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研究成果の概要（和文）：ITCHは、ユビキチン-プロテアソームシステムによる翻訳後修飾において重要な役割を担っ
ており、細胞内の活性酸素種(ROS)調整システムであるthioredoxin systemの重要な構成因子であるThioredoxin-inter
acting protein (TXNIP)をユビキチン化する。ITCHを心筋細胞内で過剰発現させたところ、TXNIPが減少してROSによる
細胞障害が抑制された。同様に、心筋特異的にITCHを過剰発現させたマウスではROSによる心機能低下が抑制され、生
存率も改善した。ITCHは心筋細胞でTXNIPをユビキチン化し、ROSに対して細胞保護的に機能することが示された。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin E3 ligase ITCH is an enzyme that plays a pivotal role in 
posttranslational modification by ubiquitin proteasomal protein degradation. Thioredoxin-interacting 
protein (TXNIP) is a negative regulator of thioredoxin system, which is an endogenous reactive oxygen 
species (ROS) scavenger. We focused on the functional role of ITCH and its interaction with TXNIP to 
elucidate the mechanism of cardiotoxicity induced by ROS. Overexpression of ITCH increased proteasomal 
TXNIP degradation and augmented thioredoxin activity, leading to inhibition of ROS generation and 
subsequent cardiomyocyte apoptosis in ROS-induced cardiotoxicity. In transgenic mice with 
cardiac-specific overexpression of ITCH, cardiac dysfunction and remodeling were restored compared with 
wild-type mice after ROS-induced cardiotoxicity. We demonstrated that ITCH targets TXNIP for 
ubiquitin-proteasome degradation in cardiomyocytes and ameliorates ROS-induced cardiotoxicity through 
thioredoxin system.

研究分野： 細胞内シグナル伝達、ユビキチン・プロテアソームシステム

キーワード： ユビキチン転移酵素Itch　活性酸素種　ユビキチン・プロテアソームシステム　TXNIP

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
生体内において、活性酸素種(reactive 

oxygen species, ROS)は細胞内シグナル伝達
に関わっているだけでなく、その異常発生は
酸化ストレスの増加につながりうる。酸化ス
トレスとは、ROSの異常発生に対する抗酸化
機構とのバランスが破綻した状態であり、酸
化ストレスの増加が病態に関与すると報告
されている心血管疾患は少なくない。例えば
、悪性リンパ腫や肺癌などの治療のfirst line
として用いられている抗悪性腫瘍薬のドキ
ソルビシンによる心筋障害（ドキソルビシン
心筋症）は不可逆的な心筋障害を引き起こす
ことが知られており、ひとたびドキソルビシ
ン心筋症を発症するとその予後は悪く、致死
的となる。このドキソルビシン心筋症の発症
メカニズムとして、ROSの増加によるミトコ
ンドリア機能の障害や心筋細胞のアポトー
シスの増加の関与が報告されている。また、
心筋梗塞発症後の非梗塞部心筋のリモデリ
ング形成（心筋細胞の代償性肥大から線維化
への進行）についても、アンギオテンシンII
により心筋細胞のNADPH oxidaseが活性化
され、細胞内ROSの増加がその病態に関与す
ると報告されている。 
このように、ROSの増加は様々な心疾患の

病態に関与しているが、ROSの生体内におけ
るhomeostasisを維持するための
ROS-scavanging systemの一つに
Thioredoxin systemがある。Thioredoxin 
systemは真核生物において高度に保存され
ており、多くの細胞で普遍的に機能している
。このsystemを構成する重要な細胞内タンパ
クにThioredoxinとThioredoxin-interacting 
protein(TXNIP)がある。外部からの刺激など
により細胞内のROSが増加すると、反応性に
Thioredoxinの発現が増加して細胞内のROS
を減少させ、ROSのhomeostasisを維持する
方向に作用する。一方、TXNIPはThioredoxin
に結合することで、前述のThioredoxinの抗酸
化作用を抑制する作用があり、Thioredoxinの
内在性のinhibitorとして機能することが報告
されている。他にもTXNIPは、細胞増殖やア
ポトーシスといった多様な細胞内プロセス
に関連していると報告されているが、心筋細
胞でTXNIPの発現を検討した研究や、ドキソ
ルビシン心筋症の発症機序および心筋梗塞
後のリモデリング形成機序におけるTXNIPと
Thioredoxin systemとの関連について検討し
た研究報告はない。 
この研究の中で我々は、TXNIP の細胞内発

現を調節する系としてユビキチン-プロテア

ソームシステムに着目した。ユビキチンは他
のタンパク質の修飾に用いられ、タンパク質
の分解や DNA 修復、翻訳調節などの様々な
生命現象に関わっている。特に複数のユビキ
チンが付加された（ユビキチン化）タンパク
質はプロテアソームと呼ばれる酵素複合体
により分解される。このように、ユビキチン
化は細胞内タンパク質の発現調節に重要な
役割を担っている。ユビキチン化は、
E1,E2,E3 という 3 つの酵素の段階的な作用
により進み、その中でも E3(ユビキチン転移
酵素)は最終的に標的タンパク質にユビキチ
ンを付加させる重要な役割を担っている。近
年、293T cell や U2OS cell といった cell line
を用いた in vitro 実験系において、TXNIP は
ユビキチン転移酵素 Itchの標的タンパクであ
り、Itch との相互作用でユビキチン化を受け
ることによりその細胞内発現が調節されて
いることが報告された。さらにこの報告の中
で、細胞のアポトーシス誘導が TXNIP と Itch
の相互作用により調節を受けることも示さ
れていた。これら過去の研究結果をふまえ、
「ドキソルビシン心筋症の発症や心筋梗塞
後のリモデリング形成などの ROS の異常増
加を伴う病的刺激が加わった場合、Itch との
相互作用を介して TXNIP のユビキチン化が
進み、心筋細胞内で TXNIP の発現が低下する
ことで Thioredoxin を活性化させ、細胞内
ROS の homeostasis を維持しようと生体内
の feedback が働くものの、それのみでは
ThioredoxinによるROSの処理が追い付かな
いためにアポトーシスへの誘導が進み、各種
病態を発症する」との仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 酸化ストレスによる心筋障害発症のメカ
ニズムを、細胞内の活性酸素種の調節系であ
るThioredoxin systemとユビキチン転移酵素
Itch に着目して in vitro および in vivo の実験
系において検討することが本研究の目的で
ある。 
 
３．研究の方法 
 ROS の増加が関与する心疾患の発症機
序を証明するために、新生仔ラット培養心
筋細胞を用いた in vitro の実験と、ドキソル
ビシン心筋症モデルマウス、および心筋梗
塞モデルマウスを用いた in vivo の実験の 2
つの実験系で研究を行った。 

In vitro の実験系においては、ドキソルビ
シンや H2O2 刺激などにより、TXNIP が
Itch を介したユビキチン化によって発現の
調節を受けることを薬剤（プロテアソーム
阻害薬）や心筋細胞への遺伝子導入を用い
て検討した。 

In vivo の実験系においては、Itch を心筋
特異的に過剰発現させた遺伝子改変マウス
を作製し、同マウスをドキソルビシン心筋
症モデル、および心筋梗塞モデルとするこ
とで、生存率や心機能などに与える Itch の



機能や、Itch が TXNIP のユビキチン化を介
して Thioredoxin systemに与える影響につ
いて解析した。 
 
４．研究成果 
 ROS 刺激（ドキソルビシンや H2O2刺激）
により、心筋細胞中の TXNIP の発現が低下す
る（図 1 A,B）が、この低下には Itch を介し
て TXNIP に対するユビキチンの付加が関係
しており、プロテアソーム阻害薬(MG132)に
よって ROS 刺激による TXNIP の発現低下は
抑制された（図 2 A,B）。 
 
［図 1］ 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
［図 2］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

そこで、Itch を過剰発現した心筋細胞に
ROS 刺激を行ったところ、TXNIP の発現低
下は抑制され（図 3 A）、引き続いて起こる
Cleaved-Caspase-3 の増加も抑制された（図
3 B）。さらに、TUNEL 染色にて、ドキソル
ビシンによるアポトーシス誘導に対する Itch
の機能を解析したところ、Itch を過剰発現さ
せた心筋細胞では、ドキソルビシンによるア
ポトーシスも有意に抑制された（図 4）。 
 
［図 3］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 



［図 4］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に、ROS 刺激の際に siRNA にて Itch を

knock down したところ、Cleaved Caspase-3
の増加が増長された（図 5A）。さらに、Itch
を過剰発現させた心筋細胞では、ROS 刺激の
有無にかかわらず thioredoxin 活性が高いこ
とを証明することができた(図 5B)。これは
Itchの過剰発現により細胞内のTXNIPが高度
に低下することに起因しており、これによっ
てアポトーシスの抑制につながっているこ
とが示唆された。 
 
［図５］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
これらのことから、Itch は ROS による心

筋障害に対して TXNIP をユビキチン化して
分解することにより、細胞保護的に機能して
いることが示唆された。 
 これらの in vitro での実験結果をもとに、
Itch の機能を in vivo で解析するために、Itch
を心筋特異的に過剰発現させたマウス(Itch 
TG マウス)を作成した。ドキソルビシンを腹
腔内投与したドキソルビシン心筋症モデル、
および心筋梗塞を作成した心筋梗塞モデル
を、野生型マウスと Itch TG マウスそれぞれ
に作成し、心機能や生存率に与える影響を検
討した。図 6 A, B に示すように、ドキソルビ
シンシンにより心筋組織中の TUNEL 陽性細
胞が有意に増加してアポトーシスが進み、エ
コーで評価した心機能も有意に低下が見ら
れるが、Itch TG マウスではアポトーシスの
増加や心機能低下が有意に抑制された。また、
Kaplain-Meier 法で評価した生存率も、Itch 
TG マウスではドキソルビシンの腹腔内投与
による生存率低下も有意に抑制した（図6C）。 
 
［図６］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 同様に、心筋梗塞モデルマウスにおいても
検討を行った。Itch TG マウスでは、心筋梗
塞後のリモデリングが抑制されており（図 7 
A）、電子顕微鏡で非心筋梗塞部のミトコンド
リアを評価したところ、Itch TG マウスでは
ミトコンドリアの空胞化が有意に抑制され
ていた（図 7 B）。また、ドキソルビシン心筋
症モデルと同様に、Itch TG マウスでは心筋
梗塞後の心機能低下が有意に抑制されてお
り、Kaplain-Meier法で評価した生存率も、Itch 
TG マウスで有意に生存率低下が有意抑制さ
れていた（図 7 C, D）。 
 
［図７］ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果から、ドキソルビシン心筋症の
発症や心筋梗塞後のリモデリング形成など
の ROS の異常増加を伴う病的刺激が加わっ
た場合、Itch は TXNIP をユビキチン化して心
筋細胞内の TXNIP の発現を低下させること
が示された。しかし、通常の Itch レベルでは
病的なROS刺激を中和することができずに、
アポトーシスが進んでしまう。そこで、Itch
を遺伝子的に過剰発現させることで、心筋細
胞内に十分な Itch量を確保することでTXNIP
は十分にユビキチン化されて減少する。その
ことによって Thioredoxin が活性化し、アポ
トーシスへの誘導を抑制することができる
ものと考えられた。これらのことから、Itch
は心筋梗塞後やドキソルビシン心筋症のよ
うな ROS による病態の進行に対する新しい
治療ターゲット分子となり得ることが示唆
された。 
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