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研究成果の概要（和文）： 

【目的】Nucleobindin-2（以下 Nucb2）の脂肪細胞分化に対する作用を検討した。 

【方法と結果】3T3-L1 細胞を用いた。ウエスタンブロットによると、Nucb2 の発現は脂肪細胞

へ分化するに従い減少した。3T3-L1 細胞の conditional medium とヒトの血漿中に Nucb2 が存

在することをウエスタンブロットで確認し、血漿中には凡そ 50 nM の濃度で存在すると計算さ

れた。種々の濃度の GST- Nucb2 を 3T3-L1 細胞の培養液中に、脂肪細胞への分化開始 48 時間前

から、24 時間または 48 時間ごとに添加し、分化開始後 8 日目に oil red 染色で脂肪細胞への

分化の程度を評価した。その結果、50 nM で明らかな抑制効果を得た。RT-PCR にて PPARγ、

adipsin の mRNA 量を、ウエスタンブロットにて発現量を評価したところ、同様の結果を得た。

Nucb2 からは Nesfatin-1 が形成されるので、GST-Nesfatin-1、GST-ΔNesfatin-1[Nucb2 から

Nesfatin-1 部分を除いたもの]について同様の検討を行ったが、脂肪細胞への分化抑制作用は

認められなかった。 

【考察】Nucb2 には脂肪細胞への分化抑制作用が存在する。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Nucleobindin-2 is a 396 amino acid EF-hand Ca2+ binding protein that can be 

further processed to generate an 82 amino terminal peptide termed Nesfatin-1. To examine 

the function of Nucleobindin-2 in adipocyte differentiation, culutred 3T3-L1 

adipogenesis were incubated with various concentrations of GST, GST-Nucleobindin-2, 

GST-DNesfatin-1 or GST-Nesfatin-1 prior to and during the initiation of adipocyte 

differentiation. Nucleobindin-2 treatment at physiological concentrations decreased 

neutral lipid accumulation (Oil-Red O staining) and expression of several marker genes 

for adipocyte differentiation (PPAR・, aP2, and adipsin). In contrast, deletion of the 

Nesfatin-1 domain in Nucleobindin-2 (DNesfatin-1) had no significant effect on 3T3-L1 

adipocyte differentiation. Although Nesfatin-1 treatment alone also reduced 3T3-L1 

adipocyte differentiation and expression of marker genes, this required super physiologic 

concentrations. Moreover, 3T3-L1 cells stably over expresseing Nuclobindin-2 displayed 
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a significant reduction of adipocyte differentiation. In contrast, reduced expression 

of Nucleobindin-2 by shRNA resulted in a marked increase of adipocyte differentiation. 

Taken together, these data indicate that Nucleobindin-2 is secreted from preadipocytes 

and functions as a suppressor of adipocyte differentiation. 
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１．研究開始当初の背景 
我 々 は 、 procolipase を 前 駆 体 と す る
enterostatin が(i)炭水化物や蛋白質摂取に
比べて脂肪摂取を選択的に抑制すること、
(ii)高脂肪食を好み食事性肥満を来し易い
Osborne-Mendel ラットでは enterostatin の
level が低く、高炭水化物食を好み高脂肪食
を嫌い食事性肥満には抵抗性を示す S5B/Pl
ラットでは enterostatin の level が高いこ
と、(iii)enterostatin を持続的に末梢投与
すると高脂肪食を与えた Osborne-Mendel ラ
ットにおいて体重増加が有意に減少するこ
とを報告した。脂肪摂取を選択的に抑制する
アプローチは、我が国における欧米化した食
生活を背景に増加傾向を示す肥満症の治療
には有効な対策法の一つと考えられる。しか
しながら、enterostatin のヒト肥満者への臨
床応用の成果は満足のいくものではなかっ
た（David A. York 等）。 
 昨年我々は、新たな食欲抑制物質として
Nesfatin1 を発見し、肥満の成因に関わって
いる事実とともに報告した。肥満の治療おい
ては、強力に食欲を抑制することは有力な方
策であるが、抑制の度合いが強過ぎると体重
の減少以外に、栄養のバランスを欠く等の弊
害をもたらす可能性がある。  
 肥満を治療する上で、食欲の抑制だけでな
く、同時に直接的に脂肪組織の増大や脂肪細
胞の肥大化を抑制することを併せて行うこ
とが出来れば、より効果的で、より確実で弊
害の更に少ない治療法となり得るのではな
かろうか。この様な観点から、今回我々は、
Brain-Adipose Axis なる概念に着目し、摂食
を抑制する因子は脂肪組織にも存在し脂肪

分化の抑制等にも深く関わっているのでは
ないかと考え、新規摂食抑制因子である
Nesfatin1 の肥満治療薬への応用を踏まえ、
その脂肪細胞への分化抑制作用について研
究を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
レプチン（Leptin）は有力な肥満治療候補分
子であったが、ヒト肥満者にはレプチン抵抗
性が存在するので、現在迄の所、レプチンの
肥満治療薬としての可能性は否定的である。
一方、Nesfatin1 はレプチン抵抗性を有する
肥満動物モデルにおいても、摂食抑制効果、
体重の減少効果が認められることを我々は
確認し報告をした。従って、肥満治療薬とし
てヒトへの臨床応用を考えると、Nesfatin1
には大きな期待が持てると思われる。本研究
は、Nesfatin1 に脂肪分化抑制作用が認めら
れるか否かに端を発し、その作用機序等を含
め Nesfatin1の摂食抑制作用以外の生理的機
能について、新たな肥満治療戦略の確立を目
指して、総合的にアプローチするものである。
従って、新たな有力な肥満治療法を開発出来
る可能性が強いことに加えて、脂肪細胞の分
化・誘導の機序に関して新たな機序が見出さ
れることが期待される。 
 
３．研究の方法 
本研究プロジェクトは、以下の 4つの異なる
研究から成る。 
(A)3T3L1 脂肪細胞を用いた in vitro の系で、
細胞培養液へ種々の濃度の Nesfatin1を前駆
脂肪細胞の段階から添加することにより、
Nesfatin1 に脂肪細胞への分化抑制作用が認



められるか否かを oil red 染色にて定量的に
検討する。また、real time PCR にて脂肪細
胞のマーカー分子（PPARγ、Glut4 等）の増
減を定量的に検討する。（平成 20 年度）。 
(B)3T3L1 前駆脂肪細胞の細胞膜に存在する
分子で Nesfatin1と特異的に結合する分子を
同定・クローニングする。GST-pull down 法
に LC/MS（液体クロマトグラフ質量分析装置）
を併用して行う。クローニングを終えたら、
3T3L1 前駆脂肪細胞に過剰発現させたり、
RNAi で knock down を行い、脂肪細胞への分
化・誘導に関連する生理的機能を確認する。
（平成 20〜21 年度）。 
(C)Nesfatin1を3T3L1前駆脂肪細胞に添加し
た際の細胞内シグナルの解析を網羅的に RNA 
array で行う。このアプローチにより、脂肪
細胞への分化を抑制的に調節する新たなシ
グナル伝達系が明らかになる可能性がある。
（平成 20〜21 年度）。 
(D)Nesfatin（Nesfatin1 の前駆体）の T290
は Aktにより燐酸化され得るモチーフ内に存
在する。Nesfatin が Akt により燐酸化される
か否かや Nesfatin が Akt に燐酸化されるこ
との生理的意義（Nesfatin1 の合成・分泌を
制御しているかも知れない等）について検討 
する。 
 
４．研究成果 
A.Nucleobindin-2 には脂肪分化抑制作用が
存在することを明らかにした。 
B.その主作用部位は、Nesfatin-1 の部分では
なく、Nucleobindin-2 全長にあることを見出
した。 
C.Nucleobindin-2 には細胞増殖抑制作用が
存在することを見出した。 
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