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研究成果の概要（和文）：Wolfram 症候群 (ウォルフラム症候群)は、遺伝性の一型糖尿病であり、その原因遺
伝子は、Wolfram syndrome 1 (WFS1) である。WFS1 遺伝子欠失マウスモデルの研究から、糖尿病発症には、タ
ンパク質分解に重要な E3 ユビキチンリガーゼであるシノビオリンの発現の減弱が重要であることが報告され
た。しかしながら、シノビオリンの発現の減弱による病態発症の分子機序についてはいまだ不明である。本研究
では、膵臓の β 細胞特異的なシノビオリンノックアウトマウスを作製・解析し、シノビオリンの欠失によりイ
ンスリン分泌異常が生じること、および、その分子メカニズムの一端を解明した。

研究成果の概要（英文）：Wolfram syndrome (WS) is the most common genetic type I Diabetes mellitus. 
Molecular genetic studies show that 90% of WS patients carry a loss-of-function mutation in the WFS1
 gene. It has recently been discovered that downregulation of Synoviolin (SYVN1) has been observed 
in Wfs1-deficient mice and lymphocytes from patients with WS. However, the downstream pathways 
involved after the degradation of SYVN1 remain unclear. In this study, we generated and analyze 
pancreatic β cell-specific SYVN1 knockout mice and found that Syvn1 deficiency in β cells causes 
insufficient insulin secretion. 

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Wolfram 症候群 (ウォルフラム症候群)は、常染色体劣性遺伝性疾患であり、日本における患者数はおよそ200人
である。代表的な遺伝性の一型糖尿病であり、いまだその根本的な治療法が確立していない疾患でもある。本研
究では、シノビオリンの欠失により、インスリン分泌異常が生じることが認められ、かつ、その下流のシグナル
の一端を同定した。これらの結果は、これまで報告されていない新規のインスリン分泌制御機構の発見のみなら
ず、同定した下流のシグナル経路が新たなる治療標的になる可能性が考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
難病は、原因が不明、治療方針未確定であり、かつ、後遺症を残すおそれがある疾病である。
治療薬の対象となる患者数が少ない、開発のメリットが少ないなどの理由から研究開発が遅れ
てきた傾向がある。しかしながら、実在する患者の新規治療開発に向けて、病因・病態の解明の
ための基礎研究を推進することは重要である。Wolfram 症候群 (ウォルフラム症候群)は、常染
色体劣性遺伝性疾患であり、日本における患者数はおよそ 200人である。代表的な遺伝性の糖尿
病であり、いまだその根本的な治療法が確立していない疾患でもある。若年で糖尿病が発症し、
内分泌代謝系、精神神経系を広範に障害することが知られている。また、ウォルフラム症候群は、
その主な症状である尿崩症（diabetes insipidus (DI)）、若年発症型糖尿病（juvenile-onset Diabetes 
mellitus (DM)）、視神経萎縮（optic nerve atrophy (OA)）、および 難聴（deafness (D)）であること
から、DIDMOAD症候群ともいわれている。その原因遺伝子として、Wolfram syndrome 1 (WFS1) 
が 1998年に同定された（Inoue H et al. Nat. Genet. 1998, 20: 143-148）。WFS1 タンパク質は、主に
細胞内小器官である小胞体に存在する膜タンパク質であり、細胞内カルシウム制御や小胞体ス
トレス応答に機能していると考えられている。WFS1 遺伝子欠失マウスでは、高血糖が認められ、
β 細胞量減少やインスリン分泌不全が報告されている。また、詳細な解析の結果、この WFS1 の
変異により、膵臓の β 細胞において、小胞体ストレスが高度に上昇し、糖尿病を引き起こすこ
とが明らかになってきた。さらに、糖尿病の発症には、タンパク質の分解制御に機能する E3 ユ
ビキチンリガーゼであるシノビオリンの発現の減弱が重要であることが報告された（Fonseca SG 
et al. J. Clin. Invest. 2010, 120:744-55.）。しかしながら、シノビオリンの発現の減弱による病態発
症の分子機序についてはいまだ不明のままである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ウォルフラム症候群で認められる膵臓 β 細胞におけるシノビオリンの発現の減
弱による糖尿病発症の分子基盤を明らかにすることを目的とし、膵臓の β 細胞特異的なシノビ
オリンノックアウトマウス、および、膵臓の培養細胞を用いて解析する。 
ウォルフラム症候群はいまだ確立した治療法がない難病である。現在、ワシントン大学医学部 
浦野文彦教授らのグループが、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤やカルシウムチャンネル阻害
剤を用いた治験を開始している。浦野教授らは、WFS1遺伝子欠失マウスモデルを用いた研究か
ら、糖尿病の発症に、シノビオリンの発現の減弱が重要であることを明らかにしているが、その
詳細はいまだ不明である。本研究にて、膵臓の β  細胞特異的なシノビオリンノックアウトマウ
スを用いて研究を行うことは、単に、膵臓におけるシノビオリンの機能解析にとどまらず、ウォ
ルフラム症候群の糖尿病発症の分子基盤の解明につながる極めて独創的な研究成果が得られる
ことが期待される。さらに、本研究は、ウォルフラム症候群の病態病因解明のみならず、他の糖
尿病のモデルになりえる重要な研究であり、タンパク質分解という側面から糖尿病発症をとら
えることを目指す本研究は非常に意義ある基礎研究であると考えられる。本研究から見出した
知見を基に、予防法やサプリメント、新規治療薬の創薬開発に貢献することができると期待され
る。 
 
３．研究の方法 
本研究では、シノビオリンの発現の減弱による糖尿病発症の分子基盤を明らかにするため、膵
臓 β 細胞特異的シノビオリンノックアウトマウスの作製を行った。シノビオリン(flox/flox)マウ
スと、膵臓の β 細胞特異的 Cre マウス（Pdx-Cre）との掛け合わせにより、膵臓 β 細胞特異的
シノビオリンノックアウトマウス（Pdx-Syvn1）を作製した。 

 
(1) 経口ブドウ糖負荷試験では、コントロールマウス、および、膵臓 β 細胞特異的シノビオリ
ンノックアウトマウスを絶食させたのち、グルコースを経口投与し、0, 15, 30, 60, 120分
後にその血糖値を測定した。 

 
(2) マウスの膵臓の膵島の分離は、定法に従って行った。具体的には、マウスの膵臓にリベラ
ーゼ（Roche）を注入後、37℃で処理を行った。その後、顕微鏡下で確認しながら膵島を
ピックアップした。膵島をカウント後、24 well plate で培養し、グルコースの有無による
インスリンの分泌量を ELISA（富士フイルムワコーシバヤギ）により測定した。 

 
(3) マウスの膵臓組織を採取後、10%ホルマリン溶液で固定し、パラフィンにて包埋した。切
片作製後、定法に従い、HE 染色・マッソン・トリクローム染色を行った。 

 
(4) GST-pull down実験では、GSTが融合したシノビオリンタンパク質を用いた。このタンパク
質は、大腸菌 BL21を用いて作製し、グルタチオンビーズにより精製後、SDS PAGE、CBB
染色によりそのタンパク質を確認した。GST-pull down実験において、細胞抽出液と GST
融合シノビオリンタンパク質を 4℃で反応させ、SDS PAGE でタンパク質を分離後、銀染



色により結合したタンパク質を染色した。その後、ゲルを切り出し、質量分析装置を用い
て結合タンパク質を同定した。 

 
(5) in vitro ユビキチン化実験は、E1タンパク質、E2タンパク質、シノビオリンタンパク質、
標的タンパク質、ATPを用いて、以前報告した論文（Amano et al. Genes Dev. 2003, 17, 2436-
2449）と同様に実験を行った。細胞内におけるユビキチン化実験は、培養細胞にシノビオ
リン、ユビキチンタンパク質、標的タンパク質を発現するプラスミドをトランスフェクシ
ョン後、細胞抽出液を回収し、免疫沈降実験を行った。その後、SDS PAGEによりタンパ
ク質を分離し、ウエスタンブロットを行い、ユビキチン化タンパク質を検出した。 
 
４．研究成果 

(1) 膵臓の β 細胞特異的 Cre マウス（Pdx-Cre）とシノビオリン floxマウスとの掛け合わせに
より、膵臓 β 細胞特異的シノビオリンノックアウトマウス（Pdx-Syvn1）を作製し、解析
した。経口ブドウ糖負荷試験を実施した結果、コントロールマウスと比較して、ノックア
ウトマウスで血糖値の戻りが悪く、高血糖状態が続いた。 

 
(2) マウスより膵臓の膵島を分離し、in vitro でグルコースに対する応答性を検証した結果、コ
ントロールマウスと比較して、ノックアウトマウスでは、グルコース刺激によるインスリ
ンの分泌が低下していた。 

 
(3) マウス膵臓の組織学的な異常があるかどうかを HE 染色・マッソン・トリクローム染色に
よる組織の状態を確認した。その結果、コントロールマウスと比較して、ノックアウトマ
ウスにおいて、膵臓 β 細胞の大きさに差が認められた。 

 
(4) 膵臓 β 細胞において、シノビオリンと結合する因子を探索するため、GST-pull down実験
を行った結果、様々な結合因子が得られ、インスリン分泌に関わる因子も得られた。同因
子とシノビオリンとの結合を in vitro, および、細胞内において検証した結果、シノビオリ
ンと同因子の結合が認められた。 

 
(5) シノビオリンはタンパク質分解に関わるユビキチン化酵素である。そこで、シノビオリン
が同因子をユビキチン化できるかどうか検証した結果、in vitro, および、細胞内において
ユビキチン化することを見出した。 
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