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研究成果の概要（和文）：組織幹細胞の一つである筋芽細胞は骨格筋の発生に寄与するとともに筋損傷時の再生
も担っている。本研究により、筋芽細胞の機能維持に必須なホルモン、インスリン様成長因子のシグナル伝達経
路の仲介分子であるインスリン受容体基質が、細胞内の代謝活性に応じてアセチル化されることが明らかとなっ
た。インスリン受容体基質のアセチル化および脱アセチル化を担う酵素が同定されたことにより、筋芽細胞の増
殖期から分化移行期への過程で生じるインスリン様成長因子シグナルの調節機構および筋芽細胞の増殖・分化の
決定機構の一端が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Myogenic precursor cells contribute to the development of skeletal muscle as
 well as regeneration after injury. Insulin-like growth factor is an important hormone that 
regulates the function of myogenic precursor cells including proliferation and differentiation. In 
this study, we showed that insulin receptor substrate, a mediator of insulin-like growth factor 
signaling, is acetylated in response to metabolic activity of myogenic precursor cells. We 
identified a set of enzymes that acetylate or deacetylate insulin receptor substrate. Our study 
revealed a potential mechanism in which insulin-like growth factor signaling is modulated during 
myogenesis to coordinate the fate decision of myogenic precursor cells.

研究分野：分子細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
骨格筋は動作を生み出す役割に加えて、個体
の代謝制御を担う重要な臓器であり、骨格筋
量の維持は個体の老化を防ぎ寿命を延伸す
るのに必須であることが、基礎および臨床研
究から支持されている。骨格筋量は一般に、
組織幹細胞である筋芽細胞の分化によって
維持されている。普段静止状態にある筋芽細
胞は若齢動物の成長期や損傷時に活性化し
て、増殖した後に細胞融合を起こして、多核
の筋管細胞を形成することで、筋繊維を構築
している。近年、様々な幹細胞では分化した
細胞とは異なる物質代謝を保持しており、特
定の代謝物質の変動それ自体が幹細胞の自
己複製や分化に寄与していることが明らか
となってきた。しかしながら、どのように細
胞内の代謝変動の情報が筋芽細胞の増殖・分
化を制御しているのかに関しては、不明な点
が多く残っている。 
 インスリン様成長因子（IGF）は、筋芽細
胞の増殖や分化を促進し、骨格筋量の維持に
重要なホルモンとして知られている。IGFは
細胞膜上の IGF-I受容体を活性化し、これが
インスリン受容体基質 IRS-1をチロシンリン
酸化することで、下流シグナル経路を活性化
する。近年我々は、筋芽細胞が増殖期から筋
管細胞への分化の過程で、IGF シグナルの
on/off、すなわち、増殖期では IGFシグナル
が活性化されている一方、分化移行期では一
過的に不活性化されることで筋分化が促進
される機構の存在を明らかにした。さらに、
IRS-1 の翻訳後修飾解析から、IRS-1 の特定
のリジン残基がアセチル化されること、
IRS-1のアセチル化が増殖期では高く維持さ
れている一方、分化移行期では低下している
ことを見出した。タンパク質のアセチル化は
アセチル CoA や NAD+といった代謝物質に
よって制御されているが、IRS-1のアセチル
化と IGF シグナルによる筋芽細胞の機能制
御機構は未知であった。 
 
２．研究の目的 
筋芽細胞内で起こる代謝変化に応じた増殖
と分化の過程において、IRS-1のアセチル化
の変動が IGF シグナル伝達および筋分化を
制御する詳しい分子機構を明らかにするこ
とを目的とした。具体的な目標として、下記
の三つを設定した。 
（１）IRS-1のアセチル化を制御するアセチ
ル化酵素と脱アセチル化酵素を同定する。 
（２）筋分化過程において IRS-1のアセチル
化が変動する機構を明らかにする。 
（３）IRS-1のアセチル化制御が筋芽細胞の
増殖や分化に果たす役割を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）これまでに、IRS-1の当該アセチル化
を認識する部位特異的抗体を独自に作製し
て お り 、 IRS-1 の ア セ チ ル 化 を
immunoblotting 法で検出することが可能で

ある。これまで報告されているタンパク質ア
セチル化酵素は全てアセチル CoA を補因子
として用いている。過剰発現と RNAi法によ
る発現抑制が IRS-1のアセチル化に及ぼす影
響を、代表的なヒストンアセチル化酵素を対
象にスクリーニングする。また、脱アセチル
化酵素については、NAD+依存的な脱アセチ
ル化酵素（Sirtuin ファミリー）について、
過剰発現と発現抑制が IRS-1のアセチル化に
及ぼす影響を解析する。このスクリーニング
で IRS-1のアセチル化に変化が見られた酵素
について、IRS-1 との相互作用の解析や、in 
vitroにおける活性評価を行うことで、IRS-1
のアセチル化を調節するアセチル化酵素と
脱アセチル化酵素を同定する。 
（２）筋分化過程において、同定したアセチ
ル化酵素や脱アセチル化酵素の発現量や活
性を評価することで、筋芽細胞の分化過程に
おける IRS-1のアセチル化の変動機構を明ら
かにする。 
（３）アセチル化部位を変異させた IRS-1変
異体や、同定したアセチル化酵素・脱アセチ
ル化酵素の発現抑制を用いて、IRS-1のアセ
チル化によって制御される IGF シグナル伝
達や筋芽細胞の増殖・分化の分子機構を明ら
かにする。 
 
４．研究成果 
（１）IRS-1のアセチル化の変化を引き起こ
す分子の特定 
代表的なヒストンアセチル化酵素５種類を
過剰発現させ、IRS-1のアセチル化を解析し
た結果、CBP と p300 の過剰発現によって
IRS-1のアセチル化が顕著に増加した。さら
に、L6筋芽細胞を用いて、５種類の中で CBP
と p300 を発現抑制した場合にのみ、IRS-1
のアセチル化が減少した。免疫沈降法によっ
て IRS-1 との相互作用を解析した結果、
IRS-1とCBP/p300が細胞内で会合している
ことがわかった。さらに、精製した IRS-1と
CBP活性ドメインを用いて、in vitroで CBP
が IRS-1を直接アセチル化できることが示さ
れた。CBPと p300は構造的及び機能的に類
似していることを併せ、CBP/p300 が IRS-1
のアセチル化酵素であることが明らかにな
った。 
 NAD+依存性脱アセチル化酵素 SirT５種
類に関して、過剰発現が IRS-1のアセチル化
に与える影響を解析した。その結果、SirT1
の過剰発現によってのみ、IRS-1のアセチル
化が顕著に減少することがわかった。しかし、
L6 筋芽細胞において SirT1 を発現抑制して
も IRS-1のアセチル化に変化は見られなかっ
た。この際、既知の SirT1の脱アセチル化基
質のアセチル化は上昇していたことから、筋
芽細胞においてSirT1は IRS-1に対する主要
な脱アセチル化酵素ではないことが示唆さ
れた。 
 種々の脱アセチル化酵素の阻害剤を用い
て IRS-1のアセチル化の変化を解析したとこ



ろ、NAD+非依存性の脱アセチル化酵素群
（HDAC）に対する阻害剤 TSA の処理によ
って、IRS-1のアセチル化が顕著に増加する
ことを見出した。そこで 10種類のHDACに
ついて、過剰発現を行い、IRS-1のアセチル
化に与える影響を調べた。その結果、HDAC6
の過剰発現によって IRS-1のアセチル化が減
少することがわかった。加えて、HDAC6 の
発現抑制や特異的阻害剤の処理によって、
IRS-1のアセチル化が上昇することを見出し
た。また、免疫沈降法によって細胞内で IRS-1
と HDAC6 が会合していることがわかった。
HDAC6が in vitroにおいて IRS-1を脱アセ
チル化できることを示す結果も併せ、
HDAC6が唯一の IRS-1の脱アセチル化酵素
であることが明らかになった。 
 
（２）筋分化過程における IRS-1のアセチル
化の制御機構 
L6筋芽細胞を定法通り筋管細胞へ分化させ、
分化過程における IRS-1のアセチル化レベル
の変動を解析した。その結果、増殖期の筋芽
細胞では IRS-1のアセチル化が高く維持され
ているが、増殖を停止し分化過程へ移行する
と、IRS-1のアセチル化が低下することがわ
かった。これまでに分化過程で NAD+が上昇
することが報告されている。しかしながら、
いずれの NAD+依存性 SirTも IRS-1を脱ア
セチル化しないことから、この結果は、筋分
化過程で見られる IRS-1のアセチル化の減少
には細胞内の NAD+レベルの変動は関与し
ていないことを示唆している。IRS-1を脱ア
セチル化するHDAC6の発現量を調べたとこ
ろ、筋分化誘導後に増加することがわかった。
これらの結果から、HDAC6 が筋分化過程に
おける IRS-1のアセチル化の減少に機能して
いる可能性が考えられる。また、増殖期の筋
芽細胞内ではアセチル CoA レベルが高いこ
とが報告されている。今後は筋芽細胞のアセ
チル CoA レベルと IRS-1 のアセチル化の関
係にも注目し、筋分化過程において
CBP/p300とHDAC6によって可逆的に制御
される IRS-1のアセチル化の詳細な制御機構
について解析を進める。 
 
（３）IRS-1のアセチル化制御が筋芽細胞の
IGFシグナルや増殖・分化に果たす役割 
IRS-1のアセチル化が IGFシグナルに果たす
役割を検討するために、筋芽細胞に HDAC6
の特異的阻害剤を処理し、IGFシグナル伝達
分子の発現量やリン酸化の変動を解析した。
その結果、HDAC6 阻害剤の処理によって、
IRS-1の発現量が部分的に減少することがわ
かった。さらに、IRS-1の下流分子である Akt
の リ ン 酸 化 も 減 弱 し た 。 さ ら に 、
CRISPR-Cas9 システムを用いて、HDAC6
をノックアウトした L6 筋芽細胞株を樹立し、
この細胞内の IRS-1量も減少していることを
確認した。これらの結果は、IRS-1のアセチ
ル化が IRS-1の安定性を制御し、それを反映

して IGF シグナルが調節されていることを
示唆している。これを検証するために、アセ
チル化部位を変異させた IRS-1を発現する筋
芽細胞株を樹立した。しかしながら、野生型
IRS-1 と比較して IRS-1 変異体の発現量や
IGF-I 依存的なリン酸化に変化は見られなか
った。IRS-1の質量分析解析により、研究開
始当初には未同定の新たなアセチル化部位
が見つかったことを併せ、IRS-1の複数箇所
のアセチル化が IRS-1量やシグナル伝達能の
制御に関与している可能性を考えている。
HDAC6 ノックアウト筋芽細胞の増植能には
異常がないことを確認しており、筋分化過程
に関わるHDAC6や IRS-1のアセチル化の制
御機構について解析・検討を加えている。こ
れらの成果は、IRS-1のアセチル化を介した
IGF シグナルや筋分化の制御を解析する場
合に重要な知見となることが期待される。 
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