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研究成果の概要： 

 ユビキチン類似タンパク質 MNSFが細胞内でアポトーシス促進因子 Bcl-G と共有結合し、
フラボノールの一種、ケルセチン (quercetin)がこの複合体形成を調節することを明らかにし
た。ケルセチンはアポトーシス誘導を制御することで知られるが、その機序に MNSFBcl-G

複合体形成が関与していると考えられ、実際に siRNA によるノックダウン実験でこれを証明し
た。 
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１．研究開始当初の背景 

 

  我々は、サイトカインの一種として単離
精製した MNSFを cDNAクローニングして、
その構造がユビキチンと類似したタンパク
質であることを明らかにしていた。さらに、
ユビキチン化と同様に標的タンパク質と共
有（イソペプチド）結合することも確認して
いた。加えて、標的タンパク質の１つが
pro-apoptotic タンパク質Bcl-Gであること
を証明していた。ユビキチン類似タンパク質
の報告はこれまでに幾つかあるが、その機能
が明らかにされているものは MNSF や

SUMO などごく限られている。 

 

２．研究の目的 

 

 Bcl-G はその構造からアポトーシスの促進
に関与していると考えられ、さらに MNSF

と複合体を形成することから、MNSFがア
ポトーシス制御に関わっているものと推察
し、その実証を主たる目的とする。細胞の活
性化時における MNSF/Bcl-G 発現の増減
を観察し、MNSFのタンパク質発現が直接、
アポトーシス誘導に関与することを証明す
る。 
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３．研究の方法 

 

(1) MNSFによるアポトーシス制御機構を
解明するために、マウスマクロファージ細胞
株 Raw264.7 を使用した。ケルセチン 

(quercetin) は、アポトーシス誘導を制御す
るフラボノールとして広く知られている。そ
こで、quercetin の Raw264.7 における作用
機構において、MNSFBcl-G が直接関与す
るかを検討した。最初に、Raw264.7 細胞の
培養系に quercetin (100M)を添加し、
MNSFBcl-G 発現の経時的な変化を抗
MNSF抗体によるウエスタンブロット法で
確かめた。 

(2) LPS 誘導 TNF産生に対する quercetin

の抑制作用に及ぼす MNSFsiRNA の効果
を調べた。培養液中の TNF産生量はサンド
イッチ ELISA 法により測定した。 

(3) 一酸化窒素（nitric oxide, NO）ドナー
GSNO (S-Nitrosoglutathione) (0.5, 1 mM)

によるアポトーシス誘導に与える MNSF 
siRNA の効果を検討した。 

 
４．研究成果 
 
 (1)Quercetin の作用と MNSFBcl-G 発現
の関係を明らかにする目的で、Raw264.7 細
胞を quercetinで刺激し、経時的に cell lysate

を調製して抗 MNSF抗体によりウエスタン
ブロットを施行した。その結果を図１に示す。 
Quercetin で細胞を刺激すると、約 30 分後に
33.5kDa MNSFBcl-G 複合体の発現が低減
し、その後、徐々に未刺激状態のそれまで回
復した。興味深いことに、110kDa MNSF複
合体（標的タンパク質は未同定）は逆に一旦、
上昇してから徐々に元の発現量に戻った。 

 以上の結果は、quercetin が MNSFBcl-G

形成に影響を及ぼすことを示している。これ
までに明らかにしたように、MNSFBcl-G

は複合体となって初めて MAP カスケードの
ERK 活性を抑制することから、quercetin に
よるアポトーシス制御機構においても、恐ら
く MNSFBcl-G が未知の情報伝達分子（例
えばリン酸化に関与したタンパク質）に作用
している可能性が考えられる。 

 発現量が逆相関している 110kDa MNSF

複合体中の標的タンパク質については解明
中である。また、70kDa 複合体については、
その標的が T 細胞受容体鎖であることを証
明しているが、quercetin 添加後の変動は
33.5kDa MNSFBcl-G のそれと同様であっ
た。44kDa MNSF複合体（標的タンパク質
は未同定）は全く影響を受けなかった。さら
に、種々のフラボノールについて検討したと
こ ろ 、 quercetin に 加 え て ル テ オ リ ン 

(luteolin) が MNSFBcl-G の複合体形成に 

 

図１ Quercetin 刺激による MNSFBcl-G  

   発現の変動 

 

 

影響を与えたが、その他のフラボノールに効
果は認められなかった（図２）。従って、こ
こで観察した現象はフラボノールに特有の
ものではなく、quercetin (lane 2)と luteolin 

(lane 3) に共通する構造が寄与しているもの
と考えられる。

 
(2)次に、MNSFsiRNA を活用して MNSF

タンパク質発現量を低減させて、LPS 誘導 

TNF産生に対する quercetin の抑制作用に 

及ぼす効果を検討した。図３に示すように、 

50 M quercetin は LPS (100 ng/ml)で刺激
を受けた Raw264.7 細胞の TNF産生を強く
抑制した。これに対して、MNSFsiRNA 処
理した Raw264.7 細胞では、その抑制作用が
有意に緩和された。この結果は、上記(1)の結
果とも合わせて quercetin の抑制作用機序に
MNSFが関与していることを強く示唆する。




図２ 種々のフラボノール刺激による MNSF 

  Bcl-G 発現の変動 



 尚、MNSFsiRNA の効果は高濃度（100 

M）quercetin による TNF産生の抑制効果
をも部分的に緩和した。一方、先に報告した
通り、MNSFsiRNA 処理した細胞はコント
ロールに比べて、LPS 誘導 TNF産生量が著
しく増大することを確認している。これらの
結果は、i) Bcl-G が proapototic タンパク質で
あること、ii) quercetin がアポトーシス制御     



 

 

機能を有することを鑑みれば MNSFBcl-G

複合体形成がアポトーシス調節に関与する
ことが推察された。 

 

 (3) 以上の結果を受けて実際に MNSFが
アポトーシス誘導において制御機能を持つ
かを検証した。NO ドナーの GSNO により
Raw264.7 細胞を刺激してアポトーシスを誘
導した。アポトーシスの程度は DNA ラダー
の形成度により評価した。図４に示すように、
GSNO 濃度依存的にアポトーシスが誘導さ
れることが確認された。一方、MNSFsiRNA

処理した Raw264.7 細胞では、このアポトー
シス誘導が一部抑制された。この結果は、確
かに MNSFが GSNO によるアポトーシス
誘導過程で機能していることを物語ってい
る。さらに、MNSFsiRNA によるアポトー
シスの抑制には p53 および caspase3 の活性
制御が関与することも明らかにした。以上の
結果は、MNSFが尐なくとも GSNO による
アポトーシス誘導において、これを増強する
作用を有するものと推察される。加えて、 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

 

図３LPS 誘導 TNF産生に対する quercetin の抑

制作用に及ぼす MNSFsiRNA 効果 

 

 

LPS と IFNで誘導されるアポトーシス誘導
においても、MNSFsiRNA は同様の効果を
示すことから、MNSFはアポトーシス制御
に深く関与しているものと結論した。 
 
(4)本研究を進める過程で、これまで未同定
であった 62kDa MNSF複合体における標的
タンパク質を MALDI-TOF Ms により質量分
析した。その結果、標的タンパク質が
endophilin II であることを明らかにし、イソ
ペプチド結合によって MNSFと会合してい
ることを証明した。endophilin ファミリーに
はタイプ I, II, III があり、神経細胞における 

 

図４ GSNO 誘導のアポトーシスに対する  

     MNSFsiRNA の抑制効果 

 

 

endophilin I の機能解明が最も進んでいるが、
endophilin II についてはこれまでに報告はほ
とんどない。endophilin I と同様にエンドサイ 

トーシスに関与することが予想されたので、
これを確かめた。Raw264.7 細胞は Alexa488 

標識したザイモサン（βグルカン）を貪食す 

るが（図５）、endophilin II siRNA 処理した
Raw264.7 細胞は未処理（対照）に比べて著
しく貪食能が増大した（約 1.9 倍）。そして予
想通り、MNSFsiRNA とダブルノックダウ
ンした細胞では、さらに効果が増強された。
即ち、MNSFは endophilin II と協調してマク
ロファージの貪食作用を調節していること
が判明した。さらに、endophilin II 単独ではそ
の効果は薄く、MNSFと複合体を形成して
初めて貪食作用の促進効果が現れることが
明らかになった。アポトーシス細胞がマクロ
ファージ等に貪食される現象を鑑みれば、ア
ポトーシスと貪食の両方に関わる MNSFの
作用は極めて興味深い。 

 
(5) MNSFのアポトーシス制御機構を明ら
かにする過程で、MNSFがファゴサイトー
シスの調節に関与することを突き止めたが、
その手法に蛍光剤として Alexa488 を使用し
た。2008 年度ノーベル化学賞に緑色蛍光タン
パク質 (GFP) が授賞対象となったが、我々
はバイオイメージングに活用できる新しい
蛍光剤として酸化亜鉛ナノ粒子を開発した。
酸化亜鉛ナノ粒子には毒性がなく無機質で
あるが故に、レーザーを照射しても壊れるこ
とがないため長時間安定な蛍光を発する利
点がある。そこで、このナノ粒子を蛍光剤と
してザイモサンを標識して Alexa488 と同様
の実験を施行した。Raw264.7 細胞に取り込
まれた酸化亜鉛は長時間蛍光を放ち、かつ細
胞は 24 時間以上全く影響を受けることなく
健康に生きながらえた。この様子を世界で初
めて動画記録に収めることに成功した。 



 

 

 
図５ マクロファージによるザイモサンの貪  

   食作用  
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