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研究成果の概要（和文）：マウス神経芽細胞腫由来の NB41A3 細胞に Nesfatin-1 を添加すると、

その濃度依存性に cAMP response element(CRE)レポーター活性を認め、マウス視床下部と同様、

NB41A3 細胞に高親和性に Nesfatin-1 受容体が発現していることが判明した。その作用は、MAPK

もしくは L型 Ca channel を介して CREB のリン酸化を促進した。一方、膵β細胞では Nesfatin-1

により、その濃度依存性に insulin 分泌を刺激するが、そのシグナル伝達系は中枢とは異なる

ことが分かった。また、このレポーター活性化を用いて、49 種類の GPCR をクローニングして

Nesfatin-1 による活性を検討したが、高親和性に活性化される受容体を見出すことは出来なか

った。Nesfatin-1 受容体のリガンドである Nesfatin-1 前駆体 Nucleobindin-2 遺伝子プロモー

ターをクローニングして検討したところ、トログリタゾンはその遺伝子の mRNA stabilization

を安定化することを見出した。さらに、Nesfatin-1 は EGF シグナルを正に制御することで脂肪

細胞の分化・増殖を抑制していることを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Nesfatin-1 administration promoted a dose-dependent increase in CRE reporter 
activities in mouse NB41A3 cells, and Nesfatin-1 bound plasma membranes derived from mouse 
hypothalami and NB41A3 cells in a high affinity manner. Using a CRE reporter assay in 
each of 49 GPCRs, we tried to identify a receptor specific to Nesfatin-1, but these efforts 
resulted in failure.  Troglitazone, an activator for PPARγ, possessed a significant 
stabilizing activity of NUCB2 gene mRNA, and Nesfatin-1 activated EGF signaling to 
suppress adipogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
肥満を基盤として高血圧、高脂血症、高血糖、
脂肪肝、睡眠時無呼吸などが高頻度に合併し、
肥満にこれらの疾病の一つが合併すると、肥
満症と診断される。また内臓脂肪蓄積を基盤
にしてメタボリックシンドロームの診断基
準も確立されつつある。この肥満症またはメ
タボリックシンドロームの病態においては
動脈硬化病変が生じ易くなり、脳心臓末梢血
管病変が高い頻度で発症する。我が国におけ
る肥満は成人男性の約 25%、成人女性の約 20%
に認められる。肥満を従来の食事療法と運動
療法で治療するには限界があり、肥満抑制に
作用する新たな薬物療法の開発が求められ
ている。すなわち、薬物療法によりいかにし
て肥満の発症を抑制し、治療するのかが我が
国においてもまた諸外国においても大きな
課題となっている。肥満はエネルギーホメオ
スターシス制御の破綻により生来する。摂食
と消費エネルギーはエネルギーホメオスタ
ーシスを構成する重要な因子であり、その制
御は脳視床下部に局在する活性因子アピタ
イトカインにより制御されている。それらは
摂食を抑制性に作用するアピタイトカイン
と亢進性に作用するアピタイトカインとに
分類される。私達は脳視床下部で作用し、摂
食抑制性に作用する Nesfatin-1を発見した。
Nesfatin-1 受容機構の解明により、新たな肥
満抑制性物質の開発につながることが可能
となる。 
 
２．研究の目的 
Nesfatin-1 は 82 アミノ酸より構成され、ラ
ット脳脊髄液中に存在する分泌蛋白であり、
Nesfatin-1 はまた、胃粘膜、十二指腸粘膜お
よび膵β細胞にも存在することが認められ
ているアピタイトカインの一種である。モル
濃度比では Leptin とほぼ同程度の摂食抑制
作用を示し、Nesfatin-1 の脳室内への慢性的
投与により摂食抑制と体重減少が持続的に
認められ、皮下脂肪だけでなく内臓脂肪の腸
間膜脂肪重量が著明に減少する。さらに、
Leptin 抵抗性のモデル動物である Leptin 受
容体変異を有する Zucker(fa/fa)ラットでも
Nesfatin-1 による摂食抑制効果を認める。ヒ
ト肥満者では血中 Leptin 濃度が高いにも拘
わらず、摂食量は減少せず、また外来性に
Leptin を投与してもその充分な摂食抑制作
用を認めない Leptin 抵抗性が存在する。私
達の発見した Nesfatin-1 は Leptin 抵抗性状
態でも効果があるので、将来抗肥満薬になる
可能性が高い。これらの経緯を踏まえて、本
研究では(1) Nesfatin-1 受容体 GPCRn の細胞
内シグナル伝達刺激機構を明らかにし、(2) 
Nesfatin-1 受容体結合アピタイトカインア
ナログの開発を行う。これらの成果により、
新規アピタイトカインによる Nesfatin-1 受

容体活性化機構が明らかにされ、エネルギ
ーホメオスターシス制御機構が解明されて、
Nesfatin-1 の臨床応用への展開が可能と
なる。 
３．研究の方法 
(1) Nesfatin-1受容体GPCRnの細胞内
シグナル伝達刺激機構の解明 
 オーファン受容体 GPCR12 が Nesfatin-1
受容体であることを発見したが、それは
Nesfatin-1 に 対 し て low affinity 
activation しか示さない事が漸次明らかと
なった。そこで、種々の神経系培養細胞に既
知のシグナル応答配列を付加した cAMP 
response element (CRE)luciferase レポー
ターを遺伝子導入し、Nesfatin-1 添加による
レポーター活性を測定することにより、
Nesfatin-1 受容体のシグナル伝達活性化機
構を検討した。また、CRE レポーター系を用
いて、orphan GPCR を中心に再度、Nesfatin-1 
受容体のクローニングも引き続き検討した。
さらに、Nesfatin-1 受容体のリガンドである
Nesfatin-1の前駆体NUCB2遺伝子をクローニ
ングしてそのシグナル伝達経路を解明した。 
(2) Nesfatin-1 受容体結合アピタイトカイン
アナログの開発 
 Nesfatin-1 の前駆体である NUCB2 の
3T3-L1 の脂肪細胞分化・増殖に関与する機能
未解明なシグナル伝達系を検討し、CREB り
ん酸化、MAPK-Erk リン酸化、EGF リン酸
化などの細胞内シグナル伝達経路の関与を
検討した。さらに、中枢神経と膵β細胞にお
ける、Nesfatin-1 添加後のシグナル伝達機構
を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)-1 マウス神経芽細胞腫由来の NB41A3 細
胞に Nesfatin-1 を添加すると、その濃度依
存性に CRE レポーター活性化を認めた。M30
は Nesfatin-1 中央部付近の 23−52 アミノ酸
からなる mid-segment のペプチドであるが、
マウスへの投与ではその濃度依存性に有意
な摂食抑制作用を示す。M30 は NB41A3 細胞に
おける CREレポーター活性も濃度依存性に促
進することが判明した。一方、メラノコルチ
ン 3/4 受容体（MC3/4R）アンタゴニストであ
る SHU9119 の前投与により、また in vivo で
摂食抑制効果のない変異 M30投与により、CRE
レポーター活性化作用は消失した。さらに
Nesfatin-1 は NB41A3 細胞内のリン酸化 CRE 
結合蛋白(p-CREB)を増加させたが、細胞内
cAMP 濃度の増加を認めなかった。種々の
kinase inhibitor を用いた実験により、MAPK
および L 型 Ca channel 阻害剤により M30 に
よる CREB リン酸化反応が消失することが判
明した。マウス視床下部と NB41A3 細胞の膜
分画を用いて、125I-Nesfatin-1 によるレセプ
ターアッセイを行うと、その Kd 値は各々約



0.79nM、約 0.165nM の高親和性であり、
Nesfatin-1 との特異的結合反応を認めた。興
味あることに、膵β培養細胞では p-CREB は
Nesfatin-1 濃度依存性に減少した。これらの
成績は、マウス視床下部及び NB41A3 細胞に
は Nesfatin-1 受 容 体 が 発 現 し 、 ま た
Nesfatin-1は NB41A3細胞においてMAPKもし
くは L 型 Ca channel の作用を介して p-CREB
を増加させることが判明した。一方、膵β細
胞では Nesfatin-1 は中枢神経系とは異なる
シグナル伝達経路を活性化することが示唆
された。以上から Nesfatin-1 受容体による
組織特異的細胞内シグナル伝達機構が存在
することが明らかになった。 
 Nesfatin-1 受容体としての検討を行った
GPCR は以下の 49 種類であったが、いずれも
高親和性に Nesfatin-1反応を示さなかった。 
GPR3,GPR6,GPR12,GPR19,GPR21,GPR22,GPR25
,GPR26,GPR35,GPR39,GPR45,GPR50,GPR56,GP
R61,GPR64,GPR68,GPR75,GPR81,GPR82,GPR83
,GPR84,GPR85,GPR87,GPR92,GPR101,GPR108,
GPR116,GPR119,GPR124,GPR135,GPR139,GPR1
39,GPR142,GPR146,GPR148,GPR152,GPR153.G
PR174,GPCR5A,GPCR5B,GPCR5C,LGR4,MAS1,MC
3R,MC4R,MRGPRF,MRGPRX1,MRGPRX2,P2RY5,P2
RY12 
(1)-2 Nesfatin-1受容体のリガンドである
Nesfatin-1前駆体のNucleobindin-2遺伝子
をクローニングして、その全構造を決定し、
さらに遺伝子プロモーター領域の解析を行
った。また、抗糖尿病薬であるPPARγ活性化
剤のチアゾリヂン誘導体トログリタゾンに
よるNUCB2 mRNA発現増加機構を検討し、トロ
グリタゾンはNUCB2遺伝子を転写レベルで制
御しているのではなく、mRNAの安定性を増す
ことにより、NCUB2 mRNA発現を増加させるこ
とが明らかとなった。 
(2)-1  Nesfatin-1 の 前 駆 体 で あ る
Nucleobindin-2 は 、 Nesfatin-1 乃 至 は
Nucleobindin-2 の未同定の受容体を介して
脂肪細胞の分化・増殖を抑制することを発見
した。更に、その作用は EGF シグナルを正に
制御することで機能することも明らかにし
た。 
(2)-2 中枢性の Nesfatin-1 は視床下部・下垂
体・副腎系を活性化し、ストレス応答に関与
することが判明した。室傍核 Nesfatin-1 ニュ
ーロンは食事誘発因子のグルコースとイン
スリンにより活性化され、食後の満腹感形成
に関与することが示唆された。さらに、中枢
性 Nesfatin-1 の摂食抑制作用を介して、アピ
タイトカインとして作用するオキシトシン
を末梢投与すると、肥満動物の過食・内臓肥
満・脂肪肝・高血糖の代謝異常が改善した。
Nesfatin-1 は膵のグルコース誘発インスリ
ン分泌を促進することも明らかにした。これ
らの成績により、Nesfatin-1 が生理的満腹形

成に加えて、ストレス時の摂食抑制に関与す
る可能性や、さらに Nesfatin-1 とオキシトシ
ンとの末梢投与がエネルギー代謝および糖
代謝異常を改善することが示された。 
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