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研究成果の概要（和文）：本研究では、BirA酵素標識法による低分子量ヒートショック蛋白質 HSPB1の結合蛋白
質の網羅的な解析に成功することができた。また、IGF-IによるC2C12筋細胞株の肥大化モデルにおいて、
RhoA-SLKのシグナルの関与を明らかにした。今後、BirA酵素標識法による分子シャペロンの活性化を定量的に測
定する実験法に発展させると共に、高齢者の筋萎縮の予防に繋がる食品成分の開発に用いる研究ツールとして応
用する計画である。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded in carrying out the comprehensive analysis of 
the binding protein of low molecular weight heat shock protein HSPB1 by the BirA enzyme-labeling 
method. Moreover, we revealed the involvement of RhoA-SLK signal in the enhancement of C2C12 myotube
 by IGF-I. In the future, we plan to develop BirA enzyme-labeling method into a quantitative 
experimental method to measure the molecular chaperone activity of HSPBs, and apply this methods as 
a research tool for screening functional ingredients to prevent muscular atrophy in the elderly.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
高齢者の骨格筋では、筋原線維の蛋白質変

性、異化の促進、運動神経の脱落による筋線

維タイプの遷移、筋分化能の低下が蓄積し、

延いては筋力と筋肉量の低下が生じる。一方、

筋力トレーニング(運動負荷)は、年齢にかか

わらず、蛋白質の同化を促進し、高齢者であ

っても筋力と筋肉量の改善が図られる。しか

し、運動負荷の効果的な継続は難しく、過剰

な運動負荷は、反って高齢者の身体への負担

が懸念される。 

低分子量ヒートショック蛋白質である

HSPBs は、細胞ストレスによって発現誘導さ

れる分子量20kDa前後の分子シャペロンであ

り、様々な蛋白質と複合体を形成することで、

蛋白質の変性を抑え、細胞ストレスに対する

細胞防御反応に関わると考えられている(図

1)。 

HSPBs は、骨格筋で HSPB1、HSPB2、HSPB3、

HSPB5、HSPB6、HSPB7 の 6 種類が発現してお

り(Golenhofen. et al. 2004)、加齢におい

てHSPBsの発現が増加することが報告されて

いる(Doran. et al. 2009)。また、HPSBs は、

運動負荷においても発現が誘導され

(Paulsen. et al. 2011)、HSPB1 を過剰発現

させたトランスジェニックマウスでは、後肢

懸垂に伴う廃用性筋萎縮からの筋肉量の回

復が見込まれることより(Stephen. et al. 

2009)、加齢性筋萎縮症や運動負荷後の筋肉

において、HSPBs が何らかの蛋白質の安定化

を介して、筋力と筋肉量の維持に関わると考

えられる。 

低分子量 G 蛋白質の RhoA は、筋細胞の増

殖・分化に不可欠な細胞内シグナル伝達を制

御する分子スイッチとして機能し、運動負荷

後の骨格筋において、RhoA の発現が上昇する

報告があり(Lamon. et al. J Physiol. 2009)、

実際のヒトの筋力と筋肉量の維持に RhoA が

深く関わることが推測されている(Sakuma. 

et al. Acta Physiol. 2009)。 

このような背景の元、運動負荷後の筋細胞

では、HSPBs による分子シャペロンの機能向

上、分泌された血中インスリン様増殖因子

(IGF-1)の増加による IGF-I 受容体を介した

RhoA の活性化とそれに伴う下流の細胞内シ

グナル分子の活性化によって、筋細胞の肥大

化が起こると推測される。 

 

２．研究の目的 

高齢者の筋力と筋肉量の最適な維持に向

けた適切な運動負荷の実現には、細胞内で起

こる種々の運動の効果を計測できる指標の

開発が求められる。そこで本研究では、ビオ

チン標識酵素である BirA による酵素標識法

を、培養細胞株を用いた in vivo の実験系に

おける蛋白質間相互作用の解析に応用し、運

動負荷におけるHSPBsの分子シャペロン機能

の全容解明を最終的な目標として、HSPBs の

結合蛋白質の網羅的な解析系を立ち上げた。

また、運動負荷後の筋肉の増加における

IGF-I/RhoA シグナル伝達機構の解明に向け、

H23-25 年採択の若手研究(B)「筋肉の増加に

おける低分子量Ｇ蛋白質の機能解析」に引き

続き、BirA-RhoA による IGF-I/RhoA の下流シ

グナルの解析を進めた。 

 

３．研究の方法 

BirA 融合蛋白質として、改変型 BirA(Roux 

et al.2012)を融合する発現プラスミドを作

成した。蛋白質のビオチン標識は、BirA 融合

蛋白質発現ベクターを遺伝子導入後、培養培

地に 50μMビオチンを添加し、24 時間培養す
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図1 ヒートショックタンパク質のはたらき



ることで行った。ビオチン化蛋白質は、

Tamavidin 2-REV 磁性ビーズで回収・精製を

行った。ビオチン化蛋白質は、HRP 標識スト

レプトアビジンを用いたウエスタンブロッ

ティング (WB) によって検出した。 

ビオチン化蛋白質の同定は、銀染色後のゲ

ルよりバンドを切り出し、トリプシンを用い

たゲル内消化物をナノ高速液体クロマトグ

ラ フ ィ ー タ ン デ ム 質 量 分 析  

(nanoLC/MS/MS) に供し、マスコット解析で

行った。 

RhoA の新たに見つかった結合蛋白質

Ste20-like protein kinase (SLK)の機能解

析は、マウス筋芽細胞 C2C12 細胞株を用いた

IGF-1 依存的な筋肥大モデルによって評価し

た。RhoA と SLK の結合は、組換え RhoA 蛋白

質のタグ配列を用いた免疫沈降法で検討し

た。SLK の活性化は、活性依存的な SLK のリ

ン酸化部位を、特異的なリン酸化抗体を用い

た WB で評価した。 

 
４．研究成果 

1)  HSPBs の網羅的な結合蛋白質の探索 

培養細胞株に進展収縮刺激を加えた条件

で、細胞内の結合蛋白質を可視化する技術を、

改変型 BirA 酵素標識法を応用することで、

カリフォルニア大学 Davis 校の Dr. Yamada

氏との共同研究で開発した(Ueda. et al. 

PlosOne)。また、鶏の骨格筋を用いて、加齢

に伴って発現上昇する HSPBs として、

HSPB1(別名 Hsp25/27)を同定した(Ueda. et 

al. BBB)。 

そこで、BirA-HSPB1 発現プラスミドを作

製し、HEK293 細胞に遺伝子導入したところ、

BirA-HSPB1 と推定される分子量サイズで蛋

白質の発現が確認された。また、ビオチン添

加依存的に、BirA-HSPB1 による様々なビオチ

ン化蛋白質の増加を確認した(図 2A)。HSPB1

のシャペロン活性の視覚的な検出に向け、

BirA-HSPB1 を発現した細胞を蛍光免疫染色

し、蛍光顕微鏡下で観察したところ、

BirA-HSPB1 による蛋白質のビオチン化によ

る蛍光を観察できた (図 2B)。また、

BirA-HSPB1 の細胞内局在は、内在性 HSPB1 の

局在と大差が無いことを確認した。 

更に、BirA-HSPB1 を発現した細胞の可溶

化液を調製し、磁性ストレプトアビジンビー

スによって回収・精製後、ビオチン化蛋白質

を検出したところ、HSPB1 のシャペロン標的

分子と考えられる複数の蛋白質が確認され

図3 BirA-HSPB1による標的蛋白質の可視化
細胞内におけるBirA-HSPB1によるシャペロン
標識蛋白質の検出。矢印が示すようにBirA-
HSPB1により細胞中の多数がビオチン標識さ
れたことを示す。
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図2 BirAを用いたHSPB1標的蛋白質の可視化
技術について
(A) BirA酵素標識法の原理。(B) BirA-HSPB1
の細胞内局在確認と蛍光標識ストレプトアビジ
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た(図 3)。以上の結果より、BirA 酵素標識法

を用いることでHSPB1のシャペロン活性を標

的蛋白質のビオチン化として、視覚的に検討

できる可能性が示唆された。 

本研究については、H29-31 年採択の基盤

研究(C)「筋萎縮予防に有益な健康食品成分

の探索に向けたBirA酵素標識法の応用」で、

引き続き、分子シャペロンの活性化を定量

的に測定する実験法として、BirA 酵素標識

法を発展させると共に、高齢者の筋萎縮の

予防に繋がる食品成分の開発に用いる研究

ツールとして、応用する計画である。 

 

2) IGF-I/RhoA シグナルの下流シグナルの解析 

293T 細胞に BirA-RhoA (WT) 、または常

時活性型変異体である BirA-RhoA (G14V) を

過剰発現させ、精製したビオチン化蛋白質を

nanoLC/MS/MS に供したところ、RhoA (WT) で

147 個、RhoA (G14V)で 212 個の蛋白質が同定

された(図 4)。RhoA の既知の結合蛋白質とし

て、エフェクター分子 (DIAP、ROCK等11個)、

GEFs (ARHG2 等 3 個)、GAPs (RHG21 等 11 個) 

が認められた。また、これまで RhoA と相互

作用が示されていない複数の結合蛋白質 

(FILA、MYH9、MYH10 等) を推測することがで

きた。特に質量分析のスコア、emPAI 値が高

く検出された SLK は、RhoA と同様に筋細胞の

分化及び肥大化に関与することが期待され

ることから(Storbeck. et al. 2013)、IGF-I

の筋肥大モデルにおける SLK と RhoA の機能

解析を行った。筋管に分化誘導した C2C12 細

胞に IGF-1 刺激した結果、SLK と RhoA の結合

は増加し、IGF-1 依存的に SLK の活性化が認

められた(図 5)。また、RhoA においても IGF-1

依存的な活性化が認められることから、不活

性型変異体 RhoA (T19N)を過剰発現させた

RhoA の活性阻害実験を行った結果、IGF-1 刺

激による SLK の活性化が抑制された。更に、

SLK 阻害剤を処理した場合、IGF-1 による筋

管の肥大化のマーカーであるミオシン重鎖

の発現増加が抑制され、筋管の最大直径の増

加を有意に抑制した(図 6)。以上の結果より

C2C12 細胞の IGF-1 による筋肥大において、

RhoA-SLK シグナルの関与が強く示唆された。 

今後、運動負荷における SLK の役割につい

て、更に検証を進める計画である。 
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図4 BirA-RhoAのビオチン化蛋白質の同定
(A) BIrA-RhoAによるビオチン化蛋白質の
ビース精製後の銀染色画像。(B)同定したビ
オチン化蛋白質の細胞機能の分類。
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図5 IGF-I/RhoAの下流シグナルの解析
(A) SLKの構造とBirA-RhoAによるビオチン化部位。
(B) IGF-I刺激によるSLKの活性化。(C) RhoAのドミ
ナントネガティブ変異対(T19N)の過剰発現による
SLKの活性化の阻害。
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