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研究成果の概要（和文）：Brorin遺伝子欠損マウスの視床下部では、摂食促進ペプチドのうちAgRPおよびNpyの
発現量は増加していたが、Pmchの発現量には変化が認められないことを明らかにした。さらにBrorin遺伝子欠損
マウスの白色脂肪組織では、脂質代謝関連遺伝子（Dgat2、Hsl、Plin1）およびアディポカイン（Adiponectin）
の発現量が増加しており、脂質代謝の変化がアディポカインの発現に影響を与えていることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In the hypothalamus of Brorin knockout mice, the expression levels of AgRP 
and Npy, among the feeding-promoting peptides, were increased, but the expression level of Pmch was 
not altered. Furthermore, the expression levels of lipid metabolism-related genes (Dgat2, Hsl, and 
Plin1) and adipokines (Adiponectin) were increased in the white adipose tissue of Brorin knockout 
mice, indicating that changes in lipid metabolism affect the expression of adipokines.

研究分野：神経発生

キーワード： 視床下部　食欲調節　神経細胞

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
摂食量の増加が認められたBrorin遺伝子欠損マウスでは、摂食促進ペプチドのうちAgRPおよびNpyの発現量は増
加していたが、Pmchの発現量には変化が認められなかった。このことより、BrorinはPmchの発現調節には関与し
ておらず、AgRPおよびNpyの発現を抑制することにより食欲抑制に関与していることが明らかになった。従って
今回の研究成果は、摂食障害の原因解明および治療法の開発において有用な知見をもたらした。

※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 
脳をはじめとする組織形成の様々な過程において、分泌性タンパク質は重要な役割を担って
いる。申請者らは、ゲノム・遺伝子データベースから Bioinformaticsの手法などを用いて 15種
類の新規ヒト分泌性タンパク質を発見した。そのうちの 1つを Brorinと命名して、ヒト以外に
マウスとゼブラフィッシュからも Brorinを単離・同定しており、Brorinは脊椎動物に共通した
分泌性タンパク質であることも明らかにしている。 
 Bmp (bone morphogenetic protein)は、脳発生過程において神経系前駆細胞からニューロン
およびオリゴデンドロサイトへの分化を抑制し、アストロサイトへの分化を促進することが報
告されている。また分泌性タンパク質である Bmpは、細胞表面の Bmp受容体に結合して細胞
内にシグナルを伝達するが、その活性はアンタゴニストなどの制御を受けている。これまでに申
請者らは、Brorin が脳神経系特異的に発現しており、ゼブラフィッシュ Brorin は in vivo で
Bmpアンタゴニスト活性を示すことと、GABA作動性ニューロンおよびグリア細胞の発生に関
与していることを明らかにしている。 
また申請者らは、哺乳類における Brorin の生理的役割を解明するために、Brorin 遺伝子欠
損マウスを作製してその表現型を解析しており、Brorin 遺伝子欠損マウスでは野生型に比べ体
重が有意に増加し、白色脂肪組織重量も増加していることを明らかにしている。Brorin 遺伝子
欠損マウスでは、野生型マウスと比較して摂食量も有意に増加していた。摂食量の増加が認めら
れた Brorin遺伝子欠損マウスでは、摂食促進ペプチドの発現量が有意に増加していたが、摂食
抑制ペプチドの発現量も増加傾向を示した。さらに、Brorin 遺伝子欠損マウスの白色脂肪組織
では野生型に比べ代謝調節遺伝子である Leptinの発現量の増加が認められた。これらの結果は、
Brorin は食欲制御と代謝調節に重要な役割を担っていることを示唆している。 
 
２．研究の目的 
ゼブラフィッシュにおいて Brorin は脳形成過程初期から脳神経系特異的に発現しており、

Bmp に対してはアンタゴニスト活性を示し、ニューロンおよびグリア細胞の分化に関与してい
ることが明らかになっている。視床下部には摂食制御の神経回路において中心的役割をもつ神
経核が存在しており、Bmp シグナルは視床下部弓状核の神経分化及びニューロンの軸索投射に
関与していることが報告されている。Brorin は胎児期から特に視床下部の弓状核において高発
現しており、Brorin 遺伝子欠損マウスでは、通常食飼育時の摂食量が野生型に比べ有意に増加
しており、体重も野生型に比べ有意に増加していた。Brorin 遺伝子欠損マウスでは、摂食促進
ペプチドである Agouti-related peptide (AgRP)とNeuropeptide Y （Npy）の発現量が有意に
増加していたが、摂食抑制ペプチドである Pro-opiomelanocortin (POMC)の発現量も増加傾向
を示した。これらの結果は、Brorin は食欲調節に重要な役割を担っている可能性があることを
示唆している。 
そこで本研究では、視床下部における摂食行動制御機構に Brorin がどのように関わってい
るのか分子レベルで明らかにすることを目的として、Brorin 遺伝子欠損マウスの弓状核におけ
る AgRP、Npyおよび POMCの発現細胞及び発現領域の変化の有無について明らかにする。さ
らに、Brorin と他の摂食制御関連遺伝子との関係についても明らかにする。Brorin遺伝子欠損
マウスの視床下部における摂食制御関連遺伝子の発現量の変化を調べ、摂食量増加の原因につ
いても明らかにする。さらに、Brorin遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂肪組織において Leptin
以外のエネルギー代謝調節遺伝子の発現量の変化の有無を明らかにし、Brorin がエネルギー代
謝にどのように関わっているのか分子レベルで明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１） Brorin 遺伝子欠損マウスの弓状核における摂食制御関連遺伝子の発現領域および発現
細胞数の検討 

 
16 週齢の雄マウスの脳を粉末状ドライアイスで凍結させ、クリオスタットにて 16μm 厚の冠
状切片を作製した。脳切片を 4% formalin/PBS に移して固定し、PBS で洗浄後、proteinase K 処
理およびアセチル化処理を行った。マウス脳から抽出した cDNA を鋳型として作製した
digoxigenin (DIG)標識 RNA プローブを含むハイブリダイゼーション溶液（50% formamide, 20% 
dextran sulfate, 5μM EDTA [pH 8.0], 20 mM DTT, 500μg/mL tRNA, 2.5×Denhardt, 4×SSC, 
1% salmon sperm DNA）で反応させた。2×SSC で洗浄後、RNase A 処理を行った。2×SSC/50% 
formamide 及び 2×SSC で処理した後、抗 DIG 抗体を用いて抗体反応を行い、BM purple を用い
て発色させた。Double in situ ハイブリダイゼーションでは DIG 標識及び fluorescein (FITC)
標識 RNA プローブを含むハイブリダイゼーション溶液で反応させ、DIG 抗体および FITC 抗体を
用いて抗体反応を行い、FITC 標識を Roche fast red で、DIG 標識を BM purple で発色させた。
Npy の発現解析には DIG 標識 RNA プローブを使用し、AgRP と POMC の発現解析には AgRP DIG 標
識 RNA プローブ、POMC FITC 標識 RNA プローブを用いて発色させた。実験には WT 及び KO マウス



をそれぞれ３個体用いた。弓状核における Npy の発現解析は”The Mouse Brain”により定義さ
れるブレグマ -1.46 ~ -1.58, -1.70 ~ -1.94 及び -2.18 ~ -2.46 の３領域で行い、AgRP 及び
POMC の発現解析はブレグマ -1.70 ~ -1.94 で行った。細胞数と相対強度は各個体の代表的な３
～４切片について計測した。細胞数は面積当たりの細胞数(neurons/mm2)として表し、相対強度
の解析は ImageJ を用いて行った。統計的有意差は Student t-test を用いて算出した。検定の
結果、p<0.05 となったものを有意と判断した。 
 
（２） Brorin 遺伝子欠損マウスの視床下部における摂食制御に関与する遺伝子の発現量の検
討 

 
 これまでの解析により、Brorin 遺伝子欠損マウスの視床下部では、摂食促進ペプチドである
AgRP と Npy の発現量が有意に増加し、摂食抑制ペプチドである POMC の発現量も増加傾向にある
ことを明らかにしている。そこでその他の摂食制御関連遺伝子の発現量についても解析した。22
週齢の Brorin 遺伝子欠損マウスと野生型マウスの視床下部から RNA を抽出した後、逆転写反応
により cDNA を作製し、リアルタイム PCR 法を用いて摂食促進ペプチドである Pmch および摂食
抑制ペプチドである Cartpt の発現量を比較検討した。測定は、相対検量線法で行い
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (Gapdh)によって標準化した。統計的有意差は、
Student t-test を用いて算出した。検定の結果、p<0.05 となったものを有意と判断した。 
 
（３） Brorin 遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂肪組織におけるエネルギー代謝調節に関与し
ている遺伝子の発現量の検討 

 
 これまでの解析により、Brorin 遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂肪組織では、代謝調節遺伝
子である Leptin の発現量が有意に増加していることを明らかにしている。そこでその他の代謝
調節遺伝子の発現量についても解析した。22 週齢の Brorin 遺伝子欠損マウスと野生型マウスの
腸間膜白色脂肪組織から RNA を抽出した後、逆転写反応により cDNA を作製し、リアルタイム PCR
法を用いて Adiponectin、Dgat、Hsl および Plin1 の発現量を比較検討した。測定は、相対検量
線法で行い 18S rRNA によって標準化した。統計的有意差は、Student t-test を用いて算出し
た。検定の結果、p<0.05 となったものを有意と判断した。 
 
４．研究成果 
（１） Brorin 遺伝子欠損マウスの弓状核における摂食制御関連遺伝子の発現領域および発現
細胞数の検討 

 
 22 週齢の Brorin 遺伝子欠損マウスの視床下部について、摂食制御関連遺伝子の発現量を逆転
写 qPCR 法により解析したところ、摂食促進ペプチドである AgRP と Npy の発現量が有意に増加
し、摂食抑制ペプチドである POMC の発現量も増加傾向を示すことが分かっている。そこで、
Brorin 遺伝子欠損マウスの弓状核における AgRP、Npy および POMC の発現細胞及び発現領域の変
化の有無について in situ hybridization 法を用いて解析した。16 週齢の Brorin 遺伝子欠損マ
ウスの弓状核の前後軸に沿って 3 領域を選んで調べたところ、いずれの領域においても Npy の
発現領域に変化は見られなかったが、面積あたりの発現細胞数および相対発現強度が野生型マ
ウスに比べて増加していた。また Npy と同様に、Brorin 遺伝子欠損マウスの弓状核における AgRP
および POMC の発現細胞数および相対発現強度についても解析したところ、どちらの遺伝子につ
いても相対発現強度に差は認められなかったが、面積あたりの発現細胞の数は共に有意に増加
していた。しかしながら、Nissl 染色を行ったところ、弓状核において総細胞数の変化は確認で
きなかったことより、Brorin は AgRP、Npy および POMC の発現調節に関与していることが示され
た。 
 
（２） Brorin 遺伝子欠損マウスの視床下部における摂食制御に関与する遺伝子の発現量の検
討 

 
 Brorin 遺伝子欠損マウスでは、野生型マウスと比べて摂食量が増加しており、視床下部弓状
核における AgRP、Npy および POMC の面積あたりの発現細胞の数が増加していることが明らかに
なった。そこで、Brorin と他の摂食制御関連遺伝子との関係についても検討した。22 週齢の
Brorin 遺伝子欠損マウスの視床下部について、摂食制御関連遺伝子の発現量を逆転写 qPCR 法に
より解析したところ、摂食促進ペプチドである Pmch の発現量は野生型マウスと比べて変化が認
められなかった。一方、摂食抑制ペプチドである Cartpt の発現量の発現量は野生型マウスと比
べて増加傾向を示した。 
 
（３） Brorin 遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂肪組織におけるエネルギー代謝調節に関与し



ている遺伝子の発現量の検討 
 
Brorin は白色脂肪組織においても発現しており、Brorin 遺伝子欠損マウスの白色脂肪組織で
は代謝調節遺伝子である Leptin の発現量が増加していることが分かっている。そこで、Brorin 
と脂質代謝関連遺伝子との関係についても検討した。Brorin 遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂
肪組織における脂質代謝調節遺伝子の発現量を逆転写 qPCR 法により解析したところ、Dgat2、
Hsl および Plin1 の発現量が野生型マウスに比べて有意に増加していた。さらに Brorin 遺伝子
欠損マウスの腸間膜白色脂肪組織における脂質代謝関連遺伝子の発現量の変化がアディポカイ
ンの発現量に影響を与えるかについても検討した。Brorin 遺伝子欠損マウスの腸間膜白色脂肪
組織では、Leptin だけでなく Adiponectin の発現量も増加していた。 
 
摂食量の増加が認められた Brorin 遺伝子欠損マウスでは、摂食促進ペプチドのうち AgRP お
よびNpyの発現量は増加していたがPmchの発現量には変化が認められなかったことより、Brorin
は Pmch ではなく AgRP および Npy の発現を抑制することにより食欲抑制に関与していることが
明らかになった。従って今回の研究成果は、摂食障害の原因解明および治療法の開発において有
用な知見をもたらした。 
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