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研究成果の概要（和文）：ストレス応答や分化など多くの細胞機能に関与するといわれる細胞内

タンパク質 NDRG1−NDRG4 に関する研究である。NDRG1 欠損マウスは末梢神経機能の低下を、NDRG4

欠損マウスは脳機能の低下を示す。本研究により、NDRG4 は大脳皮質の BDNF 量を維持すること

で神経細胞保護作用を発揮することが示唆された。また、NDRG4 結合タンパク質として細胞膜イ

オンポンプ Na+/K+-ATPase を同定し、これに NDRG1−NDRG3 も結合することを確認した。NDRG タン

パク質がイオンポンプ機能を介して細胞機能を調節する可能性が明らかになった。	
 

	
 
研究成果の概要（英文）：We	
 previously	
 generated	
 NDRG4-deficient	
 mice	
 that	
 exhibit	
 spatial	
 
learning	
 deficits	
 and	
 vulnerabilities	
 to	
 cerebral	
 ischemia.	
 This	
 study	
 revealed	
 that	
 NDRG4	
 
contributed	
 to	
 the	
 maintenance	
 of	
 intracerebral	
 BDNF	
 levels	
 within	
 the	
 normal	
 range,	
 which	
 
is	
 necessary	
 for	
 the	
 normal	
 functions	
 of	
 neuronal	
 cells.	
 We	
 identified	
 NDRG4-binding	
 
proteins,	
 which	
 also	
 interacted	
 with	
 NDRG1–NDRG3.	
 NDRG	
 family	
 proteins	
 may	
 regulate	
 cell	
 
activities	
 through	
 the	
 functions	
 of	
 the	
 binding	
 proteins.	
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 我々は以前、細胞のストレス刺激によって
発現量が増加する遺伝子として NDRG1 を同定
し、NDRG1 欠損マウスの坐骨神経に脱ミエリ
ン化を伴った神経変性がみられることを見出
した［JBC	
 271,	
 29659	
 (1996);	
 MCB	
 24,	
 3949	
 
(2004)］。NDRG1 は Charcot-Marie-Tooth 病 4D
型の責任遺伝子であることも報告された

［AJHG	
 67,	
 47	
 (2000)］。また我々は、一次構

造が類似する NDRG2、NDRG3、NDRG4 を同定し
た［BBRC	
 266,	
 208	
 (1999);	
 Genomics	
 73,	
 86	
 
(2001)］。NDRG 遺伝子ファミリーは生体の多
くの組織で発現しているが、なかでも NDRG4
は脳と心臓に特異的に発現するという特徴を
もつ。NDRG4 は、PC12 細胞の神経細胞への分
化・増殖を誘導すること［JCB	
 98,	
 185	
 (2006)］、
ラット視床下部の神経細胞に細胞内カルシウ
ムイオン流入を誘導すること［JNR	
 85,	
 1789	
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(2007)］、ゼブラフィッシュの後脳発生に必要
であること［Dev	
 Biol	
 317,	
 486	
 (2008)］な
どが報告されているが、いずれも NDRG4 の分
子機能解明には至っていない。そこで、我々
は、NDRG4 の脳組織における役割を明らかに
するため、NDRG4 欠損マウスを用いた解析を
開始した。	
 
	
 まず NDRG4 欠損マウスを作製し、NDRG4 タ
ンパク質が期待通り欠損していることを確認
した。欠損ヘテロマウス同士を交配させた結
果、産仔の遺伝子型はメンデル比とよく一致
しており、ヘテロマウス、欠損ホモマウスと
も正常に発育した。次に、モリス水迷路試験
で脳機能異常の有無を調べた。マウスが踏み
台に到達するまでの時間（逃避潜時）と遊泳
距離、最大遊泳速度を算出したところ、野生
型マウスに比べて NDRG4 欠損ホモマウスでは
逃避潜時と遊泳距離が有意に延長していた。
一方、両マウス間で最大遊泳速度に差は見ら
れなかったことから、NDRG4 の欠損は遊泳能
力自体に影響を及ぼさないと考えられた。つ
まり、NDRG4 は学習と記憶力の維持に関与す
ると結論づけられた。次に、脳細胞の脆弱性
を調べるため、三血管閉塞法による一過性の
局所脳虚血モデル実験を行った。虚血再灌流
手術の 24 時間後に運動麻痺の重症度を評価
し、その後、脳の梗塞体積を算出した。その
結果、野生型に比べ、NDRG4 欠損マウスでは
脳梗塞体積が有意に増加し、より強い運動麻
痺が観察された。したがって、NDRG4 は脳虚
血に対する細胞保護作用をもつことが明らか
となった。	
 
	
 一方、NDRG1 と NDRG4 はいずれもプルキン
エ細胞に局在すること［JHC	
 56,	
 175	
 (2008)］、
細胞障害因子によって発現が増強すること

［EJB	
 270,	
 2521	
 (2003)］、NDRG1 欠損マウス
の脳では脱ミエリン化を伴った神経変性がみ
られないことなどから、NDRG1 と NDRG4 には
機能的重複性の存在が予想された。しかしな
がら、両者の分子機能の詳細は不明のままで
あったため、それを解決することを目指して
本研究計画を立案した。	
 
	
 
２．研究の目的	
 
	
 神経細胞の生存能力を調節する因子につい
て解析する場合、周囲に存在するグリア細胞
や血管内皮細胞などを一つの環境として捉え
る必要がある。我々は、マウスにおいて細胞
内タンパク質 NDRG1 が末梢神経のミエリン鞘
の維持に必須であること、NDRG4 が記憶の保
持と一過性脳虚血後に生じる神経細胞死の抑
制に重要であることを明らかにした。本研究
では、脳環境の恒常性維持に関わる NDRG4 の
生理機能を、NDRG1 との役割分担を考慮しな
がら解析する。	
 
	
 NDRG4 がどのような機構で脳虚血障害によ
る神経細胞死を抑制しているのか、なぜ機能

維持に重要であるのかを明らかにしたい。そ
のために、NDRG4 を発現している細胞を特定
し、NDRG4 結合タンパク質を同定して、組織・
細胞レベルで生理機能を調べる。また、同じ
遺伝子ファミリーに属しながらも欠損マウス
の表現型がなることは、NDRG1 と NDRG4 が特
有の機能を担っていることを意味する。そこ
で、中枢神経において NDRG1 は何をしている
のか、NDRG4 との機能分担を推定しながら、
明らかにしたい。	
 
	
 本研究では、遺伝子改変マウスを用いて、
生化学的、細胞生物学的、生理学的解析を行
い、NDRG4 の脳細胞保護や機能維持に関わる
機構に加え、NDRG1 と NDRG4 の共通点や相違
点等を調べ、NDRG ファミリーの機能解明を目
指すこととした。	
 
	
 
３．研究の方法	
 
	
 NDRG4 の脳組織内分布を正確に調べるため
に、野生型マウスの脳組織で免疫組織化学染
色および in	
 situ ハイブリダイゼーションを
行い、光学顕微鏡で観察した。さらに、アス
トロサイトなど各種細胞に特異的な分子マー
カーと NDRG4 で多重染色し、共局在を分析し
た。実験データの信頼性を得るために、NDRG4
欠損マウスを染色のネガティブ対照として利
用した。	
 
	
 NDRG4 と物理的に相互作用するタンパク質
を同定することは、NDRG4 の分子機能を解明
する上で重要な手がかりとなる。そこで、分
子生物学的スクリーニングとして、酵母ツー
ハイブリッド法を用いて候補タンパク質を探
索した。得られた候補タンパク質を対象に、
免疫沈降法などで NDRG4 との複合体形成や細
胞内共局在を確認した。また、生化学的スク
リーニングとして、野生型マウスあるいは
NDRG4 欠損マウスの脳を出発材料にして、
NDRG4 結合タンパク質を探索した。つまり、
脳組織成分の生化学的調製、NDRG4に対する親
和性を利用したタンパク質捕捉、分離分析、
タンデム型質量分析等を行った。そして、得
られた NDRG4 結合タンパク質の構造的・機能
的特徴や、シグナル伝達経路における位置付
け等を調べた。また、NDRG 遺伝子ファミリー
の分子機能を比較検討するために、NDRG4 結
合タンパク質が他の NDRG メンバーとも直接
相互作用するのか否かを調べた。	
 
	
 これらに加えて、脳に次いで NDRG4 の発現
が多く見られる心臓にも着目し、NDRG4 の局
在や心機能への寄与を解析した。心機能の解
析では、野生型マウスおよび NDRG4 欠損マウ
スに送信機を埋め込み、テレメトリーによっ
て各種パラメータを計測した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 2010 年度には、NDRG4 の脳組織内分布を正
確に調べるために、マウスの脳を用いた免疫



組織化学染色と in	
 situ ハイブリダイゼー
ションを組み合わせ、光学顕微鏡で解析した。
その結果、NDRG4 は、嗅球・嗅結節・大脳皮
質・線条体・海馬・歯状回・視床・視床下部・
中脳・小脳・脳橋・延髄など、脳の大部分の
領域に存在していた。NDRG4 陽性細胞は NeuN
陽性細胞とよく一致したことから、NDRG4 は
グリア細胞ではなく神経細胞に局在すること
が分かった。さらに、野生型および NDRG4 欠
損マウスの脳組織に含まれる神経栄養因子群
を ELISA 法で比較定量したところ、欠損マウ
スでは BDNF の量が選択的に減少していた。
BDNFは脳の高次機能や虚血耐性能に寄与する
ことが知られているため、NDRG4 欠損マウス
の脳機能低下は、BDNF 量の低下を介している
可能性が考えられた。	
 
	
 2011 年度には、2010 年度のデータを再検証
た上で原著論文としてまとめ、JBC 誌に発表
した［JBC	
 286,	
 26158	
 (2011)］。一方、NDRG4
の分子機能を解明する手がかりを得るため、
NDRG4 結合タンパク質の同定に着手した。ヒ
ト脳 cDNA ライブラリーを用いた酵母ツーハ
イブリッド・スクリーニング法を行った結果、
複数種の陽性クローンが得られた。これをタ
ンパク質レベルで検証するために生化学的、
免疫化学的解析を行った結果、いずれも
NDRG4と結合する分子でないことが示された。	
 
	
 NDRG1 および NDRG4 の相互作用タンパク質
の同定はきわめて重要であるため、2012 年度
にも継続して行った。ツーハイブリッド法に
比べ、より直接的に相互作用を捉えることが
できる生化学的手法を用いて結合タンパク質
を探索した。その結果、細胞膜イオンポンプと
して働く Na+/K+-ATPase を同定することに成
功した。NDRG4は神経細胞のイオンポンプ機能
を調節することで脳機能に関与すると予想さ
れた。免疫化学的実験により、NDRG1、NDRG2、
NDRG3も Na+/K+-ATPaseと結合することが明ら
かになった。	
 
	
 一方、NDRG4 は心臓でも比較的強く発現し
ており、NDRG4 遺伝子が含まれる遺伝子座は
心電図 QT 間隔に関連することが報告されて
いた［Nat	
 Genet	
 41,	
 399	
 (2009);	
 NG	
 41,	
 407	
 
(2009)］。そこで、NDRG4 欠損マウスと野生
型マウスの心電図を比較解析したところ、QT
間隔に有意差は見られなかったものの、NDRG4
欠損で P 波の延長を示すデータが得られた。
NDRG4 欠損の影響を遺伝子発現レベルで調べ
るため、NDRG4 欠損マウスと野生型マウスの
心臓から抽出した RNA を用いて DNA マイクロ
アレイ解析を行ったが、特筆すべき遺伝子発
現変化は見られなかった。心臓においては
NDRG4 欠損の影響はごく一部の領域あるいは
細胞に限局していると考えられた。	
 
	
 本研究により、NDRG4 欠損に伴う脳機能の
低下には脳内 BDNF 量の低下が関与する可能
性や、NDRG4 が神経細胞のイオンポンプ機能

を調節する可能性が浮上した。今後、この成
果を基盤にして、NDRG 遺伝子ファミリーを総
合的に理解する研究を進めたい。	
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