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研究成果の概要（和文）：小胞体ストレスセンサー、IRE1αは、小胞体に折りたたみ不完全なタンパク質が蓄積
すると活性化し、シャペロンなどの折りたたみを助ける分子を転写誘導する。私たちはIRE1αの欠損マウスでは
インスリン分泌が抑制されることを報告したが、その分子機構は不明であった。本研究では培養した膵島β細胞
を用いて、IRE1αの阻害剤である4μ 8Cがどのようにインスリン分泌を阻害しているか調べた。その結果4μ 8C
はインスリンのエクソサイトーシス過程を阻害することがわかったが、これはIRE1α以外のものを標的として阻
害していることがわかった。本研究は4μ 8Cに副作用があるということを初めて示した。

研究成果の概要（英文）：IRE1a is activated by the accumulation of unfolded proteins in the 
endoplasmic reticulum to induce gene transcription of chaperones. 4μ8C, a well-known inhibitor of 
IRE1a RNase activity, is commonly used to analyze IRE1a function during ER stress in cultured 
mammalian cells. However, the off-target effects of 4μ8C remain elusive. Pancreatic β-cells 
synthesize a large amount of insulin in response to high glucose stimulation, and IRE1a plays an 
important role in insulin secretion from pancreatic beta-cells. To analyze the role of IRE1a in 
pancreatic beta-cells, we examined insulin secretion after 4μ8C treatment.  Unexpectedly, we found 
4μ8C blocked the late stage of the insulin secretory process, independent of the IRE1a-XBP1 
pathway. Our results indicate that 4μ8C has an off-target effect on insulin secretion in pancreatic
 β-cells. These finding inform the researchers in the field that the use of 4μ8C requires the 
special consideration for the future studies.

研究分野：細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1)小胞体ストレスセンサー、IRE1は、小
胞体に折りたたみ不完全なタンパク質が蓄
積すると活性化し、シャペロンなどの折り
たたみを助ける分子を転写誘導する。 
 
(2)我々の研究室では IRE1を膵島で特異
的に阻害したマウスでは、膵島および血清
中のグルコース濃度の増加、インスリン量
の低下が見られ、糖尿病症状を呈すること
を発見した。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究では IRE1がインスリンの分泌
にどう関与しているか培養細胞系の膵島β
細胞を用いてその分子機構を解析した 
 
(2)それによって IRE1の分泌における新
規の機能の解明とともに糖尿病の発症機序
の理解にも寄与する。 
 
３．研究の方法 
(1)マウスの膵島に SV40の large T-antigen
を導入し、膵島β細胞を培養する実験系を
確立した。この細胞は高グルコース刺激で
インスリンを分泌する。インスリン分泌は
ELISA法によって測定した。また IRE1αの
機能を調べるため、IRE1αの RNase活性阻
害剤である 4μ 8Cを用いて IRE1αを阻害
した。 
 
(2)どの過程が阻害されているかを調べるた
め、パルスチェイス実験を行い、インスリ
ンの生合成および成熟過程を調べた。エク
ソサイトーシス過程については高グルコー
ス後５分という短時間の刺激で培養した膵
島β細胞およびマウスから採取した膵島の
両方を用いて 4μ 8Cによってインスリン
の分泌阻害があるかどうか調べた。 
 
(3) 4μ 8Cの効果が IRE1α依存的かどうか
を調べるため、IRE1αの RNaseドメインを
欠損した膵島β細胞を用いてインスリン分
泌が阻害されるかどうか調べた。 
 
４．研究成果 
(1) 4μ 8Cがどの濃度で XBP1のスプライ
シングを阻害するか調べ、６４μMで阻害
することが分かった。また培養した膵島β
細胞を高グルコースで刺激し、インスリン
分泌を ELISA法によって測定したところ、

６４μMで二時間以内にインスリン分泌を
阻害することが分かった(図１)。 
 
Secretory Alkaline Phosphatase (SEAP)を用い
て構成性分泌が阻害されるかどうか調べた。
その結果、構成性分泌は阻害されなかった
ことから、4μ 8Cの効果はインスリンに特
異的であることが分かった。 
 
(2) 4μ 8Cがインスリン分泌のどの過程を
阻害しているか調べるために、
[35S]-Met/Cysで新規に合成されたタンパク
質をラベルし、インスリンの合成(図２)およ
び成熟(図 3)をパルス実験およびパルスチ
ェイス実験によって調べた。その結果イン
スリンの合成および成熟過程も 4μ 8Cに
よって阻害されていないことが分かった。 

 
 
 

図２ 左; タンパク質をラベルして泳動し
たもの。右;インスリンの量をトータルの泳
動したタンパク質量で割ったもの。インス
リンの合成量は+/-48Cで変化がなかった。 
 

 

図２.４μ８Cはマウス膵島においても５

分でインスリン分泌を阻害した。 

図１.４μ８Cは高グルコース刺激による

膵島β細胞からのインスリン分泌を抑制

した。 
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図 3. 上。パルスチェイス実験により、イン
スリンの成熟を調べた。下; 成熟したイン
スリン量をトータルのインスリン量で割っ
たもの。成熟するスピードに変化がなかっ
た。 
 
 (3)上記の実験でインスリンの生合成およ
び成熟過程は阻害されていなかったことか
ら、4μ 8Cがインスリンのエクソサイトー
シス過程を阻害している可能性がある。こ
れを調べるため、高グルコースで刺激して
５分という短時間でインスリン分泌が阻害
されないかどうか測定した。その結果、培
養した膵島β細胞を用いた実験で 4μ 8C
はインスリン分泌を５分で抑制した。この
結果を確認するため、マウスから採取した
膵島を用いて高グルコース刺激後５分のイ
ンスリン分泌を測定したが、やはり 4μ 8C
で分泌が阻害された(図４)。この結果は 4μ 
8Cはインスリンのエクソサイトーシス過
程を阻害することを示唆する。 

 
図４.マウス膵島において４８Cは５分で
インスリンの分泌を阻害した。 
 
(4)しかしながら、IRE1αは小胞体に存在す
るタンパク質であることから、4μ 8Cは
IRE1α以外のタンパク質を阻害してインス
リンのエクソサイトーシスを阻害している
可能性がある。4μ 8Cが IRE1αを介さず
にインスリン分泌を阻害できるかどうか調
べるため、IRE1αの RNaseドメインを欠損
させた膵島β細胞を用いてインスリン分泌
を測定したところ、IRE1αの RNaseドメイ
ン欠損だけでもインスリン分泌阻害が５
０％程度見られるが、4μ 8Cによってさら
に分泌が抑制されることがわかった(図５)。
このことは 4μ 8Cが IRE1αの RNaseドメ
インがなくてもインスリン分泌を阻害する

ことを意味する。 
 
図５.4m8Cは IRE1αのRNaseドメインを欠
損させた膵島β細胞(ΔR)においてもイン
スリン分泌を阻害した。 
 
 
(5)本研究では 4μ 8Cは IRE1α以外のもの
を標的としてインスリンのエクソサイトー
シスを阻害していることが明らかとなった。
4μ 8Cは IRE1αの阻害剤として広く使わ
れており、4μ 8Cに副作用があるというこ
とは知られていなかったので、今後の小胞
体ストレスおよび糖尿病研究に重要な知見
を与えた。 
 
(6)Hasslerらは IRE1αの RNaseドメインの
変異体を発現させるとインスリンの発現が
阻害されるという報告をしており 1、4μ 8C
ではインスリンの生合成や成熟過程に影響
がなかったという本研究結果と異なる。し
かしながら、Hasslerらは変異体を 72時間
発現させており、4μ 8C処理後数時間以内
にインスリンの生合成および成熟を調べて
いる私たちのやり方とは異なる。4μ 8Cは
IRE1αを短時間で阻害できることから、
IRE1αによって転写誘導される下流因子の
影響から切り離した影響を見ることができ
ると考えられ、4μ 8Cを 72時間など、長
時間処理した場合にインスリンの生合成に
影響が出る可能性はある。阻害剤は短時間
で IRE1αを阻害できることから、IRE1αの
転写誘導とは異なる影響を調べるときに有
用であると考えられ、今後より特異的な
IRE1αの阻害剤の開発が待たれる。 
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