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研究成果の概要（和文）：
新規生理活性ペプチド NERP の生体内分布と生理作用を検討した。NERP の免疫活性をヒト

およびラットの視床下部に認め、その一部は視床下部外側野に存在するオレキシンと同じ
ニューロンに認めた。NERP-2 のみラット中枢投与にて摂食亢進作用を有し、その生理作用
に C 端のアミド化が必須であった。オレキシン受容体阻害薬やオレキシン遺伝子欠損マウ
スを用いた検討で、NERP-2 の摂食亢進作用はオレキシンを介して機能することが明らかと
なった。

研究成果の概要（英文）：
We have investigated the tissue localization and biological functions of novel

bioactive peptides NERPs. Immunoreactive NERPs were present in lateral nucleus of
the hypothalamus and colocalized with orexin. NERP-2, but not NERP-1, enhanced food
intake in a manner dependent on the neuropeptides orexins. Bioactivity of NERPs
required carboxy-terminal amidation. This study demonstrated that NERP-2 is a novel
orexigenic bioactive peptide.
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１．研究開始当初の背景
肥満は糖尿病、高脂血症、動脈硬化や高

血圧等の原因となる病態である。肥満の有
病率は国内外を問わず年々増加傾向にあり、
摂食行動ならびにエネルギー代謝調節系の
分子機構の解明、予防および治療に向けて

の取り組みは急務である。肥満症の分子レ
ベルでの病態解明は、肥満症のみならず肥
満に起因する生活習慣病を総合的に治療す
る新しい治療法の開発につながるものと期
待され、国内外で精力的に研究されている。
肥満症や生活習慣病改善薬の創薬や特許取
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得は、国際間の競争が顕著な分野である。
摂食の開始や終了は脳で決定されること

から、神経ペプチドは摂食を調節している
重要な因子である。遺伝子改変マウス、脳
室内投与による行動薬理学的解析、細胞内
情報系の可視化技術などにより、今まで以
上に摂食調節ペプチドの機能解析が進展で
きるようになっている。

本申請の学術的な特色は、(1) 生体内ペ
プチドに至適化したペプチドミクス技術を
用いて新たな生理活性ペプチドを同定した
点、(2) 摂食・エネルギー代謝機能解析に
必要な in vitro、in vivo のペプチド活性
評価システムが既に確立された我々の研究
施設で新規摂食調節分子を同定した点にあ
る。新規生理活性ペプチドの同定は、未知
の生体の情報伝達・制御機構の発見に繋が
り、発症原因に即した治療法や診断法の開
発、新たな調節機構に基づく生体内物質を
活用した創薬へと展開できる。このような
基盤に立ち、我々は細胞間情報伝達・制御
に関与するペプチド研究を実施し、生体内
ペプチドの情報調節機構に基づく有効な診
断、治療法を開発することで医療へ貢献し
たいと考え、ペプチド研究を推進してきた。

２．研究の目的
申請者は近年、国立循環器病センターグ

ループとの共同研究により、生体内ペプチ
ドのデータベース化とプロファイリング法
を組み合わせた網羅的なデータベース ペ
プチドーム（peptidome）を構築している。
この方法論を用い、ヒトとラットの視床下
部に存在する新たな摂食調節ペプチド
Neuroendocrine Regulatory Peptide
(NERP)を発見した。本研究では、今までに
確立した技術と新たな方法論を基に、NERP
のエネルギー代謝調節における統合的理解
を目指して機能解析を行った。

３．研究の方法
(1) 動物

9〜10週齢のWistar系雄ラット (日本チ
ャールズ・リバー, 横浜)は、室温・湿度を
一定に保った 12 時間明暗サイクルの部屋
に個別のケージにて自由摂餌・自由摂水下
で飼育した。オレキシン遺伝子欠損マウス
は桜井武博士により分与頂いた。動物実験
に関しては学内倫理委員会の承認を得て、
当研究施設での動物実験指針に従い動物愛
護の精神に基づいて行った。
(2) 脳室内カニューレ挿入・留置法

Pxinson & Watson の脳図譜に従い定位脳
固定手術装置 （ナリシゲ（株）, 東京）に
ラット頭蓋を固定し、側脳室 （ラットは
Bregma より後方 0.8 mm、側方 3.0 mm、脳
表より 1.8 mm、マウスは Bregma より後方

0.2 mm、側方 1.0 mm、脳表より 2.5 mm）に
直径 0.9 mm のカニューレを挿入し、セメン
トで固定した。
(3) ヒト組織

本研究で得られた試料はその後、解析さ
れることを前提としているため、その扱い
に関しては、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究
に関する倫理指針」および「手術等で摘出
されたヒト組織を用いた研究開発の在り方
について（平成１０年厚生科学審議会答
申）」を遵守した。患者への説明には、本
研究に関しては当院に設けられている倫理
委員会に諮り許可を得た文書を作成し、説
明の後、文書にて同意を得た。
(4) 免疫染色

免疫染色は既報に従い行った１）。用いた
抗体の最終濃度は、ラット/ヒト NERP-1
(1:2,500)、ラット NERP-2 (1:5,000)、goat
anti-orexin-A (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, 1:1,000) 、 chicken
anti-MCH (Chemicon International,
Temecula, CA, 1:2,000)であった。
(5) 定量 PCR 法

外側野を含む脳スライスを作製し、2mm
直径の金属で外側野をパンチアウトし神経
核 を 得 た 。 RNA を TRIZOLReagent
(Invitrogen, Carlsbad, CA)を用いて抽出
した。ラット vgf mRNA プライマー;
5-CATCTTGGTGAGACTTTGAC-3 and
5-AGGGACGGAGATGGACT-3 (GenBank
accession number, M74223) と
LightCycler-Fast Start DNA Master SYBR
Green I kit (Roche Diagnostics) 、
LightCycler system (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany)を用いて、定量 PCR を
施行した。
(6) 摂食実験

摂食実験は既報に従い行った。側脳室に
に留置したカテーテルを用いて薬剤やペプ
チドを投与し、投与後の摂餌量を測定した。
(7) 統計解析

得られた結果は means  SEM で表記した。
統計解析は ANOVA and post-hoc Fishers
test を用い、危険率 0.05 以下を有意差あ
りとした。

４．研究成果
(1) ヒトおよびラットにおける NERP の局
在

ラット視床下部外側野に NERP-1 および
NERP-2 陽性ニューロンを認めた。NERP-2
は NERP-1 に比べ多数陽性ニューロンを認
めた。外側野に存在する神経ペプチドであ
る orexin-A とメラニン凝集ホルモン（MCH）
との二重免疫染色で、NERP-2 は orexin-A
と多く共存し、MCH との共存はわずかであ
った。ヒト剖検で得られた視床下部外側野



においても、NERP-2 陽性ニューロンを認め
た。ラット視床下部弓状核において、
NERP-2とorexin-A陽性の神経線維を認め、
二重染色にて NERP-2 と orexin-A の共存を
認めた。
(2) NERP-2 の摂食亢進作用とそのシグナル
伝達システムの解析
48 時間絶食負荷でラット視床下部外側

野の vgf 遺伝子発現の増強を認め、再摂食
2 時間後に vgf 遺伝子発現量は低下した。
自由行動下のラット側脳室に NERP を投与
すると、NERP-2 は明期において用量依存的
に摂餌量を亢進させ、その最少有効量は
0.1 nmol であった。NERP-1 や NERP-2 の非
アミド体である NERP-2-Gly は摂餌を亢進
させなかった。暗期直前での NERP-2 脳室内
投与は摂餌量に影響を与えなかったが、暗
期直前の抗 NERP-2 IgG の脳室内投与は、投
与後 24 時間の摂餌量を抑制した。抗
orexin-A/抗 anti-orexin-B IgGs の NERP-2
投与 3時間前の脳室内投与は、NERP-2 によ
る摂餌量亢進をキャンセルした。オレキシ
ン 1 受容体 (OX1R)の選択的拮抗薬の脳室
内前投与は、NERP-2 の摂食亢進作用をキャ
ンセルした。また、NERP-2 の摂食亢進作用
は、オレキシン遺伝子欠損マウスでは認め
られなかった。AgRP IgG 抗体の脳室内前投
与は NERP-2 による摂食亢進作用に影響を
与えなかった。
(3) 考察

新規生理活性ペプチドである NERP-2 は
中枢投与により摂食を亢進する新たな生理
活性ペプチドであり、その生理作用はオレ
キシンを介して機能することが明らかとな
った。

NERP 前駆体たんぱくをコードする vgf
遺伝子欠損マウスは、代謝が亢進してやせ
を来すことが報告されている。これまで
VGF 蛋白由来のペプチドが多数報告される
も、摂食亢進をきたすペプチドは同定され
ていなかった。本研究にて、ラット視床下
部外側野での vgf 遺伝子発現が絶食で増加
し再摂食で低下すること、摂食亢進中枢と
される視床下部外側野に NERP ペプチドが
ヒトやラットで局在することから、NERP が
摂食エネルギー代謝調節に機能することが
示唆された。NERP-1 の中枢投与は摂餌に影
響を与えなかったが、NERP-2 の中枢投与は
用量依存的に摂餌を亢進させた。抗 NERP-2
IgG の脳室内投与による中和実験で暗期の
摂餌量が減少したことから、NERP-2 は内在
性の摂食亢進ペプチドであることが明らか
となった。

視床下部外側野は摂食、覚醒などの自律
神経系を統合する中枢である。外側野には
摂食亢進をきたす 2つの神経ペプチドであ
るオレキシンとメラニン凝集ホルモンが局

在し、オレキシンは覚醒、エネルギー代謝、
情動、報酬や自律神経機能に関与する。摂
食亢進をきたす NERP-2 は外側野において
オレキシンと共存することから機能連関が
推定された。抗オレキシン抗体やオレキシ
ン受容体拮抗薬の前投与で NERP-2 の摂食
亢進がキャンセルされること、NERP-2 の摂
食亢進作用がオレキシン遺伝子欠損マウス
で認められないことから、NERP-2 の摂食亢
進作用はオレキシンを介して機能すること
が明らかとなった。

NERP の受容体は未同定であるため、
Orphan GPCR （G 蛋白共役型受容体）や各
種イオンチャネルをスクリーニングし、
NERP の細胞内シグナル情報伝達機構を明
らかすることは重要な課題である。今後
NERP の基礎的な機能解析を進めるととも
に、NERP が肥満症や摂食障害の病態に関与
するかを探索し臨床医学へフィードバック
したい。
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