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研究成果の概要（和文）：  

 糖尿病が進行するのはインスリンを分泌する膵β細胞が減尐するためと考えられている。

Wolfram 症候群では、膵β細胞が消失して糖尿病を発症するが、その原因遺伝子 WFS1 は２

型糖尿病遺伝子でもある。今回の研究では Wfs1 欠損マウスをモデルとして、肥満に伴うイン

スリン抵抗性がβ細胞に不可となりβ細胞死を招くこと、そのメカニズムに小胞体ストレスが

関係することなどを明らかにした。また、β細胞では、WFS1 蛋白はインスリン分泌顆粒にも

豊富に存在し、分泌顆粒内の酸性化維持に重要であることを発見した。インスリン分泌調節に

も関与する可能性がある。 

 
研究成果の概要（英文）：  

 WFS1 gene, responsible for the Wolfram syndrome, also determines the susceptibility to 

type 2 diabetes. WFS1 protein localizes to the endoplasmic reticulum. Absence of WFS1 

protein induce ER stress in ß-cells, and ß-cells lacking WFS1 protein is susceptible to the 

ER stress-induced apoptosis. In Wfs1-/- mice, ß-cell apoptosis is accelerated because of 

increased ER stress. Pioglitazone protects ß cell from apoptosis by reducing systemic 

insulin resistance and ER stress in the ß-cells. In addition, pioglitazone directly induced 

adrenomedullin expression in the ß-cells, playing a role in this ß-cell protection. 

 In pancreatic ß-cells, WFS1 protein also exists in the insulin secretory granules, and play 

crucial roles in the maintenance of acidic milieu inside the granules. Intra-granular 

acidification is reported to be necessary for the “priming” of the granule for the exocytosis. 

In Wfs1-/- mice, glucose-induced insulin secretion is impaired in the early stage before the ß 

cell number is decreased. Roles of WFS1 protein in the secretory granules need to be 

further investigated. 
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１．研究開始当初の背景 

 日本の糖尿病患者の９０％以上を占める
２型糖尿病はインスリン分泌障害とインス
リン抵抗性が相まって発症する。従来から、
日本人では、２型糖尿病の発症要因としてイ
ンスリン分泌の低下が重要視されている。特
に、ブドウ糖刺激によるインスリン分泌が特
異的に早期から障害され、β細胞の機能的異
常が注目されてきた。さらに、近年では、機
能的異常と並んで、β細胞の量的異常が注目
され、２型糖尿病においても、β細胞数が緩
徐にではあるが進行性に減尐することがコ
ンセンサスとなっている。すなわち、１型糖
尿病におけるほど完全なβ細胞の消失には
至ることはないが、２型糖尿病でもゆっくり
とβ細胞死が進行し、それが２型糖尿病の病
像を特徴付ける。このβ細胞の減尐は、２型
糖尿病の発症素因自体とも深く関わり、遺伝
的因子によって規定されていると考えられ
るが、同時に、後天的な因子によっても強く
修飾されると考えられる。このβ細胞死を加
速する「後天的要因」については、高血糖が
もたらす酸化ストレスや、脂肪毒性などがそ
の有力な候補と考えられるが、最近、β細胞
障害メカニズムとして小胞体ストレスが注
目されるようになった。 
 私たちは選択的な膵β細胞の喪失・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、Wolfram 症
候群の原因遺伝子 WFS1 を世界に先駆けてポ
ジショナルクローニングにより同定し（Nat 
Genet 1997）、WFS1 がコードする蛋白の膵β
細胞での役割、その喪失による特異的β細胞
死のメカニズムについて検討を行ってきた。
この過程で 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こと、WFS1 を欠
失するβ細胞は小胞体(ER)ストレスに対し
て脆弱であること、などを見いだした。しか
し、WFS1蛋白の機能は依然十分に解明されて
おらず、WFS1 と小胞体ストレスとの関連、
WFS1 欠損によるβ細胞死のメカニズムなど
についても、解明すべき課題が多い。さらに
最近、詳細な検討により、WFS1 蛋白が ER 以
外の細胞内小器官に存在することを示す知
見を得ている。WFS1 蛋白の新たな役割を示唆
するものと考え、その意義についての研究を
進めている。WFS1 蛋白は、膵ではラ氏島、特
にβ細胞とδ細胞に特異的に発現され、ERス
トレスにより転写レベルで発現が誘導され
る。興味深いことに、wfs1 欠損マウスの表現
型は遺伝背景に依存し、C57BL/6Jと 129Sv の
mixed background では約 50％の個体で顕性
の糖尿病を発症するが、C57BL/6J を遺伝的背
景とする wfs1 欠損マウスは、24 週齢までの
観察では随時血糖はほとんど上昇しない。こ

のマウスに、軽度の肥満とインスリン抵抗性
を有するが糖尿病は発症しない yellow 
agouti マウスを交配して作出した wfs1 欠損
agouti マウスは、生後１６週頃から全個体で
著明な高血糖とケトーシスをきたし体重も
減尐に転じた。膵ラ氏島ではアポトーシスに
よりβ細胞が選択的に消失した。 
 興味深いことに、インスリン抵抗性改善薬
である pioglitazone の投与により、wfs1 欠
損 agouti マウスでのβ細胞のアポトーシス
は回避され、糖尿病発症はほぼ完全に抑制さ
れた。この pioglitazone によるβ細胞保護
効果はインスリン抵抗性の改善によるβ細
胞での ER ストレスの軽減のみでなく、β細
胞への直接作用が存在する可能性もある。ま
た、最近見いだした、ER以外の細胞内小器官
に存在する WFS1 蛋白も新たな機能を示唆す
るものと考えられた。 
 

２．研究の目的 

 今回の研究は、これら成果を発展させ、軽
度の肥満により、でβ細胞死が急速に加速さ
れるメカニズム、また、pioglitazone がそれ
を阻止するメカニズムなど、未解明の点を明
らかにすることである。さらに、小胞体及び
小胞体以外の細胞内小器官に関連した WFS1
のβ細胞での機能と役割を明らかにして行
く。Wolfram は特異な遺伝性症候群であるが、
最近、WFS1 遺伝子の common variant が２型
糖尿病の発症リスクを増加させるとの報告
がなされ（ Sandhu MS et al. Nat Genet. 
39:951-3, 2007.）、Wolfram 症候群での糖尿
病発症機序の解明、治療法の開発は、２型糖
尿病の発症・進行メカニズムの理解とその予
防・阻止に繫がることが期待できる。 
 
3．研究の方法 
wfs1-/-・AAy マウス膵ラ氏島でβ細胞死と
pioglitazone によるβ細胞保護作用の検討 
 wfs1-/-マウス，AAy マウスおよび wfs1-/-・ 
AAy マウスの膵β細胞での小胞体ストレスに
ついて評価する。 pioglitazone の全身投与
によるインスリン抵抗性の軽減によるβ細
胞での小胞体ストレス軽減の程度と単離ラ
氏島での小胞体ストレス応答(UPR)の変化の
相関を Bipの発現、 のリン酸化，プロ
インスリン／インスイン比などにより評価
する。 
pioglitazone のβ細胞保護の検討 
 pioglitazone はβ細胞への直接保護作用
を有すると推測している。pioglitazone がβ
細胞に直接作用し，小胞体ストレスによるβ
細胞死を抑制し，また，脂肪毒性，脂肪毒性
と小胞体ストレスのクロストークを軽減な
いし遮断するとすれば，それは を介す
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る 転 写 調 節 に よ る 可 能 性 が 高 い 。
Pioglitazoneにより in vivo および in vitro
で発現レベルが変化する遺伝子群をマイク
ロアレイを用いた網羅的解析により同定す
る。 
β細胞における WFS1 蛋白機能の解明 
 従来の検討では、WFS1 蛋白は小胞体に存在
し、小胞体ストレス応答に関与する。我々の
さらなる検討で、膵β細胞においては WFS1
蛋白は小胞体以外の細胞内小器官にも存在
することを見いだしている。この点について
さらに検討を進め、WFS1 蛋白の機能解明を目
指す。免疫電子顕微鏡法により、WFS１蛋白
の細胞内局在を詳細に検討する。WFS1が存在
する細胞内小器官の機能と、WFS1 機能の関連
について、また、β細胞機能上の役割につい
て解析を進める。 
 

４．研究成果 

 Wolfram 症候群の原因遺伝子、WFS1を欠損
する wfs1 欠損マウスをモデルとして研究を
進めた。軽度の肥満とインスリン抵抗性を有
する wfs1欠損 agoutiマウスでは生後１６週
頃からアポトーシスによるβ細胞の選択的
脱落のために高血糖を来す。単離膵ラ氏島で
小胞体シャペロンの発現をマーカーとして
小胞体ストレスの程度を検討すると、agouti
マウスではインスリン需要の増加のために
ER ストレスが惹起されシャペロンの発現は
増加しており、wfs1 欠損自体でもβ細胞に
ER ストレスが惹起される。wfs1 欠損 agouti
マウスではさらに ER ストレスが亢進してお
り、wfs1欠損マウスでは、肥満によりβ細胞
にさらに ERストレスが負荷されると ERスト
レスに対する脆弱性のために容易にアポト
ーシスに陥ると考えられた。このことを裏付
けるように、電子顕微鏡による観察でも、
wfs1 欠損マウスで小胞体の拡大が散見され
るのに対して、wfs1 欠損 agouti マウスでは
観察された全てのβ細胞で小胞体が著しく
拡大し、障害を受けていることが伺われた。
wfs1 欠損マウス高脂肪食負荷による肥満
wfs1 欠損マウスでも同様に糖尿病の発症が
促進された。インスリン抵抗性はβ細胞に小
胞体ストレスが惹起し、小胞体ストレスに感
受性が高い wfs1 欠損マウスのβ細胞は容易
にアポトーシスに陥ると解釈できる。 
 イ ン ス リ ン 抵 抗 性 改 善 薬 で あ る
pioglitazoneの投与により wfs1欠損 agouti
マウスでのβ細胞のアポトーシスは回避さ
れ、糖尿病発症はほぼ完全に抑制された。こ
の時、ラ氏島での小胞体ストレスは予想外に
減尐しておらず、pioglitazone による末梢で
のインスリン抵抗性の改善だけではなく、β
細胞への直接保護作用が存在する可能性も
示唆された。 
 そこで、Microarray での解析によりラ氏島

及びＭＩＮ６細胞で pioglitazone により発
現が誘導される候補分子の同定を試みた。そ
の候補のひとつとしてアドレノメディリュ
リンを同定した。A/Ayマウス単離ラ氏島およ
び MIN6細胞では pioglitazoneによりアドレ
ノメデュリン（以下 AM）の発現が増加してい
た。MIN6 細胞での抗 PPARγ抗体による ChIP
アッセイでは、Pio存在下でのみ PPARγが AM
のプロモーターに結合した。Thapsigardin に
よる MIN6 細胞での cleaved caspase-3 の発
現は、100nM の AM ペプチドの添加により約
30%減尐した。Pio が、PPARγの活性化を介し
てラ氏島で AM の発現を誘導し、β細胞保護
作用を発揮しうることが示唆された。 
 WFS1蛋白は小胞体に発現され、細胞内カル
シウムホメオスターシス、小胞体ストレス応
答に関与することが現在までの研究で明ら
かになっている。しかしながら、細胞内での
WFS1蛋白の局在に関する従来の検討は、全て
非β細胞におけるものであったため、我々は
改めて、膵β細胞における局在を蛍光免疫法、
免役電顕法で詳細に検討した。そして、WFS1
蛋白が小胞体に加えて、インスリン分泌顆粒
にむしろより多く存在することを見いだし
た。そこで、インスリン分泌顆粒上での WFS1
蛋白の機能を明らかにする目的で検討を行
った。 
 インスリン分泌顆粒は内部が酸性に維持
されており、それがプロインスリンのインス
リンへのプロセッシングに必須であること
が知られている。そこで、wfs1 欠損マウスの
β細胞でインスリン分泌顆粒の酸性化の程
度を検討したところ、酸性化度が低下し、イ
ンスリンのプロセッシングも障害されてい
ることが明らかになった。さらに興味深いこ
とに、wfs1欠損マウスではインスリン分泌顆
粒の細胞内での局在の変化が観察された。つ
まり、β細胞内のインスリン分泌顆粒の総数
は変化していないが、細胞膜直下で、膜に接
する分泌顆粒の数が減尐していた。 
 最近、インスリン分泌顆粒の酸性化はイン
スリンのプロセッシングに重要であると同
時に、インスリンのエクソサイトーシスにお
いて、「プライミング現象」に関与すること
が示唆されている。細胞膜直下に存在するイ
ンスリン顆粒とそれらが「プライミング」さ
れているか否かは同義ではないが、両者の関
連を推測することは理にかなったことであ
る。wfs1欠損マウスでは、β細胞量が進行性
に減尐すると同時に、あるいは、それ以前か
らブドウ糖応答性のインスリン分泌が障害
されている。WFS1蛋白がインスリン分泌顆粒
にも存在するという今回の知見は、WFS1 蛋白
のβ細胞での新たな機能を示唆するもので
あり、その異常がβ細胞機能障害をも説明し
うる。特に、グルコース等によるインスリン
分泌応答と分泌顆粒上の WFS1 蛋白の機能と
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の関連を明らかにするため、現在、各種分泌
刺激によるインスリン分泌パターンの変化
を wfs1 欠損マウスで検討しているところで
ある。 
 wfs1欠損マウスをモデルとした Wolfram症
候群の治療法開発に関しては、pioglitazone
に加えて、新たな糖尿病治療薬である、イン
クレチン関連薬（GLP-1受容体作動薬、DPP-4
阻害薬の有効性について検討を進めている。 
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