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研究成果の概要（和文）：ユビキチン転移酵素ITCHは、Thioredoxin-interacting protein(TXNIP)をユビキチン化し、
タンパク質分解を促した。TXNIPは酸化ストレスとアポトーシスの増悪因子である。培養心筋細胞において、ITCHを過
剰発現し、TXNIPを強力に抑制することで、活性酸素種刺激に対して、酸化ストレスやアポトーシスを抑制した。更に
、心筋特異的ITCH過剰発現マウスを用いて、ドキソルビシン心筋症や急性心筋梗塞モデルを検討したところ、心保護効
果や生存率の改善を認めた。ITCHは、酸化ストレスやアポトーシスの内在性調節因子であり、新たな治療ターゲットと
なる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The HECT-Type 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. We focused on the functional role of 
ubiquitin E3 ligase ITCH and its interaction with TXNIP to elucidate the mechanism of cardiotoxicity 
induced by ROS. Protein interaction between TXNIP and ITCH was confirmed by immunoprecipitation assays. 
Overexpression of ITCH increased proteasomal TXNIP degradation and inhibited ROS generation, p38 MAPK, 
p53, and subsequent intrinsic pathway apoptosis in ROS-induced cardiotoxicity. We generated ITCH 
transgenic mouse. In ITCH-Tg mice, cardiac dysfunction and remodeling were restored compared with 
wild-type littermates after Dox injection and myocardial infarction surgery. ITCH targets TXNIP for 
ubiquitin-proteasome degradation and ameliorates ROS-induced cardiotoxicity through the thioredoxin 
system.
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１．研究開始当初の背景 

生活様式の変化や人口の高齢化に伴い急性

心筋梗塞は増加している。治療法の進歩に

より、急性心筋梗塞の死亡率は著明に改善

したが、広範な心筋梗塞は、低心機能や左

室のリモデリングにより心不全を発症する。

東北 CHART 心不全レジストリーで、虚血

性心筋症が増加していることが報告されて

いる。心筋梗塞は梗塞領域において、心筋

細胞がネクローシスやアポトーシスによる

細胞死を来し、心筋細胞が減少し心収縮能

を失う（Circ Res 2001; 89:198-200 ）。他

方、心筋梗塞の非梗塞領域は、心筋がリモ

デリングし（心筋細胞の代償性肥大から線

維化への進行）、心機能が低下する

(Circulation 2001; 101: 2981-2988)。 

 このように、心筋梗塞はさまざまな機序

が複雑に絡み合い不全心に至る。本研究で

は、細胞内のシグナル伝達を行うタンパク

質が異なるが、それらに関与するタンパク

質がユビキチン修飾を受けることに注目し

た。ユビキチン・プロテアソームシステム

はユビキチン活性化酵素・ユビキチン結合

酵素・ユビキチン転移酵素の３つの酵素に

より標的タンパク質にユビキチンを付加し、

タンパク質分解を促す。HECT 型ユビキチ

ン転移酵素は、現在数十種類が同定されて

いるが、いずれも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。また、

標的タンパク質を分解することで細胞内の

恒常性維持・シグナル伝達・細胞死・細胞

形態を調節することが示された。しかしな

がら、未だ心血管領域で HECT 型ユビキチ

ン転移酵素の機能を検討した報告はない 

 

２．研究の目的 

虚血性心筋症は、心筋梗塞後にさまざまな

細胞内シグナルが複雑に絡み合い発症する。

HECT 型ユビキチン転移酵素は、タンパク

質をユビキチン修飾することで分解し、細

胞内シグナルを調節することが報告された。

HECT 型ユビキチン転移酵素 ITCH は、標

的タンパク質を分解することで、細胞死や

細胞形態を調節する。本研究では、ITCH

が標的タンパク質を分解することで、心筋

細胞内シグナルに与える影響を検討すると

ともに、マウス心筋梗塞モデルや虚血再灌

流モデルを作成し、心保護的に働くか検討

を行う。ITCH を標的した薬物・遺伝子介

入により、心筋梗塞の梗塞巣縮小や心筋リ

モデリング抑制を介した新たな治療法の開

発が期待される。 

 

３．研究の方法 

新生仔ラット心筋細胞を培養し、ITCH を過

剰発現またはノックダウンして、基質のユ

ビキチン化を促進するか、酸化ストレスや

アポトーシスに与える影響を検討した。ま

た、心筋特異的 ITCH 過剰発現マウスに対し

て、ドキソルビシン心筋症や心筋梗塞を作

成し、心機能や予後に与える影響を検討し

た。 

 

４．研究成果 

(図１) 

 
 まず、新生仔ラット心筋細胞培養を施行

し、ドキソルビシン刺激および H2O2 刺激を

施行した際に、ITCH の標的タンパク質であ



る TXNIP の発現量の変化を検討した。TXNIP

は上記の図１のように、刺激を受けた際に

は、発現量が有意に減少した。また、TXNIP

はユビキチン化が促進されており、プロテ

アソーム阻害剤で、TXNIP 分解が抑制され

たことから、ユビキチン・プロテアソーム

システムに依存したタンパク質分解により

調整されることが示された。 

(図２) 

 
 次に、TXNIP のユビキチン化が ITCH に依

存するか検討した。免疫沈降反応により、

ITCHとTXNIPが直接結合することを示した。

ITCH を過剰発現すると、TXNIP のユビキチ

ン化が促進され、タンパク質発現は有意に

減少した。更に、ITCH を過剰発現すると、

TXNIP 分解を介してチオレドキシンが有意

に活性化した。（図２） 

 ITCH の機能をより詳細に検討する目的

に、ジヒドロエチジウム染色を行った。ド

キソルビシン刺激に対して、スーパーオキ

シドの増加は有意に抑制された。また、

NADPH oxidase の産生を抑制しており、活

性酸素種の産生を抑制することが示された。

アポトーシスに与える影響を検討する目的

に intrinsic pathway を検討したところ、

ITCH を過剰発現すると、p53, p38 のリン酸

化が抑制され、Caspase9, Casppase3 が有

意に抑制された。以上の結果から、ITCH を

過剰発現すると、ドキソルビシンや H2O2

刺激に対して、活性酸素種を抑制し、

intrinsic pathway のアポトーシスを抑制

することが示された（図３）以上の結果を

踏まえて、ITCH 過剰発現マウスを作成する

方針とした。 

(図３) 

 

 ITCH 過剰発現マウスは in vitro の結果

と同様に TXNIP を抑制した。ドキソルビシ

ン心筋症を作成したところ、ジヒドロエチ

ジウム染色の結果から、スーパーオキシド

の産生が抑制されており、タネル染色でア

ポトーシスを抑制することを示した。酸化

ストレスの評価として、ミトコンドリアの

形態を観察したところ、野生型マウスでは

クリステが分解されていたのに対して、

ITCH 過剰発現マウスではクリステは保たれ

ており、ミトコンドリア由来の酸化ストレス

を抑制する可能性が示唆された。心臓超音波

検査では、ITCH 過剰発現マウスは心機能が

保持されていた。カプランマイヤー法で生存

率を比較したところ、ITCH 過剰発現マウス

は有意に生存率が高率であった。（図４） 



(図４) 

 

 最後に、心筋梗塞モデルを作成した。ITCH

過剰発現マウスは野生型マウスに比較して、

心筋梗塞巣は有意に縮小していた。酸化ス

トレスの評価として、ミトコンドリアの形

態を観察したところ、野生型マウスではク

リステが分解されていたのに対して、ITCH

過剰発現マウスではクリステは保たれてお

り、ミトコンドリア由来の酸化ストレスを

抑制する可能性が示唆された。心臓超音波

検査では、ITCH 過剰発現マウスは心機能が

保持されていた。カプランマイヤー法で生

存率を比較したところ、ITCH 過剰発現マウ

スは有意に生存率が高率であった。（図 5） 

(図５) 

 

ユビキチン転移酵素 ITCH は、TXNIP を標的

タンパク質とし、ユビキチン分解を促し、

酸化ストレスおよびアポトーシスを調節し

た。更に、ドキソルビシン心筋症や心筋梗

塞モデルにおいて、心保護的に働いており、

ITCH を標的とした新たな治療薬の開発の

可能性が示唆された。 
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