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研究成果の概要（和文）：ナルディライジン（NRDC）はM16ファミリーに属するメタロプロテアーゼで、細胞局
在に依存した多機能性（細胞表面：細胞外ドメインシェディング活性化、核：転写調節）を有し、様々な生体恒
常性の維持において重要な働きをしている。近年、私たちはNRDCが概日時計のコアフィードバックループを構成
する時計タンパク質と複合体を形成し、その機能調節を介して概日リズムを制御する新規時計調節因子である可
能性を見出している。今回、NRDCがコアループだけではなく、サブループ制御にも関与しているのではないかと
考え、本研究ではその可能性について検討を行った。

研究成果の概要（英文）：Nardilysin (N-arginine dibasic convertase; NRDC) is a zinc peptidase of the 
M16 family. We have reported that NRDC has multiple functions, which depend on its cellular 
localization. In the extracellular space, NRDC enhances ectodomain shedding of a variety of membrane
 proteins. On the other hand, NRDC in the nucleus works as a transcriptional coregulator. These 
findings suggest the important roles of NRDC in various homeostasis in vivo. We have recently found 
that NRDC regulates the mammalian circadian clock via modulating core clock proteins function. The 
mammalian circadian clockwork is composed of a core feedback loop and additional interlocking loops.
 Thus, we investigated the role of NRDC on the additional loop, consisting of ROR activators and 
REV-ERB repressors in this study.

研究分野： 分子生物学、時間生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回、NRDCが概日時計のコアループだけではなく、サブループも制御するユニークな時計調節因子である可能性
を見出した。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 Nardilysin（N-arginine dibasic convertase；NRDC）は M16 ファミリーに属するメタロプ
ロテアーゼで、細胞局在に依存した多機能性を有する。これまでの我々の研究で、NRDC は細
胞表面では膜型増殖因子 HB-EGF、炎症性サイトカイン TNF-α、アミロイド前駆体タンパク
質（APP）など広範な膜タンパク質の細胞外ドメインシェディング活性化因子として働き、癌
やアルツハイマー病などの病態制御において重要な働きをしていることを明らかにした
（Kanda et al., EMBO Mol. Med. 2012、Ohno et al., Neurobiol. Aging. 2014）。一方、核では
転写調節因子として働き、褐色脂肪組織（BAT）において NRDC は転写コアクチベーター
PGC-1α と結合して、熱産生を司る脱共役タンパク質 UCP1 の発現を制御していること
（Hiraoka et al., Nat. Commun. 2014）、膵 β細胞において NRDC は、β細胞特異的な転写因
子 MafA を介して β細胞の機能維持に必須であることを明らかにした（Nishi et al., Diabetes. 
2016）。以上述べたように、NRDC は細胞局在に依存した多機能性（細胞表面：シェディング
調節、核内：転写調節）を有することが分かってきており、この多機能性が NRDC 欠損マウ
スの多彩な表現型（低体温、成長遅延、行動異常など）の原因になっていると考えられる。つ
まり、NRDC は生体恒常性の維持において重要な働きをしていると考えられる。 
 概日リズムは、時計遺伝子の転写・翻訳を介したフィードバックループによって制御されて
いる。哺乳類では、転写因子 CLOCK と BMAL1 がヘテロダイマーを形成し、Period（Per）
や Cryptochrome（Cry）などの時計遺伝子上流の E-box 配列に結合し、転写が活性化される。
転写・翻訳産物である PER（PER1、PER2、PER3）と CRY（CRY1、CRY2）タンパク質は
ヘテロダイマーを形成し、核内に移行して CLOCK/BMAL1 の転写活性を抑制することで自身
の発現を抑制するフィードバックループ（コアループ）を構成している。このコアループが 1
周するのにかかる時間が約 24 時間である。一方、CLOCK/BMAL1 によって転写が活性化され
る核内受容体 ROR（RORα、RORβ、RORγ）と REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）は、
Bmal1 遺伝子上流の RORE 配列を介して、Bmal1 遺伝子の転写をそれぞれ活性化および抑制
することにより、サブループを形成しており、このサブループは概日リズムの安定性に寄与し
ていると考えられている。しかしながら、なぜ 24 時間周期を長期間安定に維持し続けられる
のか、その分子機構はいまだ不明な点が多く、これは未知の時計調節因子や未知の時計制御機
構の存在を示唆するものである。 
 
２．研究の目的 
 近年、我々は NRDC がコアフィードバックループを構成する時計タンパク質と複合体を形
成し、その機能調節を介して概日リズムを制御する新規時計調節因子であることを見出してい
る。今回、NRDC がコアループだけではなく、ROR/REV-ERB によって構成されるサブルー
プ制御にも関与しているのではないかと考え、本研究ではその可能性について検討を行った。 
 
３．研究の方法 
NRDC によるサブループ制御機構の解明に向け、以下の項目を検討した。 
（1）NRDC と ROR および REV-ERB との複合体形成の検討 

293T/17 細胞に NRDC と ROR（RORα、RORβ、RORγ）または REV-ERB（REV-ERBα、
REV-ERBβ）を強発現させ、免疫沈降法により複合体形成を検討した。 
 
（2）NRDC と REV-ERB の結合ドメインの同定 

NRDC および REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）の各ドメイン欠損変異体を作製し、免
疫沈降法により、それぞれの複合体形成に重要なドメインの同定を行った。 
 
（3）NRDC と REV-ERB 活性制御機構の検討 

NRDC による REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）の活性制御機構をレポーターアッセイ
により検討する。具体的には、293T/17 細胞にレポーター遺伝子（RORE-luc）と REV-ERB
をトランスフェクションし、NRDC を過剰発現またはノックダウンしたときの転写活性の違い
をレポーターアッセイにより検討する。 
 
（4）NRDC による Bmal1 発現リズム制御機構の検討 

Bmal1-luc を発現させた NIH3T3 細胞（NIH3T3-Bmal1-luc 細胞）を用い、NRDC を過剰
発現またはノックダウンしたときの Bmal1 の発現リズムをルミノメーターで解析する。 
 
 
 
 
 



 
 
 
４．研究成果 
（1）NRDC と ROR および REV-ERB との複合体形成の検討 

NRDC と ROR（RORα、RORβ、RORγ）または REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）と
の複合体形成を、免疫沈降法により検討したところ、NRDC は少なくとも REV-ERBαおよび
REV-ERBβと複合体を形成することが分かった。 
 
（2）NRDC と REV-ERB の結合ドメインの同定 

NRDC および REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）の各ドメイン欠損変異体を作製し、免
疫沈降法により複合体形成を検討したところ、それぞれの複合体形成に重要なドメインの同定
に成功した。 
 
（3）NRDC と REV-ERB 活性制御機構の検討 
レポーターアッセイにより NRDC による REV-ERB（REV-ERBα、REV-ERBβ）の活性制

御機構を検討したところ、NRDCはREV-ERBの機能調節に関与している可能性が示唆された。 
 
（4）NRDC による Bmal1 発現リズム制御機構の検討 

Bmal1-luc を発現させた NIH3T3 細胞（NIH3T3-Bmal1-luc 細胞）を用い、NRDC を過剰
発現またはノックダウンしたときの Bmal1 の発現リズムをルミノメーターで測定したところ、
NRDC の増減により Bmal1 の発現リズムに変化がみられたことから、NRDC が Bmal1 の発
現リズム制御に深く関与している可能性が示唆された。 
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