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研究成果の概要：ネスファチン-1 の活性部位の同定を試み、中央部分の M30 部分のぺプチド

のみがネスファチン-1 と同様の摂食抑制作用が認められた。M30 250 pmol/g 体重の単回投与

による代謝に及ぼす影響を検討した。雄性 ICR マウスに M30 を腹腔内投与し、その後１時間

の酸素消費量の変化や各種血中代謝マーカーに対する影響について検討を行ったが、明期にお

ける M30 の単回投与実験条件下においては M30 投与による明らかな酸素消費量への影響は認

められず、血糖値や脂質濃度にも有意な変動は観察されなかった。また褐色脂肪組織における 

uncoupling protein (UCP)-1 の発現にも有意な急性効果は認められなかった。更に予備的な検

討として、のネスファチン/ヌクレオビンディン-2 遺伝子欠損雄性マウスの酸素消費量の変動

に関する検討を行ってみたが、明期中期のみにおいて３時間にわたり測定した酸素消費量に関

する検討結果では、明らかな酸素消費へのネスファチン/ヌクレオビンディン-2 遺伝子欠損の

影響は認められていない。更に自発運動量の計測も予備的に行ってみたが、有意な変動は認め

られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
 
 肥満は世界レベルに急増していることが
報告されるようになった。本邦においても肥
満は国民の注目を浴びているメタボリッ

ク・シンドロームの根幹をなす重要な病態で
ある。肥満、特に内臓肥満の治療を行うこと
は、糖尿病、高血圧、高脂血症の改善並びに
心血管疾患の予防に非常に重要な意味をな
す。肥満症の治療としては、エネルギー摂取



量の減少とエネルギー消費量の亢進を図る
必要がある。エネルギー摂取の増加の要因と
して過食が重要であるが、摂食量の調節を行
うことは臨床的に困難な場合が少なくない。
特に現在までに知られている薬物治療では、
リバウンドの問題も大きく、なかなか有効な
治療方法がなかった。脂肪細胞由来の初めて
の摂食抑制蛋白であるレプチンでは、肥満者
においてはレプチンに対する抵抗性（中枢へ
の移行障害、等により）の障害の存在により
臨床的に肥満者において有意な体重減少を
呈するには血中濃度を正常者の 50 倍程度ま
で上昇させないとその効果が認められない
ことが米国に於ける臨床治験成績から判明
している。一方、レプチンによる血圧上昇や
血小板凝集促進作用等の好ましくない末梢
作用の存在も障害になるものと考えられ、レ
プチンの臨床応用では有効な効果が得られ
る可能性が少ないものと考えられる。そこで
臨床の場においては新たな肥満の治療法の
開発が切望されている。 
 
２．研究の目的 
 
 このたび、我々は新たな摂食抑制蛋白とし
てネスファチン-1 を同定した。ネスファチ
ン／NUCB2 は、視床下部を中心とした脳内に
おいて合成され、prohormone convertase-1 
によるプロセッシングにより活性型である
ネスファチン-1 となり、分泌されて作用を
示し摂食抑制作用を呈する。ネスファチン-1 
は、摂食行動に密接に関係する室傍核等の視
床下部を中心に発現し、絶食時などにラット
室傍核における発現が変動する強力な摂食
抑制蛋白と考えられるとともに、ラットの第
三脳室内への急性投与により、等モルにてレ
プチンに比しより強力な食欲抑制を示すと
ともに、第三脳室内への抗ネスファチン-1 
抗体の投与が食欲を刺激することが判明し、
新たな摂食抑制蛋白と考えられる。更にネス
ファチン-1 の慢性的な第三脳室内への投与
によりラットの体重、体脂肪量、特に内臓脂
肪量の明らかな減少を示すことがこれまで
に判明しているとともに、抗ネスファチン-1 
抗体の第三脳室内への慢性投与が食欲を増
加し、その結果とした体重増加を示すことと
も明らかとなり、生理的に摂食の抑制的な調
節に関与する新たな蛋白として注目される。
また我々は最近ネスファチン-1 のマウス腹
腔内や皮下への末梢投与により食欲が低下
することも明らかとしてきた。しかしながら、
ネスファチン-1 はまだ同定されたばかりな
ので、その特異的な受容体も判明していない。
更に詳細な脳内作用機構についてもまだ明
らかとされていない。ネスファチン-1 が末
梢投与においてもその摂食抑制作用を示す
ことより、その作用機構やエネルギー代謝へ

の関与、末梢組織に対する直接作用の有無に
ついてもまだ全く検討が行えていないので、
このような点を今後早急に明らかとする一
貫としてネスファチン-1 の活性部位の同定
を試みるとともに、ネスファチン/ヌクレオ
ビンディン-2 遺伝子欠損マウスを作成し、
その行動科学的な解析を試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1)ネスファチン-1 の活性部位の同定 
 
 コンピューター解析結果に基づき、82個の
アミノ酸からなるネスファチン-1 を３分割
したぺプチド（N-端側 23 個(N23)、中央部
分 30 個 (M30)、C-端側 29 個 (C29)）を合
成、それぞれのぺプチドを 250 pmol/g 体重
にて ICR マウスの腹腔内へ暗期直前に投与
し、その投与後の３時間における摂食量の変
動を検討することにより、その活性部位の特
定を試みた。更に褐色脂肪組織における 
uncoupling protein (UCP)-1 の発現変動を
投与後１時間において褐色脂肪組織を得て、 
western blot 解析を行うことにより検討し
た。 
 
(2)ネスファチン／ヌクレオビンディン欠損
マウスの系の樹立 
 
 マウスゲノム DNA ライブラリーよりクロ
ーニングを行い、ターゲティングベクターを
構築、ES 細胞を用いてエレクトロポレーシ
ョンを実施する。その後、スクリーニングを
実施し、４〜５個のポジティブクローンを取
得し、Southern blot 法、等により確認作業
を行う。相同組換え ES 細胞をマウスの胚に
注入し、ネスファチン-1 欠損のキメラマウ
スを数系統作製、キメラ率の高いマウスを用
いてキメラマウスの交配後 F1 へテロマウ
スを取得する。PCR 法にて確認を行い、その
後継代を行い、ネスファチン／ヌクレオビン
ディン欠損マウスの系の樹立を行う。 
 
(3) 代謝計測システム 
 
 ２チャンネル・マウス用代謝計測システム
（室町機械社製、MK-202R/02）を用いて雄性 
ICR マウスへのネスファチン-1 の活性部位
の急性投与時やネスファチン／ヌクレオビ
ンディン-2 欠損雄性マウスの明期における
酸素消費量の変動について解析を行った。更
に電子ビームを用いた自発運動量計測も同
時に行った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ネスファチン-1 の活性部位の同定 



 
 N23 及び C29 の投与では全く摂食行動に
は影響を与えなかったが、中央部分の M30 
部分のぺプチドのみがネスファチン-1 と同
様の摂食抑制作用を示した。この結果より、
ネスファチン-1 の活性部位は M30 部分に存
在することが明らかとなり、その後の検討は 
M30 を用いて行った。次に M30 の単回投与
による代謝に及ぼす影響を検討した。M30 の
単回投与では、血糖値、中性脂肪値、総コレ
ステロール値には明らかな影響を来さない
ことが明らかとなった。今回の検討により、
ネスファチン-1 の活性部位が明らかにされ
ることにより、今後のネスファチン-1を応用
した創薬に向けて、貴重なデータを得ること
が出来た。 
 
(2) 酸素消費量への影響 
 
 雄性 ICR マウスに M30 250 pmol/g 体重
を腹腔内投与し、その後２時間の酸素消費量
の変化を検討した。明期における M30 の単
回投与実験条件下においては M30 投与によ
る明らかな酸素消費量への急性効果は認め
られなかった。この活性ぺプチドの腹腔内へ
の急性投与実験結果では酸素消費量の増加
作用が認められない可能性が示唆された。ま
た更にこの活性ぺプチドの腹腔内への急性
投与時の褐色脂肪組織における UCP-1 の発
現に関する検討も行ってみたが、M30 投与に
よる有意な急性投与効果は認められなかっ
た。 
 またネスファチン/ヌクレオビンディン-2 
遺伝子欠損マウスの作成を行った。現時点に
おいては、まだ最終的なバッククロスが終了
していない状況にはあるが、予備的な検討と
してネスファチン/ヌクレオビンディン-2 
遺伝子欠損及び野生型雄性マウスを用いて
明期中期のみにおいて３時間にわたり測定
した酸素消費量の変動に関する検討を行っ
てみた。その予備的実験結果結果においては、
明期においてはネスファチン/ヌクレオビン
ディン-2 遺伝子欠損マウスと野生型マウス
との間には有意な差異は認められず、明らか
な酸素消費へのネスファチン/ヌクレオビン
ディン-2 遺伝子欠損の影響は認められなか
った。 
 
(3) 自発運動量への影響 
 
 更に自発運動量の計測を確立し、同マウス
を用いて酸素消費量の変動計測と同時に予
備的に行ってみた。その検討結果に於いても
明期におけるネスファチン/ヌクレオビンデ
ィン-2 遺伝子欠損雄性マウスの運動量と野
生型マウスとの間には、有意な差異は認めら
れなかった。自発運動量は暗期に大きく変動

する可能性もあり、それに伴う酸素消費量の
増加パターンにもネスファチン/ヌクレオビ
ンディン-2 遺伝子欠損の影響が生じうる可
能性は高いものと推察され、バッククロスの
終了を急ぐとともに、その終了後に得られた
マウスを用いて今後、暗期も含めた長時間に
わたる継続的な観察を行うことによりネス
ファチン/ヌクレオビンディン-2 の行動生理
学的意義を明らかとして最終的な結論をえ
て行きたいと考えている。 
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