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研究成果の概要（和文）：インスリン/インスリン様成長因子（IGF）は動物の代謝調節や成長に重要である。こ
れらが標的細胞に作用して起こす細胞内シグナルに異常が生じると、糖尿病やがんの発症につながる。本研究で
は、シグナルを仲介するインスリン受容体基質（IRS）のモノユビキチン化レベルが複数のユビキチンリガーゼ
と脱ユビキチン化酵素によって制御され、新しいメカニズムでシグナル強度を調節していることを発見した。さ
らに、これらの酵素がIRSを基質として認識する分子機構や、酵素活性の調節機構の一端も明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Insulin/insulin-like growth factors (IGFs) are essential for metabolic 
regulation and growth in animals. Abnormalities in the intracellular signals that they trigger in 
target cells can lead to the development of diabetes and cancer. In this study, we found that 
monoubiquitination levels of the insulin receptor substrate (IRS), which mediates the signals, are 
controlled by a ubiquitin ligase and deubiquitinating enzymes, thereby regulating the signal 
intensity by a novel mechanism. In addition, we clarified the molecular mechanism by which these 
enzymes recognize IRS as a substrate and the regulatory mechanism of enzyme activities.

研究分野： 分子内分泌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は以前、インスリン/IGFの細胞内シグナルがIRSのモノユビキチン化によって制御されることを独自に発見
していた。本研究では、この過程に関与するユビキチンリガーゼと脱ユビキチン化酵素を同定し、その作用機序
を調べることで、研究を進展させた。本研究は、インスリン/IGFシグナルの新たな制御メカニズムの発見とし
て、学術的価値が高い。また、同定した酵素を標的とすることで、インスリン/IGFシグナルを修飾する方法を開
発できる可能性を示すことができた。この開発が成功すれば、糖尿病やがんの新しい治療法の開発につながると
期待される。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
インスリンは、標的細胞の糖取り込みなどを促進し、個体の代謝調節に重要な役割を果たす。

一方、インスリンと類似した構造のインスリン様成長因子（IGF）は、細胞の増殖や分化を誘導
し、個体の成長を促進する。インスリン/IGF が標的細胞に作用すると細胞内シグナルが伝達さ
れる。インスリン/IGF シグナルは他のホルモンや栄養因子の影響によってその強さが著しく変
動することが特徴である。生体内では、このようなクロストークによってインスリン/IGF の生
理活性の強さが調節され、代謝や成長が適切に制御されている。一方、この制御に異常をきたす
と、疾患が生じる。例えば、肥満などに応じてインスリンシグナルが過剰に減弱すると、これは
インスリン抵抗性、ひいては糖尿病の原因になる。IGF シグナルが過剰に増強すると、がんの進
行の一因になることが知られている。 
我々は、種々のホルモン・栄養因子の刺激を受けた細胞やがん化した細胞で、どのような分子

機構によってインスリン/IGF シグナルの変動が起こるかを研究してきた。インスリン/IGF シグ
ナルでは、リガンド依存的に活性化したインスリン/IGF 受容体チロシンキナーゼがインスリン
受容体基質（insulin receptor substrate, IRS）をリン酸化する。IRS はインスリン/IGF のほぼ全ての
生理活性にとって重要であり、IRS のリン酸化の強さはインスリン/IGF の生理活性の強さとよ
く相関することが明らかにされている。我々は、様々なタンパク質が IRS に結合し、これがイン
スリン/IGF 受容体による IRS のチロシンリン酸化を減弱あるいは増強させ、インスリン/IGF シ
グナルの強さを変動させることを示してきた。特に、ユビキチンリガーゼ Nedd4 が IRS2 に相互
作用することを見出し、次のことを明らかにした（Fukushima et al., 2015, Nat. Commun.）。 

 
 Nedd4 は IRS2 の特定のリジン残基をモノユビキチン化する。ユビキチン化は標的タンパ

ク質の分解を誘導することがよく知られている。しかし、IRS2 のモノユビキチン化には
そのような役割はなく、インスリン/IGF 受容体による IRS2 のリン酸化を促進してインス
リン/IGF シグナルを増強する役割がある。 

 詳しい分子機構としては、モノユビキチン化した IRS2 が、クラスリン被覆ピットに局在
するユビキチン結合タンパク質である Epsin1 に結合する。このようなしくみで細胞膜に
リクルートされた IRS2 は、インスリン/IGF 受容体によってリン酸化されやすくなる。 

 がん細胞では高頻度で Nedd4 が過剰発現している。Nedd4 が過剰発現すると、IRS2 を介
した IGF シグナルが増強し、これはがん細胞の過増殖の一因となる。 

 
一般に、ユビキチン化は可逆反応であり、標的タンパク質に付加されたユビキチンは脱ユビキ

チン化酵素によって取り除かれることが知られている。最近、IRS2 に結合する脱ユビキチン化
酵素として、ubiquitin-specific protease 15（USP15）を我々は同定している。このことから、USP15
やこれと類縁の USP ファミリー脱ユビキチン化酵素（以下、USPs）が、インスリン/IGF シグナ
ルの調節に重要な役割を果たすと推定している。 
以上の研究成果を併せ、我々は、『Nedd4 と USPs により IRS2 のモノユビキチン化レベルが制

御され、これによりインスリン/IGF シグナルが修飾される。このしくみを介して起こるインス
リン/IGF 活性の過剰な減弱/増強は、インスリン抵抗性・糖尿病やがんの発症や進行に寄与する。
Nedd4 や USPs を標的として IRS2 のモノユビキチン化量を調節することによりインスリン/IGF
シグナルを修飾する手法を開発できれば、糖尿病やがんの治療法の開発につながる』 という着
想に至った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、IRS2 のモノユビキチン化の制御機構を解明し、明らかにした機構に基づき IRS2

のモノユビキチン化量を調節してインスリン/IGF シグナルを修飾する手法を開発することを目
的とする。具体的には、以下を行う。 

 
 Nedd4 について、基質の認識機構や酵素活性の調節機構を明らかにする。 
 インスリン/IGF シグナルの調節に関与する USPs を特定する。 
 特定した USPs の基質認識機構や活性調節機構を明らかにする。 
 明らかにした分子機構をもとに、IRS2 のモノユビキチン化を増加/減少させる手法を開発

する。 
 
３．研究の方法 
 研究材料として用いた抗体・siRNA・プラスミド・細胞などの情報は、以前発表したものと同
じである（Fukushima et al., 2015, Nat. Commun.: Fukushima et al., 2017, BBRC）。実験方法として
は、細胞培養・細胞への遺伝子導入・質量分析・免疫沈降・Pull-down アッセイ・イムノブロッ
トなどを行った。これらの詳細な方法も、前述の文献に記載した通りである。 

 



４．研究成果 
4-1. Nedd4 の解析 
4-1-1. Nedd4 の基質認識機構 

Nedd4 が IRS2 を認識する分子機構を明らかにするため、まず、Nedd4 と IRS2 の互いの結合領
域を同定することにした。Nedd4 は HECT 型ユビキチンリガーゼファミリーの一つで、C2 ドメ
イン、3 つの WW ドメイン、HECT ドメインをもっている。C2 ドメインと WW ドメインはタン
パク質間相互作用を担う可能性のあるドメインで、HECT ドメインはユビキチンリガーゼ活性を
担うドメインである。Nedd4 のさまざまなドメインを欠損させた変異体をヒト胎児腎細胞
HEK293 に発現し、IRS2 との共免疫沈降を行った。その結果、Nedd4 の C2 ドメインが結合領域
であるとわかった。IRS2 は N 末端付近に PH ドメインと PTB ドメインをもっている。これらの
ドメインは活性化したインスリン/IGF 受容体と IRS2 の相互作用に重要であることが知られてい
る。IRS2 の部分欠損変異体を用い、先と同様の共免疫沈降実験を行った。その結果、IRS2 の PH
ドメインおよび PTB ドメインが Nedd4 に結合する領域であることが明らかとなった。 
 
4-1-2. 低栄養条件における Nedd4 の活性化 
ラット肝細胞 H4IIE やヒト胎児腎細胞 HEK293 を低グルコース条件で培養すると、Nedd4 の

自己ユビキチン化が増加することを見出した。これは、低グルコース条件で Nedd4 が活性化し
ていることを示唆していた。低グルコース条件では IRS2 のユビキチン化が増加しており、イン
スリンシグナルを調べると IRS2 のチロシンリン酸化が増強した。さらに、Nedd4 を発現抑制し
た細胞では、IRS2 のチロシンリン酸化の増強が見られなくなることもわかった。細胞を低グル
コース条件で培養する代わりに、AMP 依存性キナーゼ（AMPK）の活性化剤である AICAR で刺
激した場合も、IRS2 のチロシンリン酸化が増強した。さらに、AICAR で刺激した細胞で Nedd4
を発現抑制すると IRS2 のチロシンリン酸化の増強は見られなくなった。以上から、『低グルコ
ース条件で培養した細胞では細胞内の ATP レベルが低下する。これにより AMPK を介した低栄
養シグナル経路が活性化する。その下流で何らかのしくみで Nedd4 が活性化し、Nedd4 が IRS2
をユビキチン化する。これにより、IRS2 を介したインスリンシグナルが増強する』というモデ
ルが考えられた。 

 
4-1-3. Nedd4 の活性化機構 
次に、低グルコース条件に応じた Nedd4 の活性化機構を解析することにした。まず、H4IIE を

低グルコース条件または通常条件で培養し、細胞抽出液を調製した。一方、大腸菌を用いて、IRS2
の PH ドメインと PTB ドメインを含む領域を融合させた GST タンパク質［GST-IRS2（aa 1-329）］
を発現させ、精製した。これらを用いて Pull-down アッセイを行い、GST-IRS2（aa 1-329）に結
合する Nedd4 の量を調べた。その結果、低グルコース条件で培養した細胞の Nedd4 は、IRS2 に
結合しやすいことが明らかになった。 

Nedd4 は、C2 ドメインと HECT ドメインが分子内で結合すると、酵素活性中心がマスクされ
て不活性化することが示されている（Mari et al., 2014, Structure）。このことと今回の一連の結果
を併せると、『低栄養条件の細胞では何らかの分子機構で Nedd4 の C２ドメインと HECT ドメイ
ンの分子内結合が乖離し、Nedd4 が活性化する。さらに、露出した C2 ドメインが IRS2 と結合
して IRS2 のユビキチン化がおこる』という分子機構が考えられた。 
続いて、低栄養条件で培養した細胞で Nedd4 が活性化する詳細な分子機構を明らかにするた

め、Nedd4 結合タンパク質を調べた。我々は、グルコース条件と同様に、アミノ酸を除いた培地
で培養した細胞でも IRS2 を介したインスリン/IGF シグナルが増強することを見出していた。そ
こで、HEK293T 細胞を SILAC（stable isotope labeling of amino acids in cell culture）法で標識し、
続いてアミノ酸を除くあるいは除かない培地で培養した。その細胞の抽出液から Nedd4 を免疫
沈降させたのち、結合タンパク質を LC-MS/MS を用いて解析した。検出されたペプチドピーク
の強度をもとに、それぞれの結合タンパク質を定量解析した。その結果、低栄養条件で Nedd4 と
の結合が増加する複数のタンパク質を同定することができた。低栄養条件で大きく結合量が増
加するタンパク質の中には、TRAF6 と GCN20 が含まれていた。TRAF6 はユビキチンリガーゼ
で、アミノ酸刺激に応じた mTOR の活性化を調節することが知られている。GCN20 はアダプタ
ータンパク質で、アミノ酸刺激に応答して活性化する GCN2 というキナーゼと複合体を形成す
る。今後、これらの結合タンパク質の過剰発現/発現抑制を行い、Nedd4 の活性に及ぼす影響を
検討するなどにより、 Nedd4 の活性化機構の全体像を解明する予定である。 

 
4-1-4. Nedd4 を標的として IRS2 のモノユビキチン化を増加/減少させる手法の考案 
ここまでの解析から、Nedd4 は C2 ドメインを介して IRS2 を認識していることがわかった。

さらに、低栄養条件では Nedd4 の C2 ドメインと HECT ドメインの分子内結合が弱まることに
よって、Nedd4 の基質認識能や酵素活性が高まっている可能性が示された。逆に、過栄養状態の
細胞では、Nedd4 の分子内結合が強まることによって、Nedd4 が不活性化していると予想された。
従って、肥満によって起こるインスリン抵抗性を改善する一つの方法として、Nedd4 の分子内結
合を弱める方法が考えられる。例えば、HECT ドメインの C2 ドメイン結合部位をマスクするこ
とでこれらの結合を弱める物質を開発できれば、それを用いてインスリンシグナルを増強でき
る可能性がある。 



一方、がん細胞では Nedd4 が過剰に発現し、IGF シグナルを過剰に増強していることが問題で
ある。C2 ドメインの IRS2 結合部位をマスクすることによって Nedd4 が IRS2 を基質として認識
できないようにする物質を開発できれば、それを用いてがん細胞の IGF シグナルを抑制できる
可能性がある。今後、検討したい。 

 
4-2. USPs の解析 
4-2-1. USP15 の IGF シグナル調節における役割 
我々は、以前、IRS2 に結合する脱ユビキチン化酵素として USP15 を同定していた。HEK293

細胞に Nedd4 を過剰に発現させ、同時に、USP15 を過剰発現するあるいは siRNA 法を用いて発
現抑制し、IRS2 のユビキチン化を調べた。その結果、Nedd4 によって誘導された IRS2 のモノユ
ビキチン化を USP15 が減少させることがわかった。続いて、IGF 刺激に応答した IRS2 のリン酸
化を調べたところ、Nedd4 によって誘導された IRS2 のモノユビキチン化を USP15 が減少させる
ことがわかった。前立腺がんでは Nedd4 が過剰発現し、がん促進タンパク質として機能してい
ることが知られている。前立腺がん細胞 PC-3 を用いて USP15 の発現抑制を行ったところ、IGF
刺激に応じた IRS2 のリン酸化や DNA 合成は減少した。以上から、USP15 は Nedd4 と拮抗して
働いており、IRS2 を脱ユビキチン化して IGF シグナルを抑制する働きがあることがわかった。 
 
4-2-2. USP15 の基質認識機構 

IRS2 の C 末端にユビキチンを融合させたキメラタンパク質（IRS2-Ub）を作製した。IRS2-Ub
あるいは IRS2をHEK293T細胞に発現させ、共免疫沈降実験によってUSP15との結合を調べた。
その結果、IRS2-Ub の方が多く結合することが明らかとなった。 
 
4-2-3. 他の USPs の解析 

USP4 や USP11 は USP15 と類似した構造をもつ。具体的には、USP4/11/15 は domain present in 
ubiquitin-specific proteases（DUSP）ドメイン、ubiquitin-like（UBL）ドメイン、ubiquitin-specific 
protease（USP）ドメインを有している。これらの脱ユビキチン化酵素も IRS2-Ub とよく結合す
ることが共免疫沈降実験により確認された。また、HEK293 細胞に Nedd4 を過剰に発現させ、同
時に USP4 や USP11 も過剰発現させて、IRS2 のユビキチン化を調べた。その結果、Nedd4 によ
って誘導された IRS2 のモノユビキチン化を USP4 や USP11 も減少させることがわかった。従っ
て、USP4 や USP11 も Nedd4 に拮抗的に働く IRS2 の脱ユビキチン化酵素であることが示され
た。 
我々は、以前、上皮成長因子（EGF）のシグナルを強める脱ユビキチン化酵素として USP8 を

報告している（Mizuno et al., 2005, Mol. Biol. Cell）。USP8 は USP4/11/15 と同じ ubiquitin-specific 
protease に属し、USP ドメインを有している。今回、共免疫沈降実験の結果、USP8 は IRS と結
合することが確認された。USP8 がインスリン/IGF シグナルを調節するか調べることは急務であ
る。また、我々は、細胞を低栄養条件で培養した場合に活性が変化する USPs がないかを調べた。
USP4/11/15 に関してはまだ結果を得ていないが、低栄養状態に応じて USP8 の脱ユビキチン化
活性が上昇することがわかった。 

 
4-2-4. USPs を標的として IRS2 のモノユビキチン化を増加/減少させる手法の考案 
今回の解析から、USP4/11/15 が Nedd4 に拮抗的に働く IRS2 の脱ユビキチン化酵素であること

が示された。これらの USPs と IRS2 の結合は、IRS2 のユビキチン化によって強まることも明ら
かになった。このことから、１）これらの USPs は IRS2 に結合したユビキチンに強く結合して
いる、あるいは、２）ユビキチン化された IRS2 は細胞膜にリクルートされることが IRS2 とこ
れらの USPs との結合に重要であるという二つの可能性が考えられた。今後、これらの USPs と
IRS2 の互いの結合部位を詳しく同定する、これらの USPs と IRS2 の共局在とその制御機構を解
析することが重要である。このような解析をもとに、何らかの方法でこれらの USPs と IRS2 の
相互作用を阻害できれば、その方法を用いて IRS2 のモノユビキチン化を増加させられる可能性
がある。 

USP ファミリータンパク質の活性制御に関する研究は数が少なく、不明点が多い現状である。
最近、USP4 について、DUSP-UBL ドメインが USP ドメイン（酵素活性ドメイン）に分子内相互
作用し、アロステリック制御によって活性が上昇することが報告されている（Clerici et al., 2014, 
Nat. Commun.）。このことは、DUSP-UBL ドメインと同様の分子機構で USP ドメインに結合する
物質を開発できれば、USP4/11/15 の酵素活性を人為的に上昇させ、IRS2 のモノユビキチン化を
減少させられる可能性を示している。 
 
4-3. まとめ 
 今回の研究から、Nedd4 と USP4/11/15 が IRS2 をユビキチン化・脱ユビキチン化することによ
って、インスリン/IGF シグナルが制御されることが明らかになった。さらに、Nedd4 と USP4/11/15
が IRS2 を基質として認識する機構や、Nedd4 の活性調節機構の一端も明らかになった。今後、
これらの分子機構を詳細に解析することにより、IRS2 のモノユビキチン化を増加/減少させる物
質を実際に開発できると期待している。将来的にそのような物質を糖尿病やがんの治療に応用
できるよう、研究を進めていきたい。 
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