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研究成果の概要（和文）：本研究で対象としたgrowth factor receptor-binding protein 14（Grb14）はインス
リン受容体に結合し、下流のシグナルを抑制することが知られている。研究代表者は過去、リン酸化酵素である
GSK-3が、Grb14とインスリン受容体の複合体形成に影響を与えることを示唆する結果を得た。本研究ではGrb14
内部でGSK-3によるリン酸化を受けるセリン残基、の機能をより詳細に検討した。また、当該リン酸化セリンの
脱リン酸化を担うホスファターゼの探索も併せて行なった。さらに、計算化学によりGrb14とインスリン受容体
の複合体形成を阻害する低分子量薬剤の探索を行った。

研究成果の概要（英文）：The physical interaction of the Grb14 and the insulin receptor (IR) 
represses insulin signaling. Our previous reports have suggested that phosphorylation of serine 
residues in Grb14 by GSK-3 repressed Grb14-IR complex formation. Herein, we investigated details of 
the Grb14 phosphorylation by GSK-3. The phosphatase, which participates in removal of the phosphate 
groups on Grb14, was also discovered in the present study. Furthermore, small compounds capable of 
inhibiting Grb14-IR complex formation have been screened by the in silico drug screening. 

研究分野：生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Grb14はインスリン受容体の内因性阻害因子であり、近年ではII型糖尿病の素因であるインスリン抵抗性との関
連も指摘されている。したがって、インスリンシグナリングにおけるGrb14のふるまいとインスリン受容体との
結合の調節機構の解明は、今後、深刻な問題となることが確実視されているII型糖尿病の理解について、基礎的
知見を提供すると期待される。また、本研究ではGrb14によるインスリン受容体への結合を抑制する機能を持っ
た小分子薬剤の探索を行った。同定された候補化合物は、Grb14が関連するインスリン抵抗性を改善する薬剤骨
格を提供する可能性が期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1) アダプタータンパク質である growth factor receptor-binding protein 14（Grb14）は約２０年前
にクローニングされ、程なくして、インスリン受容体の活性化を抑制する機能が明らかとされた。
Grb14 はインスリンの刺激が入力されると細胞質側よりインスリン受容体のサブユニットへと
リクルートされ、IRS-1下流の活性化を抑制してインスリンシグナリング全体を負に制御するこ
とが分子〜細胞レベルの研究を中心に明らかとされている。 
 
(2) 動物レベルでは、肥満モデルマウスや II型糖尿病モデルラットの肝臓・骨格筋で Grb14の発
現量の亢進が認められる一方、grb14 -/- miceではインスリン感受性が亢進することが報告されて
いる。2010年代以降は GWASにより grb14が南アジア地域での II型糖尿病の原因遺伝子の一つ
として報告されたことをはじめ、種々のメタボリックシンドロームの原因遺伝子の一つとして
複数の文献で指摘され、代謝疾患に関わる原因遺伝子の一つとして再定義されている。 
 
(3) クローニングから約 20 年を経た現在も、Grb14 が属する Grb7 ファミリーのタンパク質
（Grb7/10/14）の機能や構造に関してはいまだに未解明な部分も多い。インスリン受容体への
Grb14のリクルート機構はいまだ解明されておらず、そのため本研究ではインスリン刺激がどの
ようなパスを経て Grb14 のリクルートを惹起し、インスリン受容体の活性化を抑制するのか？
という点について検討を行った。 
 
２．研究の目的 
(1) Grb14 はインスリンの刺激に応答し、BPS ドメインと呼ばれる領域を介してインスリン受容
体の細胞内ドメインと直接的に相互作用し、受容体の活性化を抑制する。研究代表者は過去、
Grb14の BPSドメイン内部のセリン残基クラスター中の複数のセリン残基が、glycogen synthase 
kinase 3（GSK-3）によってリン酸化され、インスリン受容体との複合体形成が抑制されることを
示唆する結果を得た。GSK-3 はインスリンシグナル下流でグリコーゲン合成の調節を担う主要
な酵素であることから、Grb14はインスリン刺激の入力に対応してリン酸化状態が変化し、イン
スリン受容体との複合体形成が変化すると考えられた。本研究ではまず、GSK-3による Grb14の
BPS ドメインのリン酸化がインスリン受容体との複合体形成に与える影響をより深く理解する
ための検討を行った。 
 
(2) 上記、GSK-3により付加されるリン酸基を脱リン酸化するホスファターゼは、Grb14とイン
スリン受容体の複合体形成の調節において GSK-3 とは逆の機能を示すと考えられた。生体内に
おける GSK-3の主要な働きの一つとして、GSK-3はグリコーゲン合成酵素をリン酸化すること
でその活性を抑制している。このリン酸化はプロテインホスファターゼ 1（PP1）によって脱リ
ン酸化を受ける。Grb14もこれと同様の機構で調節を受けると考えられたことも併せ、PP1を含
めた上記の脱リン酸化に関わるホスファターゼの探索を行った。 
 
(3) 研究背景に記述したように、Grb14は近年、代謝調節、特にインスリン抵抗性に関わる遺伝
子産物として認識されつつある。Grb14のインスリン受容体へのリクルートの薬理学的コントロ
ールは、Grb14が関わるインスリン受容体の抑制を解消できることが期待されるため、インスリ
ン受容体と Grb14の部分的な共結晶構造を基にした in silicoでの薬剤探索と検証を計画・実施し
た。 
 
３．研究の方法 
(1) GSK-3 による Grb14 の BPS ドメインのリン酸化がインスリン受容体との複合体形成に与え
る影響をタンパク質〜細胞レベルを中心とした実験により評価した。具体的には、細胞内での
Grb14とインスリン受容体の相互作用は、共免疫沈降実験により評価した。また、組換えタンパ
ク質を用いた表面プラズモン共鳴により、タンパク質間のアフィニティーを定量的に解析した。
GSK-3による Grb14の BPSドメインのリン酸化は、合成ぺプチドを用いた in vitroキナーゼアッ
セイを中心におこなった。BPS ドメインのリン酸化がインスリン受容体との相互作用に与える
影響は、上記の共免疫沈降実験や酵母ツーハイブリッドの実験系において、リン酸化ミミックと
してセリンをグルタミン酸にて置換し検討した。 
 
(2) GSK-3により Grb14に付加されるリン酸化を脱リン酸化するホスファターゼの探索は、各ホ
スファターゼの選択的阻害剤の存在下、細胞ライセートとリン酸化ペプチドを用いた in vitro ホ
スファターゼアッセイにより行った。その後、その後、細胞レベルでの影響を共免疫沈降実験な
どで評価した。 
 
(3) 化合物スクリーニングは、タンパク質の基質ポケットに対する化合物の結合自由エネルギー
をもとにしたドッキングシミュレーションによる、多数の化合物ライブラリ中より高効率での
スクリーニング（DOCKプログラム）を行い、上位３０００種類の候補化合物を選抜した後、遺
伝的アルゴリズムを用いた単一配座によるドッキングシミュレーション（GOLDプログラム）に
より１００種の化合物に選抜した。さらにおよび上位化合物のフレキシビリティを考慮し、Low 



mode MD を用いて作成した複数配座に対するドッキングシミュレーションを行うことで予測精
度の向上をはかり、最終的に選抜された２０種類の化合物に対し、生物活性を細胞レベルで検討
した。この検討は、共免疫沈降実験により細胞内での IRと Grb14複合体形成に対する薬剤の影
響評価に加え、インスリン受容体の直下で機能する IRS-1の活性化状態をリン酸化抗体を用いた
ウエスタンブロットにて評価した。 
 
４．研究成果 
(1) 平成 28 年度は BPS ドメイン内部の GSK-3 の基質モチーフとなる全てのセリン残基につい
て、GSK-3によるリン酸化の検討と、当該リン酸化がインスリン受容体との複合体形成に与える
影響について検討を行った。In vitro キナーゼアッセイおよび共免疫沈降により、Grb14 の BPS
ドメイン内部の２箇所に GSK-3 の基質となりうる領域を確認した。変異体を用いた詳細な共免
疫沈降実験（図 1A）および酵母ツーハイブリッド実験（図 1B）を行ったところ、ヒト Grb14の
Ser358、Ser362、Ser366が GSK-3によるリン酸化を受けると、インスリン受容体との複合体形成が
抑制されることを示唆する結果を得た。また、大腸菌で発現させた組換えタンパク質を用いた表
面プラズモン共鳴による相互作用解析を併せて行った（図 1C）。ここで得られた結果は学会誌へ
投稿し、平成２９年度にパブリッシュされた。 
 

図１. GSK-3によるヒト Grb14のリン酸化とインスリン受容体との複合体形成への影響. A. 共免
疫沈降実験の結果. B. 酵母ツーハイブリッドによる実験の結果. C. 表面プラズモン共鳴による
実験の結果.  
 
 
(2) 平成 29年度は、Grb14のインスリンシグナ
リング調節に関わる脱リン酸化因子の探索を
おこなった（この検討は平成３０年度まで継
続）。リン酸化ペプチド、およびホスファター
ゼ阻害剤等を用いた検討から、GSK-3により付
加されることが示唆されたヒト Grb14 の
Ser358、Ser362上のリン酸基は、PP1によって脱
リン酸化を受けることを示唆する結果に加え
（図２）、インスリン受容体との複合体形成を
亢進することを示す結果を得た。この結果は令
和元年５月時点で、学会誌に投稿中である。 
 
(3) 平成 29 年度は上記の検討に加え、「Grb14
に結合する新規タンパク質の酵母ツーハイブ
リッドによる探索」を併せて行った。ヒト
normalized cDNA ライブラリおよびヒト肝臓
cDNAライブラリ中より、酵母ツーハイブリッ
ド法にて Grb14 の結合パートナータンパク質
の探索を行ったが、ポジティブと思われたクロ
ーンのほぼ全てが機能不明または偽陽性クロ
ーンであった。 
 
(4) 平成３０年度は Grb14 のインスリン受容体へのリクルートの薬理学的コントロールに関す
る検討を行った。計画段階では、既存の GSK-3 阻害剤の利用を予定していたが、同一機関内に
in silico でのタンパク質-化合物構造に基づく薬剤探索を行う技術を持つ研究者が在籍していた
為、Grb14 とインスリン受容体の相互作用を阻害する新規薬剤を 10 万以上の化合物中よりスク
リーニングし、上位２０化合物に関して実験的な評価を行った。その結果、２種類の化合物に期
待された活性が認められた。令和元年５月時点では、活性が認められた化合物について、再現性
の確認をはじめ、種々の検証を行っている。 

A B C

図２. ヒト Grb14由来リン酸化ペプチド（上の
表）に対する PP1（黒いカラム）のおよび PP2A
（灰色のカラム）の脱リン酸化活性. PP1 によ
る Ser358, Ser362の脱リン酸化が示唆された. 
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