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研究成果の概要（和文）：代謝調節ホルモンであるインスリンへの体の応答性が低下すると糖尿病が起こる。一
方、インスリンと構造の似たインスリン様成長因子（IGF）には成長促進作用があり、IGFへの応答性が過度に高
まるとがんを発症しやすくなる。これらの応答性が変わるしくみには不明点が多い。今回、インスリン/IGFが細
胞膜受容体に結合した後で起こる細胞内シグナル伝達を調べた。その結果、シグナル伝達を担うIRS2が別のタン
パク質Nedd4と複合体を形成しており、この複合体が不足するとインスリン応答性が低下し糖尿病につながる、
一方、この複合体が過剰に存在するとIGF応答性が過度に高まりがん細胞の過増殖の一因になることがわかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Insulin plays central roles in the regulation of glucose metabolism. Upon 
overnutrition, insulin target cells become resistant to insulin, and excessive resistance causes 
diabetes. Insulin-like growth factor (IGF) is a peptide similar in structure to insulin, and 
promotes body growth. Excessive sensitivity of cells to IGF contributes to hyper-proliferation and 
oncogenic transformation of cells. The mechanisms by which the responsiveness of cells to 
insulin/IGF is altered are not fully understood. In this study, we investigated intracellular 
signaling that is activated just after insulin/IGF binds to their membrane receptors. We found that 
IRS2, one of major insulin/IGF signal transducer proteins, associates with a protein called Nedd4. 
Our study indicated that the excessive disassembly of this Nedd4-IRS2 complex leads to insulin 
resistance and diabetes, whereas the excessive assembly contributes to hyper-proliferation of cancer
 cells.  

研究分野：分子細胞生物学、分子内分泌学
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１．研究開始当初の背景 
インスリンは筋肉・脂肪組織の糖取り込
みを促進、肝臓の糖放出を抑制し、個体の
糖恒常性維持に中心的な役割を果すホルモ
ンである。肥満などに応じて標的組織がイ
ンスリン抵抗性を発症すると、これは２型
糖尿病の主因になる。一方、インスリン様
成長因子（IGF）は、種々の細胞の増殖・分
化・運動を促進、細胞死を抑制し、組織発
達・個体成長に重要な役割を果している。
IGF の生理活性が過剰に増強するとがんや
過成長の原因になる（引用文献 1）。 

 
インスリン/IGF シグナル（以下、インス
リン様シグナル）は以下の機構で伝達され
る。まず、これらのリガンドがインスリン
/IGF 受容体に結合すると、受容体内蔵型キ
ナーゼが活性化する。活性化した受容体キ
ナーゼは、自己リン酸化するとともにイン
スリン受容体基質（IRS）をチロシンリン酸
化する。次に、チロシンリン酸化した IRS
に PI-3kinase などの下流シグナル分子が結
合して活性化する。これに応じて PI-3kinase
経路や MAPK経路などの下流シグナル伝達
系が活性化し、生理活性の発現を誘導する。 

 
申請者らは、これまでに、種々のホルモ
ン・サイトカイン・栄養因子の刺激に応じ
たインスリン様シグナルの変動機構の研究
を進めてきた。その過程で、IRSが巨大な分
子複合体に含まれていることを発見した。
さらに、細胞外因子の刺激に応じてこの複
合体の構成分子が入れ替わり、これを介し
てインスリン/IGF 受容体による IRS のチロ
シンリン酸化が抑制/増強することを明らか
にした（引用文献 2）。続く解析により IRS
に結合するタンパク質を網羅的に同定し、
約 40種について機能解析を進めている（引
用文献 3, 4）。 

 
中でも、ユビキチンリガーゼ Nedd4 の解
析では、Nedd4が IRS2と複合体を形成して
IRS2 に単量体のユビキチンを付加（モノユ
ビキチン化）することを見出した。さらに、
モノユビキチン化された IRS2は何らかの機
構で細胞膜画分に移行してインスリン/IGF
受容体によるチロシンリン酸化を受けやす
くなり、インスリン様シグナルが増強する
ことを明らかとしてきた (引用文献 5)。 

 
一方、前立腺がんを含む種々のがん細胞
では Nedd4 が過剰発現していることが報告
されている。また、肥満によりインスリン
抵抗性状態となったインスリン標的組織で
は、インスリン刺激に応じた IRS2のチロシ
ンリン酸化が抑制されることが知られてい
る。他の結果も併せ、我々は、『Nedd4-IRS2
複合体の過剰な乖離/形成が、インスリン様
シグナルの過剰な抑制/増強を引き起こし、
これが糖尿病やがんの発症・進行に寄与す

る』と着想するに至った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「Nedd4-IRS2複合体の過
剰な乖離/形成が、糖尿病やがんの発症・進
行に寄与するか」を明らかにすることであ
る。 

 
３．研究の方法 
 用いた抗体・siRNA・プラスミド・細胞な
どの材料の情報、細胞培養や細胞への遺伝子
導入・質量分析・免疫沈降・イムノブロット・
DNA合成測定などの方法の詳細は、発表論文
4, 16に記載した通りである。 
 
４．研究成果 
(１) 多くの前立腺がんで Nedd4 が過剰に発
現していることが報告されている。そこで、
前立腺がん細胞における Nedd4-IRS2 複合体
の存在量とその役割を明らかにすることとし
た。 
 
 まず、前立腺がん細胞 DU-145と PC-3を用
いて、Nedd4と IRS2の結合を共免疫沈降-イ
ムノブロット法で解析した。その結果、両者
が複合体を形成していることを確認した。続
いて、siRNA法を用いて Nedd4を発現抑制し
た PC-3細胞を IGF-Iで刺激し、IGFシグナル
を調べた。その結果、Nedd4の発現抑制によ
って IGF-I 刺激に応答した IGF-I 受容体の自
己リン酸化は変化せず、IRS2のチロシンリン
酸化および IRS2 と PI-3-kinase の結合は抑制
された。さらに、IGF-I 刺激に応答した細胞
増殖を DNA へのチミジン取り込みを指標に
調べたところ、Nedd4の発現抑制によって細
胞増殖が抑制されることがわかった。 
 
 「背景」で記したように、Nedd4 が IRS2
に結合すると、IRS2 が Nedd4 によってモノ
ユビキチン化を受ける。モノユビキチン化し
た IRS2 には、ユビキチン結合タンパク質
Epsin1が結合することを最近明らかとしてい
た（発表論文 16）。Epsin1 は細胞膜のクラス
リン被覆小胞形成部位に存在していること
がわかっているので、モノユビキチン化した
IRS2 は Epsin1 との結合を介して細胞膜上の
IGF-I 受容体の近傍にリクルートされると予
想した。そして、これにより IGF-I 刺激に応
じて IGF-I受容体キナーゼによって IRS2が効
率的にチロシンリン酸化されるようになる
と予想した。そこで、前立腺がん細胞でこの
しくみが働いているか調べるため、Epsin1を
発現抑制した。その結果、IGF-I 刺激に応答
した IRS2 のチロシンリン酸化が抑制され、
細胞増殖も抑制された。 
 
 以上から、前立腺がん細胞では Nedd4-IRS2
複合体が過剰に形成されており、これにより
Epsin1を含むメカニズムを介して IGFシグナ
ルが増強し、これが細胞の過増殖の一因にな



っていると考えられた（図１）。 
 

 
(２) 代表的なインスリン標的細胞である肝
細胞に着目し、Nedd4-IRS2複合体とインスリ
ン抵抗性の関係を調べた。まず、肝細胞 H4IIE
や Hc3716-hTERTを用い、種々の培養条件で
の Nedd4-IRS2 複合体の量を検討した。その
結果、培地中のグルコースを取り除くと、複
合体の形成が促進することが明らかとなっ
た。 
 
 そこで、グルコースの除去が IRS2 に及ぼ
す影響を調べたところ、グルコース除去によ
り IRS2 のユビキチン化量が増加し、インス
リン刺激に応答した IRS2 のチロシンリン酸
化も増強した。この IRS2 のチロシンリン酸
化の増強は、Nedd4の発現抑制により見られ
なくなった。また、グルコース除去により
IRS2の下流シグナル分子であるAktやFOXO
のリン酸化も増強した。 
 
 グルコースの除去により細胞内の AMP 依
存性キナーゼ（AMPK）が活性化していたの
で、通常のグルコース濃度の条件で AMPK活
性化剤 AICAR の影響を解析したところ、
AICARの添加により Nedd4-IRS2複合体の形
成が促進し、インスリン刺激に応答した IRS2
のリン酸化が促進した。 
 
 以上から、肝細胞ではグルコースの不足に
よる AMPKの活性化に応じて Nedd4-IRS2複
合体の形成が促進し、これにより IRS2 がモ
ノユビキチン化を受け、インスリンシグナル
が増強すると結論した。一方、グルコースが
過剰の状態では、AMPK 活性が低下して
Nedd4-IRS2複合体が減少し、これにより IRS2
のモノユビキチン化が減少してインスリン
シグナルが減弱することにより、インスリン
抵抗性が惹起され糖尿病の原因となると考
えられた（図２）。 
 
 インスリン抵抗性を引き起こす因子はグ
ルコースだけではない。遊離脂肪酸や炎症性
サイトカインがインスリン標的組織に作用
すると、細胞内で PKC・JNKなどのキナーゼ

の活性化や小胞体ストレス（ER ストレス）
が惹起され、これらを介してインスリン抵抗
性が起こることが知られている。細胞に PKC
活性化剤 PMA、JNK 活性化剤アニソマイシ
ン、ER ストレス誘導剤ツニカマイシンを添
加し、Nedd4-IRS2複合体の形成量を検討した。
その結果、これらの処理では Nedd4-IRS2 複
合体への影響は見出されなかった。従って、
Nedd4-IRS2 複合体はグルコースのシグナル
を特異的にモニターしてインスリン感受性
を制御する役割を果たしていると考えられ
た。 
 

 
(３) タンパク質のユビキチン化反応は可逆
的な反応で、標的タンパク質にユビキチン分
子を付加するユビキチンリガーゼと、付加さ
れたユビキチン分子を取り除く脱ユビキチ
ン化酵素のバランスによって制御されてい
る。Nedd4 が IRS2 に付加したユビキチンを
取り除く脱ユビキチン化酵素は不明であっ
たため、これを同定することとした。 
 
 IRS2 の C 末端にユビキチンを融合させた
キメラタンパク質をHEK293T細胞に発現し、
これと共免疫沈降するタンパク質をトリプ
シンで消化後、質量分析装置を用いて解析し
た。その結果、同定されたタンパク質の中に
Ubiquitin-specific protease 15 (USP5) が含まれ
ていた。USP15は USPファミリーに属する脱
ユビキチン化酵素の１つである。続く解析か
ら、USP15 は通常の IRS2 にはほとんど結合
せず、IRS2-ユビキチン融合タンパク質に多く
結合することがわかった。 
 
 HEK293 細胞や前立腺がん細胞 PC-3 を用
いて解析した結果、USP15を過剰発現すると、
Nedd4 によって誘導される IRS2 のユビキチ
ン化が抑制され、IGF-I 刺激に応答した IRS2
のチロシンリン酸化も低下した。一方、USP15
の発現を抑制すると、Nedd4によって誘導さ
れる IRS2のユビキチン化が促進、IGF-I 刺激
に応答した IRS2 のチロシンリン酸化が増強
し、IRS2の下流でリン酸化を受けて活性化す
るセリンスレオニンキナーゼである Akt や



Erkのリン酸化も増強した。 
 
 以上の結果から、USP15 は Nedd4 が IRS2
に付加したユビキチンを除去し、インスリン
/IGF に応答した IRS2 のチロシンリン酸化を
抑制、インスリン/IGFの生理活性を減弱させ
る役割を果たすと考えられた（図３）。今後、
がん細胞の過増殖や肝細胞のインスリン抵
抗性の発症に USP15 が果たす役割を解明す
ることは、非常に重要な課題である。 

 
(4) まとめると、本研究から以下が示された。 

① ユビキチン化酵素 Nedd4 と脱ユビキチン
化酵素 USP15のバランスにより、IRS2の
モノユビキチン化量が調節されている。 
② このバランスが崩れ IRS2が過剰にモノユ
ビキチン化されると、IGFシグナルが過剰
に増強されてがん細胞の過増殖の一因に
なる。 
③ 一方、モノユビキチン化が不足すると、
インスリンシグナルが低下して糖尿病の
一因となる。 
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