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研究成果の概要（和文）：廃用性萎縮を生じた骨格筋ではユビキチンリガーゼCble-bがIRS-1をユビキチン化
し、IGF-1シグナル伝達阻害が生じている。そこで、IRS-1のアミノ酸配列をもとに競合阻害によりCbl-bによる
IRS-1のユビキチン化を阻害する機能性ペプチドを作製し、投与実験を行った。3週齢から10週齢まで軟食飼育を
施した野生型マウスの咬筋において機能性ペプチドの投与により萎縮抵抗性を示した。よって、本機能性ペプチ
ドは成長期の咀嚼性刺激の低下による骨格筋萎縮を、IGF-1シグナルを回復することで抑制することが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：In atrophied skeletal muscles, ubiquitin ligase, Cbl-b, increases and it 
stimulates the ubiquitination and degradation of IRS-1, resulting in IGF-1 resistance. In this 
study, we evaluate the efficacy of application of anti-ubiquitination peptide that inhibits the 
interaction between Cbl-b and IRS-1 into masseter muscles of C57BL/6 wild-type mice fed with soft 
food from 3 week old to 10 week old. Sectional area of masseter muscles treated with the peptide was
 larger compared to non-treated muscles. These results suggest that application of 
anti-ubiquitination peptide could be an effective tool for therapeutic use for muscular atrophy by 
maintenance of proper IGF-1 signaling.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
顎顔面の成長発育は、遺伝のみならず環境

の影響を大いに受けることが知られている。
骨への負荷は主に筋肉の収縮力により生じ、
筋肉の収縮張力は骨での外的因子への適応
反応を引き起こすと考えられている。そのた
め、成長期における咀嚼筋機能の低下は筋肉
を脆弱化し顎顔面発育異常を引き起こす。よ
って、健全な顎顔面成長発育のため骨格筋萎
縮の機序解明と治療法の開発が急務である。 
 骨格筋はタンパク質合成と分解のバラン
スを保つことで一定の筋量を保っているが、
骨格筋への機械的負荷が減少すると増殖因
子に対する筋細胞の感受性が低下し、タンパ
ク質分解が亢進することにより骨格筋萎縮
が起こると考えられている。本研究グループ
は、ユビキチンリガーゼ Cbl-b (Casitus 
B-lineagelymphoma-b) がインスリン受容
体基質 IRS-1 (insulin receptor substrate-1) 
をユビキチン化することによる IGF-1 シグ
ナル伝達阻害が筋萎縮の原因であることを
見出した。さらに、筋萎縮予防を目的として
Cbl-b による IRS-1 のユビキチン化を競合的
に阻害する機能性ペプチドを作製した。これ
は、IRS-1 のアミノ酸配列をもとにリン酸化
チロシン部位をミミックしたもので Cbl-b に
よる IRS-1のユビキチン化阻害効果を認めた。
本ペプチドを骨格筋萎縮モデルマウスに筋
肉内投与を行い、本ペプチドによる抗筋萎縮
効果を確認している。 
 
２．研究の目的 
成長期における筋機能の低下による骨格

筋萎縮の機序解明と治療法の開発を目的と
する。 
はじめに、マウスを軟食飼育することで咀

嚼性刺激を減少させ、その病態と IGF-1 シグ
ナルの関与を明らかにする。ついで、機能性
ペプチドのマウスへの投与実験を行い、本ペ
プチドによる筋萎縮抑制効果の検討を行う。 
本研究結果により、成長期における筋機能の
低下による骨格筋萎縮への IGF-1 シグナル
の関与を明らかにし、抗ユビキチン化ペプチ
ドによる骨格筋萎縮に対する新規治療法の
確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) 機能性ペプチドによるIGF-1シグナル回
復効果の検討 
筋萎縮モデルとして低栄養培養を使用し

た。ペプチドの導入担体にはアテロコラーゲ
ン (AteloGeneTM, 高研, 東京) を用い、ペ
プチド/アテロコラーゲン複合体として培地
中に添加した。 
マウス筋芽細胞由来 C2C12 細胞を 35mm 

dish に 1.0 × 105 個 /dish で 播 種 し
confluent に達した後、分化誘導培地 (2%ウ
マ血清含有 DMEM) にて 3日間培養後、萎縮刺
激として無血清培地 (DMEM) に変更すると
ともにペプチド/アテロコラーゲン複合体を

添加した。24 時間後に抗 Foxo3a 抗体による
免疫蛍光染色を行うとともに、細胞を回収し
てIRS-1の蛋白質変動をウエスタンブロット
法 に よ り 検 討 し 、 筋 萎 縮 関 連 遺 伝 子 
(Atrogin-1, MuRF-1) の発現を RT-PCR 法に
て検討する。 
 
(2) 筋萎縮モデルマウスを用いた機能性ペ
プチドの抗骨格筋萎縮効果の検討 
12週齢のC57BL/6野生型雄性マウスを使用

した。偽手術群、切除群、投与群を設定し、
右側座骨神経切除を行った。投与群には手術
直後および 3 日ごとにペプチド/アテロコラ
ーゲン複合体を前頚骨筋に筋肉内投与を行
った。手術 9日後に、それぞれの群の筋を摘
出し組織学的検討を行った。 
 
(3) 機能性ペプチドの成長期軟食飼育マウ
ス骨格筋に対する影響 
3 週齢の C57BL/6 野生型雄性マウスを無作

為に硬食群と軟食群の 2群に等分した。軟食
群には 1 週間ごとにペプチド/アテロコラー
ゲン複合体を右側咬筋に筋肉内投与を行っ
た。10 週齢まで飼育したのち両群の咬筋を摘
出し組織学的検討を行った。 
 

４．研究成果 
(1) 機能性ペプチドによるIGF-1シグナル回
復効果の検討 
24時間の低栄養培養によりIRS-1は減少し

たが、機能性ペプチドは濃度依存的に IRS-1
の分解を抑制する傾向を示した。また、機能
性ペプチド単独よりもアテロコラーゲンと
の併用により強いIRS-1分解抑制効果を示し
た (図 1)。 
 
 
 

 
 



低栄養培養により筋管細胞における
Foxo3a の核内移行、筋萎縮関連遺伝子である
atrogin-1とMuRF-1遺伝子の発現上昇を認め
た。これらの現象は機能性ペプチド添加群で
は認めなかったことから、機能性ペプチドに
よる抗萎縮効果はIGF-1シグナルの正常化に
よることが示された (図 2-1 および図 2-2)。 
 
 

 

 
 

(2) 筋萎縮モデルマウスを用いた機能性ペ
プチドの抗骨格筋萎縮効果の検討 
坐骨神経切除 9日後において、切除群では

偽手術群に対して筋線維の萎縮を認めたが、
投与群では健全な組織像を認め、萎縮に対し
抵抗性を示した (図 3)。 
 
 

 
 
(3) 機能性ペプチドの成長期軟食飼育マウ
ス骨格筋に対する影響 
軟食群では硬食群と比較して、軟食飼育に

より筋線維の萎縮傾向を示したものの、機能
性ペプチドの投与によりの萎縮に抵抗性を
示す傾向が見られた (図 4)。 
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