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研究成果の概要（和文）：摂食抑制視床下部ホルモンであるNesfatin-1（NAP-1）の細胞内シグナル伝達経路を探索し
た。マウス神経芽細胞腫由来NB41A3細胞およびマウス視床下部にはNAP-1受容体の存在が示唆され、NAP-1はNB41A3細胞
においてMAPキナーゼもしくはL型カルシウムチャネルの作用を介して細胞内のリン酸化CRE 結合蛋白(p-CREB)を増加し
た。また膵β細胞ではNAP-1は中枢神経系とは異なるシグナル伝達経路を利用する可能性が示唆された。さらにG蛋白共
役型受容体（GPCR）候補遺伝子からNAP-1の受容体候補遺伝子GPCRnを同定。同遺伝子ノックアウト（GPCRnKO）マウス
を樹立した。

研究成果の概要（英文）：In the current study, we explored the intracellular signaling pathway of a hypotha
lamic anorexic hormone, Nesfatin-1 (NAP-1).   Radioreceptor assays indicated that NAP-1 specific receptor 
should be located in the cell membrane fraction of mouse hypothalamus and of NB41A3 cells, which derived f
rom mouse neuroblastoma.  Through MAP kinase and L-type calcium channel, NAP-1 increased intracellular pho
sphorylation of cAMP response element binding protein (CREB).  Moreover, it was revealed that in pancreati
c beta cells, NAP-1 employed a distinct signaling pathway from that in central nervous system.  We identif
ied a candidate gene (GPCRn) for NAP-1 specific receptor and established GPCRn deficient mice (GPCRnKO).
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１．研究開始当初の背景 

(1) Nesfatin-1（NAP-1）は我々の研究グルー

プで発見した新規摂食抑制視床下部ホル

モンである（Oh-I S, et al: Nature 443: 

709-712, 2006）。NAP-1 のマウス脳室内

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。摂食抑

制と内臓脂肪減少効果と言う特色から、

NAP-1 はいまや国民病とも言えるメタボ

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。 

(2) NAP-1 はマウス視床下部単離ニューロン

において細胞内カルシウムを増加させ、

膵島および膵β細胞系培養細胞にてイ

ンスリン分泌を惹起することが知られて

いるが、その特異的受容体の同定を含め、

細胞内シグナル伝達経路は未だ不明であ

る。 

２．研究の目的 

NAP-1の細胞内及びインビボでの作用機

構を解析する.特に本研究ではNAP-1に

よる組織特異的な細胞内シグナル伝達

機構の解明を目的とし、NAP-1特異的受

容体の同定を試みた。 

３．研究の方法 

(1) 種々の神経系培養細胞および膵β細胞系

培養細胞にcAMP応答領域(CRE)を付加し

たluciferase レポーターを遺伝子導入

し、NAP-1およびNAP-1中央部付近の23－

52アミノ酸からなるペプチドであるM30

添加によるレポーター活性を測定するこ

とで細胞内シグナル伝達経路を検討した。 

(2) 細胞内のリン酸化CRE 結合蛋白(p-CREB)

をウエスタンブロットで定量した。 

(3) MAPキナーゼ（MAPK）阻害薬およびL型カ

ルシウムチャネル阻害薬を用いて細胞内

シグナル伝達経路を解析した。 

(4) マウス視床下部とNB41A3細胞の膜分画を

用いて、125I-NAP-1によるレセプターア

ッセイを行った。 

(5) NAP-1受容体はG蛋白共役型受容体（GPCR）

であることが予想されていたため、

[35S]GTPγS アッセイを用いて、GPCR候補

遺伝子からNAP-1の受容体の同定を行っ

た。 

(6) NAP-1受容体候補であるGPCRnのノックア

ウトマウスを作成し、解析を行った。 

(7) 組織特異的なNesfatin-1の作用を解析す

るため、視床下部および膵β細胞特異的

Nesfatin-1ノックアウトマウスを作成し

た。 

４．研究成果 

(1) マウス神経芽細胞腫由来のNB41A3細胞に

NAP-1を添加したところcAMP応答領域

(CRE)レポーターの活性化を認めた。この

活性化はM30でも認められ、変異M30では 

この活性化は消失した。さらにNAP-1と

M30は、NB41A3細胞内のリン酸化CRE 結合

蛋白(p-CREB)を増加させたが(図１)、 

細胞内cAMPの増加は認めなかった。 

(2) MAPキナーゼ（MAPK）阻害薬およびL型カ

ルシウムチャネル阻害薬により、M30によ

るCREBリン酸化反応は消失した。 

(3) マウス視床下部とNB41A3細胞の膜分画を

用いて、125I- NAP-1によるレセプターア

ッセイを行うとKd値は各々約0.79nM、 

約0.165nMであり、NAP-1との特異的結合

を認めた。一方、膵β細胞系培養細胞で

はp-CREBはNesfatin-1濃度依存的に減少

した（図２）。 



 

 

 

 

 

 

 

以上からマウス視床下部及びNB41A3細胞

にはNAP-1受容体の存在が示唆され、

Nesfatin-1は同細胞においてMAPKもしく

はL型カルシウムチャネルの作用を介し

てp-CREBを増加させると考えられた。ま

た膵β細胞ではNesfatin-1は中枢神経系

とは異なるシグナル伝達経路を利用する

可能性が示唆された 

(4) [35S]GTPγS アッセイを用いて、GPCR候補

遺伝子からNAP-1の受容体の同定を進め、

候補遺伝子GPCRnを同定。同遺伝子ノック

アウト（GPCRnKO）マウスを作成し解析し

たところ、GPCRnKO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

セイでは、野生型マウスと比較して

GPCRnKOマウスではNAP-1の視床下部細胞

膜への結合が著明に減弱することが分か

った（図３）。 

(5) 視床下部および膵β細胞特異的なNAP-1

ノックアウトマウスの樹立を試みた。現

在各組織特異的ノックアウトマウスもF1

が樹立されてきている（図４）。 
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