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研究成果の概要（和文）：マウスを用いた研究から、正常なインスリン分泌と膵島（膵臓ランゲルハンス島）β
細胞の生存維持に小胞体ストレス応答経路の1つであるIRE1-XBP1経路の恒常的活性化が必要なことを明らかにし
た。また、IRE1-XBP1経路のシグナル伝達には、XBP1蛋白質の翻訳休止が必要であるが、それはXBP1の特異的な
アミノ酸残基が翻訳途上で蛋白質製造機械リボソーム構成成分との接触により起こることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Firstly, the constitutive activation of IRE1-XBP1 pathway in the ER of mouse
 islet beta-cells is required for the normal insulin secretion and both the survival and the 
maintenance of mouse islet beta-cells using IRE1 knockout mice. Secondly, cryo-electron micrographic
 studies clarified the 3D structure of translational pausing peptide of XBP1u protein, indicating 
that the specific amino acid residues in XBP1u directly interacts with the ribosomal components in 
ribosome tunnel.

研究分野：分子細胞生物学

キーワード： 小胞体　ストレス応答　インスリン　糖尿病　リボソーム　翻訳休止

  ５版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
糖尿病の原因となる血糖値調節ホルモンのインスリン分泌が、膵島β細胞での小胞体ストレス応答経路
IRE1-XBP1経路の恒常的活性化に依存していることを明らかにした。この結果は、正常なインスリン分泌の理解
の一助になるとともに糖尿病治療にとっても役に立つ。また、XBP1蛋白質の翻訳過程での一時的休止は、上記の
効率的な情報伝達に必要であるが、何故一時休止ということが起こるのか、その原因についても明らかにした。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

生物は細胞から構成されており、外界とは細胞膜を通してやり取りをしている。また細胞内に

も膜で区切られたオルガネラがあり、それぞれが独立した機能を有して生命維持に働いてい

る。これらの膜はタンパク質や脂質から構成されており、それらの合成は小胞体を起点として

行われている。細胞内外の環境変化により小胞体内に変性タンパク質が蓄積することを小胞体

ストレスと呼んでおり、細胞はそのストレスを解消するために小胞体ストレス応答（UPR: 

Unfolded Protein Response とも言う）を起こすことが知られている。小胞体ストレス応答

は、細胞がその恒常性を維持するために進化的に発達させてきた小胞体とサイトゾル/核間の情

報伝達機構であり、その機構は驚くほど巧みに制御されていることが明らかとなってきた。し

かし、今までの研究の多くは、ツニカマイシン（糖蛋白質糖鎖合成阻害）、タプシガルギン（小

胞体カルシウムチャネル阻害）、DTT(S-S 結合阻害)などの薬剤処理により小胞体内に変性タン

パク質の蓄積を強制的に誘導する、いわゆる小胞体ストレッサーを用いてなされたものであ

る。これらのストレッサーは、小胞体ストレスにかかわる役者や舞台装置を明らかにするうえ

で非常に有用であった。しかし、生物がそのような薬剤に実際にさらされる強度な小胞体スト

レスが起こることはほとんど考えられず、生理的な状況下でどのような場合に小胞体ストレス

応答が重要なのかについて研究することは現在極めて重要であると考えている。 

 

２．研究の目的 

膵島β細胞では、生理的条件下で常時小胞体ストレス応答経路が高いレベルで活性化してい

る。これはストレスがかかったことに対応して活性化しているというよりも、この経路の活性

化がβ細胞機能維持の為に必須だからであると考えられる。実際この応答経路を遮断するとイ

ンスリンの分泌障害が起こり糖尿病を発症する。そこで、（1）生理的な条件下での小胞体スト

レス応答が、細胞や生物個体の恒常性維持にとって実際に重要な役割を果たしていることを、

分子・細胞・個体のレベルで明らかにする。また、哺乳動物細胞内では、小胞体ストレスに対

応して常に応答できるように、ストレス非存在下においてもその準備がなされていることがわ

かってきた。その 1つの例として、IRE1-XBP1 ストレス応答経路では、XBP1u 蛋白質が翻訳休止

という手法を使って常に自身の mRNA を小胞体膜に運ぶ役割をしていることがわかっている。本

研究では、（2）XBP1 蛋白質が合成途上で、どのような分子メカニズムを使って翻訳休止という

現象を起こしているのかを明らかにする。 

 

３．研究の方法 

（1）小胞体ストレスセンサーIRE1αを膵島β細胞のみ KO したマウスは、生後 4週目から糖尿

病症状を示す。その原因をマウスと KO マウスから調製樹立した膵島β培養細胞

MIN6(Ire1αFl/Fl)と MIN6(Ire1αΔR/ΔR)を用いて、分子・細胞のレベルで明らかにする。一方、

小胞体ストレス応答のもう一つの経路 ATF6αの KOマウスは全く異常を示さないので、両遺伝

子を破壊したマウスを作製し、膵島β細胞における両遺伝子の役割を解析する。さらに、その

マウスから MIN6(Ire1αFl/Fl/Atf6α-l-)や MIN6(Ire1αΔR/ΔR/Atf6α-l-)を作製し、培養細胞を用

いて ATF6αのβ細胞における生理的役割を明らかにする。 

（2）FH-XBP1u を HEK293T 細胞に発現し、翻訳休止配列(PS)とリボソームトンネル内で相互作

用する因子を光架橋し、抗 Flag 抗体により免疫沈降したものを質量分析する。得られた候補分

子が実際に XBP1u と相互作用することを、部位特異的変異導入により確認する。 

 



４．研究成果 

（1）膵島β細胞における IRE1 及び ATF6 経路活性化の生理的役割 

①  正常なインスリン産生に IRE1αの恒常的活性化による 5種類の PDI の高発現が必要 

 膵島β細胞では spliced form である Xbp1s mRNA が恒常的に高発現していることから、IRE1

αは通常の生理的な条件下で常時活性化していることが明らかとなった。この現象は膵β細胞

特異的な現象で他の組織では観察されなかった。この応答を起こさない Ire1α遺伝子を膵島β

細胞でのみノックアウト(遺伝子破壊；KO)したマウスを作製すると、４週齢以降に徐々に高血

糖を示すと同時に、多尿、糖尿となり、典型的な糖尿病症状を示すことがわかった。この結果

は、膵島β細胞によるインスリン産生が IRE1αの恒常的活性化に依存していることを強く示唆

している。そこで、IRE1α-XBP1 経

路がどのようにインスリン産生に

寄与しているのかを、 Ire1αfl/fl

マウスから培養β細胞を樹立

[MIN6(Ire1αfl/fl)細胞]、その細胞

に Cre を強制発現させることによ

り MIN6(Ire1αΔR/ΔR)細胞（IRE1α

の RNase 欠損型）を作出し、イン

スリン産生に及ぼす IRE1αの役割

を細胞レベルで調べた。その結

果、IRE1αを欠損するとプロイン

スリン、インスリン両者の発現量

が激減することを見出した。小胞体シャペロンのトランスクリプトーム解析を行うと、全部で

約 20 種類ある PDI family 遺伝子のうち 5種の遺伝子（PDI, PIDR, P5, ERp44, ERp46）の発現

が有意に低下していた。24週齢のマウス膵島でも同様の現象が起きていることを確認した（図

1）。この MIN6(Ire1αΔR/ΔR)細胞に野生型の Ire1αを導入発現すると、Xbp1u mRNA の特殊スプ

ライシングが回復し、プロインスリン、インスリン産生量の回復が認められ、同時に PDI 関連

遺伝子の蛋白量レベルでの回復も認められた。このことから膵β細胞でインスリンを正常に合

成するためには、常に IRE1αが活性化しその下流の遺伝子群、特に 5種の PDI family 蛋白質

が高発現し、プロインスリンの折り畳みを効率よく行うことが、インスリン産生にとり大変重

要であることが明らかとなった。 

② 膵島β細胞での ATF6αのインスリン産生における生理的役割 

Ire1αKO マウスは糖尿病を起こすことは①で明

らかにしたが、もう 1つの小胞体ストレス応答

経路である Atf6αの KOマウスでは、膵臓に全

く異常は認められなかった（森和俊研究室、京

都大）。そこで両者を掛け合わせて膵島β細胞特

異的に両方の遺伝子を破壊したマウス（Ire1α
ΔR/ΔR/ Atf6α-/-）を作製したところ、Ire1α単

独 KO マウスの糖尿病症状より重篤な表現系を示

すことが明らかとなった。Atf6α単独の KOマウ

ス由来の膵島は図 2左に示すように野生型と同様な膵島を示すが、両遺伝子 KOマウスでは、8

週齢以降には膵島を検出するのが難しくなった。これは図 2右に示すように、β細胞数が極端



に減り、膵島自体が縮小し見つけるのが難しくなる。明らかに Ire1α単独 KOの場合と異なっ

ている。この理由を明らかにしたいのであるが、マウスから膵島を単離することが難しいので

生体を用いた解析は不可能であった。そこで Atf6αKO マウス膵島から①と同様に MIN6(Ire1α
+/+/Atf6α-/-)細胞と MIN6（Ire1αfl/fl/Atf6α-/-）細胞を樹立した。最初に、MIN6（Ire1α
fl/fl/Atf6α-/-）細胞にウィルスを用いて Cre を発現させてその影響を見る実験も試してみた

が、Cre の発現効果が悪く、おそらく両方の遺伝子が破壊されると、細胞の生存にも大きな影

響が出るものと思われ、このような方法はこの研究には向いていないと考えられた。そこで、

阻害剤を使うことを試みた。これらの細胞に IRE1αの RNase 部位の阻害剤 4μ8c を作用させ、

両者のルートを阻害してその効果を調べることにした。4μ8cの効果は素晴らしく、添加と同

時にインスリン分泌がほぼ抑えられることがわかったが、詳細に調べると IRE1αとは無関係に

インスリン分泌を選択的に抑えることが明らかとなりこの阻害剤は使えないことがわかった

（Sato et al., Cell Struc. Func.2017）。逆に、MIN6(Ire1αΔR/ΔR/Atf6α+/+)細胞に ATF6α阻

害剤 Ceapin-A7 を作用させて効果を見る実験も試みたが、今のところはっきりとした影響は見

られていない。今後はもっと別の方法を考えなければならない。 

 

（2）XBP1u の翻訳休止機構の解析と小胞体ストレス応答における生理的意義 

XBP1u タンパク質は、C末側に小胞体へ輸送されるためのシ

グナル配列 HR2 と翻訳休止のためのシグナル PSをその順で

もつ（図 3参照）。翻訳休止をしないと HR2 は SRP に認識さ

れないことが、従来の SRP 経路と大きく異なる点である(図

4、PNAS,2016)。翻訳休止は PS とリボソームトンネルを形成

する蛋白質や rRNA との相互作用が大きいことが予想された

ので、相互作用分子を光架橋により検出した。質量分析の結

果、XBP1u の PS はリボソーム蛋白 uL4 と強く相互作用していることが示唆された。クライオ電

顕の結果から uL4(R71)と相互作用している可能性が示唆されていたので、uL4 と XBP1u の PS に

変異を導入し実際に相互作用しているかどう

かを検証した。ホスト細胞の uL4 を変異型

uL4 と入れ換えた細胞で翻訳休止が起こるか

どうかを調べたところ、uL4(WT), uL4(R71K)

の時には休止したが、R71G,A,E,W に変異す

ると休止しなくなったので、R71 位の側鎖の

長さや陽イオンが関係していることが示され

た。哺乳動物細胞を用いてリボソーム蛋白質

に変異を入れ翻訳途上で停止した蛋白質の翻

訳停止を解除したのは、おそらく初めての報

告になるので重要な成果である。uL4(Arg71)と XBP1u(Pro243)とが相互作用していることがク

ライオ電顕結果から示唆されているので、今後は XBP1u の 243 位の Pro の前後のアミノ酸に変

異を導入し、両者の相互作用を詳細に調べることが重要と思われる。 
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