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研究成果の概要（和文）：我々はインスリンシグナル伝達経路に着目し、個体レベルでの数理モデル解析とマル
チオミクス解析を実施した。数理解析では、世界で初めて生体内のホルモン作用の数理モデルを作成し、肝臓内
のインスリンシグナル伝達経路が投与インスリンの速度や濃度の情報を処理していることとそのメカニズムを明
らかにした。また、このモデルから糖尿病のインスリン応答を推定し、メカニズムの端緒を拓いた。マルチオミ
クス解析では、代謝・タンパク質リン酸化・タンパク質発現・遺伝子発現の4階層の時系列データを取得し、多
階層に跨るネットワークを再構築することでインスリン作用が異なるタイミングで協調的に制御されていること
を見出した。

研究成果の概要（英文）：We focused on the insulin signaling pathway and conducted mathematical 
analysis and multi-omics analysis at the individual level. In the mathematical analysis, we 
developed the first mathematical model of hormone action in vivo and revealed that the insulin 
signaling pathway in the liver processes information encoded into the blood insulin patterns and its
 mechanism. Using the model, we also predicted the insulin signaling pathway responses in type 2 
diabetes mellitus conditions, and the model deepened our understanding on T2DM mechanisms. In the 
multi-omics analysis, we obtained time-series data across four omics layers, such as metabolome, 
phospho-proteome, expression proteome, and transcriptome. Also, we found that insulin action is 
coordinately regulated at different timing by reconstructing the trans-omic network across 
multi-omic layers.

研究分野：システム生物学

キーワード： 数理解析　トランスオミクス解析　インスリン　肥満

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの分子メカニズムに注目したシステム生物学の研究は、培養された細胞などを用いた解析が中心であっ
た。我々は個体における肝臓のインスリン作用に注目し研究を行った。その結果、数理モデルでは世界で初めて
生体内におけるホルモン作用の数理モデルを作成した。また、代謝・タンパク質リン酸化・タンパク質発現・遺
伝子発現の4階層のオミクスデータから多階層に跨るネットワークを再構築し、協調的な制御機構を明らかにし
た。これらの個体を用いた研究は、今後のヒトに対する治療や創薬研究を推し進めると期待される。

※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 
  これまでの分子メカニズムに注目したシステム生物学の研究は、培養された細胞などを
用いた解析が中心であった。生命応答の真の理解のためには個体を用いたメカニズムの解
明は必須であるが、個体のデータを用いた数理解析は殆どなされていなかった。特に、生命
現象は多階層に跨る多階層ネットワークによって制御されており、データの取得ならびに
解析手法は確立されていなかった。 
 
２．研究の目的 
細胞そして生物は遺伝子発現変化やタンパク質量、分子の複合体形成、翻訳後修飾、代謝変動な
ど数万の分子からなる「階層」に跨るシグナル伝達経路によって制御されている。多階層のネッ
トワーク、そして、このネットワークによって伝達される動的なシグナルの特性（動的特性）を
明らかにすることは生命現象や疾病の理解に非常に重要である。このような解析を行うには従
来の生物学的手法では手におえず、コンピュータの力を使った数理解析が必須となる。また、同
時分布を仮定できるような多階層データを取得する実験的手法も必要である。しかし、現在まで
に複数のオームデータ（マルチオームデータ）を取得、多階層ネットワークを再構築し、数理モ
デルを作成することで生命現象の動的特性を明らかにした研究はない。本研究では、個体（マウ
ス）を用いて肝臓におけるインスリン作用のマルチオームデータ（遺伝子発現、タンパク質発現、
リン酸化タンパク質、代謝物）を取得、インスリン作用の多階層ネットワークを再構築する。そ
の後、多階層に跨るネットワークの数理モデル手法を開発することで動的特性を明らかにし、イ
ンスリン作用の全体像を理解する。 
 生体内のインスリン波形は複数のパターンを示すことが報告され、これらのパターンがイン
スリン応答に重要であることが報告されている。これまでに我々は培養細胞を用いて、インスリ
ンの異なるパターンが下流分子を選択的に制御できることとそのメカニズムを明らかにしてき
たが、生体内における選択的制御の存在とそのメカニズムは不明のままである。そこで、生体内
の多階層に跨るシグナル伝達経路が、生体内のインスリン波形をどのように処理しているかを
明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 マウス個体にインスリン刺激を行い、4時間にわたる時系列データを取得する。各時点のマウ
スから肝臓を採取し、同時分布を仮定でき、複数階層のオミクスデータを取得できる手法を開発
する。開発した手法を用いて、メタボローム・リン酸化プロテオーム・発現プロテオーム・トラ
ンスクリプトームの時系列データを取得する。取得したデータを基に数理的・情報学的解析を行
い多階層に跨るネットワークを再構築することで、多階層ネットワークの動的特性などの情報
を抽出する。 
 ラットを用いて、生体内においてインスリンが分泌される門脈から異なるパターンのインス
リン刺激を行う。2時間までの時系列データを取得し、肝臓を摘出、タンパク質の発現量やリン
酸化、遺伝子発現の情報を取得する。得られたデータを再現する数理モデルを作成し、生体内（肝
臓）におけるインスリン刺激パターンによる選択的制御の存在とそのメカニズムを明らかにす
る。 
 
４．研究成果 
(１) 多階層オミクスデータを用いた肝臓におけるインスリン作用ネットワークの再構築 
①同時分布を仮定できる多階層オミクスデータ取得手法の開発 
 通常、臓器や臨床サンプルから複数のオミクスデータを取得する場合は、凍結サンプルをハン
マーなどで破砕後、適当な破片を用いてサンプルの処理・測定を行ってきた。これでは、同一サ
ンプルを用いていたとしても同時分布を仮定することはできず、異なるオミクスデータ間の統
計処理を行うことが出来ない。そこで我々は、ドライアイス存在下でサンプルを粉砕し、パウダ
ー状のサンプルを分配することで複数のオミクスデータを取得する手法を開発した。サンプル
をパウダー状にすることで均一化し、フラクション間で同時分布を仮定できる。これまでに、エ
ピゲノム（メチローム、H3K4me3、H3K27ac）、トランスクリプトーム、発現プロテオーム、リン
酸化プロテオーム、メタボローム（親水性・疎水性）のオミクスデータの取得に成功している。 
②肝臓におけるインスリン作用の全体像の再構築 
 マウスの腹腔内にインスリンを注入し、刺激後 4時間までの肝臓時系列サンプルを取得した。
得られた肝臓サンプルから①で開発した方法を用いてトランスクリプトーム・発現プロテオー
ム・リン酸化プロテオーム・メタボローム（水溶性）を取得した。得られたデータには欠損値や
信頼に値しないデータが含まれる。そこで、これらの値をクリーニングし、インスリンの変動を
説明するに十分な情報が含まれていることを確認した。クリーニングされたデータを基に、数理
的・情報学的手法を用いて多階層に跨るネットワークを再構築した（図１）。具体的には、RNA と
タンパク質発現間の制御関係の推定や、リン酸化による活性の推定など事前知識を用いたもの



と、リン酸化モチーフからのリン酸化酵素の予
測や転写因子・miRNA の推定など予測ソフトやデ
ータベースを用いた推定になる。 
③再構築したネットワークからの情報の抽出 
 階層的クラスタリングなどの手法を用いて、4
時間という時間におけるインスリンによるタン
パク質の発現変動は RNA によるものよりも（約
20%）非転写による制御が大きい（約 80%）こと
が分かった。興味深いことに、非転写制御による
タンパク質発現変動ではリン酸化による変動が
関わっていることが示唆された。また、KEGG の
genetic information processing のネットワー
クを抜き出し検討してみると、翻訳制御がタン
パク質発現やリン酸化によって優位に制御され
ていることが分かった。これらのことはインス
リンによるタンパク質の発現制御が遅いと考え
られる転写制御よりも比較的速いと考えられる
翻訳によって制御されていることを示唆してい
る。 
 次に代謝制御に注目して検討を行った。得ら
れた代謝ネットワークを基に動的特性の解析を行い（図１）、インスリンが肝臓の異なる代謝（炭
素代謝・アミノ酸代謝・核酸代謝・脂質代謝を RNA）発現やリン酸化シグナルを介して異なるタ
イミングで協調的に制御していることを明らかにした。これらの結果は、代謝の各経路を協調的
に制御するメタレベルでの制御が存在することを意味している。 
 
(2) 生体内におけるインスリン波形の意義とメカニズムの理解 
①生体内における任意インスリンパターンの作成 
 生体におけるインスリン波形の意義を明らかにするためには、生体内の波形を模倣した刺激
パターンを投与する必要がある。生体内においてインスリンは門脈に分泌される。そこで、ラッ
トを用いて門脈に直接インスリンを投与する系を構築した。特に、インスリンは血糖値を減少さ
せるため、実験中はグルコースを投与することで血糖値を一定に保つ必要がある。また、内在性
のインスリン分泌は任意のインスリンパターン投与に影響を与える。そこで、経静脈からグルコ
ースを投与することで血糖値を一定にし、同時に、ソマトスタチンを投与することで内在性のイ
ンスリン分泌を抑制した状況でインスリンを投与した。 
②インスリンシグナル伝達経路分子の時系列データの取得 
 インスリン投与は通常刺激（ステップ刺激）、一過的刺激（パルス刺激）、持続的刺激（ランプ
刺激）の 3つのパターンを用いて行った。それぞれの刺激 2時間までの任意の時点において肝臓
を採取し、IR, AKT, S6K, GSK3β, FoxO1 のタンパク質量とリン酸化量をウエスタンブロッティ
ングで、G6Pase の発現量を RT-PCR によって定量化・取得した。興味深いことに、6つの分子の
パターンはそれぞれ異なり、インスリンシグナル伝達経路の分子がインスリンパターン依存的
に制御されていることが示唆されて。また、これらの時間パターンは培養細胞で得られたパター
ンと異なり、培養細胞の結果と in vivo (肝臓)の応答は大きく違うことが分かった。 
③数理モデルの作成とメカニズムの理解 
 実験データを再現する微分方程式モデルを作成した。本モデルはパラメータ数が 27 個ありそ
の探索に多くの時間がかかる。そこで、モデルを複数に分割し、各々においてパラメータを推定、
最後に分割したモデルを統合し、パラメータの探索空間を狭めて再度パラメータを推定した。作
成したモデルは実験データの特徴を再現していた。つまり、作成したモデルはインスリンパター
ンによる選択的制御のメカニズムを内包してい
ると考えられた。本モデルは、生体におけるホル
モン作用を初めて数理モデルで表現したもので
ある。 
 作成した数理モデルを解析することで選択的
制御のメカニズムがネットワーク構造の違いと
パラメータの違いであることが明らかになっ
た。これらの違いにより、インスリンシグナル伝
達経路の分子が血中インスリンパターンに含ま
れる速度と濃度の情報を処理・応答しているこ
とが明らかになった(図 2)。 
④数理モデルによる 2 型糖尿病状態での応答の
予測 
 2 型糖尿病状態で血中インスリン濃度が高い
にも関わらず、糖新生が十分に抑制できないこ
とが報告されている。そこで、このメカニズムを



理解するために、作成した数理モデルを用いて 2 型糖尿病状態におけるインスリンシグナル伝
達経路の分子の挙動を予測した。糖尿病状態では IR の量や活性の減少が報告されている。そこ
で、モデルにおいてこれらを減少させて応答を検証した。その結果、血中インスリン濃度が上昇
しているにも関わらず、空腹時における G6Pase の発現量が上昇することが分かった。これは、
G6Pase のインスリンに対する感受性が高いことが理由であり、これまで不明であったインスリ
ン応答依存的なインスリン抵抗性を説明する理由の一つとして感受性の違いが示唆された。 
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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 ２．論文標題  ５．発行年
In vivo decoding mechanisms of the temporal patterns of blood insulin by the insulin-AKT
pathway in the liver.

Cell Syst. 118-128

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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久保田　浩行
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 １．発表者名

 １．発表者名
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年
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 １．発表者名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名
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Hiroyuki Kubota

Hiroyuki Kubota.

Hiroyuki Kubota

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

Regulation of insulin action by temporal patterns of insulin.

Regulation of insulin action by temporal patterns of insulin.

In vivo decoding mechanisms of the temporal patterns of blood insulin by the insulin-AKT pathway in the liver.

肝臓と筋肉におけるAkt経路の定量的な比較

 １．発表者名
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 ３．学会等名

 ３．学会等名

Kubota H., Uda S., Matsuzaki F. and Kuroda S.

 ２．発表標題

久保田　浩行

久保田　浩行

久保田　浩行
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数理シグナル第３回若手ワークショップ（招待講演）

 ２．発表標題

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

Trans-Omic analysis of the acute insulin action in the liver =Toward in vivo trans-omic analysis-

トランスオミクス解析を用いた生体応答のシステム的理解

単純なネットワーク構造と入力刺激パターンが生み出す生命応答の制御

トランスオミクス解析を用いたインスリン作用の理解

 １．発表者名

 １．発表者名

 ２．発表標題
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久保田　浩行、宇田　新介、松崎　芙美子、山内　幸代、黒田　真也

Uda, S. and Kubota, H.

Uda, S. and Kubota H.

Kubota H., Fumiko M., Shinsuke, U. and Kuroda S.

The 21st Conference of Open Innovations Association FRUCT.（国際学会）
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 ２．発表標題
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 ４．発表年

 ４．発表年

 ４．発表年

 １．発表者名

 １．発表者名

 １．発表者名

インスリンパターンによる生体内シグナル分子の選択的制御

An estimation method of sparse partial correlation matrix for omics data analysis.

Sparse Gaussian Graphical Model with Missing values.

Toward in vivo Trans-omic analysis

 １．発表者名

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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The 26th Hot Spring Harbor International Symposium（招待講演）（国際学会）
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1.はじめての数理モデルとシミュレーション
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