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研究成果の概要（和文）：Wolfram 症候群はインスリン欠乏による糖尿病と視神経萎縮を主徴とする遺伝性疾患で、糖
尿病は膵β細胞の細胞死による。主要な原因遺伝子としてWFS1 が同定されている。この遺伝子は２型糖尿病遺伝子で
もあり、より一般的な糖尿病にも関わっている。今回の研究では、Wolfram症候群の日本での実態を明らかにした。ま
た、β細胞死が起こる機序を遺伝子ノックアウトマウスを用いて研究した。この疾患のβ細胞死には小胞体ストレスが
関わっていること、また、細胞死以前に機能的にも障害され、分泌顆粒の酸性化障害によることがわかった。小胞体ス
トレスによる細胞死のメカニズムや、β細胞機能と時計遺伝子の関わりも解明した。

研究成果の概要（英文）：Wolfram syndrome is an autosomal recessive disorder characterized by insulin defic
ient diabetes and optic atrophy. Diabetes is caused by pancreatic b-cell apoptosis. In most patients, WFS1
 gene is mutated. WFS1 gene is also a type 2 diabetes gene. We conducted a nation-wide survey for the Wolf
ram syndrome in Japan. In the patients, pancreatic b-cell death is caused by ER stress. In addition, beta-
cells are functionally abnormal. That functional failure is at least in part, due to acidification defects
 inside the secretory granules. WFS1 protein exists on the secretory granule membrane, in addition to the 
ER membrane. In the secretory granule, it maintains intra-granular acidic milieu, that is important for "p
riming" of the granule exocytosis. We also studied the mechanism whereby ER stress causes b-cell apoptosis
. We found that excessive Gsk-3b activity enhances ATF4 degradation leading to the apoptosis. We also stud
ied relationship between clock genes and b-cell function.
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１．研究開始当初の背景 
Wolfram 症候群はインスリン欠乏による

糖尿病と視神経萎縮を主徴とする常染色体
劣性遺伝性疾患疾患で、膵 β 細胞の選択的喪
失が見られる。我々は Wolfram 症候群の原
因遺伝子 WFS1 を世界に先駆けて同定した
（Nat Genet 1997）。しかしながら、Wolfram
症候群は希少疾患であるだけに日本での患
者の実態については、疫学的な事も含めてほ
とんどわかっていない。一方、WFS1 遺伝子
の SNPs 解析により、WFS1 遺伝子は２型
糖尿病遺伝子であることも明らかとなって
いる。 

WFS1 蛋白は小胞体に存在し、小胞体スト
レス応答に関連する。WFS1 を欠失する β 細
胞は小胞体(ER)ストレスに対して脆弱であ
る。さらに、Wfs1 欠損マウスを用いた検討
で、このモデルでの β 細胞死は、肥満・イン
スリン抵抗性による β 細胞での小胞体ストレ
ス増強により著しく加速されることを見い
だした。さらに、我々は新たに、膵 β 細胞で
は WFS1 蛋白は小胞体よりむしろインスリ
ン分泌顆粒に豊富に発現され、WFS1 蛋白が
欠損すると顆粒内の酸性化が維持出来ない
ことを見いだしている。加えて、糖尿病発症
Wfs1 欠損マウスのランゲルハンス氏島では
時計関連遺伝子（Dbp, E4bp4）の発現パター
ンが変化していることを見いだしている。最
近、時計関連遺伝子と β 細胞量・機能の関連
が報告され、注目されている。 
 
２．研究の目的 
 Wolfram 症候群の日本での頻度や臨床徴
候等について、その実態を明らかにする。ま
た、成因、病態については、Wfs1 欠損マウ
スおよび細胞モデルを用いて解明してゆく。 
Wfs1 欠損マウスでのインスリン分泌障害の
パターンと程度、WFS1 タンパク質の欠損が
インスリン分泌障害をもたらすメカニズム
を明らかにする。Wfs1 欠損マウスでは、β
細胞の機能的異常に加えて、小胞体ストレス
の亢進に伴って、β 細胞死が加速する。小胞
体ストレスによる β 細胞死のメカニズムにつ
いて検討を進める。 
糖尿病を発症した Wfs1 欠損マウス β 細胞

では時計関連遺伝子の発現パターンが顕著
に変化していることを発見した。糖尿病状態
におけるその発現異常の意義を明らかにす
る。Wfs1 欠損マウスに特有のものか糖尿病
状態で共通か、重要である。さらには、転写
因子である時計遺伝子産物で制御される実
行分子の同定を行う。 
 
３．研究の方法 
 日本での Wolfram 症候群患者の実態調査
は、全国の糖尿病専門医、小児内分泌専門医
に対してアンケート調査により行った。同意
の得られた患者には WFS1 遺伝子の全エク
ソンを直接シークエンスすることによって、
遺伝子診断を行った。 

 WFS1 遺伝子欠損による β 細胞アポトーシ
ス、インスリン分泌不全のメカニズムは、
Wfs1 欠損マウス、または膵 β 細胞由来の培
養細胞を用いて行った。遺伝子発現はマイク
ロアレイ、ChiPSeq などを用いて行った。時
計関連遺伝子を膵 β 細胞で特異的に発現する
トランスジェニックマウスは、マウスインス
リンプロモーターを用いて作成した。 
 
４．研究成果 
（１）日本における Wolfram 症候群の実態
調査 
 Wolfram 症候群は、若年発症のインスリン
欠乏型糖尿病と視神経萎縮の合併をもって
臨床診断されている。その他、中枢性尿崩症、
感音性難聴、小脳・脳幹失調、尿路異常など
多彩な症候を合併する神経変性疾患である。
全国調査により、67 名の患者が同定され、日
本での有病率は 770,000に１人程度と推測さ
れた。本研究への参加を同意した 30 家系か
らの 40 人の患者について解析を行い、もっ
とも早期に現れる症候は糖尿病であり、初発
年齢は平均 8.7 歳であった。続いて視神経萎
縮を発症することが多く、その平均年齢は
15.8 歳であった。少数ながら、視神経萎縮や
尿崩症が初発症状である症例も認められた。
67.5％の患者に WFS1 遺伝子変異が同定さ
れた。WFS1 遺伝子に変異が同定された患者
と、それ以外の患者で糖尿病や視神経萎縮の
発症年齢に差は見られなかった。WFS1 遺伝
子変異が同定された患者では、WFS1 タンパ
ク質の機能が完全に喪失すると思われる変
異を持つ患者では、糖尿病や視神経萎縮の発
症年齢が低い傾向が見られた。 
（２）Wfs1 ノックアウトマウスのインスリ
ン分泌分泌不全の特徴 
 Wfs1 ノックアウトマウスでは、β 細胞がア
ポトーシスにより経時的に減少し、その機序
として、WFS1 タンパク質を欠損する β 細胞
は小胞体ストレスに脆弱なことがあげられ
る。WFS1 タンパク質は主に小胞体に存在す
るが、膵 β 細胞ではインスリン分泌顆粒にも
多く分布する。分泌顆粒上の WFS1 は顆粒内
の酸性化維持に重要である事を見出した。最
近、顆粒内が酸性に維持されることが分泌顆
粒の「プライミング」に重要である事が示さ
れている。Wfs1 ノックアウトマウスでは、β
細胞が有意に減少する以前からインスリン
分泌障害が認められた。単離膵島のバッチイ
ンキュベーションにおいても、膵潅流におい
てもグルコース刺激、KCL 刺激のいずれにお
いても著しい分泌低下が認められ、TURF に
よる解析では、ブドウ糖負荷時の早期の開口
放出（インスリン分泌第１相）が障害されて
いると考えられた。インスリン分泌顆粒内の
酸性化障害による「プライミング」不全のた
めと考えている。一方、Wfs1 ノックアウト
マウスにエクセナチドを投与すると、分泌応
答不全が部分的に回復する。治療応用が期待
される。 



（３）膵 β 細胞のアポトーシスのメカニズム 
 小胞体ストレスを含めた、種々の細胞スト
レスによって、Gsk-3β の過剰な活性化が生
じている。事実、薬物によりこの活性を抑制、
または、Gsk-3β 遺伝子のヘテロ欠損により
遺伝的に Gsk-3β の活性低下をもたらすと、
in vivo、in vitro の両者で小胞体ストレスに
よる β 細胞アポトーシスが軽減または防止さ
れる。この際に、ATF4 の蛋白発現が増加し
ていることがアポトーシス抑制の少なくと
も一部を説明することを見出した。Gsk-3β
の過剰活性は ubiquitin-proteasome 系を介
して ATF4 の分解を促進し、細胞をアポトー
シスに向かわせる。小胞体ストレスによるア
ポトーシス誘導メカニズムの一端を明らか
にした。 
（４）時計遺伝子とインスリン分泌 
 Wfs1 ノックアウトマウスの膵 β 細胞での
遺伝子発現の解析により、時計関連遺伝子で
ある E4bp4、 Dbp の発現が変化しているこ
とを見出した。Clock や Bmal といった、core
遺伝子の欠損でインスリン分泌障害が起こ
ることはすでに報告されているが、転写因子
である時計遺伝子とインスリン分泌とのリ
ンクは不明な点が多い。我々は、β 細胞機能
に重要な役割を持ち、構造上時計遺伝子群と
相同なドメイン構造を持つArntに着目した。
Arntプロモーター+ルシフェラーゼ遺伝子を
用いたレポーター解析や ChiP 解析により、
Arnt は E4bp4、 Dbp により直接発現調節さ
れることを明らかにした。時計遺伝子とイン
スリン分泌を結びつけるリンクのひとつで
あると考えられる。また、E4bp4 の β 細胞で
のトランスジェニックマウスが強いインス
リン分泌不全を来すことを見い出し、解析中
である。 
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