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大豆ペプチドによるIRS-1の分解抑制
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ABSTRACT

We previously demonstrated that ubiquitin ligase Cbl-b stimulates ubiquitination and
degradation of IRS-1 in skeletal muscle and bone during unloaing.  In this study, we
examined inhibitory effects of soy protein-derived peptides, such as glynicine andβ-
conglynicine on Cbl-b-mediated ubiquitination of IRS-1.  Using a cell-free
ubiquitination system, we found that a kind of soy protein-derived peptides inhibit
IRS-1 ubiquitination mediated by Cbl-b.  Our results suggest that soy protein may
contain bioactive peptides for regulating proteolysis in skeletal muscle.  Soy Protein
Research, Japan 9, 68-70, 2006.
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寝たきりや無重力による廃用性筋・骨萎縮の原因遺

伝子の一つがユビキチンリガーゼCbl-bであることを

同定した1～3)．このユビキチンリガーゼは，筋細胞や

骨芽細胞の活性化因子であるインスリンやインスリン

様増殖因子の重要な細胞内情報伝達分子インスリン受

容体基質-1（Insulin Receptor Substrate-1）のユビキ

チン化と分解を促進する．我々はまず，試験管内で

Cbl-bによるIRS-1のユビキチン化反応系を確立した．

大豆たん白質を11S（グリシニン），7S（β-コングリ

ニシン），LP（脂質に富む大豆たん白質群）に精製し，

それぞれをたん白質分解酵素で分解したオリゴペプチ

ド群のCbl-bユビキチン化阻害活性を上記のユビキチ

ン化反応系で測定した．

方　　　　法

大豆たん白質由来オリゴペプチド群

大豆たん白質を11S（グリシニン），7S（β-コングリ

ニシン），LP（脂質に富む大豆たん白質群）に精製し，

それぞれをたん白質分解酵素で分解したオリゴペプチ

ド群を用いた．
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Cell-free Ubiquitination

Cbl-bによるIRS-1（insulin receptor substrate-1）の

ユビキチン化を試験内で再構築した．Heck293細胞を

直径10 cmのディッシュ２枚に培養する．それぞれに

Cbl-bとIRS-1の遺伝子を含むプラスミドを強発現し，

それぞれの抗体による免疫沈降で精製する．

それらとオリゴペプチドを，ユビキチン活性化酵素，

ユビキチン結合酵素，ユビキチンとATPを含むエネル

ギー産生溶液反応系で37℃で４時間反応する．反応停

止後，全量をSDS-5%-PAGEに供しWestern blotting解

析した．

ウエスタンブロット法

20μg量のたん白質をSDS化後，８%ポリアクリルア

ミドゲルで電気泳動を行った．ゲル中のたん白質はセ

ミドライブロッティング装置（ATTO）を用いて

Polyvinylide difluide（PVDF）膜（Bio-Rad）に転写し

た．転写後，PVDF膜を４%精製ミルクカゼインで１

時間ブロッキングし，0.05% Tween-20を含むPBS

(PBS-T) で洗浄した．次に膜を希釈した一次抗体と室

温で１時間反応させた．PBS-Tで洗浄後，希釈した二

次抗体（抗ウサギIgG抗体）と室温でさらに１時間反

応させた．洗浄後，Enhanced Chemiluminescence検

出システム（Amersham, Little Chalfont, UK）を用い

て抗体と反応したたん白質を検出した．

結　　　　果

Cell-free ubiquitinataion

Fig. 1に示すように，Cbl-bはIRS-1のユビキチン化

を有意に促進することがわかった．

大豆たん白質由来オリゴペプチド群によるCbl-bのユ

ビキチン化活性の阻害

Fig. 1に示すように，11SグリシニンがCbl-bによる

IRS-1のユビキチン化を有意に阻害した．一方，7S-コン

グリシニンの阻害効果は弱く，脂質に富むたん白質群

やSPI（Soy protein isolate）には阻害効果は認められ

なかった．

考　　　　察

今回の結果より，11Sグリシニン由来の阻害ペプチ

ド群はユビキチンリガーゼと基質の結合，あるいはユ

ビキチンと基質の結合を競合阻害できることがわかっ

た（Fig. 1）．11Sグリシニン由来の阻害ペプチド群の

中で実際に基質のユビキチン化を阻害できるペプチド

の含量はとても少ないので，多量のペプチド群が必要

であった．今後この有効なペプチドを同定し，より阻

害効果の高いものを多く含むペプチド群を作成してい

く必要がある．

ユビキチン-プロテアソームたん白質分解経路がが

んや神経筋変性疾患で重要な働きをしていることは周

知の事実である．この分解経路を制御することはこれ

ら疾患の治療につながるが，ユビキチンリガーゼの阻

害剤は，これまで全く報告されていない．そのため，

これまでは分解の最終段階であるプロテアソームの活

性を抑制するしか手段がなかった．しかしながら，プ

ロテアソームの阻害剤は非常に毒性が強く，がんの末

期などの治療薬としてしか実用化されていない．それ

に対し，本ペプチド群によるユビキチンリガーゼの阻

害は基質選択性が高く，副作用が小さく，有用な食品

成分としても期待されている．また，今回の阻害ペプ

チド群は大豆たん白質より作成されるものなので，食

品サプリメントとしてすぐにでも実用化できる．大豆

たん白質の健康補助食品としての価値を高めるもので

ある．

Fig. 1. Inhibitory effects of 11S (glycinin) on IRS-1
ubiquitination mediated by Cbl-b.
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要　　　　約

これまでの研究で，我々はユビキチンリガーゼCbl-bはインスリン受容体基質たん白質（IRS-1）

の分解を亢進する，寝たきりによる運動器（骨，筋）萎縮の原因遺伝子の一つであることを見出し

た．それゆえ，このCbl-bのユビキチン化活性を阻害できる物質は，寝たきりによる運動器の萎縮

を抑制できる可能性が示唆された．本研究では，まずCbl-bによるIRS-1のユビキチン化をCell-free

で観察できるシステムを構築した．そこで，大豆たん白質をグリシニン，β-コングリシニン，脂質

に富むたん白質群に精製し，それらをそれぞれたん白質分解酵素で分解してできたペプチド群のユ

ビキチン化阻害活性を測定した．興味深いことに，その分解産物群の一つにCbl-bによるIRS-1のユ

ビキチン化に対する阻害活性があることがわかった．大豆由来ペプチドは，骨格筋内のユビキチン

化依存性たん白質分解経路を制御することにより，筋肉の代謝を改善できる有益な食事素材になり

うるのではないかと考えられた．


