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研究成果の概要（和文）：ナルディライジン（NRDC）はプロテアーゼの１種で、体温や血糖調節などに深く関わ
っていることがわかっています。体内で、体温や血糖が一定の範囲に保たれる性質を恒常性といいます。本研究
は、NRDCが恒常性維持をどのように制御しているかをテーマとして進め、脂肪組織や肝臓に発現するNRDCがエネ
ルギーバランスの調節に重要であること、腸管上皮に発現するNRDCが、p53という癌抑制遺伝子の量を調節する
ことで発がんに関わっていることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）：Nardilysin (NRDC) is a protease that is deeply involved in the regulation of
 body temperature and blood sugar. Homeostasis is the property to maintain body temperature and 
blood sugar within a certain range. In this study, we studied how NRDC regulates various 
homeostasis, and found that NRDC in adipose tissue and liver plays important roles in the regulation
 of energy balance. We also demonstrated that NRDC in the intestinal epithelium is involved in 
carcinogenesis by regulating the amount of a major tumor suppressor gene, p53. 

研究分野：薬理学、病態医化学、内科学

キーワード： ナルディライジン　　細胞外ドメインシェディング　転写コレギュレーター　　　恒常性　エネルギー
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって、異なる臓器に発現するNRDCが、異なる機能を介して恒常性を維持していることがわかってきま
した。例えば、膵臓のNRDCはインスリンを上げる方向に、片や脂肪のNRDCはインスリンの感受性を下げる方向に
働きます。同じ分子が、臓器によって異なる働きを介してバランスを取っているという知見は学術的に興味深い
と思います。また本研究から、NRDCが発がんに関与することがわかり、新たな治療薬の標的になる可能性も示唆
されました。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
健康は恒常性が維持された状態と言い換えることができる。恒常性とは生体の内部環境を「一
定の状態」に保つ働きであり、フィードバック機構によって厳密に維持されている。恒常性が破
綻し「一定の状態」からずれた状態が疾患であり、そのずれを元に戻すことが疾患の治療と考え
られる。一方、｢一定の状態｣、言い換えれば様々なセットポイントがいかに設定されているか、
その分子機構は明らかになっていない。我々が作製したナルディライジン（NRDC）欠損マウス
は、低体温、低インシュリン血症、徐脈、低血圧などを呈したが、いわゆる正常のフィードバッ
ク機構が機能せず、野生型マウスとは異なるセットポイントで平衡を保ちつつ健康を維持して
いると考えられた。さらに複数の炎症性疾患やがんのマウスモデルにおいて、NRDC 欠損マウ
スは著明な疾患発症抵抗性を呈した。これらの表現型も、広義の「セットポイントのずれ」と考
えてよいかも知れない。 
 NRDC は可溶型のペプチダーゼで、一次構造上明らかなシグナルペプチドおよび核移行シグ
ナルを有さないが、未知の経路で細胞外に分泌され、核細胞質間をシャトリングする。我々は、
NRDC を増殖因子 HB-EGF の新規細胞表面受容体として同定し（EMBO.J,2001）、NRDC が
ADAMプロテアーゼの活性化を介してHB-EGFや TNF-alphaなど様々な膜タンパク質の細胞
外ドメイン切断（シェディング）を増強することを明らかにした（JBC,2006 など）。さらに遺
伝子改変マウスの解析より、NRDCがシェディング増強作用を介して、神経軸索・髄鞘形成（Nat. 
Neurosci. 2009）、胃がん進展（EMBO Mol Med 2012）、脂肪肝形成（PLOS One 2014）など
を制御することを明らかにしてきた。 
一方核内においてNRDCはヒストンH3K4me2に修飾特異的に結合し、NCoR/SMRT/HDAC3
コリプレッサーと複合体を形成し転写制御を司ること（JBC 2012）、転写コアクチベーター
PGC1-alphaと協調して褐色脂肪組織における適応熱産生を制御すること（Nat Commun.2014）、
転写因子 islet1と協調して膵β細胞におけるインシュリン分泌を制御すること（Diabetes 2016）
を報告した。さらに当時の予備検討から、NRDC 欠損により癌抑制遺伝子 p53 発現が増加し、
p53 標的タンパク質の増加、アポトーシスの亢進が誘導されることが示された。以上の結果は、
NRDC が細胞局在に応じた多機能性を有すること、すなわち細胞外では「細胞外ドメインシェ
ディング増強因子」として、核内では「転写コレギュレーター」（エピジェネティックス制御因
子）として働いていることを示した。 
 細胞外ドメインシェディングは、サイトカインや増殖因子の活性化、さまざまな受容体の不活
性化・恒常的活性化などを介して、細胞外環境の調整に重要な働きを持つ。細胞外環境の変化は
細胞膜表面で感知され、細胞内・核内に伝達されることでエピジェネティックス、遺伝子発現変
化などによる適応が生じる。NRDC は細胞外環境および核内転写制御の双方に直接関わってい
る点でユニークな分子と考えられるが、1) 細胞は NRDCの機能をいかに使い分けているのか、
2) NRDCの分子局在はいかに制御されているか、など未知な点は多い。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、1) エネルギー代謝恒常性維持におけるNRDCの役割、2) NRDC-p53 axisによる
転写制御機構、3) NRDCの細胞内外の機能の相互作用、の解明を主たる目的として進めていく。
1) では、NRDCの体温恒常性、糖代謝恒常性維持における役割を、主として臓器特異的 NRDC
欠損マウス（脂肪細胞、交感神経、血管平滑筋、肝細胞、膵β細胞特異的欠損マウスなど）を用
いて明らかにする。研究期間中に適応熱産生および熱放散系、インスリン分泌および感受性制御
における NRDC の臓器特異的役割、臓器間ネットワークにおける役割を明らかにする。2) 
NRDC-p53 axisによる転写制御機構の解明においては、主として ChIP-seqや RNA-seqなど次
世代シーケンサーによるゲノムワイドな解析手法を用い、転写コレギュレーターNRDC の直接
標的遺伝子を網羅的に同定する。さらに腸管上皮特異的 NRDC欠損マウス用いて、NRDCの腸
発がんにおける役割を明らかにする。3) NRDCの細胞内外の機能の相互作用解明においては、
細胞が NRDCの細胞外機能（細胞外ドメインシェディング増強）と細胞内機能（転写制御）を
いかに使い分けているかについて、in vitroで評価できる系を構築し、細胞内外の機能の使い分
けを解明する。 
 
３．研究の方法 
目的 1) エネルギー代謝恒常性維持における NRDC の役割の解明： 
① エネルギー代謝制御に重要と考えられる(1)脂肪細胞特異的（Adipo-CKO）、⑵交感神経特異的
（Dbh-Cre）、⑶血管平滑筋特異的（SM22α-Cre）、⑷肝細胞特異的（Alb-CKO）欠損マウスなどを
作製し、体温測定、寒冷負荷実験、常温、温度中性域における酸素消費量測定、耐糖能検査など
を施行する。 
② NRDC は活性中心（HXXEH:亜鉛結合部位）のグルタミン酸に変異を導入することでペプチダー
ゼ活性を失う。細胞レベルの検討では、PGC1-alpha と islet1 を介する転写調節に NRDc のペプ
チダーゼ活性が必要であった（Nat Commun 2014, Diabetes 2016））。個体レベルにおけるペプチ
ダーゼ活性の意義を明らかにするために、ペプチダーゼ不活性型 Nrdc ノックインマウス（E>A 
KI マウス）を作製し、E>A KI マウスの体温、糖代謝関連表現型、遺伝子発現変化などを Nrd1-
/-マウスと比較する。 
 



目的２）NRDC-p53 axis による転写制御機構の解明： 
① ゲノムワイドな NRDC 標的遺伝子の同定： NRDC を欠損した MEF 細胞（MEF:NRDC-/-）を作製
する。まずコントロール細胞（MEF:NRDC+/+）を用いて、1) 抗 NRDC 抗体による ChIP シーケンス
（ChIP-seq）を行い、NRDC が転写開始点付近に結合する「NRDC 結合遺伝子」を同定する。次に
MEF:NRDC+/+と MEF:NRDC-/-細胞を用いて 2) RNA シーケンスを行い、NRDC 欠損により有意に変
動する「NRDC 依存性遺伝子」を同定する。NRDC 結合遺伝子と NRDC 依存性遺伝子の重なりを「NRDC
標的遺伝子」とし、同遺伝子群のオントロジー解析などを行う。 
② 腸発癌における NRDC-p53 axis 機能の検討：大腸癌モデルマウス(ApcMinマウス)を用いて、
全身あるいは腸管上皮特異的に NRDC を欠損させることで、腸発癌における NRDC の意義を検討
する。また、NRDC をノックダウンした大腸がん細胞株を用いて、アポトーシスにおける NRDC-
p53 axis の意義を検討する。 
 
目的 3) NRDC の細胞内外の機能の相互作用解明： 
アッセイ系の確立： NRDC は細胞局在に応じた多機能性（細胞外における「細胞外ドメインシェ
ディング増強機能」、核内における「転写コレギュレーター機能」）を有する。本研究では細胞が
NRDC の機能をいかに使い分けているかについて、in vitro で評価できる系を構築する。具体的
には、細胞外における TNFαの分泌（培養上清の ELISA）、核内における p53 発現（ウェスタンブ
ロット）を指標とし、ともに検出可能な細胞を選択し、NFkB 活性のレポーター遺伝子を導入す
る。レンチウィルスベクターによる NRDC 発現増強、抑制による 1)TNFα分泌、2)NFkB 活性、3)p53
発現・アセチル化、4)細胞増殖・生存・アポトーシス、の変化を検討する。 
 
４．研究成果 
目的 1) エネルギー代謝恒常性維持における NRDC の役割の解明： 
① NRDC 全身欠損（Nrdc-/-）マウスは、低体温（常温で 1.5℃低い）、寒冷不耐性を呈したにもか
かわらず、褐色脂肪組織（BAT）における熱産生は亢進していた。詳細な検討から、Nrdc-/-マウ
スにおいて熱放散が亢進していること、放散亢進を補うために BAT 熱産生が亢進していること
がわかった。また低体温については中枢の体温セットポイントが低下していることが示唆され
た（Nat Commun 2014）。本研究においては、エネルギー代謝における NRDC の臓器特異的な役割
を明らかにするため、 (1)脂肪細胞特異的（Adipo-CKO）、⑵交感神経特異的（Dbh-Cre）、⑶血管
平滑筋特異的（SM22α-Cre）、⑷肝細胞特異的（Alb-CKO）欠損マウスを作製し、体温測定、寒冷
負荷実験、常温、温度中性域における酸素消費量測定などを施行した。まず（1）Adipo-CKO につ
いては、テレメトリーを用いた予備検討にて高体温を呈することが示唆され、Nrdc-/-マウスにお
いて、放熱亢進による二次的な BAT 熱産生亢進だけではなく、一次的な BAT 適応熱産生亢進も生
じていることが示唆された。しかしながら、BAT における UCP1 発現は低下しており、UCP1 非依
存性の熱産生が亢進していることが考えられた。また意外なことに、Alb-CKO において Nrdc-/-マ
ウスと同様の BAT 熱産生亢進の表現型、すなわち熱産生遺伝子（UCP1, PGC1αなど）発現の上
昇、BAT 脂肪蓄積量の減少、酸素消費量（個体）の上昇が認められた。この結果は、肝細胞に発
現する NRDC が肝臓-BAT の臓器連関を介して熱産生を制御していることを示した。臓器連関を仲
介するシステムとして神経系あるいは液性因子が示唆されるが、まず神経系の介在を検証する
ため、対照マウスと Liver-CKO の迷走神経肝臓枝を離断して両者を比較検討したところ、BAT 表
現型、酸素消費量に差はなくなった。以上から、肝細胞 NRDC が神経系を介して BAT 熱産生を制
御していることが明らかになった。次に肝細胞 NRDC 欠損による BAT 熱産生亢進が一次的なもの
か、熱放散亢進を補うための二次的なものかを判別するために、熱放散の影響を除外できる温度
中性域環境（外気温 30℃）で実験を行った。その結果、対照マウスと Liver-CKO の差は消失し
たことから、室温（23℃：マウスにとっての寒冷環境）では Liver-CKO において熱放散が亢進し
ており、それを補うために BAT 熱産生が亢進していることが示唆された（以上、論文準備中）。 
② ペプチダーゼ不活性型 Nrdc ノックインマウス（E>A KI マウス）の作製に成功したが、現段
階でホモ変異体はほぼ全てが生後２日目までに死亡することを確認している。Nrdc-/-はも遺伝
背景が BL6 の場合は同様にほぼ全てが早期死亡に至ったが、遺伝子背景を C57B6 系から ICR 系
に戻し交配することで生存率が向上し、30％以上が生存し、周産期を乗り越えた個体は寿命短縮
は認めなかった。そこで Nrdc E>A KI/KI についても、E>A KI ヘテロマウスを ICR と戻し交配す
ることで生存率向上が得られないか検討中である。 
 
目的２）NRDC-p53 axis による転写制御機構の解明： 
① ゲノムワイドな NRDC 標的遺伝子の同定：本研究では不死化したマウス線維芽細胞（iMEF）用
い、クロマチン免疫沈降シーケンス（ChIP-seq）と RNA シーケンス（RNA-seq）を組み合わせて
ゲノムワイドな網羅的解析を行った。野生型iMEFで抗Nrdc抗体によるChIP-seqを行った結果、
4053 の Nrdc 結合領域と 2587 の Nrdc 結合プロモーター（遺伝子転写開始地点±5kb に Nrdc 結
合領域が存在）を同定した。その特徴を検討すると、Nrdc は転写が活性化しているプロモータ
ー領域に多く局在し、かつ H3K4me2 や H3K9ac を含むアクティブヒストンマークと有意な共局在
を認めた。 
次にゲノムワイドなヒストン修飾や転写制御における Nrdc の役割を検討するため、野生型、
Nrdc 欠損（Nrdc-/-）、Nrdc 再導入（Nrdc-/-WT）iMEF を用い、ヒストン修飾（H3K4me2、H3K9ac）



の ChIP-seq 解析を行った。その結果、Nrdc 非存在下でゲノムワイドな H3K4me2 レベルが上昇し
ている一方で、H3K9ac は低下していた。これらの細胞で RNA-seq 及び ChIP-seq との統合的な解
析を行い、448 の Nrdc 直接標的遺伝子（Nrdc がプロモーターに結合し、かつ Nrdc 依存性に発現
変動）を同定した。遺伝子オントロジー解析の結果、細胞周期に関連する遺伝子が有意に多く含
まれ、かつ Nrdc 非存在下で H3K9ac レベルと一致して転写レベルが低下することが分かり、また
ChIP-qPCR と RT-PCR でもその変化が確認された。興味深いことに、プロテアーゼ活性を消失し
た Nrdc 変異体の再導入細胞では、細胞周期関連遺伝子の転写レベルがレスキューされるが、
H3K9ac レベルはレスキューされなかった。 
最後に、これらの細胞を用いた細胞増殖・細胞周期評価実験（WST-8 アッセイ、BrdU パルスチ
ェイスアッセイ、細胞飢餓/血清添加アッセイ）を行った結果、Nrdc 非存在下で細胞増殖が抑制
され、かつ複数（G1/S 期、G2/M 期）の細胞周期進行が遅延することがわかった。以上から、Nrdc
はエピジェネティックなヒストン修飾と転写制御を介して、細胞増殖や細胞周期を調節してい
ることが明らかになった。以上の結果を、Scientific Report 誌に発表した。 
② 腸発癌における NRDC-p53 axis 機能の検討：大腸癌モデルマウス(ApcMinマウス)において、
全身で NRDC を欠損させるとポリープ形成は著明に抑制された。次に腸管上皮特異的 NRDC 欠損
マウス(ApcMin, Villin-cre, Nrdcfl/flマウス)を作製したところ、全身欠損マウスと同様にポリ
ープ形成は抑制され、腸管上皮細胞の NRDC がポリープ形成に重要であることが分かった。次に
腸管上皮特異的 NRDC 過剰発現マウス(ApcMin, Villin-Nrdc マウス)を作製したところ、対照マウ
スと比較してポリープはより多く形成された。ApcMin, Villin-Nrdc マウスを対照マウスと比較
すると、腸管上皮の細胞増殖マーカーKi67 に差はなかったが、アポトーシスマーカーcleaved 
caspase 3 陽性細胞が少なく、NRDC がアポトーシス制御にかかわることが示唆された。そこで腸
管からタンパク質を抽出し検討したところ、ApcMin, Villin-cre, Nrdcfl/flマウスにおいて p53 お
よびアポトーシスマーカー発現が上昇し、ApcMin, Villin-Nrdc マウスでは低下していた。さら
に p53 が野生型である大腸がん細胞 HCT116 で NRDC をノックダウンしたところ、抗がん剤で誘
導されるアポトーシスが有意に増加し、p53 とその標的遺伝子の発現が上昇した。NRDC のノック
ダウンによるアポトーシスの増加は、p53 の同時ノックダウンにより消失したことから、p53 依
存性であることが示唆された。 
次に NRDC のノックダウンで p53 発現が増加する機序を検討した。p53 はリジン残基がユビキチ
ン化すると分解され、アセチル化すると安定化する。p53 のユビキチン化酵素である MDM2 が増
加しているにもかかわらず p53 が増加していたことから、p53 のアセチル化を検討したところ、
NRDC ノックダウン細胞で p53 のアセチル化が亢進していた。NRDC ノックダウンによる p53 アセ
チル化増強が脱アセチル化酵素 HDAC1 の阻害で消失したことから、NRDC が HDAC1 を介して p53
のアセチル化を制御していることが示唆された。免疫沈降法や in situ proximity ligation 
assay を用いて NRDC と HDAC1 の結合を示し、クロマチン免疫沈降法を用いて両者が p53 標的遺
伝子のプロモーター領域で共局在することを示した。さらに NRDC をノックダウンすることで、
HDAC1 のプロモーター領域への集積が減少することを示した。以上から、NRDC は大腸がん細胞に
おいて HDAC1 によるアセチル化調節を介して p53 の安定化を制御し、アポトーシスを調節する
ことで腫瘍増殖を制御していることが明らかになった。以上の結果を JCI Insight 誌に報告し
た。 
 
目的 3) NRDC の細胞内外の機能の相互作用解明： 
 
NRDc は細胞局在に応じた多機能性、すなわち細胞外では「細胞外ドメインシェディング増強機
能」、核内では「転写コレギュレーター機能」を有する。細胞種によっては、核に恒常的に高い
発現を示すもの、ほとんど発現を認めないものがあるなど、機能が発現パターンに依存している
ケースもあると思われる。一方多くの細胞種において、NRDC は細胞質に発現しており、未知の
経路で細胞外に分泌され、核細胞質間をシャトリングする。したがって細胞内外の機能を状況に
応じて使い分けている可能性が高い。NRDC は一次構造上明らかなシグナルペプチドおよび核移
行シグナルを持たない。これまで多くの欠失変異体、シグナルペプチドの付加などを試みたが、
分泌できない変異体、核移行できない（あるいは全て核移行する）変異体は取得できていない。
よってこれまで細胞内外の機能を明確に区別することは困難だった。本研究では細胞が NRDC の
機能をいかに使い分けているかについて、in vitro で評価できる系の構築を試みた。これまで
に単球マクロファージ、胃がん細胞株などで NRDC のノックダウンにより、細胞外における TNF
αシェディング（活性化）が抑制されること、一方 HCT116, 肝がん細胞株、脂肪前駆細胞など
で同ノックダウンで p53 の発現が増強することを確認している。それらの細胞について、細胞内
外の両機能（内因性TNFαの分泌とp53発現）がともに検出できる細胞のスクリーニングを行い、
候補細胞株が得られ、同細胞株に NFkB 活性のレポーター遺伝子を導入してアッセイ系の定量性
を検討している。 
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