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研究成果の概要（和文）：神経栄養因子(NT)は非神経組織にも発現するが、その役割については未解明な点が多
い。ラット白色脂肪組織より間質血管画分を分画してNTの作用について調べたところ、細胞数に変化はなかっ
た。しかし、中和抗体添加で細胞数が減少し、この減少はサイトカインの余剰投与で回復した。一方、神経成長
因子NGFではこのような作用はみられなかった。マウスでも同様の反応が見られNT3およびNT4/5のコンディショ
ナルノックアウトマウスを作成した。現在、このマウスを用いて前駆脂肪細胞や筋芽細胞の細胞数や前駆脂肪細
胞増殖因子として知られるPDGFやインスリンに対する応答性と分化因子発現を確定させている。

研究成果の概要（英文）：Neurotrophic factors (NTs) are also expressed in non-neural tissues, but 
their roles remain unresolved. When the stromal vascular fraction was fractionated from rat white 
adipose tissue and examined for the effects of NT, cell numbers did not change. However, the 
addition of a neutralizing antibody decreased cell number, and this decrease was reversed by an 
extra dose of cytokine. On the other hand, nerve growth factor NGF had no such effect. A similar 
response was observed in mice, and NT3 and NT4/5 conditioned knockout mice were generated. We are 
currently using these mice to determine the cell counts of progenitor adipocytes and myoblasts, and 
their responsiveness to PDGF, a known progenitor adipocyte growth factor, and insulin, as well as 
differentiation factor expression.

研究分野：基礎獣医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、ニューロトロピンNT3及び、NT 4/5のあらたな役割を解明することを目的とした。その結果二つの
ニューロトロピンが、前駆脂肪細胞の生存や分化因子への応答性を維持することが明らかとなり、一方インスリ
ン依存性の前駆骨格筋細胞においても様々な影響を与えることが明らかとなった。現在NT3とNT4ノックアウトマ
ウスを作成したので最終的な結論を得るために実験を行なっている。結果は、脂肪細胞及び骨格筋細胞の形成過
程にニューロトロピンがどのように作用するか明らかにしたものであり前駆細胞の役割を示すものであり生活習
慣病対策を考える上で重要である。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
近年、発展途上国を含め、糖尿病などの生活習慣病罹患者数が増加し、社会問題化している。
さらにロコモーティブシンドロームといわれる一連の運動器疾患が重なるとより複雑な病態
をしめす。これらの病態発症の基礎には肥満による低レベルの炎症があると考えられている
がその詳細の多くは明らかにされていない、たとえば、腫瘍壊死因子（tumor necrosis factor: 
TNF）が増加し、神経成長因子（nerve growth factor: NGF）の発現を引き起こす。しかし、
産生されたNGFがどのような役割を担うのか未解明のまままである。我々は、脂肪細胞分泌
因子のひとつであるアディポネクチンが NGF と結合して神経細胞の増殖を抑制することを
見出している。一方、アディポネクチンと TNFの間に相互作用は認められなかった。 

NGF が属するニューロトロフィンファミリーには、NGF の他に脳由来成長因子（brain-
derived growth factor）、ニューロトロフィン 3（NT3）、そしてニューロトロフィン 4（NT4）
が含まれ、各々TrKA, TrkB, TrkCあるいは低親和性の p75受容体を刺激する。予備的実験に
よりNT3と NT4は NGFと同様に白色脂肪組織の間質血管画分により多く発現し、またアデ
ィポネクチンとの結合性を示した。そこで本研究ではニューロトロフィンの間葉系中胚葉由
来細胞に対する作用を明らかにして、生体内での役割を明らかにすることを目的とした。 

 
 
２．研究の目的 
神経成長因子と２つの神経栄養因子に焦点を当て、炎症応答のほか、未成熟あるいは未分化
な細胞が多いとされる間質血管細胞に対する作用をあきらかにして、前駆脂肪細胞や筋芽細
胞の形成にどのように影響するか明らかにすること。 

 
 
３．研究の方法 
実験にはWistar系雄ラット、雄雌の C57BL/6Jおよび 6Nマウス、ならびに KKマウスを
用いた。遺伝子の発現、サイトカインの定量は real-time PCRおよび ELISAを用いた。間質
血管画分の分離培養はコラゲナーゼ法を用い、筋細胞の分離には通常のコラゲナーゼ法に加
え組織培養を行った。細胞種の同定はローサイトメトリーを用いて解析した。サイトカイン、
抗体等は購入した。得られたデータは統計処理を行い、有意差検定に供した。 

 
 
４．研究成果 
はじめに、ラットに脂肪組織におけるNGF、NT3、NT4の発現を確認したところ、白色脂
肪組織において NGFと同レベルで NT3 と NT4 の mRNA が検出された（図１）。また、組
織中や培養上清に各タンパク質が存在することが確認された（図２）。また前駆脂肪細のモデ
ルのひとつである 3T3-L1細胞を培養下で分化させると、NGF、NT3、NT4の分泌は減少し
た。脂肪細胞への分化刺激は因子の誘導に抑制的であることがわかった。 
つぎに 3つの因子について間質血管細胞の細胞数に対する影響を調べた。抗 NGF抗体の添
加は細胞数に影響を与えなかった。一方、抗 NT3 抗体あるいは抗 NT4 抗体の添加は細胞数
を有意に減少させた（図３）。興味深いことに効果は相加的であり、抗 NT3抗体と抗 NT4抗
体の同時添加は、それぞれの単独添加に比べ細胞数をさらに減少させた。このようにNT3と
NT4には未分化な細胞の数を維持する役割がある事が示唆された。  
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図１. 脂肪組織におけるNeurotrophinの発現
B: brown adipose tissue; W: white adipose 
tissue; A: adipocyte; Br: brain
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図2. ラット脂肪組織におけるNeurotrophin含量
BAT: brown adipose tissue; WAT: white adipose tissue



 マウスにいてもラットと同様に、脂肪
組織に NGF、NT3、NT4の発現が認め
られ、間質血管細胞に培養下で神経栄養
因子に対する抗体を添加するとラット
の場合と同様に細胞数の減少が見られ
た。そこで、間質血管細胞のどの細胞に
神経栄養因子が作用及ぼすかフローサ
イトメトリーを用いて解析した。CD45
＋（白血球）CD45-,CD31+（血管内皮
細胞）、CD45-,CD31+,CD34-（前駆脂肪
細胞）、CD45-,CD31-, CD34-（その他の
細胞）に分画した。NGF受容体である
TrkA、 NT3受容体である TrkC、NT4
受容体である TrkB の 3 種の受容体の
発現を調べたが、いずれの分画において
も各受容体が 10~80％の細胞で発現し
ており、ニューロトロフィンの標的細胞を同定することはできなかった。また間質血管細胞を
培養すると TrkA、TrkB、TrkCと低親和性受容体 p75が消失した。つまり in vitroの状態で
は培養時の時間を厳密に制御する必要があると考えられた。 
 NT3と NT4の機能を明確にするため、それぞれコンディショナルノックアウトマウスを作
製した。さらに両系統を交配させてコンディショナルダブルノックマウスを作成した。現在、
NT3およびNT4の発現抑制が細胞数に与える影響などを解析を行っている。 
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図3. ラット間質血管細胞に対する中和抗体の効果
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