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研究成果の概要（和文）： Necdinは種々のエネルギー代謝関連蛋白質を脱アセチル化する Sirt1

と複合体を形成し、視床下部における転写因子 FoxO1のアセチル化状態と神経ペプチド作動性

ニューロンの活性を制御した。また、Necdin はニューロンにおいて DNA 修復に働く SMC5/6 複

合体の構成要素と複合体を形成し、DNA損傷後の修復能を増強した。これらの知見から、Necdin

はエネルギー代謝や DNA 修復に関わる蛋白質ネットワークの中核として、ニューロンの生存を

促進することが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Necdin interacted with Sirt1, which deacetylates various energy 
metabolism-associated proteins, and controlled the acetylation levels of the FoxO1 
transcription factor and neuropeptidergic neuron activities in the hypothalamus.  Necdin 
also interacted with several elements of the SMC5/6 complex, which is involved in DNA 
repair, and enhanced its activity after DNA damage in postmitotic neurons.  These results 
suggest that necdin serves as a hub protein in the protein interaction networks that are 
involved in energy metabolism and DNA repair to promote neuronal survival. 
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１．研究開始当初の背景 

 Necdinは、神経幹細胞から分化するほ

ぼ総てのニューロンに発現している。近年、

生化学的解析や Necdin遺伝子変異マウス

を用いた機能研究などによって、Necdin

は種々の蛋白質と相互作用をして、ニュー

ロンの分化促進や生存維持に重要な役割

を果たしていることが明らかになってき

た。つまり、ニューロンでは、Necdinを

中核として蛋白質ネットワークが形成さ

れ、分化や生存に関わるシグナル伝達系を

統合しているものと考えられる。そこで、
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本研究では、Necdinが相互作用をする蛋

白質の中でも、特に、エネルギー代謝や

DNA損傷応答に関与する蛋白質グループに

焦点を絞って、Necdinとこれらの蛋白質

によるネットワークがニューロンの生存

維持に及ぼす影響を明らかにする。ニュー

ロンにおける生存シグナル統御の中核と

しての Necdinに着目した本研究は、脳発

達異常症や神経変性疾患の基盤となる分

子機構を解明する上でも重要と考えられ

る。 
 

２．研究の目的 

 本研究では、Necdinの蛋白質間相互作用や
遺伝子発現制御に関する情報に基づいて、ニ
ューロンにおける Necdinを中核とする蛋白
質ネットワークの機能解析を行う。Necdinは
ゲノムインプリントによって父性染色体のみ
から発現している。そこで、父性 Necdin遺伝
子変異マウスの異なる発生段階と脳神経部位
から調製した初代培養細胞系（神経幹細胞や
ニューロン）を用いて、エネルギー代謝変動
や DNA損傷によって起こる細胞死を調べるこ
とで、Necdinが関与する生存維持機構を明ら
かにする。また、ウイルスベクターや RNA干
渉法などを用いて Necdinおよび Necdin結合
蛋白質の遺伝子発現を変化させ、特定のニュ
ーロン集団において、Necdinを中核とする生
存維持に関与する蛋白質ネットワークの存在
と共に、その機能的意義を明らかにする。 
Necdinを中核とする蛋白質ネットワークとし
て、エネルギー代謝や DNA損傷応答に関与す
ることが推定されている蛋白質脱アセチル化
酵素 Sirt1-基質蛋白質系とニューロン発生期
における Structural maintenance of 
chromosome (Smc)5/6複合体系に重点を置い
て検討する。Smc5、Smc6と 4つの Non-smc 
elements (Nse) 1-4から成る Smc5/6複合体
は、酵母では DNA修復や相同組換えに重要で
あり、細胞の生存に寄与すると考えられてい
る。そこで、本研究では Necdinが哺乳類にお
ける Nse3として Smc5/6複合体の構成要素と
なる可能性を検討する。 
 

３．研究の方法 

(1)Necdin-Sirt1-基質蛋白質複合体 
 生化学的解析として、株化細胞(HEK293A)
を用いて、免疫沈降法による三者の結合、ル
シフェラーゼをレポーターとした転写活性測
定、アセチル化 FoxO1を特異的に認識する抗
体を用いた脱アセチル化反応測定を行った。
生理学的意義を明らかにするため、Necdin欠
損(KO)マウスを用いて、野生型(WT)マウスと
比較検討した。マウスの視床下部から mRNA及
び蛋白質を回収し、それらの発現量をリアル
タイム PCRと Western blot法により解析した。

エネルギー代謝を包括的に理解する一端とし
て、離乳期前後からの摂食量と体重変化を成
体までモニタリングした。血液中の甲状腺ホ
ルモンの測定は ELISAによって行った。 
 
(2)Necdin-SMC5/6複合体 
 Necdinと Nse4を HEK293A細胞に共発現さ

せて、免疫沈降法によって相互作用を検討し

た。また in vitro系でこれらが直接に結合す

るかを解析した。次に Necdin、Nse1、Nse4を

同様の細胞に発現させ、三者複合体を形成す

るかを免疫沈降法によって解析した Necdin、

Nse1、Nse4を過剰発現させた HEK293A細胞の

抽出物を Blue-native PAGE及び二次元

SDS-PAGEで解析を行った。胎児期 (E10、E14.5、

E18.5)から生後 (P0、P35、P75)のマウスの脳

で Necdin、Nse1、Nse4、Smc5及び Smc6の発

現を Western blotting を用いて調べた。ニ

ューロンの DNA損傷に対する感受性や DNA修

復における Necdinの機能について検討した。

まず、胎生 14.5日目の WTマウスと KOマウス

由来のニューロンにおける DNA損傷に対する

感受性と DNA修復について検討するために、

過酸化水素処理で DNA損傷を与えたニューロ

ンを DNA二重鎖切断の指標となるγH2AXの免

疫細胞化学染色法と、単一細胞の DNA損傷を

定量的に検出するコメット法を用いて解析し

た。また、Necdinと Nse4が同じ DNA修復機

構において作用しているのか検討するために

siRNAで Nse4の発現を抑制したニューロンを

用いて、γH2AXの免疫細胞化学染色法による

解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) Necdin-Sirt1-基質蛋白質複合体 
 免疫沈降法によって、Necdinが FoxO1と結
合すること、また、Sirt1は両者と結合する
ことで三者複合体が形成されることが分かっ
た。Necdin存在下では、Sirt1と FoxO1の結
合能が増加していた。アセチル化 FoxO1を特
異的に認識する抗体を用いた脱アセチル化反
応測定において Necdinは、FoxO1を効率よく
脱アセチル化した。しかし、Necdin自身には
脱アセチル化活性は存在しなかった。次に、
FoxO1が結合するインスリン反応配列をもつ
プロモーターをルシフェラーゼの上流に付加
したプラスミドを用いて、FoxO1の転写活性
を測定した。FoxO1は転写を効果的に促進し
たが、Necdinは用量依存的に転写を抑制した。
また、Necdinと Sirt1は相加的に FoxO1の転
写活性を抑制した。さらに、Necdinによる転
写抑制が Sirt1に依存するかを検討するため
に、内在性の Sirt1を阻害することを目的と
した siRNAを用いて検討した。その結果、
Necdinによる転写抑制は Sirt1 siRNAによっ



て打ち消されたことから、この効果は Sirt1
依存的なものであると考えられる。以上の結
果より、Necdinは Sirt1、FoxO1と三者の安
定的な複合体を形成し、Sirt1の脱アセチル
化反応を促進し、FoxO1の転写活性を抑制し
ていることが明らかとなった。 
 次に、エネルギー代謝や DNA損傷応答に関
与する Sirt1基質として知られている FoxO1
のアセチル化によるニューロンでの機能調節
を中心に検討した。免疫組織化学で調べたと
ころ、Necdin、Sirt1及び FoxO1が視床下部
の弓状核で共局在していた。また、顕微測光
を用いた定量解析により、KOマウスの視床下
部の弓状核、室傍核、腹内側核においてアセ
チル化 FoxO1陽性シグナルが増加しているこ
とが判明した。しかし、視床下部以外の領域、
海馬や大脳皮質では有意な差はみられず、こ
の現象は視床下部に特異的であることが明ら
かとなった。また、視床下部を用いた免疫沈
降法により、三者が内在性に結合しているこ
と、さらに、FoxO1の結合配列が存在する
agouti-related protein (Agrp)プロモーター
領域をターゲットとしたクロマチン免疫沈降
法により、三者がこの領域に存在することが
明らかとなった。そこで、FoxO1によって正
に転写が制御されている Agrpと
neuropeptide Y (Npy)の発現を KOマウスの視
床下部から抽出した mRNAを用いて定量的 PCR
により解析したところ、有意に発現が増強し
ていた。Agrp及び Npyは摂食亢進作用だけで
なく、視床下部の室傍核に存在する TRHニュ
ーロンを抑制して、熱産生を阻害する。TRH
は下垂体の TSHや、甲状腺の T4及び T3を介
して熱産生を増加させ、体温を上昇させるこ
とが知られている。そこで、これらのホルモ
ンを ELISA法によって測定すると、KOマウス
において血清中の量がいずれも減少していた。
このことから、KOマウスでは熱産生の異常が
あることが示唆された。そこで直腸温を測定
したところ、WTマウスに対し約２℃有意に低
下していた。したがって、KOマウスでは、FoxO1
のアセチル化レベルが増加することによって、
甲状腺刺激ホルモン遊離ホルモンニューロン
の抑制を介した中枢性甲状腺機能低下症が認
められることが明らかになった。 
 本研究はNecdin-Sirt1複合体による代謝関

連因子のアセチル化修飾の調節と、プラダ

ー・ウィリー症候群（PWS）をはじめとする肥

満や摂食障害におけるエネルギー代謝異常と

の相関の分子的機序の解明に新しい視点を加

えるものである。この現象は４週令マウスの

離乳期に特異的にみられた。PWSの幼児期には

甲状腺機能低下症と共に体温調節の異常がみ

られることが報告されており、今回の研究結

果から、PWS症状の分子機構が説明できる。 
 

(2) Necdin-Smc5/6複合体 
 Necdinと Nse4は共発現させた HEK293A細
胞において両者は結合した。また、in vitro
系でも、両者が直接結合することも確認した。
次に Necdin、Nse1、Nse4を同様の細胞に発現
させ、三者複合体を形成するかを解析したと
ころ、Necdinと Nse4は Nse1の存在下で強く
結合した。一方、Necdinと Nse4は、どちら
も Nse1とは結合しなかったが、Necdinと Nse1
および Nse4と Nse1の 2者間の相互作用はそ
れぞれ Nse4と Necdinの存在下で著しく増強
した。これらの結果は哺乳類細胞中で安定的
な Nse1-Necdin-Nse4複合体が形成されるこ
とを示唆する。さらに Nse4は Necdin以外の
MAGEタンパク質 MAGE-A1、-F1、-G1、L2と相
互作用した。これは Nse4が MAGE ファミリー
タンパク質が共通してもつ MAGE homology 
domain (MHD)と呼ばれる領域を介して相互作
用することを示唆する。そこで、Nse4が
Necdinの MHDと結合するかを調べるため、
Necdin変異体 (Necdin 1-100、101-300) と
Nse4の結合を解析すると Necdinの MHD (アミ
ノ酸 116-280) を含む Necdin 101-300と結合
することが判った。哺乳類 Nse4は、Smc5の N、
C末端ドメイン両者に結合した。また、Necdin 
も Smc5の N、C末端ドメイン両者と結合した。 
 次に、Necdin、Nse1、Nse4を過剰発現させ

たHEK293A細胞の抽出物をBlue-native PAGE

及び二次元SDS-PAGEで解析を行ったところ、

NecdinはNse1とNse4と複合体を形成した。し

たがって、NecdinがSmc5/6複合体の構成要素

となることが示唆された。次に、内在性の

Smc5/6複合体の各要素の蛋白質レベルでの発

現をマウスの脳で調べた。NecdinはE14.5、

E18.5及びP0で発現が高いが、成体脳で大きく

減少した。一方、Nse1及びNse4は胎生期から

成体になるにつれて発現は減少した。Smc5は

胎児期から成体期になるにつれて減少するが、

翻訳後修飾を受けたSmc5は増加した。逆に、

Smc6は胎生期から成体になるにつれて増加し

たが、被修飾型と推定されるSmc6は減少した。

これらのことから、Smc5/6複合体の構成要素

はどの時期の脳組織でも発現しているが、各

構成要素の経時的な発現パターンは異なるこ

とが明らかになった。同様に、E14.5の脳では

NecdinがNse1、Nse4及びSmc5とどのような複

合体を形成するのかをBlue-native PAGE及び

二次元SDS-PAGEにより解析を行った。Smc5/6

複合体の各構成要素の単量体のサイズから予

想して、Necdin-Nse4とNecdin-Smc5の二量体

と推定されるスポットが存在したが、どの構

成要素も単量体に対応するスポットは検出で

きなかった。一方、酵母で報告されているよ

うな全構成要素を含むSmc5/6複合体は検出で

きなかった。これらの結果から、哺乳類の脳



では、NecdinはSmc5/6複合体の各構成要素と

部分的な複合体を形成するが、総ての構成要

素を含むような複合体を形成する可能性は少

ないものと考えられる。  

 NecdinはDNA修復に関与するSmc5/6複合体

の構成要素であるNse4と複合体を形成するこ

とが判明したため、ニューロンのDNA損傷に対

する感受性やDNA修復における意義について

検討した。胎生14.5日目のWTマウスとKOマウ

ス由来のニューロンにおける過酸化水素処理

によるDNA損傷に対する感受性とDNA修復を、

γH2AXの免疫細胞化学染色法とコメット法を

用いて解析した。WTとKOマウス由来のニュー

ロンでDNA損傷は、いずれの解析方法において

も、差は見られなかった。一方、WTマウス由

来のニューロンではDNA損傷後5時間で修復が

完了したのに対して、KOマウス由来のニュー

ロンでは修復が完了せず、DNA修復能に異常が

あることが判った。次に、siRNAを用いてNse4

の発現を抑制したニューロンでのγH2AXの免

疫細胞化学染色法による解析を行った。WTの

ニューロンでは、Nse4の発現を抑制すると、

KOマウス由来ニューロンと同様に、DNA修復の

障害が見られた。ところが、KOマウス由来ニ

ューロンとWTマウス由来ニューロンの間には、

Nse4の発現を抑制した場合でもDNA修復活性

低下の程度に有意な差が見られなかった。こ

れらの結果から、Necdinは、ニューロンにお

いてNse4と複合体を形成してSmc5/6の機能に

必要であり、ニューロンの生存能を促進する

ものと考えられる。 
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