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研究成果の概要（和文）：動物の正常な生命活動に必須な同化ホルモン、インスリン／インスリン様成長因子
（IGF）の広範な生理活性（インスリン様活性）の発現には、シグナル伝達分子であるインスリン受容体基質
（IRS）が必須である。我々は、IRSが多くのタンパク質（IRSAP）やRNAと相互作用して巨大な分子複合体
（IRSome）を形成し、これが全く新しいメカニズムでインスリン様活性の調節に重要な役割を果たすことを解明
した。更に、IRSAPの量やIRSとの相互作用を制御することにより、がんや糖尿病をはじめとした種々の疾病の症
状を緩和できることを証明した。

研究成果の概要（英文）：Insulin-like growth factors (IGFs) and insulin induce a variety of 
bioactivities, including growth, differentiation, survival, increased anabolism, and decreased 
catabolism in many cell types and in vivo. Insulin receptor substrates (IRSs) are known to be major 
substrates of their receptor kinases, mediating IGF/insulin signals to direct bioactivities. In this
 study, we discovered that IRSs form high-molecular-mass complexes (IRSomes) even without 
IGF/insulin stimulation. These complexes contain proteins (IRSAPs), which modulate tyrosine 
phosphorylation of IRSs by receptor kinases, control IRS stability, determine intracellular 
localization of IRSs, and regulate RNA metabolism, as well as RNAs themselves. In addition, we 
demonstrated that low molecular weight compounds which modulate interaction between IRS and the 
specific IRSAPs can improve symptoms of various age-related diseases including cancer and diabetes, 
disorder of modulation of insulin-like activities.

研究分野： 分子内分泌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
IRSは、インスリン／IGFの作用発現を仲介するシグナル分子と考えられてきたが、本研究により、ホルモンの刺
激とは独立して、他のタンパク質やRNAなどと相互作用し、インスリン様活性を修飾する「足場タンパク質」と
しても機能していることを示した。研究過程で、IRSomeにはRNAが含まれ、これが複合体の形成と同時に、RNA代
謝を調節している、また、アミノ酸欠乏のシグナル自身がインスリン様活性を誘導するという全く新しい代謝調
節機構の存在も明らかにし、これらの学術的意義は高い。本研究の成果は、成長異常、糖尿病、老化、がんなど
に対して、全く新しい機序で作用する薬剤や治療法の開発への利用が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インスリンは出生直後から一生にわたって糖をはじめとした物質同化の促進を担っている。このため
標的組織でインスリンの生理活性が発現しないインスリン抵抗性状態が長期間続くと、世界で患者が
急増しているⅡ型糖尿病を発症、日常生活に大きな支障を来す。一方、構造がプロインスリンに類似
したインスリン様成長因子（IGF）は、動物の正常な発生・発達や成長、成熟後はタンパク質同化活性
の維持などに必須なホルモンである。このため IGF活性の抑制は、成長期には成長遅滞を、成長後に
は健康寿命の延伸を阻害する。一方、過剰な IGF活性は過成長やがん化を誘導することも明らかとな
っている。したがって、インスリン／IGF の生理活性（インスリン様活性）の調節機構を明らかにし、イン
スリン様活性を適切に制御する手法を開発することは、社会的に大きな波及効果のある緊急性の高い
研究テーマである。 
インスリン／IGF は、細胞膜上のそれぞれの受容体に結合すると受容体に内蔵されたチロシンキナ
ーゼを活性化し、複数種のインスリン受容体基質（IRS）をチロシンリン酸化する。引き続き IRSのリン酸
化チロシン残基を認識して SH2 ドメインを持つさまざまなシグナル分子が結合し、PI 3-kinase（PI3K）
経路などの下流のシグナル伝達系を活性化する結果、広範な生理作用を発揮する。インスリン様活性
の発現には IRS のチロシンリン酸化が必須であることが証明されており、そのため IRS がインスリン様
活性の調節における重要な標的分子の一つと考えられている。 
我々は、他の細胞外因子によるインスリン／IGF シグナル・生理活性の修飾機構を、多くの細胞外
因子と細胞種、生理活性の組み合わせで検討してきた。その結果、IRS は細胞内で多種類の IRS 結
合タンパク質（IRSAP と命名）と相互作用し、巨大な分子複合体（IRSome と命名）を形成しており、他
の因子の刺激や生体が置かれた生理状態に応答して IRSomeの構成タンパク質がダイナミックに変化
し、インスリン／IGFシグナル・生理活性を変化させていることを発見した。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、インスリン様活性の修飾に関わっている IRSAP を網羅的に同定し、イン

スリン／IGF 抵抗性あるいは感受性増強などへの関与を調べ、これらに関わっている IRSAP と
IRS との相互作用を修飾する低分子化合物を開発、これらを用いて IRS と IRSAP の相互作用を
修飾する、あるいは IRSAP の量を変化させることでインスリン様活性が調節でき、インスリン
様活性の異常が主因である種々の疾病の症状の緩和を示すことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)インスリン様活性が観察される培養細胞を用いた IRSAP の網羅的同定 
種々のインスリン／IGF 標的細胞より、yeast two-hybrid screening、IRS と共免疫沈降される

タンパク質のプロテオミクス解析、IRS と biotin ligase の fusion タンパク質を利用した BioID 法
などにより、IRS-1 あるいは IRS-2（IRS の 4 種類のアイソフォームのうち、インスリン様活性
発現に関与していることが示されている 2 種）に相互作用する IRSAP を網羅的に同定した。  
(2)培養細胞系を用いて当該 IRSAP と IRS の相互作用機構、IRSAP が IRS を介したインスリン
様シグナル・インスリン様活性を修飾する分子機構の解析 
同定した IRSAP が、IRS-1/2 とどのような様式で結合するのかを検討した。特定の IRSAP に

ついては、IRSAP と IRS の相互作用領域を結合後結晶化、この結晶を X 線解析し、IRS と各種
IRSAP 間の結合様式を原子レベルで明らかにした。IRSAP の一つµ2 については、これに結合
する IRS 内の相互作用部位のペプチドを用いた結晶化実験を行った。更に、当該 IRSAP の過
剰発現や発現抑制、あるいは相互作用領域の過剰発現により IRS と IRSAP の相互作用を阻害
することで、インスリン様シグナルやインスリン様活性がどのように変化するかを検討した。  
(3)当該 IRSAP と IRS との相互作用を阻害する低分子化合物のスクリーニング 

IRS を固定化したマイクロタイタープレートに選択した化合物を添加した後、別途調製した
当該 IRSAP を加えてインキュベーションし、ELISA で相互作用を調べる系を構築し、これを
用いて、理化学研究所基幹研究所ケミカルバイオロジー部門が所有する 35,000 種類の化合物ラ
イブラリーより、IRSと IRSAPの相互作用を修飾する低分子化合物のスクリーニングを行った。
最近になり、理化学研究所では新しいスクリーニング手法として「AlphaScreen」を導入したた
め、我々もこのスクリーニング系の構築を行い、これを用いて IRS と IRSAP の相互作用を修
飾する低分子化合物のスクリーニングを進めた。  
(4)モデル細胞・動物における当該 IRSAP と IRS の相互作用を化合物で阻害した際のインスリ
ン様活性の変動の解析 
当該 IRSAP が過剰発現あるいはノックアウト・ノックダウンされたモデル動物や細胞、ある

いは当該 IRSAP と IRS との相互作用を阻害するような低分子化合物で処理した細胞などで、
インスリン様活性の変動を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)IRS と相互作用するタンパク質、IRSAP の同定 
インスリン／IGF の標的となっている種々の培養細胞から、IRS-1 あるいは IRS-2 と相互作用

するタンパク質（IRSAP）の同定を進め、50 種類以上のタンパク質の同定に成功し、目標を達



成した。これらは機能的に、①IRS を介したインスリン様シグナル・生理活性を修飾するタン
パク質、②IRS の寿命や品質を調節するタンパク質、③IRS の細胞内局在を決定するタンパク
質、④新機構で生理活性を発現するタンパク質などに分類できた。このように、IRS が多くの
異なる機能を有するタンパク質とインスリン／IGF 刺激非依存的に（チロシンリン酸化非依存
的に）相互作用し、巨大なシグナル複合体（IRSome）を形成していることを証明した。  
(2)IRSAP の機能 
タンパク質の機能ごとに、代表的な研究成果の概要を示す。 

① IRS を介したインスリン様シグナル・生理活性を修飾するタンパク質 
・DGKζ：DGK は diacyglycerol をリン酸化し、phosphatidic acid を産生する酵素で、PIP5K1a

など他のタンパク質とも相互作用する。我々は、脂肪細胞を用いた研究から、「インスリン
刺激に応答して IRS-1 から DGKζ·PIP5K1a複合体が乖離し、PIP5K1aと DGKζ の局所的な
協調的活性化が起こる。その結果、上昇する PIP5K 活性とこの産物による PI3K 経路の活性
化などを介して GLUT4 の細胞膜移行が促進され、糖取り込みが増加する」ことを明らかに
した。 

・GKAP42：GKAP42 は、cGMP 依存性キナーゼ（cGK-Ia）に相互作用するタンパク質であり、
精巣において発現が報告されていたが、我々は脂肪細胞でもこのタンパク質が発現してい
ることを新たに見出した。我々の研究成果から、「GKAP42 は IRS-1 と結合することによっ
て、IRS-1 を cGK-Iaから保護しているが、TNFaによって cGK-Iaが活性化されると、GKAP42
は分解されてしまい、IRS-1 を保護できなくなる。その結果、IRS-1 が cGK-Iaの作用を受け
てチロシンリン酸化が正常に起こらなくなり、糖取り込みが阻害、インスリン抵抗性が発
生する」というこれまでに報告がない新しいインスリン抵抗性発生機構の存在が明らかと
なった。 

・Nedd4：Nedd4 は広範な組織に発現しているユビキチンリガーゼであり、我々の解析により、
「Nedd4 は IRS-2 に単量体のユビキチンを付加（モノユビキチン化）し、モノユビキチン化
された IRS-2 は細胞膜に存在するユビキチン結合タンパク質 Epsin1 に捕捉されて細胞膜へ
移行する。移行した IRS-2 は IGF-I 受容体によって効率的にチロシンリン酸化され、その結
果インスリン様活性が増強される」という分子機構を明らかにした。 

・この他、PINCH、53BP2S、脱リン酸化酵素 PP2A、PGAM5、アセチル酵素 CBP/p300、脱ア
セチル酵素 HDAC6、14-3-3 などが IRS と相互作用し、インスリン様活性が修飾を受ける際
に、その相互作用や IRS の分子内修飾などが変化することを見出した。 

② IRS の寿命や品質を調節するタンパク質 
・b-TRCP：IRS-1 結合タンパク質として、ユビキチンリガーゼ SCF 構成因子のうち基質の認識

に関わっている F-box タンパク質のひとつ、b-TRCP を同定した。「IGF 刺激による TORC1
経路の活性化によって IRS-1 の 422 番目の Ser 残基がリン酸化され、これを認識して
SCFb-TRCP 複合体が IRS-1 にリクルートされると、IRS-1 がユビキチン化、プロテアソーム
を介した分解が誘導される」ことを発見した。 

・USP7：IRS と相互作用する脱ユビキチン化酵素として USP7 を同定し、「USP7 は IRS と MATH 
ドメインを介して直接相互作用しているが、USP7 はインスリン刺激に応答してチロシンリ
ン酸化された IRS から乖離しやすくなり、このため IRS がユビキチン化を受けプロテオソ
ーム分解される」というホルモン感受性低下機構が稼働していることを明らかにした。 

・USP9X：ヒト前立腺がん細胞 PC3 を用いて、「脱ユビキチン化酵素 USP9X が IRS-2 の分解を
抑制し、このことが、前立腺がん細胞の足場非依存性増殖に必要である」ことが初めて示
された。多くのがん細胞で IRS の過剰発現が報告されていることから、USP9X が、がんの
過増殖能・不死化能・浸潤能等を抑制するための新たな標的となる可能性が明らかとなっ
た。 

・この他、HSP90、gC1qR などのシャペロン、Cul7 や Mdm2 などのユビキチン化酵素の同定に
成功、これらがインスリン様活性を修飾することを明らかにした。 

③ IRS の細胞内局在を決定するタンパク質 
・µ1A：IRS-1 が、µ1A を含む AP-1 複合体と相互作用し、細胞内小胞へ輸送されることが、IGF

による細胞増殖誘導に必要であることが明らかとなった。一般に、IRS は細胞膜付近で機能
すると考えられてきたが、エンドソーム様小胞で増殖誘導を仲介するという新しい概念を
提示することができた。また、AP-1 は一般に膜貫通タンパク質を輸送するが、IRS は、細
胞質に存在するタンパク質でありながら積荷タンパク質として輸送されることが明らかと
なった。 

・µ2：IRS-1 がµ2 を含む AP-2 複合体と相互作用することを確認した。IRS-1 は、細胞膜で AP-2
複合体を F-アクチン上へリクルートし（トラップし）、AP-2 複合体による IGF-I 受容体の
internalization を阻害する、いわば「受容体のエンドサイトーシス調節タンパク質」として
機能していることを初めて明らかにした。更に、結晶構造解析から、IRS の C 末端領域は
天然変性タンパク質であることがわかったので、IRS-1 の Yxxφモチーフを含む IRS-1 の部
分ペプチドとµ2 の共結晶化を試み、最高分解能 2.6 Å の結晶を得ることができた。µ2 は、
膜貫通型タンパク質を認識する場合と同じ疎水性ポケットで IRS-1 の特に 608 番目と 658
番目の Tyr を含む YxxM モチーフを認識していることがわかった。 



・この他、importinβや Rabankyrin5、アクチン結合タンパク質などが IRS と相互作用し、IRS
の核局在を介した転写制御、IRS の膜近傍局在を介した細胞運動の活性化などに寄与してい
ることが明らかになった。 

④新しい機構で生理活性を発現するタンパク質 
・PABPC1：IRS-1 は増殖刺激の有無に関わらず PABPC1 を含む mRNA-protein complex (mRNP) 

と相互作用しており、増殖刺激に応答して起こる翻訳活性化状態では翻訳マシナリーの足
場として機能し、翻訳促進に新しい機構で関与していることが明らかとなった。 

・PRMT5：インスリン受容体 (IR) RNA から、エクソン 11 の選択的スプライシングの有無に
よって、IR-A と IR-B の２つのアイソフォームが生成する。IR-B はインスリンと結合して
主に代謝制御活性を仲介するのに対して、IR-A はインスリン様成長因子 (IGF)-II との親和
性も高く、増殖誘導活性や細胞のがん化も仲介すると推定されている。我々は、IRS-1 がス
プライシング関連分子の一つ、アルギニンメチル基転移酵素 PRMT5 と相互作用することを
発見し、この相互作用が IR RNA の選択的スプライシングに影響を与えることを見出した。
また、IR RNA 選択スプライシングに関わるスプライシング調節因子の同定にも成功した。  

(3) IRSAP と IRS との相互作用を阻害する低分子化合物のスクリーニング 
IRS-1とDGKζの相互作用を阻害するような低分子化合物は糖取り込みを増加させる可能性

が考えられたため、ELISA 法で化合物ライブラリーをスクリーニングした結果、31 種類の候補
物質が得られた。また、化合物アレイを用いて GKAP42 と相互作用する化合物も複数取得、更
に、AlphaScreen を用いた IRS-1 と AP-2、IRS-2 と Nedd4、IRS-2 と USP9X の相互作用を修飾
する低分子化合物のスクリーニング系の構築を進め、IRS-1 と AP-2 の相互作用については 55
種類の化合物を得るなど、種々の相互作用を修飾する候補低分子化合物も取得した。  
(4)種々のモデル細胞・動物における IRSAP によるインスリン様活性の修飾 
①成長とがん 

Nedd4 を高発現したゼブラフィッシュを解析したところ、胚成長や個体の成長・発達の促進
が観察され、Nedd4 が体成長の促進に重要な役割を果たしていることがわかった。これまで、
Nedd4 ノックアウトマウスが成長遅滞を引き起こす理由が明らかになっていなかったが、我々
の研究成果からその機構の一端が明らかとなった。一方、Nedd4 あるいは USP9X の高発現は、
IGF-I 受容体による IRS-2 のチロシンリン酸化のされやすさ、あるいは IRS-2 の量の増加を引き
起こし、前立腺がんなどの悪性化を引き起こすことが明らかとなった。また、AP-2 と IRS-1 の
相互作用を抑制すると、IGF 刺激に応答した IGF-I 受容体の internalization が促進され、増殖な
どが抑制される可能性が示された。 
④ 糖尿病 

IRS-1 と DGKζの相互作用を阻害するような低分子化合物を 31 種取得した。その一つは、
TNFa処理によりインスリン抵抗性が生じている脂肪細胞を処理することにより、TNFa前処理
によって抑制されていたインスリン依存性糖取り込みが回復した。そこで、高脂肪食給餌で肥
満になりインスリン抵抗性発生に伴い II 型糖尿病を発症しているモデルマウスにこの化合物
を腹腔内投与したところ、インスリン感受性が回復した。GKAP42 のノックアウトマウスにも
インスリン活性への影響が観察された。 
③IRSome の形成と RNA 代謝調節 
先に述べたように、IRSome には RNA と相互作用するタンパク質が含まれており、特に、IRS-1

は、RNA 機能制御タンパク質に相互作用する他、U96A snoRNA や rRNA など、多くの RNA と
直接相互作用し、タンパク質合成能などの調節に寄与しているという、予想をしていなかった
RNA・タンパク質代謝調節機構の存在を発見した。これに対して、IRS-2 はこれらとの相互作
用は観察されなかった。IRSome を RNase で処理後、非変性条件で分子質量を調べたところ、
IRSome の分子質量が 400kDa 付近まで減少し、IRSome の形成に RNA が重要な役割を果たして
いることも明らかになった。 
④低タンパク質栄養応答 
アミノ酸欠乏状態に応答した肝臓の IRS-2 の分解の抑制が起こるが、これを介して、インス

リンに依存した脂肪合成や糖新生が増加し、脂肪肝（クワシオルコルという栄養失調の症状）
や血糖値の正常化が起こると我々は考えていた。しかし、IRS-2 のノックアウトやノックダウ
ン細胞や動物を用いた研究から、インスリンシグナルの増加を介さず、脂肪合成の促進と糖新
生の抑制、すなわちインスリン様活性の促進が起こることがわかった。更に、機械学習を用い
た解析から、アミノ酸のプロファイルの変化に応答して細胞自律的に脂肪蓄積が引き起こされ
ることを、世界で初めて発見した。このように本研究は、血中アミノ酸プロファイルがシグナ
ルとなって細胞にモニターされ、インスリン様活性を発現するという、これまでに報告がない
新しい機構の存在の発見につながった。  
(5)国際研究コンソーシアムの形成 
本課題により Gordon Research Conference on IGF and insulin system in physiology and diseases: 

IGF/Insulin signaling: New discoveries in metabolism and growth, stem cells and epigenetics, aging, 
cancer and neurological disease (2017)/The impact of IGF and insulin on life-long health (2019)を、vice 
chair,/chair として主催することができた。両会合において 7 カ国 19 研究教育機関が集まり、世



界規模で「インスリン様活性調節コンソーシアム」を形成する合意が得られた。本コンソーシ
アムは、国際的に基礎と臨床、実学と応用の研究者が共同して、インスリン様活性の異常が主
因となる種々の疾病の発生分子機構を解明し、異常の解除法の開発、および資源動物への利用
法の開発を進めるというもので、我々の研究グループと本研究の成果が、その中核としての役
割を果たすことになったのは特記に値する。 
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