築とトランスジェニックマウス
（LNL-ETIL Tgマウス）の作出 
①すでに構築しているシグナルペプチド-
改良型緑色蛍光タンパク質-破傷風毒素C末
断片-IRES-核移行型LacZの順番で繋がった
DNAコンストラクトを、強力なプロモーター
活 性 を 持 つ CAG プ ロ モ ー タ ー
-loxP-neo-loxPの下流に挿入した。 
②①で構築したDNAコンストラクトを制限
酵素にて直線化し、精製後注入用のDNAとし
た。このDNAをC57BL/6J系の受精卵に微量注
入した。 
③②で生まれてきたマウスに対してジェノ
タイピングを行い、トランスジーンが入っ
ている個体を区別した。 
④③でトランスジーンが入っている遺伝子
改変動物の系統維持のために兄妹交配させ、
その際に生まれる野生型と遺伝子改変型の
区別は、マウス尾部よりゲノム DNA を抽出
し、外来遺伝子である egfp をターゲットに
PCR 法でジェノタイピングを行った。 
⑤現在系統を維持している強力なプロモー
ターによって Cre 遺伝子を全身性に発現し
ているマウスと④で系統維持しているマウ
スと交配させ、ダブルトランスジェニック
マウスを作製した。 
 
(3)グレリンニューロンの分布局在および
ニューロンネットワークの解明 
①グレリン遺伝子調節領域によってCreER
を発現するトランスジェニックマウスと
CAG-loxP-neo-loxP-Venus 導 入 ト ラ ン ス
ジェニックマウスを交配させ、CreER発現お
よびloxP-neo-loxP-Venusを持つダブルト
ランスジェニックマウスを完成させた。 
②このダブルトランスジェニックマウスに



 

 

タモキシフェン（エストロゲン誘導体）を
５日間腹腔内に投与し、Creを活性化させる
ことで、loxP-neo-loxP間でDNA組換えをお
こさせ、CAGプロモーター制御下でVenusを
高発現させた。（下図） 

③タモキシフェン投与開始７日目にマウス
を4%パラホルムアルデヒド／リン酸緩衝生
理食塩水で灌流固定し、脳切片を作製した。 
④Venusの緑色蛍光を指標に分布局在をし
らべた。 
 
(4)Cre-loxPシステムを用いたグレリン含
有ニューロンへの求心路の解明 
① (1)で作出したグレリンニューロン特異
的にCreERを発現するトランスジェニック
マ ウ ス と （ ２ ） で 作 出 し た
CAG-loxP-neo-loxP-EGFP-TTC-IRES-lacZ 導
入トランスジェニックマウス を交配させ、
ダブルトランスジェニックマウスを完成さ
せた。 
②タモキシフェンをこのダブルトランス
ジェニックマウスに 5日間投与し、その後灌
流固定し、凍結包埋した後、連続切片を作製
した。 
③GFP と無毒化破傷風毒素(TTC)の融合タン
パク質は細胞体から神経終末へ逆行性に取
り込まれる性質があるので、蛍光顕微鏡をも
ちいて、連続切片上で緑色に発光している軸
索または樹状突起を辿ることによって、求心
路を解析した。 
 
４．研究成果 
 グレリンは中枢における摂食調節ペプチ
ドとして重要であることから、脳内の
ニューロンネットワークを解明する必要性
が極めて高い。そこでグレリンニューロン
特異的に緑色蛍光タンパク質（GFP）を過剰
発現する、または逆行性に軸索輸送が可能
な緑色蛍光タンパク質を過剰発現する
Cre-loxP システムをもつトランスジェ
ニックマウスを開発し、グレリン産生
ニューロンの脳内分布・局在およびグレリ
ンニューロンに対する求心路を緑色蛍光を
トレースすることで神経解剖学的に解析す
ることを目的とした。グレリン遺伝子転写
調節領域8.6kbの下流に組換え酵素Cre-変

異型エストロジェン受容体（ER）融合体
cDNAおよびヒト成長ホルモンpolyAシグナ
ル部位をもつ DNA をこの順番で結合させ、
グ レ リ ン 遺 伝 子 プ ロ モ ー タ ー
-CreER-poly(A)の DNA コンストラクトを構
築した。一方、すでに構築したシグナルペ
プチド-eGFP-破傷風毒素 C 末断片-IRES-核
移行型LacZの順番で結合しているDNAコン
ストラクトを強力なプロモーター活性を持
つCAGプロモーター-loxP-neo-loxPの下流
に挿入し、DNA コンストラクトを構築した。
各々の DNA コンストラクトを制限酵素処理
し、精製後、注入用の DNA とし、C57BL 系
マウスの受精卵に注入した。グレリン遺伝
子プロモーター-CreER-p(A)の DNA を受精
卵に微量注入して生まれてきたマウスに対
して、PCR 法でジェノタイピングを行い、
１系統の遺伝子改変マウスが完成した。一
方 LNL-SP-EGFP-TTC-IRES-nlacZ を受精卵
に微量注入し、生まれてきたマウスに対し
てジェノタイピングをおこなったところ、
２匹のマウスでトランスジーンの導入が確
認できた。 
 GHR-CreER Tg マ ウ ス と
CAG-loxP-neo-loxP-Venus 導入トランスジェ
ニックマウスと交配させ、ダブルトランス
ジェニックマウスを作製した。GHR-CreER Tg
マウスの作出までに時間がかかり、現在グ
レリンの主な産生臓器である胃と視床下部
において解析中である。 
 ２系統の緑色蛍光タンパク質発現マウス
および１系統の軸索を逆行性輸送する蛍光
タンパク質発現マウスを実験に供すること
ができる数まで繁殖させた。そして、それ
ぞれのマウスを全身性に組換え酵素 Cre を
発現するトランスジェニックマウスと交配
させ、生まれてきたダブルトランスジェ
ニックマウスにおいて緑色蛍光タンパク質
が全身性に発現していることを確認した。
すなわち緑色蛍光タンパク質発現マウスに
よってその蛍光タンパク質を指標に局在・
分布の解析および軸索を逆行性輸送する蛍
光タンパク質発現マウスによって緑色蛍光
タンパク質を辿ることで、特定ニューロン
を支配するニューロンを同定することが可



 

 

能となった。 
 現在は GHR-CreER Tg マウスと LNL-ETIL 
Tg マウスと交配させ、Cre-loxP システムを
有するダブルトランスジェニックマウスを
作出し、グレリンニューロンを支配する上
位のニューロンおよび起始部位となる神経
核を解析中である。 
 今後、組織特異的かつ時期特異的に Cre
を発現させる遺伝子改変動物を種々作出し、
loxP 配列をもつ遺伝子改変動物と交配さ
せ、生まれてきたダブルトランスジェニッ
クマウスを解析することで、複雑なニュー
ロンネットワークを迅速に解析ができる。 
またこれらの Cre-loxP システムをもつ遺
伝子改変マウスを用いることで、今後注目
されるであろう微量にしか存在しない摂食
調節ペプチドを解析する強力なツールにな
る。 
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