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研究成果の概要（和文）：インスリン受容体（IR）には選択的スプライシングによって生じる２つのアイソフォ
ーム（IR-A/B）が存在している。本研究の成果から、IRの選択的スプライシングは組織特異的に置かれた環境に
応答して調節され、この制御にインスリ様シグナルの仲介分子IRS-1やスプラインシグ関連因子PRMT5、更に
RBFOXを含む複数のスプライシング因子が関与することが明らかとなった。また、IR-AとIR-Bを介したインスリ
ン様シグナルに差異が認められた。

研究成果の概要（英文）：Alternative splicing of insulin receptor (IR) of exon 11 encoding a part of 
the a-subunit results in the expression of two isoforms: IR-A (skipping exon 11) and IR-B (including
 exon 11). Our results demonstrated that alternative splicing of insulin receptor RNA is regulated 
in tissue-specific manners in response to environment changes through insulin receptor substrate-1, 
splicing regulatory factor PRMT5, and various splicing factors including RBFOX. We also found the 
differences of insulin-like signaling between IR-A and IR-B.

研究分野： 分子内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
インスリン受容体（IR）	RNA は選択的スプ
ライシング（AS）を受け、バリアント IR-A
と IR-B が産生する。IR-B は、主にインスリ
ンに結合して代謝制御活性を仲介するのに
対して、IR-A は、インスリン（INS）のみな
らず、インスリン様成長因子（IGF）-II	に
も親和性が高く、細胞増殖を誘導する。IR-A
は、増殖活性が高い細胞やがん化した細胞で
発現量が増加していることから、細胞の増殖
誘導やがん化への寄与が示唆されている。	
しかし、IR	RNA の AS 制御の分子機構は全く
明らかにされておらず、INS の代謝制御活性
や IGF-II の増殖誘導活性の調節機構を解明
するためには、IRのそれぞれのバリアントの
生理的意義と AS の分子機構の解明は急務で
ある。	
これまで研究代表者らは、動物の正常な発
生・発達や成長などに必須なホルモンである
INS や IGF の生理活性の修飾機構を検討して
きた。その過程で、インスリン様シグナルの
仲介タンパク質であるIRS-1が多くのタンパ
ク質やRNAと結合して巨大なシグナル分子複
合体を形成しており、IRS-1 と結合するタン
パク質群には、スプライシング関連タンパク
質が多数含まれていることを発見した。続い
て、ヒト乳がん由来細胞 MCF-7 細胞の IRS-1
を発現抑制したところ、IR-A/B	mRNA 量比が
増加し、他の結果も併せ、研究代表者らは、
「IRS-1	はスプライシング関連タンパク質
と結合することにより IR の AS	を制御し、
IR-B 量の維持によりインスリン活性を維持、
あるいはIR-A 量の増加により IR-Aを介した
IGF 活性の発現を誘導する」という、これま
でにない斬新な作業仮説を構築するに至っ
た。	
 
２．研究の目的 
本研究では、(1)種々の細胞の IR のバリア
ントIR-AあるいはIR-B	の発現状態を調べる、
(2)IR	RNAの ASを制御するスプライシング関
連タンパク質を特定、これらが IR	RNA の AS
を制御する分子機構の基礎を明らかにする、
(3)IR のバリアント IR-A あるいは IR-B を介
した細胞内インスリン様シグナル、インスリ
ン様活性を明らかにすることを目的として
いる。	
 
３．研究の方法 
(1)IR のバリアント IR-A と IR-B の発現量を
調べる系の確立	
IR の二つのバリアントは、エクソン 11 の

排除（IR-A）または包含（IR-B）によって産
生される。そこで IRのエクソン10とエクソ
ン 12 の間を増幅するプライマーを設計し、
これを用いて PCR の後、ポリアクリルアミド
ゲル電気泳動を行い、異なる長さの 2種類の
増幅産物が確認される系を確立した。この
RT-PCR に加えて、解析の定量性をあげるため
に IR-Aと IR-Bをそれぞれ特異的に増幅させ

るプライマーを設計し、リアルタイム PCR に
よる解析も行った。更に、IR	RNA の選択的ス
プライシングに関わるRNA上の制御配列を特
定するために、IR遺伝子の一部を用いたスプ
ライシングレポータープラスミドも作製し
た。	
(2)IR	RNAの AS制御を変化させるスプライシ
ング関連タンパク質の特定	
①IR	RNA の AS 制御を引き起こす細胞外因
子・培養条件の決定	
ヒト乳癌由来細胞 MCF7 細胞（IRS-A/B の両
方の mRNA の発現が観察されている）や IR-B
が主に発現しているラット肝癌由来細胞
H4IIE について、種々の条件下で培養し、
real-time	PCR 法などにより IR-A/B	mRNA 量
比を測定した。	
②IRS-1 と結合し IR	RNA の AS 制御に関わる
スプライシング関連タンパク質の検討	
研究代表者らはこれまでに、IRS-1 と結合
するスプライシング関連タンパク質として、
PRMT5、SMN などの単離に成功している。そこ
で、MCF-7 細胞について、siRNA 法などを用
いてこれらのタンパク質を発現抑制後、
IR-A/B バリアント量に変化を与える細胞外
因子で処理または細胞培養条件で培養後、こ
れらの細胞の IR-A/Bバリアント mRNA 量比を
測定、これを変化させる IRS-1 結合タンパク
質を検討した。	
③IR	RNA の AS 制御に関わる他のスプライシ
ング関連タンパク質の検討	
選択的スプライシングは、それを受けるエ
クソンとその付近のイントロンに存在する
RNA の制御配列に、特定のスプライシング制
御因子が相互作用することで引き起こされ
る。IR	RNA の選択的スプライシングに関わる
RNA 上の制御配列を特定するために、IR遺伝
子の一部を用いたスプライシングレポータ
ープラスミドを作製した。スプライシングの
解析には、ラット肝臓と同様に IR-B が主に
発現している H4IIE を用いた。	
(3)IR のバリアントを介した細胞内インスリ
ン様シグナル、インスリン様活性の検討	
①培養細胞系を用いた解析	
脂肪細胞、肝細胞、筋肉細胞、神経細胞、
乳がん細胞などインスリン／IGF の標的細胞
について、無血清状態で培養あるいはインス
リンあるいは IGF-I/II で刺激し、インスリ
ン 様 シ グ ナ ル 経 路 の 活 性 化 を
immunoblotting によるインスリン様シグナ
ル分子のリン酸化量の測定などを行った。	
②in	vivo 系を用いた解析	
CRISPR-Cas9 法を用いて、IR-A/B のどちら
かのバリアントのみを特異的に発現するノ
ックアウト細胞、ノックアウトマウスの作製
を行った。	
	
４．研究成果	
(1)種々の条件下における組織・細胞の
IR-A/B	mRNA の発現動態の解析	
今回、マウス繊維芽細胞3T3-L1細胞のcDNA



を用いて PCR を行ったところ、マウス IR に
も 2つのアイソフォームが存在することが明
らかとなった。マウス各組織における IR-A/B
発現パターンを解析した結果、肝臓や脂肪組
織などのインスリンの代謝制御活性が観察
される組織では IR-B の発現が高く、脳や増
殖が盛んな胎児期の組織では IR-A が高発現
であった。	
本研究により、様々ながん細胞で IR-A の

発現比が増加しており、ヒト、マウス、ラッ
トの脳で IR-Aが、肝臓でIR-B が主に発現し
ているなど各組織で IR のアイソフォームの
発現が異なる、また、アミノ酸欠乏培地で培
養あるいはインスリンで処理した肝臓由来
細胞では、AS が変化し、IR-A が増加するこ
とが明らかとなった。これらの結果は、IRの
選択的スプライシングは組織特異的に制御
され、その制御を介して代謝調節あるいは増
殖促進など IR 機能のスイッチングが引き起
こされる可能性を示している。	
(2)IR	RNAの AS制御を変化させるスプライシ
ング関連タンパク質の検討	
研究代表者は、INS/IGF の生理活性の修飾

機構を解明する過程で、INS/IGF-I 受容体チ
ロシンキナーゼの基質の一つである、インス
リン受容体基質（IRS）が、スプライシング
必須因子 UsnRNP の成熟に関与するアルギニ
ンメチル基転移酵素PRMT5と複合体を形成す
ることを見出した。今回、ヒト乳癌細胞 MCF-7
を用いて、IRS や PRMT5 が IR	RNA の AS に果
たす役割を検討した。まず、異なる条件で培
養したMCF-7細胞のIRのmRNA量を解析した。
その結果、IR-A、IR-B どちらの mRNA も検出
され、血清飢餓下では IR-B の割合が増加し
た。次に、PRMT5 と	IRS-1/2（IRS の二つの
アイソフォーム）との相互作用を調べたとこ
ろ、PRMT5 は IRS-1 のみと相互作用が観察さ
れた。続いて、IRS あるいは PRMT5 を発現抑
制（KD）した細胞で	IR-A/B	mRNA 比を解析し
た。その結果、IR-A の割合は、IRS-2	KD 細
胞では変化しなかったが、IRS-1	KD 細胞では
上昇、逆に PRMT5	KD 細胞で顕著に低下した。
これらの結果より、PRMT5 によるUsnRNP の成
熟は IR-A の生成に重要であるが、IRS-1 との
相互作用がこれを抑制している可能性が考
えられた。このように、IRS-1 や PRMT5 が IR	
RNAのASを制御している因子であることが初
めて明らかとなった。	
このように IR	RNA の選択的にスプライシ

ングには、PRMT5 が関与することが明らかと
なったが、研究代表者らがこれまで明らかに
しているIRSと相互作用するスプライシング
因子については関与が認められなかった。	
更に、IRの選択的スプライシングの分子機

構を明らかにする目的で、種々の培養細胞に
おける IR-A/B の発現パターンを調べた。そ
の結果、ラット肝癌由来細胞 H4IIE ではラッ
ト肝臓と同様に IR-B が主に発現しているこ
とが明らかとなった。そこでラット IR 遺伝
子のエクソン 11 とその周辺領域を用いてス

プライシングレポーターを作製しH4IIEに導
入したところ、内在性 IR と同様のパターン
の発現が観察された。エクソン 11 の下流に
は、スプライシング制御因子 RBFOX1/2 の結
合配列が種間で保存されて存在していたた
め、この配列に変異を導入したレポーターで
発現パターンを調べた結果、エクソン 11 の
排除が促進され、この配列がエクソン 11 の
包含に機能することが明らかになった。他の
結果も併せ、IRの組織特異的スプライシング
には、RBFOX を含む複数のスプライシング因
子が関与すると結論した。	
(3)IR のバリアントを介した細胞内シグナル
およびインスリン様活性の検討	
IR-A/B の機能の差異を調べるために、ヒト
IR-A または IR-B を恒常的に発現する NIH3T3
細胞株を樹立した。インスリンあるいは
IGF-II刺激を行ったIR-A恒常発現細胞では、
IGF-II に応答した MAP	kinase 経路	(細胞増
殖誘導に重要なIR/IGF-IRシグナル伝達の下
流経路)の活性化が起こり、血清存在下での
培養で増殖速度が速いことがわかった。これ
らの結果は、IR-B が主に代謝制御活性を、
IR-A が増殖誘導活性も仲介するという仮説
を良く支持している。	
また、IR-A のみを発現するマウスの樹立に
成功し、現在、IR-B のみを発現するマウスを
作製中である。	
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