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研究成果の概要（和文）：インスリンとインスリン様成長因子(IGF)は互いに類似した構造のホルモンで、インスリン
は血糖値の調節に、IGFは細胞増殖や個体成長に重要な役割を果たします。私達は、これまでにインスリンやIGFの細胞
内情報伝達を担うタンパク質の一つ「インスリン受容体基質」がモノユビキチン化という種類の分子修飾を受けるとイ
ンスリンやIGFの作用が強まることを見つけており、今回の研究によってその詳細な分子機構を明らかにすることが出
来ました。また、肝臓では細胞が受け取る栄養量が変化すると、この新しい機構を介してインスリンへの応答性が変化
することも明らかになり、糖尿病発症機構の理解にとっても重要な発見と考えられました。

研究成果の概要（英文）：Insulin is a hormone that regulates blood glucose levels. Insulin-like growth 
factor (IGF) is another hormone similar in molecular structure to insulin, and IGF promotes cell 
proliferation and body growth. We previously found that insulin receptor substrate (IRS), a protein that 
mediates insulin/IGF intracellular signaling, is functionally changed by its modification called as 
"monoubiquitination", and it leads to the enhancement of insulin/IGF signaling and induction of their 
bioactivities. In this study, we elucidated the detailed molecular mechanisms underlying the enhancement 
of insulin/IGF signaling by IRS monoubiquitination. Furthermore, we found that, when the amounts of 
nutrition given to hepatocytes are changed, hepatic insulin sensitivity also changed through this novel 
mechanism. This finding is thought to be important for understanding pathogenic mechanism of diabetes.

研究分野：インスリンやインスリン様成長因子の細胞内シグナル伝達機構の研究
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１．研究開始当初の背景 
インスリンとインスリン様成長因子(IGF)は互い

に類似した構造のペプチドホルモンで、インス

リンは糖代謝の調節に中心的な役割を果たし、

IGFは細胞の増殖や個体の成長を促進する役

割を果す。インスリンや IGF の生理活性は、こ

れらのホルモンの刺激に応答して活性化した

受容体チロシンキナーゼによるインスリン受容

体基質(IRS)のリン酸化、および、これを引き金

とする細胞内シグナル伝達を介して誘導される。

IRS を介したシグナルの異常は様々な疾病と

関連しており、例えばこれが過度に抑制される

とインスリン抵抗性が発症、II 型糖尿病を含む

メタボリックシンドロームの主因になると考えら

れている。従って、IRS を介したインスリン・IGF

シグナルの調節機構の解明は急務である。 
 
２．研究の目的 
研究代表者は、これまでに、インスリン/IGF シグ

ナルを仲介する IRS-2 にユビキチンリガーゼ

Nedd4 が結合すると、IRS-2 がモノユビキチン化

され、インスリン/IGF に応答した IRS-2 のチロシ

ンリン酸化が促進、インスリン/IGF活性が増強す

ることを見出してきた。本研究では、この現象の

分子機構を解明し、インスリン・IGF 活性の調節

におけるこの現象の生理的意義を明らかにする

ことを目的としている。 
 
３．研究の方法 
(1) IRS-2 と Nedd4 の結合の分子機構を調べる

ため、IRS-2や Nedd4の種々の領域を欠いた変

異体を HEK293 細胞に発現、共免疫沈降法で

解析した。また、これらの変異体を大腸菌で産

生し、セルフリー結合実験を行なった。 

(2) IRS-2とNedd4の結合の制御機構を明らかと

するため、H4IIE 肝細胞を種々の条件で培養し、

IRS-2 と Nedd4 の結合や、インスリンに応答した

IRS-2 のチロシンリン酸化に及ぼす影響を解析

した。 

(3) Nedd4による IRS-2のユビキチン化部位を同

定するため、IRS-2 に存在する 39 個のリジン残

基を種々の組み合わせでアルギニン残基に置

換した変異体と Nedd4を HEK293T細胞に発現

し、IRS-2 を免疫沈降後、イムノブロット法により

IRS-2 のユビキチン化量を調べた。また、IRS-2

と Nedd4 を共発現した細胞から IRS-2 を免疫沈

降し、プロテアーゼで限定分解した後、ユビキチ

ン化されているペプチドを濃縮、質量分析によ

って定量的に解析し、Nedd4 の発現によって

IRS-2 のどのリジン残基のユビキチン化が増加

するか調べた。さらに、同定したユビキチン化部

位が変異した IRS-2とNedd4をHEK293細胞に

発現し、IGF-I に応答した IRS-2 のチロシンリン

酸化を解析した。 

(4) モノユビキチン化された IRS-2 を認識するタ

ンパク質を同定するため、ユビキチン結合ドメイ

ンを有するいくつかの候補タンパク質と IRS-2の

結合を共免疫沈降法で解析した。実験の結果、

Epsin1がモノユビキチン化 IRS-2に結合すること

がわかったので、IRS-2 と Epsin1 の変異体を用

いてこれらの結合領域を調べるとともに、Epsin1

の発現抑制が IRS-2 のチロシンリン酸化に及ぼ

す影響を検討した。 
 
４．研究成果 

(1) まず、IRS-2 と Nedd4 の結合の分子機構を

調べた。その結果、 Nedd4 は C2 ドメイン・WW

ドメイン・HECT ドメインからなるタンパク質構造

を有するが、C2 ドメインを介して IRS-2 と結合す

ることがわかった。一方、 IRS-2 は PH ドメインと

PTB ドメインを有するが、これらのドメインが

Nedd4 と結合することも明らかとなった。さらに、

Nedd4のC2ドメインとHECTドメインは分子内で

相互作用することが知られているが、Nedd4 の

HECT ドメインと IRS-2がNedd4の C2ドメインに

対して競合的に結合することがわかった。また、

Nedd4と類似構造を持つNedd4-2は IRS-2に結

合せず、Nedd4は IRS-1をユビキチン化しないこ

とを確認した。以上の結果から、「Nedd4の C2 ド

メインとHECTドメインの分子内相互作用が解除

されることにより、Nedd4 と IRS-2 の相互作用が

可能となる」という新しい制御機構が存在すると

考えられた。 



(2) IRS-2 と Nedd4 の結合の制御機構を明らか

にするため、肝細胞をグルコースやアミノ酸が欠

乏した培地で培養したところ、Nedd4 に何らかの

分子修飾が起こり IRS-2の PH-PTBドメインに対

する親和性が上昇、Nedd4 と IRS-2 の結合量が

増加し、インスリンに応答した IRS-2のチロシンリ

ン酸化が増強することが明らかとなった。 

(3) Nedd4 による IRS-2 のユビキチン化部位を

同定するため IRS-2 のリジン残基の変異体を作

製し解析した結果、IRS-2 の C 末端側の複数の

リジン残基がユビキチン化部位であることが明ら

かとなった。さらに、定量的質量分析によって、

特に1331番目のリジン残基がNedd4によって最

もユビキチン化を受けやすいことが示された。

HEK293 細胞に Nedd4 を過剰発現すると IGF

刺激に応じた IRS-2 のチロシンリン酸化が増強

するが、ユビキチン化される部位が変異した

IRS-2ではチロシンリン酸化の増強が見られない

ことから、Nedd4による IRS-2のチロシンリン酸化

の増強効果にはこのユビキチン化部位が必要

であることが確認された。 

(4) モノユビキチン化された IRS-2 を認識するタ

ンパク質を同定するため解析を行なった結果、

Nedd4 を発現した HEK293 細胞では、IRS-2 と

Epsin1 の共免疫沈降量が増加することがわかっ

た。Epsin1 はユビキチン結合モチーフを有する

タンパク質で、細胞膜のクラスリン被覆小胞形成

部位に集積することが知られている。IRS-2 や

Epsin1 の変異体を用いた結合解析から、IRS-2

のC末端付近に付加されたユビキチンにEpsin1

のユビキチン結合モチーフが結合することがわ

かった。さらに、Epsin1 を発現抑制すると、

Nedd4による IRS-2のチロシンリン酸化の増強効

果が消失した。 
 

以上の研究結果を総合し、「Nedd4によってユビ

キチン化された IRS-2は Epsin1 と相互作用する

ことにより細胞膜にリクルートされ、そこに存在す

るインスリン/IGF 受容体キナーゼによってチロシ

ンリン酸化されやすくなり、インスリン/IGF シグナ

ルが増強する」という全く新しい分子機構が存在

すると結論した。また、肝細胞は低栄養状態に

置かれると何らかの仕組みで Nedd4 と IRS-2 の

複合体形成が促進し、明らかとした機構を介し

てインスリン感受性が増強する、一方、過栄養状

態では Nedd4 と IRS-2 の複合体が減少し、イン

スリン抵抗性発症の一因となる可能性が示され

た。 
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