
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

挑戦的萌芽研究

2014～2014

オミックス解析による摂食調節の統合的シグナル学の構築

Integrative omics-based understanding of the appetite-regulating signals within the 
hypothalamus

００１７２２６３研究者番号：

中尾　一和（Kazuwa, Nakao）

京都大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２６６７０４５８

平成 年 月 日現在２７   ６ ３０

円     2,800,000

研究成果の概要（和文）：リン酸化プロテオミクスとメタボロミクスによるマウス視床下部の解析を行い、物質レベル
から、栄養素シグナルとリン酸化シグナルのクロストークの実態に迫った。さまざまな栄養状態やレプチン等のホルモ
ン投与後のマウス視床下部からの抗チロシンリン酸化抗体による免疫沈降－網羅的質量分析を可能とする系の構築に成
功し、銀染色等により可視化可能な複数の陽性シグナルを検出できた。さらにCE/MSを用いた中心代謝の主要な中間代
謝産物の網羅的解析により、核酸やプリン代謝産物、ペントースリン酸回路の中間代謝産物の濃度の変化を認めた。リ
ン酸基供与系の低下とタンパクリン酸化のグローバルな変化との関連性に興味がもたれる。

研究成果の概要（英文）：We have undertaken phospho-proteomics and metabolomics analyses of the mouse 
hypothalamus to understand the cross-talk of nutrient signals and phospho-protein signaling. We have 
established an effective immunoprecipitation method using phospho-tyrosine antibody for the subsequent 
SDS-PAGE, Ag staining and MS-based annotation. We have already identified multiple novel positive bands 
in Ag-stained gels that appear by leptin stimulation, which could correspond to novel phosphor-proteins 
in leptin signaling pathway. In CE/MS-based analysis of the intermediate metabolites in central metabolic 
pathways revealed a drastic change in nucleic acid and purine metabolism and in pentose-phosphate pathway 
in hypothalamic samples from mice treated with leptin. Linkage between changes in phosphate group donors 
and global changes in phospho-proteomics may suggest a novel signaling dynamism of leptin actions in the 
hypothalamic energy center.

研究分野：内分泌学

キーワード： オミックス　レプチン　食欲　肥満　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
 
レプチンは視床下部の主に弓状核に発現す
るレプチン受容体を介して脳にシグナルを
伝達し、摂食抑制やエネルギー消費の亢進を
もたらす。レプチン受容体下流の細胞内シグ
ナルについては JAK-Stat 経路や MAPK 経路、
PI3K 経路などが存在することが知られてい
る。最近、これらのタンパク質リン酸化シグ
ナルに加えて、細胞内の代謝物（metabolite）
濃度の変化を介した情報伝達の意義が注目
され、AMP キナーゼの例に示されるように、
代謝物シグナルとタンパク質のリン酸化シ
グナルのクロストークによる細胞機能制御
の重要性が明らかとなりつつある。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、エネルギー代謝制御の中枢であ
り、レプチンをはじめとするエネルギー代謝
制御ホルモンによる中枢作用のゲートウェ
イの働きを有する視床下部に特に着目し、代
謝物シグナルとリン酸化タンパク質シグナ
ルの両面から生化学的、病態生化学的解析を
行った。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 標準食ないし 60%kcal fat を含有する高
脂肪食を 8週齢より 7週間与えた
C57BL/6N 雄性マウスに、PBS ないしはリ
コンビナントマウスレプチン 3mg/kg を
腹腔内投与し、1時間後にサクリファイ
スし、速やかに視床下部を採取、液体窒
素により凍結して、保存、ホモジナイズ
後に中心代謝産物含量を CE/MS により解
析した。 

(2) リコンビナントマウスレプチン投与 30
分後の視床下部 5匹分を採取して
1%CHAPS 存在下にホモジナイズし、4G10
抗リン酸化チロシンモノクローナル抗体
固体により免疫沈降し、沈降物を
SDS-PAGEに展開してウエスタンブロット
と銀染色に供した。 
 
４．研究成果 
 
(1) コントロール食マウスに対するレプチン
投与は、CDP、Guanosine、Butylcarnitine、
Adenosine、HMG acid の増加、Ribulose 
1,5-2 リン酸の減少をもたらしたが、こ
れら変化は全て高脂肪食マウスでは消失
していた。一方高脂肪食により、視床下
部の1-Methylnicotinamide、Pantothenic 
acid、Cystathionine、Fructose 6-リン
酸、Glucose 6-リン酸、2-Deoxyguanosine、

Tyr、GABA、Phenylalanine、Gln、
3-Hydroxybutyric acid が増加、
Homoserine、Thr、Hydroxyproline、
Carnitine、Lys、Carboxymethyllysine，
UDP-glucose が減少し、解糖系やペント
ースリン酸回路、酸化還元状態、アミノ
酸代謝、ケトン体産生の異常が示唆され
た。 

(2) さまざまな栄養状態やレプチン等のホル
モン投与後のマウス視床下部からの抗チ
ロシンリン酸化抗体による免疫沈降－網
羅的質量分析を可能とする系の構築に成
功し、銀染色等により可視化可能な複数
の陽性シグナルを検出できた。 

(3) 以上より、中枢性エネルギー代謝制御異
常における、リン酸基供与系の低下とタ
ンパクリン酸化のグローバルな変化との
関連性に興味がもたれ、今後の研究の展
開が期待される。 
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