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研究成果の概要（和文）：ヒトインスリン受容体異常症患者からのiPS細胞を樹立し、インスリン感受性細胞で
ある肝細胞または脂肪細胞へ分化させる。これらの細胞は、インスリンシグナルにより抑制されるFoxo1の活性
が増加しており、その標的遺伝子発現が増加していることが予想される。そこで、High throughput screening
により得たFoxo1活性抑制低分子化合物候補を、同細胞用いて同定していく。これまで、コントロールおよびイ
ンスリン受容体遺伝子異常症iPS細胞を樹立したが、インスリン感受性細胞への分化には至らなかった。一方、
Foxo1活性調節低分子化合物の同定に関しては、ヒット化合物を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：In order to generate human insulin-resistant cells, we try to establish 
human iPS cells derived from a patient with insulin receptor gene mutations (Leprechaunism) and to 
differentiate them into insulin responsive cells, including hepatocytes or adipocytes. After 
establishment of them, we investigate the effects of low molecular weight chemicals that inhibits 
Foxo1 transcriptional activity using these cells because Foxo1 activity in these cells are active 
due to defects of insulin signaling.  
 We could establish human iPS cells from a patient with Leprechaunism but not make them 
differentiate into insulin-responsive hepatocyte and adipocytes. However, I could have nine low 
molecular weight chemicals that activate or inhibit Foxo1 transcriptional activity. Therefore, we 
will continue to identify chemicals for therapy of type 2 diabetes mellitus.

研究分野： 肥満　２型糖尿病

キーワード： iPS細胞　インスリン受容体異常症　Foxo1　低分子化合物　ハイスループットスクリーニング
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１．研究開始当初の背景 
インスリン抵抗性は 2 型糖尿病の基本病態の
一つであり、インスリンシグナル伝達の障害
と考えられる。フォークヘッド転写因子Foxo1
はインスリンシグナルが伝達される代表的な
転写因子である。インスリン抵抗性ではFoxo1
は核内へ移行し活性が上昇していることが考
えられ、その活性を制御することはインスリ
ン抵抗性、2 型糖尿病の治療戦略として重要
である。近年、iPS細胞が薬剤選択スクリーニ
ングに利用されつつある。しかしながら、2型
糖尿病の創薬開発において利用しうる適切な
iPS細胞は見いだされていない。ヒトインスリ
ン受容体異常症はインスリン受容体遺伝子異
常が原因である。その中でも、妖精症／
Leprechaunismは、インスリン受容体遺伝子異
常のホモ接合体または複合ヘテロ接合体で発
症し、極めて重篤である。私たちは、インスリ
ン受容体遺伝子エクソン 4の欠失とコドン 87
のロイシンがプロリンに置換するミスセンス
変異を有する症例に治療にあたり現在でも生
存している(J Biol Chem 1995: 270: 22017, J 
Clin Endocrinol Metab 1998: 83: 542)。今回、
症例本人の承諾を得、iPS細胞を樹立した。こ
の細胞は、インスリン受容体の減少および機
能異常により細胞内のインスリンシグナルが
極めて減弱しており、Foxo1 活性が上昇して
いることが考えられる。したがって、もし適
切にインスリン感受性細胞に分化させること
が可能であれば、ヒトのインスリン抵抗性細
胞を得ることができる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、この iPS 細胞を生体内の糖・エ
ネルギー代謝の主要臓器細胞である肝細胞お
よび脂肪細胞に分化させ、High-through put 
screening により、同定される Foxo1活性抑
制低分子化合物の選別の最終スクリーニング
に使用するアッセイ系を確立することを目的
とする。 
	 本研究では、Leprechaunismの日本人症例よ
り iPS 細胞を樹立し、肝細胞へ分化させるこ
とを提案している。同肝細胞ではインスリン
受容体の異常により細胞内の FOXOが恒常的
に活性化されていると推定され、FOXO 活性
抑制型の低分子化合物の効果を評価・検証す
るためには最適な細胞系と言える。したがっ
て、同定された低分子化合物が、Leprechaunism 
iPS 細胞より分化させた肝細胞での Foxo1 活
性を抑制することができれば、治療抵抗性の
Leprechaunism への治療へつながりうるのみ
でなく、インスリン抵抗性の改善・2型糖尿病
の治療へつながると考えている。 
 
３．研究の方法 
(1)インスリン受容体異常 iPS 細胞(IR-

defect	iPS)由来の肝細胞を樹立する	
	 iPS 細胞は症例本人の同意を得、研究協力
者である国立成育医療研究センター小野寺雅
史先生との共同研究によりすでに樹立した。	

	
樹立した iPS 細胞より、既報(Nature	 2011;	
475:390,	Nature	2013;	499:	481）に基づき
肝細胞(IR-defective	 hepatocyte)への分化
を試みる。	
(2)同肝細胞においてインスリンシグナルが

実際に低下していることを示す	

	 分化させた IR-defective	 hepatocyte にお
いて、実際にインスリンシグナルが低下して
いることを、インスリン受容体発現の低下、
及び、細胞へのインスリン刺激によるインス
リン受容体基質(IRS)、Akt、Foxo1 のリン酸化
の状態を、正常人から同時に樹立した iPS 細
胞より分化させた肝細胞と比較検討すること
により、確認する。	
(3)同肝細胞の Foxo1 標的遺伝子 Glucose-6-
phosphatase	 (G6pc)、Phosphoenolpyruvate	
carboxykinase	 (Pck1)の発現が上昇し、グル
コース産生能が増加していることを示す	

	 次に、IR-defective	hepatocyte において、
Foxo1活性が実際に上昇していることを、内因
性の Foxo1 が、核内に存在することを免疫組
織染色で確認する。さらに、肝臓における
Foxo1 の標的遺伝子である G6pc および Pck１
遺伝子発現(J.	 Clin.	 Invest	 2001:	 108:	
1359,	Nat	Genet	2002:	32:	245)が、正常人
から同時に樹立した iPS 細胞より分化させた
肝細胞に比べ、上昇しているかどうか確認す
る。最終的に、正常人から同時に樹立した iPS
細胞より分化させた肝細胞に比べ、IR-
defective	hepatocyte のグルコース産生量が
増加していることを確認する。以上のことが
確認されれば、インスリン抵抗性肝細胞であ
るといえる。	
(4)High-through	 put	 screening により同定

された Foxo1 活性抑制低分子化合物が、上記

(3)の変化を是正することを示す	

	 研究協力者理化学研究所和光研究所ケミカ
ルゲノミクス研究グループ伊藤昭博先生との
共同研究で同定される Foxo1 活性抑制低分子
化合物を IR-defective	 hepatocyte に投与す
る。IR-defective	 hepatocyte は Foxo1 活性
が上昇していることが考えられ、上記のG6pc、
Pck１発現が正常型肝細胞より上昇している
ことが予想される。したがって、Foxo1 活性抑
制低分子化合物により、これらの発現が低下
し、グルコース産生量も減少することが考え
られる。	
	
４．研究成果	
コントロールおよびインスリン受容体遺伝子
異常症 iPS 細胞を樹立した。さらに、肝細胞
への分化を試みたが成功には至らなかった。	 	 	
	 一方、iPS 細胞を用いたアッセイ系を確立
したのちに使用する Foxo1 活性調節低分子化
合物の同定に関しては、まず、理化学研究所
天然化合物バンク(RIKEN	 NPDepo)の約 2 万化
合物から、ヒット化合物候補を得た。これら
は、Foxo1 活性増加化合物は	33 化合物であっ
たが、活性低下低分子化合物は	2 化合物のみ



であり、再検の結果活性低下は、細胞毒性な
どの非特異的な作用であった。そこで次に、
東京大学創薬機構の化合物ライブラリーのう
ち構造多様性を考慮した約 1 万化合物におい
てスクリーニングを行った。約 3SD となる抑
制率 25%以上の化合物 144 個、活性化率 60%以
上の化合物 144 個をヒット化合物とし、その
後細胞毒性がない化合物（HEK293 細胞に cell	
titer	 glo®を用いて評価）及びその類縁化合
物につき再度スクリーニング作業を行い、目
標となる活性化合物 4 つ、抑制化合物 5 つを
得た。既知の Foxo 抑制物質である AS1842856®
においては 25μM での Foxo 抑制率は 37%程で
あり、当化合物の抑制率は 10μM で抑制率が
40%以上であり、大幅に抑制率が大きいことが
確認された。今後、引き続き iPS 細胞からの
肝細胞への分化を試みるとともに、脂肪細胞
への分化を試み、同定されつつある低分子化
合物による Foxo1 標的遺伝子発現への影響を
検討する。また、同定されつつある低分子化
合物に関しては、理化学研究所、伊藤昭博先
生のご協力のもと表面プラズモン共鳴現象
（ビアコア）を用いて Foxo1 との直接結合を
検討し、今後の細胞あるいは動物実験に資す
る化合物の同定を行う。	
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