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研究成果の概要（和文）：本研究は、新規NF-κB制御分子ヌクリング(Nucling)のヒト生体内における生理機能と病態
における意義の解明を目標として、ヌクリングKOマウスにおける非アルコール性脂肪性肝障害(NAFLD)を中心とした代
謝異常症の発症病態を詳細に検討した。その結果、我々は高インスリン血症を来す一因となり得るインスリンの発現制
御異常が、NAFLDの発症要因となることを見出した。これはインスリン発現制御異常とNAFLDがフィードバックループに
より病態の増悪をもたらすことを示唆する。ヌクリングは無刺激状態におけるインスリン発現制御に重要であり、その
制御不全が代謝異常を引き起こすと考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD, is a cause of a fatty liver not due to 
excess alcohol use, which is related to insulin resistance and metabolic abnormalities. Here, we found 
that Nucling-KO mice develop hallmark features of NAFLD. We hypothesized that these metabolic changes 
might correlate with the accumulation of oxidative stress in liver, and malfunction of insulin regulation 
in pancreas. Nucling deficiency promoted the accumulation of reactive oxygen species in liver of mice. 
High fat diet revealed dysregulation of insulin expression in the Nucling-KO mice. We also found that 
glucose-induced insulin up-regulation requires NF-κB activation, which is dysregulated in Nucling-KO 
mice. These results suggest that defect of the Nucling-NF-κB system promoted the malfunction of insulin 
transcription resulted in development of metabolic disorders including NAFLD. In conclusion, we propose 
that NF-κB signal is important for the homeostatic regulation of insulin transcription.

研究分野：病態生理学

キーワード： NAFLD　Nucling　NF-κB　metabolic syndrome　insulin resistance
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１．研究開始当初の背景 
マウスヌクリング遺伝子は全長 1411 アミノ
酸をコードし、またその配列中にはアンキリ
ンリピート、ロイシンジッパーモチーフ及び
二つの t-SNARE コイルドコイルドメイン
といったタンパク質間相互作用に重要と思
われる複数のモチーフが同時に存在する構
造を有する。これまでの研究成果より、我々
は本遺伝子のコードする蛋白分子が細胞障
害性ストレス時に誘導される複数の細胞死
（アポトーシス）誘導情報伝達経路を制御し
ていることを示す知見を得ている。ヌクリン
グは種々の細胞外ストレスにより細胞内に
発現が誘導され、アポトーシス誘導分子
Apaf-1と分子間相互作用して、そのアポトー
シス誘導時の核移行及び細胞内発現を制御
することにより、Apaf-1/カスパーゼ 9 経路
（アポトゾーム経路）の活性化に関与してい
る。さらに、 Nuclear factor-B (NF-B)とも
相互作用し、その核移行を制御することによ
り、NF-Bの標的である種々のアポトーシス
関連遺伝子（ガレクチン３等）の転写活性を
制御している。また、抗アポトーシス分子ガ
レクチン３との相互作用により、アポトーシ
ス抑制経路の制御にも関与が強く示唆され
ている。一方、ヌクリング自身がその標的で
ある NF-B の転写活性によって発現誘導さ
れ、アポトーシス誘導因子として働いた後に
プロテアソーム及びカスパーゼ系により分
解されることを我々は明らかにした。このこ
とより、細胞は傷害性ストレスにさらされる
と最初は NF-B の活性化により抵抗性を示
すが、持続的ストレス下ではヌクリングの発
現が誘導され、アポトーシスの方へ傾くとい
うモデルが考えられた。実際にヌクリングの
欠損は細胞障害性ストレスに対してアポト
ーシス障害を引き起こすことが個体レベル
で種々、確認されている。例えば最近、リポ
多糖内毒素（LPS）刺激によって通常引き起
こされる敗血症性ショック反応がヌクリン
グノックアウト(KO) マウスで起こりにくく
なっていることを見出した。LPS は主に細胞
膜上の Toll 様受容体(TLR4)に結合し、下流
の NF-B の活性化を誘導し、結果としてその
下流の TNF, IL1, IL-6 などの急激な発現
上昇、いわゆるサイトカインストームによる
ショックを引き起こすと考えられている。そ
してその主な標的組織の一つとして肝臓が
挙げられる。ヌクリング KO マウスではこの
サイトカインストーム機構のどこかに破綻
が生じることによりLPS刺激に対する抵抗性
を獲得していると考えられた。同 KO マウス
ではLPS刺激後の上記サイトカインのレベル
は野生型と比較して有意差が見られなかっ
た。一方、同マウスより調整した肝細胞は LPS
や TNFによる細胞死誘導に対し抵抗性を示
した。その他、分子レベルでの詳細な検討に
より、「ヌクリングは細胞障害性ストレス後
のアポトーシス誘導現象に重要な働きを担
っており、それは NF-B の活性化を制御する

ことによりもたらされる」と結論付けた。ヌ
クリングの関与が示唆される NF-B 経路は、
近年発がん機構への関与が注目されてきて
いる。特に肝炎に伴う肝がんの発症機構にお
いては、肝実質細胞及びクッパー細胞におけ
る NF-B の活性化及びそれに伴うアポトー
シス抑制が極めて重要な役割を担っている
ことが明らかとなってきている。ヌクリング
KO マウスでは初代培養胚性線維芽細胞にお
いて NF-B の持続的活性化が観察されてい
たが、生体肝組織においても多くのヌクリン
グKOマウス個体においてNF-Bの持続的活
性化を最近確認している。また、同 KOマウ
スでは肝炎・肝がんの自然発症率が生後一年
を経過した集団で著増することが観察され
ている。最近我々はこれらヌクリング KOマ
ウスに於ける炎症性肝疾患発症の下地とし
て、NF-B活性化異常に起因すると考えられ
る代謝障害が存在していることを見いだし
た。 
 
２．研究の目的 
ヌクリングKOマウスにおける肝炎症性疾患
の発症機構の解明を最終目標として、その下
地となっていると考えられる糖・脂質代謝系
の異常の検討とその分子レベルでの解析を
行う。我々は既に、同 KOマウスでは野生型
マウスに比較して高脂血症、肝機能障害、肝
脂肪変性が好発することを確認しており、肝
炎・肝がん発症の前段階としての非アルコー
ル性脂肪性肝障害（NAFLD）の存在が疑わ
れる。ヌクリング—NF-B経路、カスパーゼ
経路あるいはガレクチン３経路を中心とし
た情報伝達経路を検討し、その発症機構の解
明を目指す。 
 
３． 研究の方法 

(1) 糖・脂質代謝異常及び非アルコール性脂

肪性肝障害(NAFLD)の有無の検討 

① 通常食及び高タンパク食、高脂肪食
投与による体重の変化（離乳直後より老
齢期まで）をヌクリング KOマウスとそ
の同腹ヘテロもしくは野生型マウスで
比較する。 
② 体重に有意差が認められたステー
ジに於いて、体脂肪、内臓脂肪、肝脂肪
率を調べる（小動物用 CTスキャン装置
使用：徳島大学総研）。精巣上体脂肪体
の大きさも調べる。 
③ 上記結果と、血清コレステロール値
及び肝機能との相関を調べることによ
り、脂質代謝異常と肝障害度との関連性
を明らかにする。 
④ インスリン耐糖能検査を行う（：イ
ンスリン耐糖能異常は NAFLD の特徴
の一つであるため）。場合によっては高
タンパク食、高脂肪食投与マウスを用い
る。 



⑤ その他一般的な糖代謝検査（糖負荷
テストなど）を行う。 
⑥ インスリンレベルを調べる（ELISA, 
qRT-PCR etc）: インスリンレベル低下
は NAFLD あるいは糖尿病後期の所見、
インスリンレベル上昇は糖尿病前・中期
の一般的所見 
⑦ マウス膵β細胞株(MIN6 細胞)にヌ
クリングノックダウン(KD)システムを
導入し（ヌクリング KD用 siRNAはサ
ンタクルズ等から購入可能）、培養細胞
レベルでのインスリン分泌機構におけ
るヌクリングの重要性を調べる。また以
降の分子レベルでの解析系として確立
させる。 
⑧ 肝臓におけるインスリンの発現を
調べる（ウェスターンブロット、免疫組
織染色など）：高糖負荷によるマウス組
織の異所性（肝含む）インスリン発現が
報告されている(1)。また最近解糖系にお
ける NF-B シグナルの重要性が報告さ
れている(2)。肝臓での解糖系の異常によ
るインスリン抵抗性の獲得にインスリ
ンの異所性発現や NF-B シグナルが深
く関わっている可能性が疑われ、もしこ
れが証明されれば、肝臓における新たな
制御機構の発見に繋がることが期待さ
れる。 
 

(2) アポトーシス経路あるいはNF-B経路の
障害の有無を分子レベルで検討 
① ヌクリング KO マウス由来の細胞組
織と同様の所見が MIN6 細胞のヌクリン
グKDで認められるかどうかを検討する。 
・ヌクリング KD により低グルコース培
地による通常の培養条件でNF-Bの活性
化が誘導されるか：EMSA, 細胞免疫染色 
・高グルコース負荷による NF-B 活性化
の検討及びヌクリング KD 細胞での
NF-B 活性化異常の検証 
・ヌクリング KD によるインスリン分泌
異常が前年度の研究実施により確認さ
れた場合、その異常が NF-B 経路を介し
たものであるのかどうかを MIN6 の培養
系に NF-B 阻害剤(NAI)を投与するなど
の実験により確認する。 
② 上記と同様の実験をヌクリング KO
マウス及びその同腹野生型対照マウス
由来の肝細胞を用いて行う。 

 
４．研究成果 
(1) ヌクリング KO マウスにおける非ア
ルコール性脂肪性肝障害(NAFLD)を中心とし
た代謝異常症の発症病態を詳細に検討した。
NAFLD は肝臓におけるアルコール非依存の脂
肪蓄積異常として特徴付けられ、インスリン

抵抗性や高インスリン血症といったメタボ
リック症候群に関係する兆候を示す。NAFLD
と高インスリン血症がどのようにして結び
ついているのかはあまりよく分かっていな
いが、NAFLD は肝臓だけで無く、膵臓、脂肪
組織、筋肉などの機能にも影響を及ぼし、そ
れら臓器の炎症反応へ至ることが分かって
いるため、恐らくは高インスリン血症も
NAFLD の結果であろうと一般に考えられてい
る。我々は高インスリン血症を来す一因とな
り得るインスリンの発現制御異常が、NAFLD
の発症要因となることを見出した。これはイ
ンスリン発現制御異常とNAFLDがフィードバ
ックループにより病態の増悪をもたらすこ
とを示唆する。インスリンの遺伝子発現は膵
内分泌腺のβ細胞に於いて緻密に制御され
ている。この制御の破綻は容易に糖尿病など
の異常を引き起こす。栄養素やホルモン刺激
によるインスリン発現誘導機構は精力的に
研究されてきたが、そのような刺激が無い状
態におけるインスリンの発現制御機構に関
する研究はほとんど報告が無い。我々はヌク
リングの発現不全が、無刺激状態におけるイ
ンスリン及びその上流分子であるPdx-1の発
現異常を来すことを、膵臓組織及び膵培養細
胞系で確認した。またヌクリングノックアウ
トマウスでは糖代謝異常と共にNAFLD様所見
が確認された。以上より、ヌクリングは無刺
激状態におけるインスリン発現制御に重要
であり、その制御不全が代謝異常を引き起こ
すと考えられた。 
(2) ヌクリングＫＯマウスにおける炎
症性疾患の自然発症率上昇における細胞性
免疫の寄与を検討するために、細胞性免疫が
障害されているヌードマウスを遺伝的背景
に持つヌクリングＫＯマウス（ヌクリングＫ
Ｏヌードマウス, Nucl-/-nu）を作成し、炎症
性疾患発症率を調べた。その結果、ヌクリン
グＫＯヌードマウスでは、C57black6/J 背景
のヌクリングＫＯマウスでは認められなか
った乳がんの発症例が散見されるようにな
った。また出産後の乳腺退縮減少の遅延が確
認された。去年度報告の研究の続きとして、
出産後マウスの離乳後乳腺退縮現象におけ
るヌクリングの関与について検討を進めた。
まずヌクリングは乳腺の発達時に発現誘導
され、さらに退縮時にはより強く発現が惹起
されることを確認した。またヌクリングノッ
クアウト(KO)マウスの乳腺ではアポトーシ
ス異常がみられ、退縮現象が遅延していた。
分子レベルの解析では野生型でみられる NF-
κB及びstat3の活性化が同KOマウスの乳腺
では抑えられていることを見出した。これら
のシグナルは乳腺退縮に重要な役割を担っ
ていることが知られている。以上より「ヌク
リ ン グ は 乳 腺 退 縮 (mammary gland 
involution)時のアポトーシス誘導現象に重
要な働きを担っており、それは NF-κB 及び
stat3 の活性化を制御することによりもたら
される」ことが強く示唆された。 



(3) ヌクリング KO マウスにおける非ア
ルコール性脂肪性肝障害(NAFLD)を中心とし
た代謝異常症の発症病態を詳細に検討した。
NAFLD は肝臓におけるアルコール非依存の脂
肪蓄積異常として特徴付けられ、インスリン
抵抗性や高インスリン血症といったメタボ
リック症候群に関係する兆候を示す。NAFLD
と高インスリン血症がどのようにして結び
ついているのかはあまりよく分かっていな
いが、NAFLD は肝臓だけで無く、膵臓、脂肪
組織、筋肉などの機能にも影響を及ぼし、そ
れら臓器の炎症反応へ至ることが分かって
いるため、恐らくは高インスリン血症も
NAFLD の結果であろうと一般に考えられてい
る。我々は高インスリン血症を来す一因とな
り得るインスリンの発現制御異常が、NAFLD
の発症要因となることを見出した。これはイ
ンスリン発現制御異常とNAFLDがフィードバ
ックループにより病態の増悪をもたらすこ
とを示唆する。インスリンの遺伝子発現は膵
内分泌腺のβ細胞に於いて緻密に制御され
ている。この制御の破綻は容易に糖尿病など
の異常を引き起こす。栄養素やホルモン刺激
によるインスリン発現誘導機構は精力的に
研究されてきたが、そのような刺激が無い状
態におけるインスリンの発現制御機構に関
する研究はほとんど報告が無い。我々はヌク
リングの発現不全が、無刺激状態におけるイ
ンスリン及びその上流分子であるPdx-1の発
現異常を来すことを、膵臓組織及び膵培養細
胞系で確認した。またヌクリングノックアウ
トマウスでは糖代謝異常と共にNAFLD様所見
が確認された。以上より、ヌクリングは無刺
激状態におけるインスリン発現制御に重要
であり、その制御不全が代謝異常を引き起こ
すと考えられた。 
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