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研究成果の概要（和文）： 

新規摂食抑制ホルモン Nesfatin-1 及び Nesfatin-1 の活性中心である M30 を添加するとマウス
神経芽細胞腫由来の細胞(MNB) 内の cAMP 応答配列結合蛋白のリン酸化が増加し、かつ
Nesfatin-1 特異的受容体はマウス視床下部及び MNB 細胞膜画分に存在するという結果を得た。
さらにNesfatin-1の細胞内シグナル伝達機構にメラノコルチン4受容体を介したシグナル伝達
経路が不可欠であることが判明した。 
研究成果の概要（英文）： 
Nesfatin-1, which is a novel anorexic hormone, induces phosphorylation of intracellular 
cAMP response element binding protein (CREB) in MNB cells derived from mouse neuroblastoma.  
M30, which is a truncated peptide of Nesfatin-1(24-53aa), also exerts a similar effect 
as Nesfatin-1. Nesfatin-1 specific receptor is located in cell membrane fraction of mouse 
hypothalamus and MNB cells.  Melanocrotin 4 receptor per se and its signaling pathway 
is essential to the intracellular signaling machinery exerted by Nesfatin-1/M30. 
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１． 研究開始当初の背景 

(1) 私達は最近、新規視床下部ホルモン

である Nesfatin-1 をクローニング

し、Nesfatin-1 が視床下部に作用し

て強力な摂食抑制作用を示すことを

発見した（Oh-I S, et al: Nature 

443: 709-712, 2006）。Nesfatin-1

の脳室内及び末梢投与によって摂食

抑制と体重減少が持続的に認められ、

皮下脂肪だけでなく内臓脂肪も著明

に減少する。 
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(2) 摂食抑制と内臓脂肪減少効果と言

う特色から Nesfatin-1 はメタボリ

ックシンドロームに対する有望な治

療薬となることが期待されるが、臨

床応用のためには Nesfatin-1 受容

体を同定する必要が有り、その受容

体アゴニストの開発は新薬創薬につ

ながるものと考えられる。 

 

(3) さらに我々はα-メラニン細胞刺激

ホルモン（α-MSH）を脳室内投与す

ると、Nesfatin-1 をコードする

NUCB2遺伝子mRNA発現が視床下部で

増加すること、またさらにメラノコ

ルチン(MC)4 受容体（MC4R）の特異

的アンタゴニストである SHU9119 を

脳室内に投与すると Nesfatin-1 の

摂食抑制作用が消失することを見い

だした。これにより、Nesfatin-1 の

薬理作用に MC4R によるシグナル伝

達系が大きな影響を与えていること

が示唆されたが、Nesfatin-1 は MC4R

を介した cAMP 産生、カルシウムの細

胞内流入に影響を与えなかった。こ

れらの知見から Nesfatin-1 自体は

MC4R のリガンドではないが、

Nesfatin-1 の作用には MC4R による

シグナル伝達系の存在が不可欠であ

る こ と が 予 想 さ れ る 。 こ の

Nesfatin-1 の作用における MC4R の

役割を解明することは Nesfatin-1

の作用の解明に貢献するのみならず、

Nesfatin-1 の臨床応用に向けての

重要な新知見をもたらすと考えられ

る。 

 

 

(4) こ れ ら の 経 緯 を 踏 ま え て 、

Nesfatin-1 の細胞内シグナル伝達

経路を解明するという観点から研究

を行った。 

 

２．研究の目的 

（１） Nesfatin-1 による細胞内シグナル達

経路を解明し、Nesfatin-1 特異的受容

体を同定する。 

 

（２） さらに Nesfatin-1 による細胞内シグ

ナル伝達における MC4R の役割を解明

する。 

３．研究の方法 

(1) 様々な神経細胞由来の株細胞に

CRE(cAMP response element) を

Luciferase（LUC）レポーターに組み

込んだベクター（CRE-LUC レポータ

ー）を遺伝子導入し Nesfatin-1 を投

与してレポーター活性を測定、およ

びラジオイムノアッセイによる細胞

内 cAMP 測定および CRE 結合蛋白

（CREB）のリン酸化を定量した。 

 

(2) 上記の実験を Nesfatin-1 の中心部

分となる 24 番目から 53 番目アミノ

酸残基の 30 アミノ酸（M30）を用い

て行った。 

 

(3) MNB細胞にマウスMC4R特異的small 

interfering(si)RNA を遺伝子導入

し、MC4R の発現を減少させるもしく

は MC4R の特異的アンタゴニストで

あ る SHU9119 の 添 加 下 に 、

Nesfatin-1もしくはM30を添加して

細胞内 CREB のリン酸化を定量した。 

 

(4) マウス視床下部及びMNB細胞の細胞

膜画分を用いた、125I-Nesfatin-1 に



よるラジオレセプターアッセイを行

った。 

 

４．研究成果 

(1) CRE-LUC レポーターを遺伝子導入した

MNB細胞にNesfatin-1またはM30を添加す

ると用量依存的にレポーター活性が上昇

した。CRE-LUC レポーターを恒常発現する

細胞株においても同様な結果を得た。 

 

(2) さらにNesfatin-1またはM30の添加によ

って濃度依存的に MNB 細胞内 CREB のリン

酸化が増加した。ただし細胞内 cAMP の増

加 は 認 め な か っ た 。 こ の 結 果 か ら

Nesfatin-1、M30 ともにその添加により細

胞内 CREB のリン酸化を促進することが判

明した。しかしその機序には必ずしも細胞

内cAMPの上昇を伴わない事が示唆された。 

 

(3) 一方 SHU9119 との共添加並びに siRNA に

よる MC4R の knockdown (mRNA level で

30-60%の reduction) では、Nesfatin-1 ま

たは M30 による CREB のリン酸化の増加は

消失した。これらの結果から Nesfatin-1

または M30 による MNB 細胞での CREB のリ

ン酸化には、MC4R の存在もしくは MC4R を

経由する細胞内シグナル伝達経路が必要

であることが判明した。 

 

(4) マウスの視床下部の細胞膜画分を用いた

ラジオレセプターアッセイを行った。マウ

ス視床下部より調整した膜分画には

125I-Nesfatin-1 が特異的に結合し、Kd 値

は 0.79±0.24nM であった。同様の結果は

MNB 細胞の膜画分を用いても得られた。こ

れらの結果によりマウス視床下部ならび

に MNB 細胞に Nesfatin-1 特異的受容体が

存在することが示唆された。           
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