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我々は，ニワトリの摂食調節に関わる新規脳内因子を発見する目的で，cDNAサブトラクション法を用いて，摂食調節

中枢の一つである漏斗核を含む視床下部漏斗部に高発現する遺伝子を探索した。その結果，神経ペプチドの前駆体タンパ

ク質をコードしていると推定される遺伝子の部分配列を見出した。その塩基配列は，機能未知のタンパク質をコードする

遺伝子としてニワトリのゲノムデータベースに登録されている配列と一致した。そこで，ニワトリ品種間での多型の存在

を明らかにするために，卵用鶏と肉用鶏の脳組織から，本遺伝子の翻訳領域の全長をコードする cDNAを単離し，ゲノム

データベース上の cDNA配列と比較した。その結果，卵用鶏では 1 アミノ酸残基の置換に相当する非同義置換が認めら

れた。その塩基配列から推定されるアミノ酸配列から，前駆体タンパク質は，シグナル配列，神経ペプチド，C末端アミド

化シグナル，プロセッシング配列，および，C末端付加配列の構造を有することが推定された。次に，脳内での本遺伝子の

mRNA発現分布を解析したところ，視床下部漏斗部にのみ特異的に発現していることが明らかになった。初生ヒナでの

視床下部漏斗部におけるmRNA発現量は，卵用鶏での発現量が肉用鶏に比べ約 6倍多かった。さらに，推定される 83 ア

ミノ酸残基からなる神経ペプチドを大腸菌の組換えタンパク質発現系を利用して産出し，その脳室内投与がニワトリヒナ

の摂食行動に及ぼす影響を調べた。その結果，本神経ペプチドは卵用鶏の摂食行動を抑制するが，肉用鶏の摂食行動には

有意な影響を及ぼさないことが明らかになった。本研究から，新規遺伝子の翻訳産物と推定される神経ペプチドは，家禽

の摂食行動を調節する新たな脳内因子である可能性が示された。
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諸 言

肉用鶏は早期の市場提供の目的から顕著な摂食亢進・成長を示

す品種として改良がなされてきた（Barbato, 1994）。しかしなが

ら，肉用鶏における摂食亢進の機構については不明な点が多い。

これまでに，哺乳動物の摂食行動は，摂食行動を調節する生理活

性物質（摂食調節因子）によって制御されている（Schwartz et al.,

2000）ことから，ニワトリにおいても，哺乳動物で発見された摂

食調節因子を中心に多くの研究が行われてきた。その結果，いく

つかの摂食調節因子は，ニワトリにおいては哺乳動物とは異なる

作用を示すことが報告されている。例えば，哺乳動物で摂食促進

効果を示す神経ペプチドのうち，メラニン凝集ホルモンやオレキ

シンはニワトリにおいては摂食を促進せず，グレリンは逆に摂食

を抑制させる（Furuse et al., 1999, 2001 ; Ando et al., 2000 ; Kaiya

et al., 2009）。一方，哺乳動物で摂食抑制効果を示す神経ペプチド

であるプロラクチン放出ペプチドは，ニワトリでは摂食促進効果

を示す（Tachibana et al., 2004, 2005b, 2011）。また，哺乳動物では

末梢から分泌されるレプチン，インスリン，グレリンなどによる

摂食制御機構の存在が知られているが，ニワトリのゲノムデータ

ベース上にレプチンの塩基配列が存在しないことから，ニワトリ

は進化の過程でレプチン遺伝子を失った可能性が示されている

（Pitel et al., 2010）。これらのことから，鳥類の摂食調節機構の一

部は哺乳類のそれとは異なる可能性が高く，鳥類特異的な摂食調

節機構が存在する可能性も否定できない。

最近，著者らは，ウズラで最初に発見された視床下部ホルモン

である生殖腺刺激ホルモン放出抑制ホルモン（GnIH）を卵用鶏ヒ

ナの脳室内に投与すると摂食促進効果が見られることを見出した

（Tachibana et al., 2005a, 2008）。さらに最近，GnIH の C 末端

RFamide 構造と同様の配列を示す神経ペプチド 26RFa をウズラ

およびニワトリの視床下部で同定し，その脳室内投与が，肉用鶏

ヒナでは摂食促進効果を示すが，卵用鶏では同様の効果を示さな

いことを見出した（Ukena et al., 2010）。これらのことから，哺乳

類においては報告されていない，種々の神経ペプチドが関与する

鳥類特異的な摂食調節機構の存在が示唆される。

鳥類においては，外側視床下部や視床下部漏斗核が摂食調節中

枢であると考えられている（Boswell et al., 1998 ; Kuenzel et al.,

1999 ; Phillips-Singh et al., 2003）。その中でも視床下部漏斗核は，

哺乳類の摂食調節中枢である弓状核に相当し，摂食調節因子であ

るニューロペプチドY（NPY），アグチ関連ペプチド（AgRP），お
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よび，メラノサイト刺激ホルモン（α-MSH）の前駆体タンパク質

であるプロオピオメラノコルチン（POMC）を産生する神経細胞

群を含むことから，鳥類の摂食調節において重要な中枢の一つで

あるとされている（Boswell et al., 1998 ; Kuenzel et al., 1999 ;

Phillips-Singh et al., 2003）。

本研究では，ニワトリの摂食調節機構を明らかにするための一

環として，鳥類特異的な新規の摂食調節機構を明らかにする目的

で，視床下部漏斗部における未知の脳内摂食調節因子の探索を

行った。

材 料 と 方 法

1． 供試動物

本研究で用いた動物の取り扱い等については，広島大学動物実

験指針に従った。供試動物として肉用鶏（白色プリマスロックと

白色コーニッシュの交配種 ; チャンキー，福田種鶏場および森孵

卵場）と卵用鶏（白色レグホーン ; ジュリア，ゲン・コーポレー

ションおよび新延孵化場）の雄ヒナ（生後 1日から 1週間）を用

いた。

2． cDNAサブトラクション法による遺伝子の同定

摂食調節中枢を含む脳領域である視床下部漏斗部に高い発現を

示す遺伝子を同定する目的で，小脳を対照組織に用いた cDNA

サブトラクション法を行った。孵化後 1 日齢の肉用鶏のヒナ 80

羽から視床下部漏斗部を，2 羽から小脳を取り出し，RNA later

（アンビオン）中に保存した。総 RNAは TRIzol 試薬（インビト

ロジェン）により抽出し，Oligotex-dT30〈Super〉mRNA purifi-

cation Kit（タカラバイオ）を用いてmRNAを精製した。その後，

PCR-Select cDNA Subtraction Kit（クロンテック）のマニュアル

に従って視床下部漏斗部に高い発現を示す cDNA をサプレッ

ション PCR 法により濃縮した。濃縮した PCR 産物を pGEM-T

Easy ベクターに挿入し，大腸菌でのサブクローニングを行った。

1,000 個のコロニー PCR 産物について PCR-Select Differential

Screening Kit（クロンテック）を用いてスクリーニングを行い，

596 個のクローンについてその塩基配列を解析した。得られた

cDNA の塩基配列を National Centre for Biotechnology Informa-

tion, Bethesda，Maryland，USA（NCBI）におけるGenbank 配列

データベースに対するニワトリの Basic Local Alignment Search

Tool（BLAST）検索を用いて解析した。これにより，機能既知の

タンパク質をコードする遺伝子を除外した 20 遺伝子を選出した。

この機能未知遺伝子 20 種類についてニワトリの視床下部漏斗部

にのみ特異的に発現している遺伝子を同定するために，リアルタ

イム PCR 解析による二次スクリーニングを行った。前述の視床

下部漏斗部と小脳と同様に，大脳，間脳および中脳から総 RNA

を抽出し，ReverTra Ace（東洋紡）を用いて逆転写し，cDNAを

得た。20 種類の遺伝子に特異的なプライマーを設計し，Fast

SYBR Green Master Mix（アプライドバイオシステムズ）を用い

てリアルタイムPCR装置（Step One Real-Time PCR System ; アプ

ライドバイオシステムズ）により PCR 増幅を行った。ハウス

キーピング遺伝子である β-アクチンを内在性コントロール遺伝

子とした ΔΔCt 法による相対定量法で各mRNA 発現量の解析を

行い，視床下部漏斗部に特異的な発現を示す遺伝子を同定した。

3． 肉用鶏と卵用鶏における塩基配列の決定と発現解析

2 で同定した遺伝子について，ニワトリのデータベース登録の

配列情報からプライマーを設計し，肉用鶏と卵用鶏の視床下部漏

斗部の cDNA を用いて翻訳領域の全長をコードする cDNA を

PCR法により増幅し，増幅産物の塩基配列を解析した。さらに，

大脳，間脳，中脳，小脳並びに視床下部漏斗部での発現量および

肉用鶏と卵用鶏の視床下部漏斗部での発現量をリアルタイム

PCR 法により解析した。リアルタイム PCR は上記 2 と同様に

行った。

4． 大腸菌による神経ペプチドの調製

3 で決定した塩基配列から，2で同定された cDNAは神経ペプ

チドの前駆体タンパク質をコードしていることが予測されたた

め，その生理機能を解析するために大腸菌の発現系を用いて神経

ペプチドを調製した。

まず，視床下部漏斗部から調製した cDNAを鋳型とし，3で推

定された神経ペプチドをコードしている領域を PCR 法により増

幅した。得られた増幅産物を精製用のヒスチジン（His）タグと可

溶化促進のためのトリガーファクター（TF）をコードする pCold

TF DNA 発現ベクター（タカラバイオ）へ挿入し，プラスミド

DNA を得た。得られたプラスミド DNA を組換えタンパク質発

現用の大腸菌であるBL21 Star（DE3）pLysS 株（インビトロジェ

ン）に導入し，15℃で 24 時間培養後，回収した大腸菌ペレットか

らBugBuster Reagent（ノバジェン）とBenzonase（ノバジェン）

を用い，タンパク質を抽出した。TALONレジン（クロンテック）

を用いてHis タグを含む融合タンパク質を金属アフィニティー精

製後，Factor Xa プロテアーゼ（NEB）を用いてTFを切断し，

80% 冷アセトンにより余分なタンパク質を沈殿除去した。上清

を濃縮し，逆相HPLCカラム（CN-80Ts，東ソー）により神経ペ

プチドを純化した。

次に，Cys 残基の架橋を行うために，フェリシアン化カリウム

溶液中での酸化を行った。また，目的の神経ペプチドのC末端は

アミド化されていると予測されるが，大腸菌中ではアミド化反応

が起こらないため，ペプチジルグリシン α-アミド化酵素（和光純

薬工業）を用いてC末端のアミド化を行った。即ち，神経ペプチ

ド発現の際，本酵素反応に必要なアミド化ドナーであるGly 残基

を C 末端に予め付加しておき，アミド化酵素を用いて 37℃で一

晩，アミド化反応を行った。このC末端の Gly 残基は，発現ベク

ターへ塩基配列を付加することにより行った。本酵素反応による

Gly 残基除去とアミド化に基づく分子量変化は，質量分析により

確認した。最終的に逆相HPLCカラム（CN-80Ts）にて神経ペプ

チドを純化し，凍結乾燥品を得た。

5． ニワトリヒナの摂食行動解析

初生ヒナを購入後，室温 30℃，24 時間照明下で市販試料（豊橋

飼料株式会社，愛知，粗蛋白質含量 24%，代謝エネルギー 3,050

kcal/kg）および水を不断給与して飼育した。投与前日にヒナを

個別ケージに 1羽ずつ分けて実験環境に馴化させた。また，投与

直前にヒナの体重を測定し，各処理間の平均体重が等しくなるよ

うに群分けした。Davis et al.（1979）の方法に従い，脳定位固定装

置にてヒナの頭部を保持し，100 μl マイクロシリンジを用いて脳

室内投与を行った。実験群には 4にて調製した神経ペプチドを，
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コントロール群には溶媒である 10% Dimethyl sulfoxide を含んだ

リン酸緩衝食塩水を 10 μl投与した。投与後，30，60 および 90 分

後に摂食量を測定した。なお，脳室内投与時に投与液に青色の色

素であるエバンスブルーを混ぜておき，実験終了後に脳室内の色

素の有無を確認し，色素が注入されていない個体はデータから排

除した。

6． 統計処理

摂食量に関するデータは，各時間で t-検定を用いて統計処理し

た。有意水準を 5%として有意差を求めた。なお，本研究の数値

データは全て平均値±標準誤差で示した。

結 果

1． 視床下部漏斗部に特異的発現を示す遺伝子の同定

cDNAサブトラクション法により，視床下部漏斗部に特異的に

発現している遺伝子を同定した。この遺伝子は，アクセッション

番号 XM_429770 として GenBank に登録されている機能未知タ

ンパク質をコードする遺伝子であることが明らかとなった。同定

した遺伝子の翻訳領域は 408 塩基であり，135 アミノ酸残基から

なるタンパク質をコードすることが推定された（図 1A）。また，

このタンパク質は，シグナル配列（24 アミノ酸残基），神経ペプチ

ド（83 アミノ酸残基），C末端アミド化シグナル（Gly 残基），プロ

セッシング配列（Arg-Arg 残基），および，C末端付加配列（25 ア

ミノ酸残基）の構造を有する神経ペプチドの前駆体タンパク質で

あることが推定された（図 1B）。

2． 同定した遺伝子の発現解析

同定した遺伝子の cDNA 配列を増幅し，その塩基配列の解析

を行い，ニワトリのゲノムデータベース（セキショクヤケイ），肉

用鶏，および卵用鶏の間で多型の存在を解析した結果，肉用鶏と

セキショクヤケイの塩基配列は完全に一致したが，卵用鶏では

288 番目の塩基がC→T へ，337 番目の塩基がG→Aへ，366 番目

の塩基がC→Aへ置換していた。この 337 番目の塩基の違いによ

り，前駆体タンパク質中の 113 番目のアミノ酸残基が Val から

Ile へ置換していた。このアミノ酸は C末端付加配列部分に存在

するものであることから，神経ペプチドのアミノ酸配列はセキ

ショクヤケイ，肉用鶏，および卵用鶏の間で一致することが示さ

れた。

脳内での本遺伝子mRNA発現部位の解析結果から，肉用鶏お

よび卵用鶏共に，視床下部漏斗部で特異的に本遺伝子のmRNA

が発現していることが明らかになった（図 2）。また，孵化後 1日

齢で給餌していない状態における肉用鶏と卵用鶏の視床下部漏斗

部でのmRNA発現量を比較した結果，肉用鶏に比べ，卵用鶏に

おいて，約 5.7 倍多く発現していることが明らかとなった（肉用

鶏 1±0.2，卵用鶏 5.7±1.8，P＜0.05）。

3． 生理機能解析用の神経ペプチドの調製

大腸菌の発現系を用いて，C末端がアミド化し，内部にジスル

フィド結合を形成した神経ペプチドを調製し，逆相HPLCにより

95% 以上に純化した。大腸菌の培養液 1 リットル当たり，約 2

mgの神経ペプチドを得た。

4． ニワトリヒナの摂食行動への神経ペプチドの影響

本神経ペプチドの脳室内投与は，卵用鶏では，コントロール群

と比較し，投与後 60 分および 90 分の累積摂食量を有意に減少さ

せた（図 3A）。一方，肉用鶏では，本神経ペプチド投与による有

意な変化は認められなかった（図 3B）。

考 察

離巣性を示す家禽のヒナは，生存のために孵化後速やかに摂食

行動を開始する。特に肉用鶏は急成長を示す品種として改良され

ており，顕著な摂食行動の亢進を示す。家禽の摂食調節機構を解
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図 1． 視床下部漏斗部で特異的に発現する遺伝子がコード

するアミノ酸配列および前駆体タンパク質の構造

135 アミノ酸残基からなる前駆体タンパク質のア

ミノ酸配列を一文字表記で示す（A）。1-24 番目がシ

グナル配列（波線），25-107 番目が神経ペプチド（下

線），アミド化シグナルであるGly 残基，プロセッシ

ング配列である塩基性アミノ酸対，および，C末側付

加配列となっている。B は前駆体タンパク質の模式

図を示している。113 番目のアミノ酸残基は肉用鶏

ではVal（二重下線）であったが，卵用鶏では Ile を

コードする塩基に置換していた。

図 2． 肉用鶏の各脳領域におけるmRNA発現量の解析

大脳，間脳，中脳，小脳，および，視床下部漏斗部

から調製した cDNAを鋳型とし，リアルタイム PCR

解析を行った。大脳の発現量を 1 とした相対値とし

て示した。n＝5，**P＜0.01



析する研究は数多く報告されている（Richards and Proszkowiec-

Weglarz, 2007 ; Yuan et al., 2009）が，その詳細は未だ明らかにさ

れていない。効率的な家禽育種の観点からも摂食行動の分子メカ

ニズムの理解は必要である。そこで，著者らは，新規の摂食調節

因子を発見し，それに基づき家禽の摂食調節機構を解明するべ

く，本研究を行った。まず，鳥類の摂食中枢の一つである視床下

部漏斗部に特異的に発現する遺伝子を同定するために，cDNAサ

ブトラクション法を用い，機能未知の遺伝子を見出した。さら

に，本遺伝子の翻訳産物である前駆体タンパク質について，シグ

ナル配列の有無を推定する解析ソフト（SignalP 3.0）で調べた結

果，シグナル配列が 24 アミノ酸残基からなることが推定され，細

胞外に分泌されるタンパク質であることが示唆された。109 と

110 番目の連続した塩基性アミノ酸対（Arg-Arg）は，プロホルモ

ン変換酵素による切断部位であり，その 1つ前の 108 番目の Gly

残基は 107 番目のMet 残基をアミド化するシグナルと推定され

た。また，43 番目と 99 番目の Cys 残基間でジスルフィド結合が

形成されると推定された。これらのことから，本遺伝子は，ジス

ルフィド結合を形成し，C末端がアミド化された 83 アミノ酸残

基の神経ペプチドをコードすることが示唆された。

本遺伝子の翻訳産物である神経ペプチドの生理機能を解明する

ため，神経ペプチドを大腸菌発現系により調製し，内部のCys 残

基の架橋と C 末端アミド化処理を行った。このジスルフィド結

合の架橋時に，2本のペプチド鎖が連結したダイマーは検出され

なかったことから，生体内でも分子内の架橋のみが生じている可

能性が高い。今後，視床下部漏斗部で合成されている神経ペプチ

ドを抽出し，その構造解析を行う必要があろう。

肉用鶏および卵用鶏のヒナの脳室内に神経ペプチドを投与し，

摂食量の変化を調べた結果，卵用鶏においてのみ，摂食量の有意

な減少が見られた。また，卵用鶏よりも肉用鶏の視床下部漏斗部

において本遺伝子のmRNA発現量が少なかったことから，肉用

鶏における摂食行動の亢進に，本遺伝子の発現量の低下が関与す

る可能性が示された。今後は，今回用いた肉用鶏の白色ロック・

コーニッシュや卵用鶏の白色レグホーン以外の品種でも解析を進

めることによって，品種毎における神経ペプチドの効果の違いを

明らかにする必要がある。また，本神経ペプチドの受容体を同定

し，今回用いた肉用鶏と卵用鶏におけるその受容体の発現量やリ

ガンドとの結合活性の違い等について明らかにすることによっ

て，本研究において認められた摂食抑制効果の違いの原因を明ら

かにできる可能性もある。

今回の研究と同様に，肉用鶏と卵用鶏で摂食調節効果が異なる

ペプチドが幾つか報告されている（Tachibana et al., 2001a,

2001b ; Ukena et al., 2010）。例えば，哺乳動物において摂食亢進

ペプチドとして知られている 26RFa は，肉用鶏の摂食量を増加

させるが，卵用鶏では同様の効果は認められない（Ukena et al.,

2010）。また，摂食抑制効果を示す副腎皮質刺激ホルモン放出ホ

ルモンおよびグルカゴン様ペプチド‐1（GLP-1）は，肉用鶏では

卵用鶏に比べ，その効果が弱いことが報告されている（Tachibana

et al., 2006）。さらに，アンタゴニスト投与実験の結果から，肉用

鶏と卵用鶏で内因性のペプチドの働きに相違があることが推察さ

れるペプチドも幾つか報告されている。例えば，GLP-1 の受容体

アンタゴニストであるエクセンジン（5-39）は肉用鶏では効果が

ないが，卵用鶏では摂食促進効果を示すことから，肉用鶏では，

内因性の GLP-1 は摂食調節に重要な役割を果たしていない可能

性が示唆されている（Tachibana et al., 2001b）。同様に，摂食抑制

効果を示す α-MSH の受容体の内因性アンタゴニストである

AgRP も，卵用鶏においてのみ摂食行動を促進することから，α-

MSH も肉用鶏の摂食調節に重要な役割を果たしていない可能性

が示唆されている（Tachibana et al., 2001a）。今回同定された新

規ペプチドについても，肉用鶏と卵用鶏の摂食行動の相違に着目

し，ペプチドの効果の相違に関与する作用機序について明らかに

する必要があろう。

哺乳類において鳥類の視床下部漏斗核と相同な部位である視床

下部弓状核は，末梢からのレプチンの情報を受け取り，室傍核や

外側視床下部へ出力することから，視床下部摂食調節機構の最上

流に位置するとされている（Schwartz et al., 2000）。今後は，ニワ

トリにおいて，視床下部漏斗部内での本神経ペプチド産生細胞の

同定や，その産生ニューロンの投射する標的神経核或いは領域を

明らかにすることにより，本神経ペプチドが関与する摂食調節機

岩越ら : 新規視床下部遺伝子の同定
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図 3． 卵用鶏および肉用鶏における神経ペプチドの脳室内投与が摂食行動に及ぼす影響

神経ペプチドの卵用鶏への脳室内投与は，投与後 60 および 90 分の累積摂食量を有意に減少させた（A）。一方，神経ペプ

チドの肉用鶏への脳室内投与は，有意な変化を示さなかった（B）。n＝7∼11，*P＜0.05



構の全体像を明らかにする必要がある。

結論として，本研究では，ニワトリの視床下部漏斗部に特異的

に発現する遺伝子を同定した。その翻訳産物の神経ペプチドの中

枢投与は，卵用鶏の摂食行動を抑制した。これらの結果から，本

神経ペプチドは，家禽の摂食行動を調節する新たな脳内因子であ

る可能性が示された。
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Identification of a Novel Gene Differentially Expressed in the

Chicken Hypothalamic Infundibulum
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In the present study, we identified a novel cDNA encoding a food intake-regulating neuropeptide in chickens.

cDNA subtraction was used to identify highly expressed cDNAs in the hypothalamic infundibulum, and a cDNA was

found that is listed in the genome database of the Red Junglefowl, Gallus gallus. Quantitative PCR analysis demon-

strated specific expression of the mRNA in the hypothalamic infundibulum in the brain. The level of mRNA in layer

chicks was approximately six-fold higher than that in broilers. The amino acid sequence derived from the cDNA com-

prised 135 amino acids, including one neuropeptide of 83 amino acids followed by a glycine amidation signal and a

dibasic amino acid cleavage site. We prepared the predicted neuropeptide as a recombinant peptide by E. coli expres-

sion system. Intracerebroventricular injection of the neuropeptide in layer chicks suppressed feeding behavior. In

contrast, food intake in broiler chicks was not affected by injection of the neuropeptide. These data provide the first

evidence for the presence of the novel neuropeptide in the chicken hypothalamic infundibulum and that this neuro-

peptide exerts an anorexigenic activity.

(Japanese Journal of Poultry Science, 50 : J10-J15, 2013)

Key words : feeding behavior, neuropeptide, layer, broiler, hypothalamus
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