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研究成果の概要（和文）：近年、SHORT症候群の原因であるPIK3R1遺伝子変異によりインスリン抵抗症を来すこ
とが明らかとなった。
PIK3R1変異によるインスリン抵抗症患者からiPS細胞を樹立し、CRISPR/Cas9を用いて変異を修復した。疾患iPS
細胞由来肝細胞ではインスリンによるAktの活性化が抑制されていたが、修復したiPS細胞由来肝細胞では改善し
ていた。
また疾患iPS細胞由来肝細胞ではインスリンによるG6PC発現抑制を認めなかったが、修復iPS細胞由来肝細胞では
インスリンによるG6PC発現抑制が認められ、PIK3R1変異患者のiPS細胞由来肝細胞ではPI3-キナーゼ経路が障害
されていることた明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Recently, it was shown that the PIK3R1 mutation, which is the cause of SHORT
 syndrome, causes insulin resistance. 
iPS cells were established from patients with insulin resistance due to the PIK3R1 mutation, and the
 mutation was repaired using CRISPR/Cas9. The hepatocytes derived from diseased iPS cells showed 
suppression of insulin-induced Akt activation, whereas the restored iPS cell-derived hepatocytes 
showed improvement. In addition, insulin did not suppress G6PC expression in diseased iPS 
cell-derived hepatocytes, whereas insulin suppressed G6PC expression in repaired iPS cell-derived 
hepatocytes, indicating that the PI3-kinase pathway is impaired in iPS cell-derived hepatocytes from
 patients with PIK3R1 mutations.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究課題において、PIK3R1変異によるインスリン抵抗症患者から患者由来iPS細胞を樹立するとともに、iPS細
胞からインスリン作用が評価できる肝細胞へ分化する系を確立した。従来、iPS細胞から肝細胞への分化におい
ては細胞形態や分化マーカーを指標に分化誘導法が検討されてきたが、インスリン反応性を示す肝細胞への分化
に成功したという報告はなく、学術的意義は大きい。さらに、PIK3R1変異によるインスリン抵抗症患者の肝細胞
では、PI3-キナーゼ経路が障害されていることを明らかとし、PIK3R1遺伝子変異のインスリン作用に対する影響
を明らかとした点でも学術的意義は大きいと言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

A 型インスリン抵抗症は、インスリン受容体遺伝子の異常により、強いインスリン抵抗性を

呈する糖尿病を発症する疾患である。一方、A 型様表現型を示すものの、インスリン受容体遺

伝子に異常のない例も稀に存在し、このような例は受容体以降の情報伝達障害が原因と考えら

れている。Akt2 の遺伝子異常（Science 304: 1325-1328, 2004）や GLUT4 の細胞膜移行に関わ

る TBC1D4 の遺伝子異常（PNAS 106: 9350-9355, 2009）が報告されていたが、原因遺伝子が明

らかでない例も多いのが実情であった。 

我々は、受容体以降の情報伝達障害が疑われるインスリン抵抗症家系で全エクソーム解析を

行い、本家系のインスリン抵抗症の発症者に PI3 キナーゼの調節サブユニット p85α をコー

ドする遺伝子である PIK3R1 に c.1945C＞T 変異が存在することを見出していた（J Diabetes 

Investig. 9: 1224-1227, 2018）。既に、PIK3R1 遺伝子変異も遺伝的インスリン抵抗症の原因

となることが明らかとされていたが（Am J Hum Genet.93: 141-149, 2013）、我々の見出した

症例は、本邦はもとより、アジア人で初めての PIK3R1 遺伝子異常によるインスリン抵抗症症

例であった。また、「厚生労働科学研究費補助金ホルモン受容機構異常に関する調査研究」の全

国調査において、インスリン受容体遺伝子に異常のない遺伝的インスリン抵抗症が 8例報告さ

れたが、我々の検討により、8例中 5例に PIK3R1 遺伝子異常が確認された。すなわち、PIK3R1

遺伝子異常は、遺伝要因による受容体以降の情報伝達障害の原因として、最も頻度が高いもの

である可能性が高いことが明らかとなりつつあった。しかし、インスリン受容体遺伝子や

PIK3R1 遺伝子に変異がない家系も複数認めていた。 

PI3 キナーゼはインスリン作用発現に必須の分子であるが、PI3 キナーゼ調節サブユニット

には、3 つの遺伝子から産生される 5 つのアイソフォームが存在し、個々の調節サブユニット

のアイソフォームは PI3 キナーゼ経路の活性化に促進的だけではなく、抑制的に作用するもの

もあると考えられていた。実際、PIK3R1 を欠損したマウスは、インスリン抵抗性ではなく、イ

ンスリン感受性の増強と低血糖が生じる (Nat Genet. 21:230-235, 1999）。すなわち、PI3 キ

ナーゼの活性は、複数の調節サブユニットと触媒サブユニットの、さらには調節サブユニット

とチロシンリン酸化タンパクとの結合比率や様式によって決定されると考えられるが、その詳

細は明らかではなかった。 

 

 
２．研究の目的 

本計画では、PIK3R1 異常によるインスリン抵抗症患者由来 iPS 細胞をインスリン感受性細

胞に分化させ、それらの細胞で PI3 キナーゼ経路の活性化機構を検討することにより、PIK3R1

異常の PI3 キナーゼの活性化機構及びインスリン作用に対する影響とそのメカニズムの詳細

を明らかにすることを目的とする。さらに、原因遺伝子が未同定の遺伝的インスリン抵抗性糖

尿病の症例のエクソーム解析から、新たなインスリン抵抗症の原因遺伝子の同定を試みること

も目的とした。 

 
 
３．研究の方法 
①iPS 細胞を用いた解析 

PIK3R1 変異を持つ患者から iPS 細胞、および、CRISPR/Cas9 を用いて PIK3R1 の変異を修

復した iPS 細胞を樹立する。患者 iPS 細胞と変異を修復した iPS 細胞を肝細胞以外に、筋、脂



肪などのインスリン感受性細胞に分化させ、これらの細胞で糖・脂質・蛋白の各代謝に関する

種々のインスリン作用を検討することにより、本変異がどのインスリン感受性細胞において、

どのような代謝障害を起こすかを明らかとする。また、PIK3R1 によって産生される 3 つの調

節サブユニットと触媒ユニットやチロシンリン酸化蛋白との結合性、インスリンによる PIP3

産生量の測定や PIP3 産生部位の細胞内局在のバイオイメージング解析等を患者 iPS 細胞及び

ゲノム編集後 iPS 細胞を用いて実施し、PI3 キナーゼの活性化機構における PIK3R1 c.1945C

＞T 変異の意義を明らかにする。 

 

②遺伝的インスリン抵抗症患者及びその家系のエクソーム解析 

インスリン受容体遺伝子及び PIK3R1 遺伝子に変異がないインスリン抵抗症家系のゲノム

DNA について、次世代シークエンサーHiseq2500 を用いて全エクソンシークエンスを行う。

データをヒトゲノム参照配列にマッピングし、GATK3 best practice に則って、塩基バリエー

ションや欠失/挿入等の変異を検出する。このようにして検出された変異の中で、患者には存在

し、他の家族には認めないものを抽出する。 

候補遺伝子が同定されれば、脂肪細胞、筋肉細胞、肝細胞における発現を検討し、いずれのイ

ンスリン標的臓器で機能を持つかを推定する。その後、培養筋肉、脂肪、肝細胞において野生

型の過剰発現実験、患者が有する変異を持つ変異体の過剰発現実験、siRNA による発現抑制実

験などを行うことにより、候補遺伝子のインスリン作用における機能を細胞レベルで確認する。 

 
 
４．研究成果 

 PIK3R1 変異をもつ患者の末梢血単核細胞から iPS 細胞を樹立した(以下疾患 iPS 細胞)（図

1）。また健常者由来 iPS 細胞を用い、

Akt の活性化などインスリンによる

PI3-キナーゼ経路の活性化が確認でき

る肝細胞の分化誘導法を確立し、分化

誘導終了時に c-AMP と dexamethasone

によって G6PC 発現が誘導されること

を確認した。次に CRISPR/Cas9 を用い

て疾患 iPS 細胞の PIK3R1 変異を修復

した iPS 細胞(以下修復 iPS 細胞)を作

製した。疾患 iPS 細胞と修復 iPS 細胞

を肝細胞に分化させたところ、アルブ

ミンなどの肝細胞マーカーの発現量は

両者で同程度であった。さらに疾患

iPS 細胞由来肝細胞と修復 iPS 細胞由

来肝細胞でインスリンによる Akt 活性

化の程度を検討したところ、疾患 iPS

細胞由来肝細胞では Akt の活性化が抑

制されていたのに対し、修復 iPS 細胞

由来肝細胞では Akt 活性化の抑制は認

めなかった（図 2）。また疾患 iPS 細胞

由来肝細胞ではインスリンによる



G6PC 発現抑制が認められなかったのに対して、修復 iPS 細胞由来肝細胞ではインスリンによ

る G6PC 発現抑制が認められた（図 2）。以上のことから、PIK3R1 変異によるインスリン抵抗症

患者の肝細胞で PI3-キナーゼ経路が障害されていることを明らかにした。 

さらに、発端者 19 名を含む 50 名のインスリン抵抗症家系の DNA を、同意を得た上で収集し

た。これらのうち INSR の直接シークエンスにて 6家系 9名に INSR の変異を認めた。そのうち

の 2家系 3名は低血糖の症状を呈する症例であった。さらに、PIK3R1 の直接シークエンスにお

いて、3 家系 4 名に変異を認めた。そのうち 2 家系 3名は新規の遺伝子変異であった。これら

の解析で遺伝子が同定されなかった家系については、エクソーム解析を行ったが、原因遺伝子

の同定に至っていない。 
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