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研究成果の概要（和文）：インスリン抵抗症家系の原因遺伝子の同定を目指し、エクソーム解析を行った結果、
PIK3R1遺伝子c.1945C＞T変異を同定した。
この変異の機能を明らかとするため、発端者からiPS細胞の樹立を行い、肝細胞への分化誘導を行った。健常者
由来iPS細胞から誘導した肝細胞と比較して、インスリン添加によるAktリン酸化が顕著に抑制されており、
PIK3R1異常ではインスリン作用が抑制されていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：As a result of exome analysis aiming at identification of the causative gene
 of the insulin resistance family, PIK3R1 gene c.1945C> T mutation was identified.
In order to clarify the function of this mutation, we established iPS cells from probands and 
induced differentiation into hepatocytes. Compared with hepatocytes derived from healthy 
person-derived iPS cells, Akt phosphorylation upon addition of insulin was significantly suppressed,
 suggesting that the PIK3R1 abnormality suppresses the insulin action.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本インスリン抵抗症家系の原因遺伝子はPIK3R1遺伝子であったが、SHORT症候群の原因遺伝子として海外から
2013年に報告されていた。しかし日本人を初めとした東アジア人では初の報告となり、顔貌などの特徴が世界共
通であることが明らかとなった。また、PIK3R1遺伝子の疾患iPS細胞を作成したが、この疾患iPS細胞は世界で始
めてのものであり意義は大きい。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
インスリン抵抗症はインスリン受容体異常症とも呼ばれ、強いインスリン抵抗性と治療の

困難な糖尿病を特徴とする疾患である。インスリン抵抗症はインスリン受容体遺伝子異常に

より発症する A型とインスリン受容体抗体により発症する B型に分類される。一方、A型様の

表現型を示すものの、インスリン受容体遺伝子に異常を認めない例もごく稀に存在する。こ

のような例はインスリン受容体以降の情報伝達障害が原因と考えられているが、その本態は

十分に明らかではない。実際、インスリン受容体以降の情報伝達障害による遺伝性インスリ

ン抵抗症としては、インスリン作用発現に関わるセリンスレオニンキナーゼである Akt2 の遺

伝子異常（Science 304, 1325-1328, 2004）及びGLUT4の細胞膜移行に関わる分子であるTBC1D4

の遺伝子異常（PNAS 106, 9350-9355, 2009）が報告されているものの、各々2 家系、1 家系

での報告であり、受容体以降の

情報伝達障害が疑われる例の

大半の原因遺伝子は明らかで

はない。 

申請者は、両親や同胞にイン

スリン抵抗症の兆候を全く認

めないにも関わらず、小児期か

らの強いインスリン抵抗性に

加え、妖精様顔貌、黒色表皮腫、

NASH、多嚢胞性卵巣といった典

型的特徴を伴うインスリン抵

抗症の孤発例女性を継続診療

してきた(図１)。本例ではインスリン受容体遺伝子に加え、インスリン情報伝達に関わる主

要分子である IRS1、IRS2、PDK1、Akt1、Akt2 の遺伝子、さらにインスリン抵抗症に類似した

表現型を示すとされる PPARγ2の遺伝子異常（Nat Genet. 31:379, 2002）の検索のため、こ

れらの遺伝子の全コード領域のシークエンスを行ったが、原因となり得る異常は認めていな

い。本例は最近、妊娠、出産に至り、無事に男児を得た。児の父親にもインスリン抵抗症の

兆候は全く認めないが、児は新生児期から高インスリン血症を呈し、多毛や特徴的顔貌・身

体所見なども含め、母親と同様にインスリン抵抗症様の表現型を生下時から持つことが明ら

かとなった。このことは、発端者女性が「優性遺伝形式を持つ新生突然変異の獲得」という

極めて稀な遺伝学的病態により、インスリン抵抗症を発症したことを強く示唆する。 

 
２．研究の目的 
本研究では申請者が継続診療している本例において、まず、発端者及びその家族のエクソ

ーム解析を行うことにより、本例のインスリン抵抗症の原因遺伝子の候補を抽出する。また、

発端者の末梢血白血球から iPS 細胞を作成し、脂肪細胞、骨格筋細胞、肝細胞といったイン

スリン感受性細胞に分化させた後に各種のインスリン作用の反応性について検討することに

より、インスリン作用障害が生じている臓器（細胞）とステップを明らかとする。さらに、

エクソーム解析で絞り込まれた候補遺伝子の機能障害の有無を iPS 細胞から分化させたイン

スリン感受性細胞で検討することにより、本症例におけるインスリン抵抗性の原因遺伝子の

同定を目指す。 

 
３．研究の方法 



①インスリン抵抗症発端者及びその家族のエクソーム解析 

発端者とその家族より末梢血を採取し、密度遠心勾配法を用いて単核球を分離する。末梢

単核球からゲノム DNA を抽出し、常法に従い全エクソン配列断片を作成し、次世代シーク

エンサーHiseq2500 を用いてシークエンスを決定する。シークエンス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、発端者及び児には存在し、他の

家族には認めないものを抽出する。 

 

②インスリン抵抗症発端者からの iPS細胞の樹立 

患者から末梢血を採取し密度遠心勾配法を用いて単核球を分離する。得られた患者由来末

梢血単核球に初期化因子（Oct3/4、Sox2、KLF4、c-Myc）をセンダイウイルスベクターもし

くはエピソーマルプラスミドベクターを用いて導入し、既報のヒト多能性幹細胞培養条件下

に播種する。iPS 細胞様コロニーが形成されれば、実態顕微鏡下にコロニーを採取し、株化

する。また、胚様体形成法を用いた in vitro 誘導系によって三胚葉系への分化能を評価し、

細胞の多機能性を確認する。 

 

③iPS細胞から分化させたインスリン感受性細胞を用いた解析 

(1) 脂肪細胞、肝細胞、骨格筋細胞への iPS細胞からの分化誘導 

既報を参考に iPS 細胞からインスリン感受性細胞への分化誘導を行う。脂肪細胞について

は Stem Cells Dev. 22: 2895, 2013、肝細胞については PNAS. 109：12538, 2012、骨格筋に

ついては PLoS One. 8:e61540, 2013に報告された方法に基づいて分化誘導を行う。同時に連

携研究者である神戸大学大学院医学研究科の青井貴之博士が既に作成している健常者から樹

立された iPS細胞を同様の方法で分化誘導し、対照細胞を作成する。 

(2) iPS細胞由来インスリン感受性細胞を用いたインスリン作用障害部位の解析 

分化誘導した脂肪細胞、肝細胞、骨格筋細胞を用い、インスリンによるグルコース取り込

み促進、脂肪分解抑制、グリコーゲン合成促進、脂肪合成促進、糖新生系酵素遺伝子発現抑

制、脂肪酸合成系酵素遺伝子発現増強などの作用を解析し、対照細胞での反応性と比較する

ことにより、これらの作用が患者由来細胞で障害されているかどうかを明らかとする。 

 (3) インスリン抵抗性原因遺伝子の同定 

エクソーム解析で得られた候補遺伝子のうち、活性測定系が確立しているものについては、

患者 iPS 細胞由来インスリン感受性細胞において、その活性を測定する。また特異的抗体が

得られるものについては、イムノブロット法等によりその蛋白発現量を測定する。活性や蛋

白発現の異常がみられた分子について、対照細胞や株化した脂肪、肝、筋細胞への過剰発現

実験、siRNAを用いたノックダウン実験、あるいは発端者が持つ変異を導入した変異分子の

過剰発現実験を行い、上記の③(2)の計画で認めたような作用の障害が生じるかどうかを検討

することにより、インスリン抵抗性の原因遺伝子の同定を目指す。 
 
４．研究成果 

 原因遺伝子の同定のために、発端者とその家族から得た DNA を用いてエクソーム解析を

行った結果、発端者で denovo に生じ児へ遺伝した遺伝子変異を 38 個認めた。そのうち、ア

ミノ酸変化を伴い機能の変化が予測された遺伝子変異を 1個同定した（図２）。その遺伝子変

異は、PIK3R1 遺伝子 c.1945C＞T であった （Hamaguchi T, Hirota Y,et al. J Diabetes 



Investig.2018 9: 1224-1227）が、SHORT 症候群の原因遺伝子として 2013 年に報告されてい

た（Am J Hum 

Genet. 93:141, 

2013）。また、

発端者とその

児の末梢血単

核球にセンダ

イウイルスベ

クターを用い

て初期化因子

(Oct3/4、Sox2、

KLF4、c-Myc)

を導入し、iPS

細胞の樹立を

行った。また、

健 常 者 由 来

iPS 細胞および患者由来 iPS 細胞を用いて、既報（PNAS.109.12358-12543）に従い肝細胞への

分化誘導を行った。AFP や ALB など肝細胞のマーカーの発現を mRNA、蛋白質レベルで確認し、

肝細胞に分化していることを確認した。また、インスリン作用の検討として、インスリン受

容体の下流にある Akt について、インスリン添加によるリン酸化を解析した。健常者由来 iPS

細胞から誘導した肝細胞と比較して、患者 iPS 細胞細胞から誘導した肝細胞ではインスリン

による Akt リン酸化が顕著に抑制されており、PIK3R1 異常ではインスリン作用が抑制されて

いることが示唆された。また、糖新生系酵素の発現を検討することが必要であったが、通常

の誘導方法では、糖新生系酵素である G6PC(Glucose-6-phosphatase catalytic subunit)の発

現が認められなかったため、培地の変更や、分子化合物の添加など、誘導方法を改良するこ

とで G6PC が発現する条件を見出した。さらに、インスリン添加による G6PC 発現の減弱作用

を比較したところ、疾患 iPS 細胞由来肝細胞の方が G6PC 発現の減弱作用がより弱いという結

果が得られた。以上よりこの PIK3R1 変異ではインスリン作用が抑制されていることが示唆さ

れた。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、申請者の例は世界で始めてのものである。この点では、本研究成果は極めて独自性と

科学的優越性の高いものと言える。 
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