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研究成果の概要（和文）：　微小管はαとβチューブリンにより構築される管状構造であり、細胞骨格として細
胞質にはり巡らされるだけでなく、細胞内輸送時の配送レールとしての役割も担っている。特に、αチューブリ
ンは微小管内腔に面する40番目のリジン残基がアセチル化修飾されることが知られるが、下垂体の内分泌細胞に
おける役割は不明であった。そこで本研究では、マウス下垂体ACTH細胞株AtT20を用いて細胞生物学的解析を行
い、①アセチル化酵素ATAT1の遺伝子発現がホルモンによる調節を受けることや、②アセチル化修飾がグルココ
ルチコイド受容体の核移行を促進させることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Microtubules are tubular structures constructed by α- and β-tubulin, and 
are not only distributed in the cytoplasm as a cytoskeleton, but also play an important role as a 
delivery rail for intracellular transport. The lysine residue at the 40th amino acid sequence of α
-tubulin faces the liminal side of microtubule and is acetylated by α-tubulin N-acetyltransferase 1
 (ATAT1). However, the role of tubulin acetylation in the endocrine cells of the pituitary was 
unknown. In this study, we examined a cell biological analysis using the mouse pituitary 
corticotrophs cell line AtT20. These results indicated that the gene expression of ATAT1 was 
regulated by hormones and the tubulin acetylation induced by ATAT1 promotes the nuclear 
translocation of glucocorticoid receptor. We conclude that ATAT1 finely tunes the cellular responses
 of corticotrophs to hormonal stimulation through an intracellular feedback circuit.

研究分野： 内分泌形態学

キーワード： 微小管　αチューブリン　アセチル化修飾　下垂体　ACTH細胞　グルココルチコイド受容体　ATAT1　核
移行

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究を遂行することで、αチューブリンアセチル化修飾の内分泌細胞における新しい役割を明らかにでき
た。チューブリンのアセチル化修飾は神経細胞やがん細胞を含む多種多様な細胞で確認されているが、内分泌細
胞での機能を明らかにしたのは本研究が初となる。今後、分子レベルで作用点を明らかにすることができれば、
内分泌調節における新しい細胞応答モデルの提唱につながる。さらに、本研究の成功によって、将来的に修飾そ
のものや修飾酵素を標的とした新しい治療薬の開発および病態に対する治療戦略の確立につながる可能性もある
ことから、本研究による社会的貢献度は高い。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
内分泌系の中枢である下垂体から分泌される副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) は飢餓を含むス

トレス適応の要として働き、その分泌は視床下部からの副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン 
(CRH) や副腎皮質からのグルココルチコイド (GC) により調節される。CRH は細胞膜上の受容体
に結合し、ACTH 分泌や前駆体プロオピオメラノコルチン (POMC) 遺伝子発現を調節する 
(Blumenfeld Z and Jaffe RB, J Clin Invest. 1986)。一方で、ステロイドホルモンである GC
は細胞質内のグルココルチコイド受容体 (GR) に結合して核内移行し、POMC や内分泌調節に関
わる遺伝子群の発現を制御する。内分泌細胞では分泌顆粒の輸送に微小管が必須であるだけで
なく (Rudolf et al. Mol Biol Cell. 2001 他)、受容体の細胞膜輸送や核内移行にもその存在
が不可欠であるが (Pratt et al. Essays Biochem. 2004)、細胞内の輸送先に応じた微小管の
選択および調節メカニズムは未だに不明である。 
微小管は α と β チューブリンによるヘテロ二量体で構成される筒状構造であり、細胞内輸

送の他に、細胞の形態維持や増殖にも関与する。また、各チューブリンには微小管機能の調節に
関わる多様な翻訳後修飾が見られ、修飾部位の多くが微小管の外壁面に存在する (Janke, J 
Cell Biol. 2014 他)。一方、内腔面に露出するαチューブリン 40番目のリジン残基 (K40) は
α チューブリン特異的アセチル化酵素 (ATAT1)によってアセチル化修飾を受けることが知られ 
(Akella et al. Nature, 2010)、神経細胞を用いた分子生物学的、薬理学的な in vitro 解析か
ら、モータータンパク質キネシンなどを介した細胞内輸送に関わることが示されている 
(Dompierre et al. J. Neurosci. 2007)。したがって、内分泌細胞における微小管を介した物質
輸送にもαチューブリンのアセチル化修飾が重要な役割を担う可能性があるが、細胞内輸送の
調節には他の修飾が主体的に働くという神経細胞を用いた報告もあるため (Hammond et al. 
Mol Biol Cell. 2010 他)、各細胞種に応じて細胞内輸送に対するチューブリン翻訳後修飾の役
割を正確に理解する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ACTH 細胞における α チューブリンアセチル化修飾の意義を明らかにするため、

以下の 3 つの視点から研究を進める。 
(1) POMC などの遺伝子発現調節や GR の核移行に対するアセチル化修飾の役割を明らかにする。 
(2) アセチル化の調節における視床下部ホルモンや GCの関与を明らかにする。 
(3) アセチル化修飾の認識に必要な因子の同定とその認識メカニズムを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
本研究ではマウス ACTH 細胞株 AtT20/D16v-F (以下 AtT20) を研究モデルとし、ATAT1 の siRNA

ノックダウンやプラスミド DNA による過剰発現、α チューブリン K40 変異体の使用による遺伝
子発現操作法を適時利用し、以下の方法で ACTH 細胞と α チューブリンアセチル化の関係につ
いて研究を進める。 
(1) チューブリンアセチル化修飾の変化による POMC 関連遺伝子発現への影響を明らかにするた

め、ATAT1 をノックダウンした AtT20 を対象に、リアルタイム PCR 解析を行う。 
(2) アセチル化修飾の変化による ACTH の合成や分泌への影響を、ELISA 法で調べる。 
(3) ATAT1 遺伝子の発現増減をほどこした AtT20細胞を合成グルココルチコイド DEXで刺激した

際の、GR の核移行度合いをウエスタンブロット解析で調べる。 
(4) ATAT1遺伝子の発現におけるCRHやDEXの影響を明らかにするため、AtT20を各々で刺激し、

リアルタイム PCR で調べる。 
(5) アセチル化認識機構を明らかにするため、野生型 α チューブリンもしくは K40 変異体を発

現させた AtT20 細胞の破砕液から抗 α チューブリン抗体による共免疫沈降法を行い、LC-
MS/MS で共沈物質を解析する。 

 
４．研究成果 
(1) マウス下垂体 ACTH 細胞株 AtT20 を CRH もしくは合成 GC であるデキサメタゾン（DEX）で

刺激し、ATAT1 遺伝子の発現変化をリアルタイム PCR で確認することで、ATAT1 の遺伝子
発現調節と各ホルモンとの関係を調べた。その結果、ATAT1 遺伝子は CRH 刺激で上昇し、
DEX 刺激で減少していたことから、ACTH 細胞における ATAT1 発現は内分泌的な制御を受け
ることが明らかとなった。 
 

(2) ACTH 細胞におけるαチューブリンアセチル化の機能を探るため、AtT20 の ATAT1 遺伝子を
siRNA によりノックダウンし、アセチル化の抑制を行った。リアルタイム PCR により、同
細胞では ACTH 前駆体 POMC をはじめ、ACTH 関連因子群の発現増減が見られたことから、
アセチル化修飾が ACTH 細胞の内分泌機能に関わることが予想された。ACTH 細胞では、GC
と GR が複合体を成して微小管に沿って核移行し、ACTH 合成に関わる遺伝子群の転写を抑
制する。そこで次に、同処理した AtT20 を DEX で刺激し、その核画分を対象にウエスタン
ブロット法を行うことで、GR の核移行度を調べた。その結果、GR の核移行は ATAT1 発現
の低下で減少することがわかった。また、ACTH 前駆体 POMC の遺伝子発現の変化をリアル
タイム PCR により調べた結果、コントロール群では DEX 刺激により POMC 発現が抑制され



たが、ATAT1 ノックダウン群では変化しなかったことから、αチューブリンアセチル化修
飾の抑制により GR 核移行の割合が低下したと考えられた。 

 

(3) ATAT1 siRNA 効果の裏付けを行うため、AtT20 に ATAT1 プラスミドをトランスフェクショ
ンすることで過剰発現を行い、DEX 刺激による GR 核移行への影響をウエスタンブロット
解析にて調べた。その結果、GR の核移行は ATAT1 発現の増加で上昇することがわかった。 

 

(4) GR およびその複合体によるαチューブリンアセチル化修飾の認識機序を明らかにするた
め、ATAT1 ノックダウン AtT20 細胞からの細胞破砕液を用いた抗 GR 抗体および抗αチュ
ーブリン抗体による共免疫沈降法の確立を試みた。しかし、GRと微小管の結合力が弱いた
めか、通常の免疫沈降プロトコルでは目的分子を得られなかった。 

 
以上から、①ACTH 細胞では ATAT1 の発現が視床下部ホルモン CRH と GC によって内分泌的に調

節されるとともに、②微小管をレールとした GC/GR 複合体の核移行をαチューブリンのアセチ
ル化が促進していると考えられる。 
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〔学会発表〕　計15件（うち招待講演　1件／うち国際学会　1件）

2020年

 ２．発表標題

第125回日本解剖学会総会・全国学術集会（誌上開催）
 ３．学会等名

中倉敬、鈴木健史、萩原治夫

 ４．発表年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

ラット下垂体前葉を対象にした有窓型内皮細胞の単離法の確立と培養条件の検討

 １．発表者名

10.1007/s00795-015-0132-1.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Intracellular localization of α-tubulin acetyltransferase ATAT1 in rat ciliated cells.

Med Mol Morphol. 133-143

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Nakakura T, Suzuki T, Nemoto T, Tanaka H, Asano-Hoshino A, Arisawa K, Nishijima Y, Kiuchi Y,
Hagiwara H

49
 １．著者名

10.1007/s00441-016-2441-7.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Adrenalectomy facilitates the ATAT1 expression and α-tubulin acetylation in ACTH-producing
corticotrophs.

Cell Tissue Res. 363-370

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Nakakura T, Nemoto T, Suzuki T, Asano-Hoshino A, Tanaka H, Arisawa K, Nishijima Y, Kiuchi Y,
Hagiwara H

366
 １．著者名

10.1016/j.bbrc.2016.10.049.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Identification of THY1 as a novel thyrotrope marker and THY1 antibody-mediated thyrotrope
isolation in the rat anterior pituitary gland.

Biochem Biophys Res Commun. 273-279

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Horiguchi K, Nakakura T, Yoshida S, Tsukada T, Kanno N, Hasegawa R, Takigami S, Ohsako S, Kato
T, Kato Y

480
 １．著者名



2019年

2019年

2019年

2019年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第44回日本比較内分泌学会およびシンポジウム 埼玉大会

第46回日本神経内分泌学会学術集会

The 19th Congress of the International Federation of Associations of Anatomists (IFAA 2019)（国際学会）

第124回日本解剖学会総会・全国学術集会

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

中倉敬、鈴木健史、萩原治夫

中倉敬、鈴木健史、萩原治夫

Nakakura T, Suzuki T, Hagiwara H

中倉敬、鈴木健史、萩原治夫
 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

下垂体ACTH産生細胞におけるαチューブリンアセチル化修飾の機能解析

ラット下垂体前葉に分布する有窓型内皮細胞の単離と培養系の確立

ラット下垂体前葉からの有窓型内皮細胞の単離と培養条件の検討

The endocrinal signal transduction systems in the mouse corticotroph cell line AtT20 cells are finely tuned by the α-
tubulin acetylation of microtubules.

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名



2018年

2018年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第43回日本比較内分泌学会およびシンポジウム

第33回 日本下垂体研究会学術集会

第42回日本比較内分泌学会大会

 ３．学会等名

中倉敬、鈴木健史、堀口幸太郎、藤原研、塚田岳大、萩原治夫

中倉敬、鈴木健史、堀口幸太郎、藤原研、塚田岳大、萩原治夫

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名
第44回日本神経内分泌学会学術集会

ラット下垂体S100β陽性線毛細胞の分子形態学的特徴

ラット下垂体線毛細胞の分子形態学的特徴

ACTH細胞のGR核移行におけるαチューブリンアセチル化修飾の機能

下垂体ACTH細胞株AtT20を用いたαチューブリンアセチル化修飾の機能解析

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年



2017年

2017年

2017年

2017年

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ２．発表標題

第44回日本神経内分泌学会学術集会シンポジウム「下垂体の発生」（招待講演）

第32回日本下垂体研究会学術集会

第90回日本内分泌学会学術総会

第90回日本内分泌学会学術総会

 ２．発表標題

中倉敬

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 ３．学会等名

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

下垂体ACTH細胞におけるαチューブリンアセチル化修飾の役割

下垂体ACTH細胞の機能調節におけるチューブリンアセチル化修飾の役割

下垂体ACTH細胞の機能調節におけるチューブリンアセチル化修飾の役割

下垂体門脈系の形成に関わる細胞群とその機序．



2017年

2016年

〔図書〕　計1件

2018年

〔産業財産権〕

〔その他〕

－

６．研究組織

所属研究機関・部局・職
（機関番号）

氏名
（ローマ字氏名）
（研究者番号）

備考

 ３．書名
動物学の百科事典

 ５．総ページ数

 １．著者名  ４．発行年
公益社団法人日本動物学会 (編集)

 ２．出版社
丸善出版 800

第122回日本解剖学会総会・全国学術集会

第41回日本比較内分泌学会大会

 ２．発表標題

 ２．発表標題

 ３．学会等名

 ３．学会等名

中倉敬、鈴木健史、浅野安信、田中秀幸、有澤謙二郎、西島良美、猫沖陽子、木内克子、萩原治夫

中倉敬，鈴木健史，萩原治夫
 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

ラット下垂体S100β陽性線毛細胞におけるFOXJ1の発現解析

ACTH細胞の機能調節に対するチューブリンアセチル化の役割


