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【まとめ】 

 我々が作製した NRDc 欠損マウス（NRDc-/-）

に心筋梗塞モデルを作成したところ、顕著な梗

塞領域の減少が観察された。NRDc-/-の心臓で

は PER2 の発現増加に加えて、HIF-1およびそ

の下流の解糖系関連遺伝子群の発現増加が認

められた。したがって、NRDc は PER2 および

HIF-1の安定性制御を介して、虚血時の心筋細

胞における代謝リプログラミングを制御して

いる可能性が示唆された。（未発表）。 

                

１．研究の目的 

虚血性心疾患は成人の死亡原因の上位に入

る重要な疾患である。一方、現代人は概日リズ

ムを乱しやすい社会環境に置かれており、概日

リズムの異常が虚血性心疾患、代謝性疾患、が

んなど、様々な疾患と関連していることが示唆

されているが、その詳しいメカニズムは明らか

にされていない。 

我々の同定したメタロプロテアーゼ

nardilys in（N-arginine dibasic convertase；NRDc）

は、主に細胞質に存在する可溶性のタンパク質

であるが、非常にユニークな細胞局在を呈する。

シグナルペプチドを持たないにもかかわらず、

非古典的な分泌経路を介して細胞外に放出さ

れ、その一部は細胞表面に留まる。これまでの

研究でNRDcは細胞表面では増殖因子HB-EGF

など広範な膜タンパク質のシェディング活性

化因子として働くことを in vitro で明らかにし

（文献 1-4）、さらに作製した NRDc 欠損マウ

ス（NRDc-/-）の解析から、炎症性サイトカイ

ン TNF-やアミロイド前駆体タンパク質

（APP）のシェディング調節を介して、癌やア

ルツハイマー病の病態生理において重要な働

きをしていることを in vivo でも明らかにした

（文献 5-7）。一方、NRDc は明確な核移行シグ

ナルを持たないにもかかわらず、細胞質と核の

間をシャトリングすることが報告されており、

最近、我々は NRDc が核では転写調節因子とし

て働くことを明らかにした。具体的には、

NRDc-/-は寒冷環境下（4℃）では体温を維持で

きなかったことから、寒冷環境下の適応熱産生

を担う褐色脂肪組織（BAT）を解析したところ、

NRDc は核で転写コアクチベーターPGC-1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、寒冷環境下の熱産生に

必須であることを明らかにした（文献 8）。以

上述べたように、NRDc は細胞局在に依存した

多機能性（図 1、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-/-の多彩な表現型

（低体温、成長遅延、行動異常など）の原因に

なっているものと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

今回、NRDc-/-の行動解析を行い、概日リズ

ム周期を測定したところ、NRDc-/-は野生型マ

ウス（NRDc+/+）と比べて有意に短周期であっ

たことから、NRDc は新規の時計調節因子であ

ることが明らかになった（未発表）。そこで、

予備実験で、NRDc と時計タンパク質との複合

体形成を検討したところ、NRDc は時計タンパ

ク質の一つPER2と複合体を形成することが分

かった。また、NRDc と PER2 のリン酸化酵素



の一つカゼインキナーゼ 1（CK1）との複合体

形成を検討したところ、NRDc は CK1 とも複

合体を形成することが分かり、NRDc は PER2

の翻訳後修飾を介して概日リズムを制御して

いる可能性が示唆された。 

一方、NRDc+/+と NRDc-/-に心筋梗塞モデル

を作成したところ、NRDc-/-において顕著な梗

塞領域の減少が認められた。虚血時の NRDc-/-

の心臓では PER2 の発現が増加しており、これ

まで、PER2 は虚血時に心保護的に働くという

報告があることから、NRDc は PER2 制御を介

して、虚血性心疾患を制御している可能性が示

唆された。したがって、本研究は下記の 2 つを

具体的な目的とし、検討を行った。 

 1-1 NRDc による概日リズム制御機構の解

明 

 1-2 NRDc による虚血性心疾患制御機構の

解明 

 

２．研究方法と経過 

 2-1 NRDc による概日リズム制御機構の検

討 

1）NRDc と時計タンパク質との複合体形成の

検討 

COS7 細胞に NRDc と時計タンパク質

（CLOCK、BMAL1、PER2、CRY2）を強発現

し、免疫沈降法（IP）により、NRDc と時計タ

ンパク質との複合体形成を検討する。 

2）NRDc とカゼインキナーゼ 1（CK1）との複

合体形成の検討 

 COS7 細胞に PER2 のリン酸化酵素の一つ

CK1（CK1、および、CK1）を強発現し、免

疫沈降法（IP）により、複合体形成を検討する。 

3）NRDc による PER2 安定性制御の検討 

 PER2 および高濃度の CK1（1.5g）存在下で、

COS7 細胞に NRDc を強発現し、NRDc による

PER2 のリン酸化、分解の違いを検討する。 

 

2-2 NRDc による虚血性心疾患制御機構の

検討 

1）心筋梗塞モデル実験 

12 週齢の NRDc+/+と NRDc-/-の冠動脈を結

紮して虚血後、解除する方法により、急性心筋

梗塞モデルを作製し、梗塞領域の比較を行う。

また、虚血心における PER2、および、低酸素

誘導性因子 1（hypoxia-inducible factor-1：

HIF-1）の発現をウエスタンブロットにより

検討し、HIF-1下流の解糖系関連遺伝子群

｛グルコースの取り込みに関与する glucose 

transporter 1（GLUT1）、ピルビン酸を乳酸へ

変換する lactate dehydrogenase A（LDHA）、

ピルビン酸からアセチル CoA への変換を阻

害する pyruvate dehydrogenase（PDH）kinase 

1（PDK1）など（図 2）｝の発現はリアルタ

イム PCR により検討する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2）単離心筋細胞を用いた検討 

NRDc+/+とNRDc-/-の心臓から心筋細胞を単

離して低酸素条件下で培養し、PER2、HIF-1、

および、その下流の解糖系関連遺伝子群の発

現をウエスタンブロット、および、リアルタ

イム PCR により検討する。 

 

３．研究の成果 

3-1  NRDc と時計タンパク質との複合体

形成の検討 

 COS7細胞にNRDc と時計タンパク質を強発

現させ、IP により複合体形成を検討したとこ

ろ、NRDc は PER2 と複合体を形成することが

分かった。PER2 は CK1 によりリン酸化された

後、ユビキチン-プロテアソーム系で分解され

ることが知られている。そこで、“NRDcはPER2



の翻訳後修飾を制御し、PER2 の安定性を調節

している”という仮説を立て、まず、NRDc と

CK1 の複合体形成の検討を行った。COS7 細胞

に NRDc と CK1（CK1、CK1）を強発現させ、

IPにより両者の複合体形成を検討したところ、

NRDc は CK1および CK1と複合体を形成す

ることが分かった。また、NRDc/PER2/CK1 を

COS7 に強発現させ、IP により複合体形成を検

討したところ、NRDc/PER2/CK1 の三者が複合

体を形成することも分かった。次に、PER2 お

よび高濃度の CK1 存在下で、NRDc を強発現

し、PER2 の安定性を検討したところ、CK1 単

独よりも、NRDc が存在する方が、PER2 分解

が亢進する結果が得られた。以上の結果から、

NRDc は PER2 安定性の調節を介して、概日リ

ズムを制御している可能性が示唆された。（未

発表）。 

 

 3-2  NRDc による虚血性心疾患制御機構

の検討 

 NRDc+/+とNRDc-/-に心筋梗塞モデルを作成

したところ、NRDc-/-は NRDc+/+と比べて顕著

な心筋梗塞領域の減少が観察された。また、

NRDc-/-の虚血心では PER2、および、HIF-1

の発現が増加していた。さらに、リアルタイム

PCR で HIF-1下流の解糖系関連遺伝子群

（GLUT1、LDHA、PDK1 など）の発現を検

討したところ、NRDc-/-で有意な発現増加が認

められた。一方、単離心筋細胞（NRDc+/+、

NRDc-/-）を低酸素条件下で培養した場合も、

虚血心と同様、NRDc-/-ではPER2の発現増加、

HIF-1およびその下流の解糖系関連遺伝子群

の発現が増加する傾向が見られた。以上の結果

から、NRDc は PER2 および HIF-1の安定性制

御を介して、虚血時の心筋細胞における代謝リ

プログラミングを制御している可能性が示唆

された。（未発表） 

 

４．今後の課題 

前述したように、NRDc-/-に心筋梗塞モデル

を作成したところ、顕著な梗塞領域の減少が見

られたが、NRDc-/-は生後 3 日以内に 7～8 割が

死亡してしまうこと、また生き残った NRDc-/-

も NRDc+/+に比べて顕著に身体が小さいこと

（文献 7）から、実験結果に大きなばらつきが

あるという問題点がある。現在、我々は NRDc 

floxed マウスの作製に成功していることから、

今後、MHC-Cre マウスとの交配により、心筋

特異的 NRDc 欠損マウスを作製して検討する

予定である。 

 

５．研究成果の公表方法 

 「NRDc による概日リズム制御機構」につい

ては The Journal of Biological Chemistry に投稿

予定で、「NRDc による虚血性心疾患制御機構」

については Circulation に投稿予定である。 
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