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要旨 
インスリン受容体(IR)と IGF-1 受容体(IGF1R)は非常に相同性が高く、類似のシグナル伝達系を共
有しているが、IR は主に代謝恒常性を調節し、IGF1R は主に増殖シグナルを調節していることが、これ
までの数多くの研究で示されている。両受容体シグナル伝達機構の違いとそのメカニズムの解明は、肥満
や糖尿病などの病態の詳細やそれらに対するアプローチに繋がるため積年の課題である。まず細胞工学
的手法とリン酸化プロテオミクスを組み合わせ、IR と IGF1R による詳細なシグナル伝達様式の違いを明
らかにした。さらに IR における細胞内 juxtamembrane 領域の Leucine-973 が、IR と IGF1R のシ
グナル伝達の主要な相違を規定する重要なアミノ酸残基であることを、in vitro と in vivo の双方で明
らかにした。さらに、IR の細胞内シグナル伝達の詳細な検討を行う中で、リガンド作用下での細胞内シグ
ナル伝達経路に加え、リガンド非占拠下での受容体の役割（アポトーシス感受性の制御や細胞老化制
御）が示唆された。 
 
内容 
■本研究の背景 

IR は IGF1R と高い相同性を有し、下流のシグナル伝達の多くを共有し相補的に作用している。IR
は主に代謝恒常性(PI3K/Akt)を調節し、IGF1R は主に増殖シグナル(Shc/MAPK)を調節しているこ
とが、これまでの数多くの研究で示されている 1,2。両受容体の発現量は種々の臓器・細胞種によって異
なり、肥満や慢性炎症などの病態によっても変化しうる。肥満・内臓脂肪蓄積状態では各種臓器におい
て、IR の代謝調節に関わるシグナルが減弱するインスリン抵抗性が引き起こされ、高血糖や糖尿病に繋
がる一方で、高血糖は成長・増殖シグナル活性化を介して血管障害や糖尿病合併症の進展に結びつ
いていることが知られており、両受容体シグナル伝達様式の違いとそのメカニズムの解明は、肥満や糖尿
病などの病態の詳細やそれに対するアプローチに繋がるため積年の課題である。また IR・IGF1R シグナル
は癌の発症や進展にも密接に関係しており、各々の受容体特異的シグナル伝達経路の解明は、肥満・
糖尿病のみならず癌領域においてもその複雑な病態を理解する上で重要である。 

IR・IGF1R の juxtamembrane 領域内の NPEY モチーフは、IRS-1 や Shc 等の主要なアダプタ
ータンパク質のリクルートに必須であるが 3、派遣先研究室では、ヒト IR の Leucine-973 を IGF1R 配
列と同様の phenylalanine に置換すると(L973F-IR)、インスリン作用下で細胞増殖シグナル優勢
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（IRS-1 のリン酸化が低下する一方で、Shc のリン酸化が亢進する）に変化することを見出している 4。
この IR-Leucine-973 が両受容体におけるシグナル伝達の違いに大きく寄与している可能性がある。 

また、派遣先研究室ではこれまでに、IR 及び IGF1R をダブルでノックアウトしたマウスから作製した前
駆脂肪細胞株を用い、ダブルノックアウト細胞では野生型と比しアポトーシス耐性になること 5 や、様々な
インプリント遺伝子の発現が著減すること 6 を報告してきた。これらはリガンド非存在下の培養条件でも観
察され、チロシンキナーゼ活性に依存しない受容体シグナルとその機能の存在が想定された。インスリン作
用による IR とその下流のシグナル伝達は、様々な臓器・細胞において広範に解明されているが、このリガ
ンドが結合していない“Unoccupied state”における IR の役割・意義についてはほとんど解明されておら
ず、糖尿病を含む代謝疾患研究において新たな観点をもたらす可能性がある。 
 
■本研究の目的 

IR と IGF1R による詳細なシグナル伝達様式の違いを明らかにする。さらに IR における
juxtamembrane 領域の Leucine-973 が、IR と IGF1R のシグナル伝達の主要な相違を規定して
いる可能性があり、詳細なシグナル伝達変化とその意義を in vitro と in vivo の双方のモデルで検証す
る。また、リガンド刺激下での IR シグナル伝達経路のみならず、リガンド非占拠性の IR シグナルとその役
割について明らかにする。 
 
■本研究の成果 
① IR 及び IGF1R 特異的シグナル伝達経路の解明 

IR と IGF1R による詳細なシグナル伝達様式の違いを明らかにするため、IR 及び IGF1R をダブルノッ
クアウトしたマウス前駆脂肪細胞株(DKO)に、IR、IGF1R、IR の細胞外ドメインと IGF1R の細胞内ド
メインをもつキメラ受容体（IR̲IGF1R）、IGF1R の細胞外ドメインと IR の細胞内ドメインをもつキメラ
受容体（IGF1R̲IR）を安定発現させた細胞株を作製した(図 1)。これらを用いることで、IR と
IGF1R 及びそれらのリガンドによる相補的な相互作用がない、純粋な実験系で検討を行った。インスリン
(IR と IR̲IGF1R に対し)と IGF-
1(IGF1R と IGF1R̲IR に対し)による
刺激の有無で、包括的なリン酸化プロ
テオミクスを施行したところ、リガンド存在
下における、IR と IGF1R に共通するシ
グナル伝達経路及び、受容体特異的
なシグナル伝達経路が明らかとなった。
IR でよりリン酸化レベルが高いリン酸化
サイトの解析により、mTORC1 シグナ
ルや PI3K/Akt シグナルといった代謝経
路が IR で IGF1R に比し亢進してい
た。また IGF1R でよりリン酸化レベルが
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高いリン酸化サイトの解析により、細胞周期や有糸分裂、Rho-GTPases などの細胞増殖シグナルが
IGF1R で亢進していることを見出した。 

また、キメラ受容体（IR̲IGF1R 及び IGF1R̲IR）の解析を追加することで、これらの受容体特異
的なシグナル伝達経路が、細胞外ドメインと細胞内ドメインのどちらに依存しているのかを詳細に解析した。
IR 及び IGF1R 特異的シグナル伝達経路は大部分が細胞内ドメインに依存しているが、一部細胞外ド
メインを介していることが明らかとなった。 

 
② IR における Leucine-973 は IGF1R とのシグナル伝達の主要な違いを規定するアミノ酸残基である 

続いて、IR における細胞内 juxtamembrane 領域の Leucine-973 が、IR と IGF1R のシグナル
伝達の主要な相違を規定している可能性を先行研究で見出しており 4、IRのLeucine-973をIGF1R
配列と同様のphenylalanineに置換し(L973F-IR)、詳細なシグナル伝達変化とその意義を in vitro
と in vivo の双方のモデルで検討した。in vitro においては、IR 及び IGF1R をダブルノックアウトしたマウ
ス前駆脂肪細胞(DKO)に、野生型ヒト IR(WT-IR)あるいは L973F-IR を安定発現させた細胞株
（L973F-IR)を樹立した(図 2)。これらを用いてインスリン刺激下でのシグナル伝達をウェスタンブロット
法で検討したところ、WT-IR に比し L973F-IR 細胞では、IRS-1、Akt 及び mTOR のリン酸化が低
下し、一方で Shc や Gab-1 のリン酸化が著明に亢進していた。つまり、IR の L973F 変異はインスリン
作用下で代謝シグナルが減弱し細胞増殖シグナル優勢（IGF1R 様）に変化をもたらした。さらに、
L973F-IR 細胞はインスリン刺激下での Glycolysis の低下、グルコース取り込みの低下、そして細胞増
殖速度の亢進を認めた。リン酸化プロテオーム解析では、L973F-IR 細胞でリガンド刺激下において、
IRS-1/PI3 キナーゼ/Akt/mTOR 経路の障害、そして Shc/MAPK シグナル及び細胞周期関連蛋白
のリン酸化亢進がみられた。  

 

 
 
続いて L973F-IR 変異ホモ接合体ノックインマウス（L973F-IR マウス）を作製し(図 3)、 in vivo

での影響について解析を行った。L973F-IR マウスは野生型マウスと比し、通常食下で血糖値や体重に
変化はみられなかったが、グルコース負荷試験において軽度の耐糖能障害、インスリン負荷試験において
インスリン感受性の低下を認めた。下大静脈からインスリンを投与し、各組織におけるインスリン下流シグ
ナルを評価したところ、in vitro での結果と同様に、IRS-1 や Akt のリン酸化が低下し、一方で Shc の
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リン酸化が著明に亢進していた。L973F-IR
マウスでは、肝臓でのコレステロール含量及び
血中コレステロール量の低下を認めた。また、
高脂肪食負荷による体重増加が L973F-IR
マウスで低下しており、皮下白色脂肪組織の
有意な重量低下と肝重量の低下を認めた。
両群間で摂餌量には変化はみられず、インス
リンシグナルの（代謝面での）障害に基づくも
の と 考 え ら れ た 。 以 上 よ り 、 IR に お け る
Leucine-973 は、IR と IGFIR とのシグナル
伝達の違いを特徴づける重要なアミノ酸残基であると考えられた(図 4)。 

 
③ “Unoccupied state”におけるインスリン受容体の役割・意義 
最後に、リガンド刺激下での IR シグナル伝達経路に加えて、リガンド非占拠性の IR シグナルとその役

割について検討を行った。DKO 細胞に、野生型ヒト IR(WT-IR)、kinase-dead IR(K1030R 変異)、
⊿CT-IR(C 末端なし)、JMO-IR(チロシンキナーゼ領域と C 末端なし)を安定発現させた細胞株を作製
した。これらの細胞を用いてインスリンによる刺激の有無(100nM で 15 分)でリン酸化プロテオーム解析
を行い、従来から明らかとなっているインスリン刺激下での IR のチロシンキナーゼ活性に基づくシグナル伝
達経路に加え、リガンドとチロシンキナーゼ活性非依存性のシグナルネットワークを見出した。その多くは
IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR 及び⊿CT-IR によって同様に引き起こされ、Ｃ末端を除く IR の細胞
内ドメインがこれらの変化に関わっていると考えられた。具体的には、IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR 及
び⊿CT-IR 発現細胞で、DKO や JMO-IR 発現細胞と比し、細胞と細胞外マトリックス相互作用に関
連するタンパク質リン酸化の増加、JAK/STAT/インターフェロンシグナルの低下、ATM シグナルの低下、
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細胞周期関連のタンパク質リン酸化低下がみられた。これらのシグナルネットワークの多くは、プロテオーム
解析に基づく各々のタンパク質量で補正しても保持されていた。 

また、同様の条件下でプロテオーム解析及びトランスクリプトーム解析を行ったところ、リガンド非刺激下
での細胞株間のタンパク質・遺伝子発現の変化の大部分が IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR 及び
⊿CT-IR によって同様に引き起こされていた。プロテオーム解析では、IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR
及び⊿CT-IR 発現細胞で、DKO や JMO-IR 発現細胞と比し、コラーゲンを含む細胞外マトリックス蛋
白の増加、JAK/STAT/インターフェロンシグナルに関連する免疫システム関連蛋白の減少がみられ(NF-
kB シグナル含む)、これらの変化の 70-80%は mRNA 発現の変化を伴っていた。またトランスクリプトー
ム解析では、これらの遺伝子発現変化に加え、SASP 関連遺伝子の発現が DKO や JMO-IR 発現細
胞に比較し、IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR 及び⊿CT-IR 発現細胞で低下していることを見出した。 

IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR 及び⊿CT-IR 発現細胞では、DKO や JMO-IR 発現細胞と比し、
細胞増殖が亢進していた。さらに、各種刺激下によるアポトーシス感受性、細胞生存率を検討したところ、
興味深いことに、IR(WT-IR)、
K1030R 変異 IR 及び⊿CT-IR
の再発現によりアポトーシス感受
性が回復したが、JMO-IR の再発
現ではほぼ回復はみられなかった。
SASP 関 連 遺 伝 子 の 発 現 が
IR(WT-IR)、K1030R 変異 IR
及び⊿CT-IR 発現細胞と比し、
DKO や JMO-IR 発現細胞で増
加を示していることも含め、IR の細
胞内ドメインが細胞老化のフェノタ
イプを抑制しているものと考えられ
た。以上より、リガンド非占拠下で
の IR の役割（アポトーシス感受
性の制御や細胞老化制御）が示
唆された(図 5)。 
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