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研究成果の概要（和文）：互いに類似したドメイン構造を持つタンパク質p62とNbr1は、ともにタンパク質分解系オー
トファジーにより選択的に分解される基質として見出されている。これまでの解析の結果、p62は中枢神経で摂食行動
を制御する重要な役割を担っており、その欠損により個体は過食、肥満を引き起こすことを明らかとした。しかし、Nb
r1の生理機能はほとんど明らかになっていない。そこで本研究では、Nbr1の役割について、p62との相違を明らかにし
、その生理機能を解明することを目的とした。Nbr1はp38のタンパク質量を調節しており、その欠損により細胞増殖速
度の低下が引き起こされることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Though Nbr1 is known to have similar domain structure as p62, the physiological fu
nction has been uncovered. In this study, we aimed to examine the Nbr1 function. We used WT and p62-KO mic
e to establish WT, p62-KO, WT:Nbr2-KD, p62-KO:Nbr1KD MEFs (mouse embryonic fibroblast). We found the cell 
growth ratio in WT:Nbr1-KD cells are significantly slower than the other cells. Because total- and phospho
rylated-p38 levels were decreased, we speculated Nbr1 has a role to regulate p38 protein level, and Nbr1 d
eficiency results in the decrease in cell growth ratio.
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１．研究開始当初の背景 
 Nbr1(neighbor of BRCA1)、p62は互いに
非常に類似したドメイン構造を持っている。
近年、栄養飢餓時、あるいは神経変成疾患に
おいて神経細胞内に認められる異常タンパ
ク質の蓄積過程に、タンパク質分解系「オー
トファジー」の重要性が明らかとなってきて
いる。オートファジーは、細胞内にオートフ
ァゴソーム膜が形成され、これがリソソーム
と融合することによりオートファゴソーム
内に含まれるタンパク質、細胞小器官などを
分解する経路である。申請者らの研究により、
p62はオートファゴソーム膜形成の際に必須
なタンパク質 LC3と直接結合し、オートファ
ジーにより選択的に分解されるタンパク質
であることが明らかになった（Cell、 2007）。 
 さらに、申請者らが作製した p62ノックア
ウト(KO)マウスは、驚くことに過食に伴う著
しい肥満症、脂肪肝やインスリン抵抗性等の
メタボリックシンドロームを呈することを
発見した。代表者らによるそのメカニズムの
詳細な研究から、p62 は中枢視床下部神経細
胞において摂食抑制ホルモンであるレプチ
ンの作用に関与するタンパク質であること
を明らかにした。そのメカニズムとして、p62
はレプチンの神経細胞内シグナル伝達にお
ける転写因子 Stat3の核移行およびその量的
制御に重要な役割を果たしていることを見
出した。すなわち、p62欠損マウスはレプチ
ンシグナル伝達に異常があり、レプチンによ
る摂食抑制が起きにくいために過食、肥満を
呈すると考えられた。これらのことから、p62
は中枢において摂食行動を制御する新しい
因子であることが明らかになった。 
 一方、Nbr1 の機能については不明な点が
多く、共通の理解が得られていない。しかし
ながら、ドメイン構造、および同定されてい
る相互作用タンパク質から、p62とオーバー
ラップしているものと推測される。興味深い
ことに、申請者はマウスの視床下部神経細胞
がNbr1と p62をともに発現していることを
見出している。さらに、両者タンパク質は
PB1 ドメインを介して互いにヘテロダイマ
ーを形成することが報告されている (Mol 
Cell、 2009)。これらの知見は、Nbr1と p62
は互いに機能的相補、調節関係にあることを
示唆している。 
 そこで本研究は、Nbr1は p62と同様に中
枢神経系において摂食行動を制御する役割
を持っていると予想し、その可能性を詳細に
検討することで、摂食調節機構の更なる理解、

さらには肥満病態を基盤とするメタボリッ
クシンドロームの予防、治療標的に繋がると
考え、着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 p62 と Nbr1 の生理的機能、およびその相違
を細胞増殖に着目して解明する。 
 
３．研究の方法 
 WT、p62-KO マウスより単離したマウス胎児
由来線維芽細胞(MEF)のそれぞれのNbr1をノ
ックダウンさせた細胞を作成した。これらの
細胞における細胞増殖、死細胞数の測定、細
胞周期の解析を MTT 法、LDH 法、FACS により
行い、随時ウエスタンブロット、リアルタイ
ム PCR による解析を加えた。 
 
４．研究成果 
(1)Nbr1 siRNA 導入によるNbr1ノックダウン
の効果 
Nbr1 siRNA を導入した MEF の WT 細胞で Nbr1
がノックダウンされるかをウエスタンブロ
ッティング法、Real-time PCR 法を用いて確
認した。その結果、Nbr1 が効率よくノックダ
ウンされることを確認した。また、その効果
は siRNA 導入から少なくとも 5日間は続くこ
とを確かめた。 

 
(2)0%血清含有培養液での WT、p62-KO 細胞と
それぞれの Nbr1-KD の増殖速度の比較 
 p62-KO 大動脈血管平滑筋細胞では、増殖能
が WT 細胞に比べ著しく亢進していることが
見出されている。そこで、MEF の WT、
WT:Nbr1-KD、p62-KO、p62-KO:Nbr1-KD 細胞の
4 種類を用いて 10%血清含有培養液で培養し
細胞増殖の比較を行った。 
24 well plate に WT、p62-KO 細胞を 0.8×104  

cells/well 播種し 24 時間後 siRNA を用いて
Nbr1 を KD した。siRNA を添加した日を 1 日
目とし、その日から 5日間、24 時間毎に細胞
数を測定した。その結果、 WT:Nbr1-KD は WT
に比べ増殖速度が顕著に減少した．一方
p62-KO:Nbr1-KD 細胞は p62-KO と有意な差が
見られなかった。 
 
(3)フローサイトメトリーによる WT と
WT:Nbr1-KD 細胞の細胞周期の解析 
 WT:Nbr1-KD 細胞の増殖速度を検討した結
果、 WT:Nbr1-KD 細胞は WT 細胞に比べ増殖速
度が顕著に減少することが明らかとなった。



そこで、この増殖速度の減少はセルサイクル
の停止によるものか、細胞周期をフローサイ
トメトリーで解析することにより検討した。 
 その結果、WT 細胞と WT:Nbr1-KD 細胞を比
較すると、 G0/G1 期、S期、G2/M 期の細胞分
布に有意な差は認められなかった。 
 
(4)Nbr1-KD による死細胞率の変化 
 死細胞により培養液中に放出されるLDHを
測定することによりNbr1-KDによる死細胞率
の変化を検討した。 
 その結果、Nbr1 ノックダウン 2 日後に
WT:Nbr1-KD 細胞は WT 細胞に比べ死細胞率が
大きく増加することが明らかとなった。一方
で p62-KO 細胞と p62-KO:Nbr1-KD 細胞には死
細胞率の差がなかった。 
 またこの実験では培養液に添加した血清
中の LDH による影響を抑えるため、siRNA 添
加後は 1％血清の培養液で培養した。 
 
(5)Nbr1-KD による細胞内リン酸化 p38 と総
p38 のレベルの変化 
p62-KO 血管平滑筋細胞（VSMC）の増殖は野生
型 VSMC に比べて著しく亢進していることが
見出されている。この現象は、血清および増
殖因子によって誘導され、増殖シグナルの下
流にあるリン酸化p38の亢進により起こるこ
とを示唆しており p62は細胞内で p38MAPK の
抑制に関与する因子であること考えられる。
そこでNbr1をノックダウンした細胞で総p38
とリン酸化 p38 が変化しているのか調べた。 
その結果、WT:Nbr1-KD 細胞では総 p38 の減少
を示した。さらに、リン酸化 p38 はより顕著
な減少を示した。この傾向は p62-KO:Nbr1-KD
細胞においても同様に見られた。 
 
(6)p62-KO 細胞における Src と STAT3 のレベ
ルの変化 
 ウエスタンブロッティング法による比較
により、p62-KO 細胞と p62-KO:Nbr1-KD 細胞
でのリン酸化Src、Total-Src、リン酸化STAT3、
STAT3 の発現レベルの増加が見られた。 
 
(7)Nbr1-KD と p62-KO による p38α、β、γ、
δの転写量の変化 
 Nbr1 をノックダウン後 3日目における p38
の mRNA 発現量を定量した．Nbr1 を KD したも
のは p38α、β、γ、δ全てで転写量が減少
したが、特にα、δの減少が顕著であった。

また p62-KO により p38γ の転写量が顕著に
増加し、逆にβ、δが顕著に低下した。 
 
 以上のことから、Nbr1 は細胞増殖速度の促
進に関与していることが明らかとなり、p62
は抑制に関与していることが確認された。こ
の2つの因子は構造類似体であるがその増殖
における機能は拮抗的に作用していること
が推測された。Nbr1 はネクローシスを抑制す
る作用があることも示唆され、WT:Nbr1-KD 細
胞における増殖速度の低下はネクローシス
の増加が原因の一つとも考えられた。また、
Nbr1 と p62 は p38，Src，STAT3 などの発現調
節に影響を与えるが、その調節機能は両者で
異なっていることが示唆された。特に Nbr1
は p38 を転写レベルで制御しており、
WT:Nbr1-KD細胞の増殖速度低下はp38γの転
写量の低下が原因の一つとも考えられた。し
かし、p38γタンパク質の低下は未確認のた
めウエスタンブロッティング等で確認する
必要があり、同様にリン酸化 p38γの確認も
今後の課題である。また今回の研究から、p38
を増減、活性化する経路のどこに Nbr1 が関
与しているかを明らかにするには至らなか
った。今後の研究課題として、Nbr1 と p38 の
直接的な関係性、またその上流に位置する
MAPKKやMAPKKKとの関係性を調べる必要があ
る。 
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