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研究成果の概要： 
膵β細胞において翻訳（タンパク合成）抑制因子 4E-BP1 が、ストレス応答のマスター転写因

子である ATF4 の活性化によって発現増加することを明らかにした。また、4E-BP1 欠損マウスβ
細胞は、小胞体ストレスに対し脆弱になっていることを突き止めた。これらのことから、小胞
体ストレス下のβ細胞では、タンパク合成を抑制しておくことが生存にとっては利であり、そ
のために 4E-BP1 の発現が誘導されるものと考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
２型糖尿病は、膵β細胞からのインスリン

分泌障害と骨格筋や肝臓でのインスリン抵
抗性が複雑に絡み合って、発症・進展する疾
患である。インスリン分泌障害の要因として、
β細胞の分泌機能の異常とともにβ細胞量の
減少が重要であることが、最近の国内外の研
究から明らかとなっている(Rhodes, Science 
307, 380-384, 2005)。膵β細胞は、インスリ
ンを分泌するために特化された細胞であり、
多量のインスリンを合成している。このため、
プロインスリンから成熟インスリン分子へ
の変換の場である小胞体に対する負荷、すな
わち小胞体ストレスが、通常から高い状態に

ある。そして、小胞体ストレスが２型糖尿病
の病態形成に重要な役割をはたしている可
能性が示唆されている。 

 
２．研究の目的 
膵β細胞のこのような特殊性から、β細胞に

おけるストレス応答は、これまで主に NIH3T3
や HeLa 細胞で研究されてきたものと異なる
特徴がある可能性が考えられる。そこで、本
研究課題では、β細胞における小胞体ストレ
スおよび酸化ストレス応答の特徴を分子レ
ベルで明らかにすることを目的とする。具体
的には、ストレスを負荷された際の遺伝子
からメッセンジャーRNA(mRNA)への転写お



よび mRNA からのタンパクへの翻訳の調節
機構の分子メカニズムを解明する。 
 

３．研究の方法 
（１）mRNA発現の網羅的解析： 膵β細胞株
MIN6 とNIH3T3 細胞を小胞体ストレス誘導物
質ツニカマイシンあるいは酸化ストレス誘
導物質過酸化水素存在下で培養し、総RNAを
抽出後、Affymetrix社のDNA microarrayによ
りmRNAの発現変化を解析する。 
（２）タンパク発現の網羅的解析： 解析は、
Surface-Enhanced Laser 
Desorption/Ionization (SELDI) と飛行時間
型 質 量 分 析 法 （ Time of Flight Mass 
Spectrometry: ToF-MS）を組み合わせた
SELDI-ToF-MS 法 に 基 づ く Ciphergen 社
Protein Chip Systemを用いる。ストレス刺
激により発現量の変わるタンパクピークを
見出す。 
（３）翻訳制御 Eif4E/4E-BP1 系の役割の解
析:（１）（２）と並行して、すでにβ細胞で
特徴的にストレス下の発現増強が認められ
る翻訳抑制因子 4E-BP1 の役割について以下
の様な方法で検討する。 
① 4E-BP1 発現調節機構の解析：すでにクロ
ーニングした約 10kbpのマウスEif4ebp1遺伝
子プロモーターから様々な長さの断片を調
製し、ルシフェラーゼ・レポーターcDNAに接
続して、プロモーター活性へのストレス惹起
物質の影響を検討することにより、ストレス
応答部位を決定する。 
② Eif4ebp1 遺伝子破壊マウスを用いた検
討: in vivo における小胞体ストレス下での
4E-BP1 の役割を検討するため、Wfs1 遺伝子
破壊マウスとEif4ebp1 遺伝子破壊マウスを
交配し、Eif4ebp1・Wfs1 遺伝子二重破壊マウ
スを作製した。また、異常インスリン分子の
小胞体での蓄積のため重症の糖尿病を発症
するAkitaマウスとEif4ebp1 遺伝子破壊マ
ウスを交配し、4E-BP1 が欠損したAkitaマ
ウスを作製した。個体の耐糖能を随時血糖
測定および経口糖負荷試験により評価し、
さらに膵島の容積、膵インスリン含量を検討
する。また、単離膵島を用い、アポトーシス・
細胞周期・細胞増殖の制御分子の発現を検討
する。 
 
４．研究成果 
（１）MIN6 細胞と NIH3T3 繊維芽細胞を小胞
体ストレス誘導物質ツニカマイシン存在下
で培養し、mRNA の発現変化を解析した結果、
新たな小胞体ストレス応答分子を複数個同
定した。そのうちの新規 2遺伝子については、
遺伝子産物である当該タンパクに対する抗
体を作成した。その遺伝子をクローニングし、
ストレス応答機構について検討し、小胞体セ
ンサーである ATF6の関与などが示唆された。 

また、酸化ストレス誘導剤であるヒ素に
MIN6 細胞を暴露した際に、JNK の活性化が起
こり、小胞体ストレス応答と共通の応答経路
である Integrated Stress Response（ＩＳＲ）
経路を修飾することを明らかにした。 
（２）MIN6 細胞をツニカマイシン存在下で培
養し、その抽出液を SELDI-ToF-MS 法にて解
析したところ、小胞体ストレス特異的に発現
量を変化させるタンパクを複数同定した。 
（３）① 4E-BP1 の発現が、ATF4 の過剰発
現で誘導され、ATF4 ノックアウトマウス由来
線維芽細胞で消失することから、ATF4 を介す
る転写誘導によるものであることを明らか
にした。さらに、Eif4ebp1 遺伝子イントロン
に 2つの C/EBP-ATF composite site を見出
し、ChIP assay によりこの部位へ ATF4 が結
合することを確認した。我々は最近、酸化ス
トレスを惹起する砒素によっても程度は軽
いが、4E-BP1 の発現誘導が起こることを確認
している。これらの解析から、翻訳抑制因子
4E-BP1 は、integrated stress response に
よって ATF4 を介して誘導される分子である
ことが明らかとなった。4E-BP1 は安定なタン
パクであり、ATF4 の活性化が終わった後も細
胞内に蓄積されて翻訳抑制効果を発揮する
と考えられる。このことから、従来から知ら
れる eIF2α のリン酸化は ISR の早期の翻訳
抑制を、4E-BP１は後期の翻訳抑制を担って
いると考えられる （図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１ ストレス下の翻訳抑制 

 
次に小胞体ストレスに対する 4E-BP1 発現

誘導の細胞種による違いを検討するため、
MIN6 細胞以外の 11 種類の培養細胞をタプシ
ガルギンに暴露しウエスタンブロット法で
検討したところ、11 種類すべての細胞でほと
んど 4E-BP1 タンパクの発現変化を認めなか
った。mRNA の発現についても real-time 
RT-PCR 法で検討したが、その発現誘導は、
MIN6 細胞における誘導に比べてかなり少な
く、遺伝子転写過程に違いがあることが示唆
された。Eif4ebp1 遺伝子の解析から、イント
ロン 1内の ATF4 結合部位を介した ATF4 によ
る制御が細胞種によって、異なることが示唆
された。 

②まず、ストレス下での 4E-BP1 誘導の生



体での意義を解析するため、Eif4ebp1 遺伝子
破壊マウスとインスリノーマを発症する IT6
マウスを交配して、Eif4ebp1 遺伝子破壊マウ
スにおいてインスリノーマを作らせ、4E-BP1
を欠損する膵β細胞株を樹立した。4E-BP1 欠
損β細胞は、小胞体ストレスに暴露した際の
タンパク質合成の抑制が不十分であるとと
もに、生存能の低下を示した。これらの結果
から、4E-BP1 は、小胞体ストレスに暴露され
た細胞のタンパク質合成を抑制し、細胞に対
する負荷を軽減するとともに、細胞死を防ぐ
役割を担っていると考えられた。 
次に、Akita マウスあるいは WFS1KO マウス

と 4E-BP1 KO マウスを交配して２重変異マウ
スを作製し、解析した。Akita マウスおよび
WFS1KO いずれにおいても、4E-BP1 の欠損が
耐糖能障害を悪化させることが観察された。
そして、この耐糖能障害の悪化は、膵β細胞
障害が増悪することによることも明らかと
なった。小胞体ストレス下のβ細胞では、タ
ンパク合成を抑制しておくことが、長期的な
生存にとっては有利であり、その役割の少な
くとも一部を 4E-BP1 が担っているものと考
えられた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図２ ストレス応答とPI3K/Akt/mTOR経路の連関 

タンパク合成制御には、PI3K/Akt/mTOR の
シグナル経路が重要である。本研究において、
ATF4 による 4E-BP1 の転写制御経路を明らか
にすることにより、ストレス応答系とタンパ
ク合成系が連動していることが明らかとな
った（図２）。 
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