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略語	

 

4μ8C : 4-methyl umbelliferone 8-carbaldehyde 

ATF6 : activating transcription factor-6 

BiP : immunoglobulin heavy chain-binding protein 

ER : endoplasmic reticulum 

ERAD : ER associated protein degradation 

Hsp70 : heat shock protein 70 

IRE1α: inositol-requiring enzyme-1 α 

MINS : mouse insulinoma 

PC : prohormone convertase 

PDI : protein disulfide isomerase 

PERK : protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase 

RIDD : regulated IRE1-dependent decay 
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序論	

 

	 我々の体内では食事や薬の副作用などで血糖値が上昇する。インスリンは、筋肉や

脂肪組織をはじめ全身でのグルコース取り込みを促し、血糖値を下げる作用をもつ唯

一のホルモンとして知られている。このインスリンの分泌を担うのが膵島β細胞であ

り、膵島β細胞の機能低下および細胞死は、恒常的な高血糖、つまり糖尿病を引き起

こす。膵島β細胞では、常にインスリン分泌顆粒が蓄えられており、グルコース濃度

に応答しインスリンの合成および分泌顆粒からの放出をおこなう (図 1. A)。インスリ

ンは、膵島β細胞において前駆体であるプレプロインスリンとして翻訳され、小胞体

内でシグナルペプチドの切断を受けプロインスリンとなる。プロインスリンは、小胞

体内でジスルフィド結合を形成し折りたたまれた後ゴルジ体を経由し分泌顆粒に格

納され、prohormone convertase (PC) 1/3、PC2 により Cペプチドの切断を受けインス

リンへと成熟する (Smeekens SP. et al., 1992) (図 1. B)。また、膵島β細胞は グルコー

ス輸送体である GLUT2 からグルコースを取り込み、ミトコンドリアでの ATP 産生

を促すことで、スルホニル尿素受容体 SUR1 および KIR6.2 から構成される ATP 感

受性カリウムチャネルを閉じ細胞外へのカリウム流出を止める (Aguilar-Bryan L. et 

al., 1995; Frances M., 2005)。これにより脱分極が起こることで、電位依存性カルシウ

ムチャネルからのカルシウムの細胞内流入が促進し、インスリンが分泌顆粒から細胞

外へと放出される (Gilon P. et al., 1993) (図 1. C)。 

 

	 小胞体は、細胞内において分泌タンパク質や膜タンパク質の合成を担っており、イ

ンスリンも小胞体膜上で翻訳と共役して合成される(cotranslational translocation)タン

パク質である。通常、分泌タンパク質や膜タンパク質は、N 結合型糖鎖や protein 

disulfide isomerase (PDI) ファミリーによって形成されるジスルフィド結合などの翻

訳後修飾を受けながら、シャペロンの助けにより正常に折りたたまれる。正しくフォ

ールディングしたタンパク質はゴルジ体を経由し最終目的地へと運ばれる。しかし、

外的内的なストレスにより、小胞体内に送り込まれた新生鎖が、正しく折りたたまれ

ず、構造異常を生じた場合には、生じた構造異常タンパク質は小胞体の品質管理機構 

(ER quality control) により小胞体内に留められることが知られている。また、小胞体

内に構造異常タンパク質が蓄積すると、凝集体を形成し小胞体の機能を低下させるこ

とがわかっており、このような状態を小胞体ストレスと呼ぶ。細胞には小胞体ストレ

スに対処するため、「小胞体ストレス応答」と呼ばれる機構が備わっている (図 2)。

哺乳動物細胞には、主要な小胞体ストレスセンサーとして protein kinase RNA 

(PKR)-like ER kinase (PERK)、  activating transcription factor-6 (ATF6)、および

inositol-requiring enzyme-1α (IRE1α) の３つが知られている。これら 3つのストレス
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センサーは以下に示すようにタンパク質の翻訳抑制、小胞体シャペロンや小胞体関連

分解 (ERAD; ER associated protein degradation) 因子の転写誘導などを通じて小胞体ス

トレスの解消を促す (Ron D. et al., 2007)。PERKはⅠ型の膜貫通タンパク質であり、

通常は Hsp70 ファミリーに属する小胞体シャペロンである immunoglobulin heavy 

chain- binding protein (BiP)との結合により単量体で存在することでその活性を制御さ

れているが、小胞体ストレス条件下では BiP は構造異常タンパク質へと結合する 

(Bertolotti A. et al.,2000)。それにより、PERKは多量体形成および自身が細胞質ゾル側

にもつキナーゼドメインにより自己リン酸化をおこない、活性化状態となる。活性化

した PERK は eIF2αをリン酸化することで不活性化し mRNA の翻訳抑制を促す 

(Harding HP. et al., 1999)。ATF6はⅡ型の膜タンパク質であり、通常は小胞体内腔側に

もつゴルジ体輸送シグナルがBiPの結合により遮蔽されることで小胞体膜上に局在し

ている。そのため、小胞体ストレス条件下で BiPが解離すると、ゴルジ体へと輸送さ

れ切断されることで細胞質側ゾルにもつ転写因子を遊離させる (Yoshida H. et al., 

1998; Ye J. et al., 2000)。それにより、小胞体シャペロンや他の標的因子の転写を誘導

する。IRE1αはⅠ型の膜タンパク質であり、細胞質ゾル側にキナーゼドメインおよび

RNaseドメインをもつ。PERKと同様、通常は BiPとの結合により単量体で存在する

ことでその活性を制御されているが、小胞体ストレス条件下ではBiPが解離するため、

多量体を形成し自己リン酸化をおこなう (Bertolotti A. et al.,2000; Okamura K. et al., 

2000)。それにより RNase ドメインが活性化し、細胞質ゾルで標的因子である XBP1u 

mRNAの特殊スプライシングをおこなう (Yoshida H. et al., 2001; Calfon M. et al., 2002)。

スプライシングを受けた XBP1s mRNA は、活性をもった転写因子として翻訳され、

小胞体シャペロンや ERAD 因子の転写を誘導する。また、IRE1αは  regulated 

IRE1-dependent decay (RIDD) と呼ばれる過程により、膜タンパク質や分泌タンパク質

をコードする mRNA を直接切断することで、小胞体でのタンパク質発現を抑制する

ことも報告されている (Hollien J. et al., 2009)。 

 

	 膵臓では他の組織に比べ PERK や IRE1αの発現量が多いことが確認されている 

(Shi Y. et al., 1998; 本研究室新井布美子修士論文参照)。PERKは、膵島β細胞の分化

や、低グルコース条件下での翻訳を抑制することでグルコース刺激に応じたタンパク

質合成の調節に関与するなど、その機能性を維持するために必須であることが知られ

ている (Zhang W. et al., 2006; Gomez E. et al., 2004)。さらに、PERKのノックアウト 

(KO) マウスでは、膵島β細胞の細胞死が誘導されることにより糖尿病を発症するこ

とが報告されている (Harding HP. et al., 2001)。このように、近年、膵島β細胞の機能

低下や細胞死に小胞体ストレスが密接に関与していることが明らかになりつつある 

(Harding HP. et al., 2002; Back SH. et al., 2012; Hetz C. et al., 2013)。また、当研究室の先
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行研究により、マウスの膵臓、特にランゲルハンス島では生理的条件下で IRE1α

-XBP1経路が活性化していることが明らかになった (Iwawaki T. et al., 2004; 本研究室

新井布美子修士論文参照)。さらに、膵島β細胞特異的に IRE1αを欠損させたコンデ

ィショナルノックアウト (cKO) マウスでは、生後 12 週齢から血糖値の上昇、20 週

齢では血中インスリン濃度の低下、すなわち糖尿病様症状が観察された。このとき、

膵島の大きさには差が認められなかったことから、膵島β細胞の機能低下によりイン

スリン分泌量が低下したことが考えられた。そこで、当研究室では、Cre-loxPシステ

ムにより IRE1αの主要機能を担う RNase ドメインを欠損させることができる膵島β

細胞株を樹立し、IRE1αの詳細な機能解析をおこなった。その結果、IRE1αKO細胞

ではインスリン分泌量の低下および PDIファミリーの発現量低下が確認された。この

ことから、IRE1αが PDIファミリーの転写誘導を介しプロインスリンのジスルフィド

結合形成を促すことで、その折り畳み能を維持していることが明らかになった 

(Tsuchiya Y. et al., 2016; Tsuchiya Y. et al., 投稿準備中)。しかし、これまでの過去の研

究はすべて IRE1αをノックアウトした後、一週間から数週間経過してから解析され

たものであり、酸化ストレス応答や他の小胞体ストレス応答経路である ATF6 や

PERK経路の代償的活性化などが確認されており (Hassler JR. et al., 2015)、インスリン

分泌過程における IRE1αの直接的な働きを解析できていない。そこで、本研究では

IRE1αの機能阻害による影響をいち早く解析するため、IRE1αの RNase ドメイン特

異的阻害剤を用いることにした。 

 

	 4-methyl umbelliferone 8-carbaldehyde (4μ8C) は、IRE1αの RNaseドメイン特異的阻

害剤として同定された小分子化合物である (Cross BC. et al., 2012) (図 3. A)。IRE1αは

その活性化の過程から、ヌクレオチド結合ポケット、ダイマー形成により生じる疎水

性ポケットおよびRNase活性部位の3箇所が阻害剤結合部位の候補として考えられて

いたが (Korennykh AV. et al., 2011; Wiseman RL. et al., 2010)、4μ8Cは IRE1αの RNase

活性部位である K907に共有結合し、その可動性を制限することで RNase活性を阻害

することが確認された (Cross BC. et al., 2012) (図 3. B)。また、もう１つの阻害剤とし

て 4μ8Cと同様サリチルアルデヒドを有する STF-083010も用いることとした（図 3. 

A）。 

 

	 本研究は、これら IRE1αの RNase特異的阻害剤を用いて、これまでの IRE1αの遺

伝子破壊では明らかにすることができなかった膵島β細胞における IRE1αの機能を

解析する目的でおこなった。 
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材料と方法	

 

膵島β細胞	

	 本研究では、Cre-loxPシステムにより小胞体ストレスセンサーIRE1αの RNaseドメ

インをノックアウトすることができるマウスインスリノーマ (MIN6 (Ire1αfl/fl)) 細胞

を野生型の膵島β細胞としてもちいた。また、アデノウイルス感染により Creを発現

させた細胞 (MIN6 (Ire1αΔR/ΔR))を IRE1αノックアウト (KO) 細胞とし、コントロー

ルにはアデノウイルスにより GFP を発現させた細胞をもちいた。本研究にもちいた

MIN6は、膵島β細胞における IRE1αの機能を解析するため当研究室の土屋雄一氏に

より樹立された (Tsuchiya Y. et al., 2016)。 

 

細胞培養	

	 膵島β細胞は 37℃、5 % CO2で培養し、培地は DMEM (4.5 g/l glucose、ナカライ) を

もちいた。培地には 15 % FBS、55 μM 2-mercaptoethanol、100 U/ml penicillinおよび 

100 μg/ml streptomycinを添加した。 

 

プラスミドおよびプライマー	

	 XBP1 のスプライシングを確認する際のコントロールとして、当研究室の増田尚代

氏が構築した以下のプラスミドをもちいた。 

pcDNA3.1(+) mXBP1 unspliced formおよび pcDNA3.1(+) mXBP1 spliced form 

	 また、RT-PCRあるいは qRT-PCRには以下のプライマーをもちいた。 

<RT-PCR> 

5’- GAGAACCAGGAGTTAAGAACACG-3’および 

5’- GAAGATGTTCTGGGGAGGTGAC-3’ 

<qRT-PCR> 

PDI; 5’-ACCTGCTGGTGGAGTTCTATG-3’および 5’-CGGCAGCTTTGGCATACT-3’ 

PDIR; 5’-AAGTGCGAGGCCACATTG-3’ および 

5’-TGTTCTCGAACTCTGATGGGTA-3’ 

ERp46; 5’-CTGCAGACACTGAACGAGGA-3’ および 

5’-TCATACAACCCCTGTTTGAGC-3’ 

β-actin; 5’-ATGGATGACGATATCGCT-3’および 5’-ATGAGGTAGTCTGTCAGGT-3’ 

 

XBP1 mRNAのスプライシング 
	 膵島β細胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し上記のDMEM培地で培

養し、3日後に培地交換をおこなった。翌日、DMSOあるいは図に示した濃度での 4
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μ8C処理を 5時間おこない、続く 1時間は引き続き DMSOあるいは 4μ8Cで処理す

ると同時に 1 mM DTTで処理した。その後、RNAiso Plus (TaKaRa) をもちいて RNA

抽出をおこない、上記のプライマーにより RT-PCRをおこなった。PCR産物は 5%の

アクリルアミドゲルおよび 1x TBEをもちいて電気泳動し、エチジウムブロマイドに

より染色し LAS 4000 (GE Healthcare) で検出した。(図 1. Aおよび図 11) 

	 膵島β細胞を 4.0x106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、3

日後に培地交換をおこなった。翌日、KRBH buffer (115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 mM 

MgCl2・6H2O、1.2 mM NaH2PO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM HEPES、2 mg/ml 

BSA)で 3回洗浄し、低グルコース培地 (1.67 mM glucose/KRBH)で 2時間培養した。

その後、DMSO あるいは 64 μM 4μ8C を含む高グルコース培地  (16.7 mM 

glucose/KRBH)に培地交換し図に示した時間培養した後、各サンプルから RNAを抽出

し上記のプライマーをもちいて RT-PCR をおこなった。PCR 産物は 7.5%アクリルア

ミドゲルおよび 1x TBEをもちいて電気泳動し、エチジウムブロマイドにより染色し

Gel Doc XR+ (BIO RAD)で検出した。(図 10. A) 

 

抗体	

<一次抗体> 

rabbit抗 IRE1α (14C10) 抗体 (Cell Signaling Technology) (Signal Enhancer HIKARI (ナ

カライ) で 1000倍希釈) 

mouse 抗 PDI (M5/3H-1) 抗体  (当研究室において都留秋雄博士が作製 ) (5 % 

BSA/TBSTで 1000倍希釈) 

mouse抗 PDIR (B-9) 抗体 (Santa Cruz) (5 % BSA/TBSTで 100倍希釈) 

rabbit抗β-Actin (13E5) 抗体 (Cell Signaling Technology) (5 % BSA/TBSTで 1000倍希

釈) 

<二次抗体> 

goat抗 Rabbit IgG-HRP (MBL) 

goat抗Mouse IgG-HRP (Jackson ImmunoResearch) 

 

IRE1αのリン酸化 

	 膵島β細胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

3日後に培地交換をおこなった。翌日、DMSOあるいは 64 μM 4μ8C処理を 5.5時

間おこない、続く 30分間は引き続き DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cで処理すると同

時に 3 mM DTTで処理した。その後、細胞を PBSで 2回洗浄し、RIPA buffer (150 mM 

NaCl、1.0 % Triton X-100、0.5 % DOC、0.1 % SDS、50 mM Tris (pH8.0)、1 % protease 

inhibitor cocktail (ナカライ)、10 μM MG132、1 mM PMSF)を加えライセートを調整し、
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Pierce BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) でタンパク質定量をおこなった。

ライセートに 4x sample bufferを加え 5 % 2-mercaptoethanolでの処理および 98℃、10

分間の熱変性処理をおこなった。サンプルは、100 μM MnCl2 および 12.5 μM 

Phos-tagを含む4.5%のSDSポリアクリルアミドゲルおよび runnning buffer (25 mM Tris、

192 mM Glycine、0.1 % SDS)をもちいて電気泳動により分離し、blotting buffer (Anode

Ⅰ ; 300 mM Tris、 AnodeⅡ ; 25 mM Tris、 Cathode; 25 mM Tris、 40 mM 

6-amino-capronicacid) をもちいて Immobilon-P PVDF (Millipore)に転写した。5 % skim 

milk/TBST で室温、1 時間あるいはそれ以上のブロッキングをおこない、一次抗体は

4℃で一晩反応させ、二次抗体は室温で 1 時間反応させた後、Clarity Western ECL 

Substrate (BIO RAD) および LAS4000 (GE Healthcare) により IRE1αを検出した。 

 

PDIファミリーの mRNA発現量 

	 膵島β細胞を 3.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

翌日 DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む培地に培地交換をおこなった。その 2日後

にも同様の操作をおこない、さらに 2日後、RNAiso Plus (TaKaRa) をもちいて RNA

を抽出し、LightCycler480 (Roche) および PDI、PDIR、ERp44あるいはβ-actinのプラ

イマーをもちいて qRT-PCRをおこなった。 

 

PDIファミリーのタンパク質発現量 

	 膵島β細胞を 3.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

翌日 DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む培地に培地交換をおこなった。その 2日後

にも同様の操作をおこない、さらに 2日後、細胞を PBSで 2回洗浄し、lysis buffer (2 % 

SDS、100 mM Tris-HCl (pH6.8)、1 % protease inhibitor cocktail (ナカライ)、10 μM 

MG132、1 mM PMSF)を加えライセートを調整し、Pierce BCA protein Assay Kit (Thermo 

Fisher Scientific) でタンパク質定量をおこなった。ライセートに 4x sample bufferを加

え 10% 2-mercaptoethanolでの処理および 98℃、10分間の熱変性処理をおこなった。

サンプルは NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris Gel (Invitrogen)および NuPAGE MES SDS 

running buffer (50 mM MES、50 mM Tris、0.1 % SDS、1 mM EDTA)をもちいて電気泳

動により分離し、blotting buffer (AnodeⅠ; 300 mM Tris、AnodeⅡ; 25 mM Tris、Cathode; 

25 mM Tris、40 mM 6-amino-capronicacid) をもちいて Immobilon-P PVDF (Millipore)に

転写した。5 % skim milk/TBSTで室温、1時間あるいはそれ以上のブロッキングをお

こない、一次抗体は 4℃で一晩反応させ、二次抗体は室温で 1時間反応させた後、Clarity 

Western ECL Substrate (BIO RAD) および LAS4000 (GE Healthcare) により PDI、PDIR

およびβ-actinを検出した。 
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インスリン分泌量の測定 

	 膵島β細胞を 8.0 x 106 cells/6 cm dishで播種し DMEM培地で培養し、3日後に培地

交換をおこなった。翌日、KRBH buffer (115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 mM MgCl2・

6H2O、1.2 mM NaH2PO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM HEPES、2 mg/ml BSA) 

で 3回洗浄し、DMSO、64 μM 4μ8Cあるいは 150 μM STF-083010を含む低グルコ

ース培地 (1.67 mM glucose/KRBH)で 2時間培養した。その後、DMSO、64 μM 4μ8C

あるいは 150 μM STF-083010を含む高グルコース培地 (16.7 mM glucose/KRBH)に培

地交換し、図に示した時間において一部培地を回収した。その培地に含まれるインス

リンを ELISAキット (レビスインスリン-マウス T、シバヤギ) により測定し、培地全

体に含まれる総インスリン量を計算した。また、最終時点における培地を回収後、細

胞を PBSで 2回洗浄し、lysis buffer (2% SDS、100 mM Tris-HCl (pH6.8)、1 % protease 

inhibitor cocktail (ナカライ)、1 mM PMSF)を加えライセートを調整した。このライセ

ートで Pierce BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) によりタンパク質定量を

おこない、総タンパク質量を計算した。これらの値をもちいて、総タンパク質量にお

ける培地中の総インスリン量を求め、インスリン分泌量とした。(図 6) 

	 膵島β細胞を 4.0x106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、3

日後に培地交換をおこなった。翌日、KRBH bufferで 3回洗浄し、低グルコース培地 

(1.67 mM glucose/KRBH)で 2時間培養した。その後、DMSOあるいは 64 μM 4μ8C

を含む高グルコース培地 (16.7 mM glucose/KRBH)に培地交換し、図に示した時間にお

いて一部培地を回収した。以降、上記と同様の手順によりインスリン分泌量を求めた。

(図 8) 

	 8 週齢のマウス (C57BL/6JJcl、オス)から膵島を単離し、40-50 islets/well で 6-well

トランズウェルに播種し、15 % FBS、55 μM 2-mercaptoethanol、100 U/ml penicillin

および 100 μg/ml streptomycinを添加した DMEM (1g/l glucose、Gibco) で培養した。

翌日、KRBH bufferで 3回洗浄し、低グルコース培地 (1.67 mM glucose/KRBH)で 2時

間培養した。その後、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む高グルコース培地 (16.7 

mM glucose/KRBH) に培地交換し、図に示した時間において培地の回収および交換を

おこなった。以降、上記と同様の手順によりインスリン分泌量を求めた。(図 9) 

	 アデノウイルス未処理の野生型、GFPコントロールあるいは IRE1αKOの膵島β細

胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、3日後に培

地交換をおこなった。翌日、KRBH bufferで 3回洗浄し、低グルコース培地 (1.67 mM 

glucose/KRBH) で 2時間培養した。その後、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む高

グルコース培地 (16.7 mM glucose/KRBH) に培地交換し、図に示した時間において一

部培地を回収した。以降、上記と同様の手順によりインスリン分泌量を求めた。(図

12) 
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	 膵島β細胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

3日後に培地交換をおこなった。翌日、KRBH bufferで 3回洗浄し、低グルコース培

地 (1.67 mM glucose/KRBH) で 2時間培養した。その後、DMSOあるいは 64 μM 4

μ8Cおよび 60 mM KClを含む低グルコース培地 (1.67 mM glucose/KRBH) に培地交

換し、図に示した時間において一部培地を回収した。以降、上記と同様の手順により

インスリン分泌量を求めた。(図 13) 

 

インスリン合成量 

	 膵島β細胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

3日後に培地交換をおこなった。翌日、低グルコース (1.67 mM glucose/KRBH) 条件

下でのインスリン合成量を調べるために、KRBH buffer (115 mM NaCl、5.9 mM KCl、

1.2 mM MgCl2・6H2O、1.2 mM NaH2PO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM HEPES、

2 mg/ml BSA) で 3回洗浄し、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む低グルコース培

地で 1 時間培養した後、DMSO あるいは 64 μM 4μ8C および 110 μCi/ml 

[35S]-Met/Cys を含む低グルコース培地に培地交換し 30 分間のパルスをおこなった。

また、高グルコース (16.7 mM glucose/KRBH) 条件下でのインスリン合成量を調べる

ために、KRBH bufferで 3回洗浄し、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む低グルコ

ース培地で 2 時間培養した後、DMSO あるいは 64 μM 4μ8C および 110 μCi/ml 

[35S]-Met/Cys を含む高グルコース培地に培地交換し 30 分間のパルスをおこなった。

その後、細胞を PBSで 2回洗浄し、lysis buffer (2 % SDS、100 mM Tris-HCl (pH6.8)、1 % 

protease inhibitor cocktail (ナカライ)、10 μM MG132、1 mM PMSF) を加えライセート

を調整し、Pierce BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) でタンパク質定量を

おこなった。ライセートに 4x sample bufferを加え 10% 2-mercaptoethanolでの処理お

よび 98℃、10 分間の熱変性処理をおこなった。サンプルは NuPAGE Novex 4-12 % 

Bis-Tris Gel (Invitrogen)および NuPAGE MES SDS running buffer (50 mM MES、50 mM 

Tris、0.1 % SDS、1 mM EDTA) をもちいて電気泳動により分離した。ゲルを乾燥させ、

IPプレートに密着させた後、BAS2500 (FujiFilm) により放射活性を検出した。 

 

インスリン成熟度 

	 膵島β細胞を 4.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

3日後に培地交換をおこなった。翌日、KRBH buffer (115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 

mM MgCl2・6H2O、1.2 mM NaH2PO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM HEPES、

2 mg/ml BSA) で 3回洗浄し、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む低グルコース培

地 (1.67 mM glucose/KRBH) で 2時間培養した後、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cお

よび 110 μCi/ml [35S]-Met/Cysを含む高グルコース培地 (16.7 mM glucose/KRBH) に
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培地交換し 15 分間のパルスをおこなった。その後、DMSO あるいは 64 μM 4μ8C

のみを含む高グルコース培地に培地交換し、図に示した時間でチェイスをおこなった。

細胞は、PBSで 2回洗浄し、lysis buffer (2 % SDS、100 mM Tris-HCl (pH6.8)、1 % protease 

inhibitor cocktail (ナカライ)、10 μM MG132、1 mM PMSF)を加えライセートを調整し、

Pierce BCA protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) でタンパク質定量をおこなった。

ライセートに 4x sample bufferを加え 10% 2-mercaptoethanolでの処理および 98℃、10

分間の熱変性処理をおこなった。サンプルは NuPAGE Novex 4-12 % Bis-Tris Gel 

(Invitrogen) および NuPAGE MES SDS running buffer (50 mM MES、50 mM Tris、0.1 % 

SDS、1 mM EDTA) をもちいて電気泳動により分離した。ゲルを乾燥させ、IPプレー

トに密着させた後、BAS2500 (FujiFilm) により放射活性を検出した。 

 

細胞内 ATP量の測定 

	 膵島β細胞を 2.0 x 106 cells/wellで 6-well プレートに播種し DMEM培地で培養し、

3日後に培地交換をおこなった。翌日、KRBH buffer (115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 

mM MgCl2・6H2O、1.2 mM NaH2PO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM HEPES、

2 mg/ml BSA) で 3回洗浄し、低グルコース培地 (1.67 mM glucose/KRBH) で 2時間培

養した。その後、DMSOあるいは 64 μM 4μ8Cを含む高グルコース培地 (16.7 mM 

glucose/KRBH) に培地交換し、図に示した時間培養した後、細胞を KRBH bufferで 2

回洗浄し、Passive Lysis Buffer (Promega) を加えライセートを調整し、Pierce BCA 

protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) によりタンパク質定量をおこない、また『細

胞の』ATP測定試薬 (TOYO INK) および TriStar2 LB942 (Berthold) によりライセート

中の ATPを測定した。 
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結果	

 

IRE1αの阻害剤 4µ8Cは IRE1αの RNase活性のみを阻害する 

	 IRE1αの RNaseドメイン阻害剤 4μ8Cが、IRE1αの RNase活性をどの程度阻害す

るのかについて、XBP1 mRNAのスプライシングを定量することにより調べた。XBP1 

mRNAのスプライシングの程度は、XBP1uおよび XBP1sの総量あたりに占める XBP1s

の割合で見ることとした。膵島β細胞においては、通常培養条件下においても XBP1

のスプライシングが 15%の割合で起こっていたが、64 μM 4μ8Cで 6時間処理する

と、そのスプライシングが約２%にまで抑えられた。また、1 mM DTTを添加し細胞

に強制的にストレスを与えたところ、4μ8C未処理の細胞では、XBP1 mRNAのスプ

ライシングが 67%にまで上昇したが、64 μMの 4μ8C処理をした細胞では、ストレ

スにより誘導されるXBP1 mRNAのスプライシングは 19%のほぼ対照レベルまでしか

上昇せず、ストレス条件下においても 64μMの濃度で 4μ8Cが IRE1αの RNase活性

をほぼ完全に抑えていることがわかった (図 4. Aおよび Bの lane 1と 4)。以降、4μ

8Cは 64μMで使用することとした。次に、IRE1αの RNaseドメイン阻害剤である 4

μ8Cによる IRE1αの RNase活性阻害が、IRE1αのもう一つの機能であるキナーゼ活

性を阻害することによるものではないのかを調べた。4μ8C未処理の膵島β細胞にお

いて、3 mM DTTでストレスを与えたところ、IRE1αがリン酸化していることが確認

された。また、4μ8C処理をした細胞においても同様に、ストレス条件下において IRE1

αのリン酸化が促進されることがわかった (図 4. C)。これらの結果から、4μ8C が

IRE1αのRNase活性のみを阻害する IRE1α阻害剤として機能することが確認された。 

 

4µ8Cによる IRE1α阻害により PDIファミリーの発現量が低下する 

	 先行研究により、IRE1αの RNaseドメインを欠損させた IRE1αノックアウト細胞

において小胞体内でジスルフィド結合の形成を担う PDI ファミリーの発現量低下が

確認されていた。しかし、これまでの研究では IRE1αのノックアウトを行うために、

Cre recombinaseをもつアデノウイルスの感染により行っていたため、細胞を長期間培

養する必要があり、その解析まで 1 週間以上かかっていた。もっと短時間で IRE1α

の活性を阻害し、同様な結果が得られるかどうかを調べることは重要である。そのた

め、4μ8Cによる IRE1αの RNase活性阻害でも IRE1αノックアウトと同様の結果が

得られるかどうか検討した。まず、RE1αノックアウト細胞において発現量低下が確

認されている PDI、PDIRおよび ERp44について、膵島β細胞を 4μ8Cにより処理し

た時間と mRNA発現量の関係を調べた。その結果、PDI、PDIRおよび ERp44すべて

において、mRNA 発現量は 4μ8C 処理後 2 日目には低下することが明らかになった 

(図 5. A)。次に、PDIおよび PDIRについて、膵島β細胞を 4μ8Cにより処理した時
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間とタンパク質発現量の変化を調べた。その結果、PDIでは 4μ8C処理後 4日目、PDIR

では4μ8C処理後2日目にはタンパク質発現量が低下する傾向にあることがわかった 

(図 5. Bおよび C)。これらの結果は、4μ8Cをもちいることで、ノックアウトよりも

早い時期に IRE1α阻害による影響を調べられることを示している。すなわち、4μ8C

を利用することでより直接的な IRE1αの機能解析が可能になることが考えられた。 

 

IRE1α阻害により 2時間以内でインスリン分泌が抑制される 

	 上の結果から、4μ8C での IRE1α阻害による PDI ファミリーのタンパク質発現量

低下までは数日を要することがわかった。しかし、4μ8C処理により IRE1αの RNase

活性は 6 時間以内ですでに阻害されていることも示された。そのため、私は、IRE1

αが膵島β細胞において PDI ファミリーを介さない経路で他の役割を担っているな

ら、IRE1αの活性阻害から PDIファミリーの発現量低下が認められるまでにも、膵島

β細胞の機能に何らかの影響が見られるのではないかと考えた。そこで、IRE1α阻害

が、膵島β細胞の重要な機能である高グルコース刺激に応じたインスリンの分泌に影

響するのかを調べた。その結果、4μ8C未処理の細胞では、低グルコース (1.67 mM) か

ら高グルコース (16.7 mM) 条件に変えると、時間経過 (2時間から 8時間) に比例し

てインスリン分泌量が上昇することがわかった (図 6. A)。すなわち、膵島β細胞が高

グルコースに応答しインスリン分泌を促進していることが示された。一方、4μ8C処

理をした細胞では、インスリン分泌が９５％以上抑えられていることが明らかになっ

た (図 6. Aおよび B)。さらに、4μ8Cと同じく IRE1αの RNaseドメイン特異的阻害

剤として知られるSTF-083010による処理においても同様の結果が得られた (図6. C)。

２時間以内に阻害剤が機能しインスリン分泌をほぼ完全に阻害しているというこの

結果は、IRE1α-XBP1 経路の活性化により転写因子 XBP1s の下流の遺伝子の発現変

化により誘導されるという当初の仮説では説明しにくい。このことは、次の 2つの可

能性を示唆している。(1) IRE1αがインスリンの合成および成熟、あるいはインスリ

ンの放出過程で未知の作用を有しており、その IRE1αの機能が阻害されたことによ

りインスリンの分泌量が低下した、あるいは、(2) 用いた阻害剤が報告されている以

外の 2次的な作用点をもっている。これらを明らかにするために、まず (1) の可能性

について検証した。 

 

IRE1α阻害はインスリンの合成および成熟へ影響しない 

	 まず、IRE1α阻害によるインスリンの合成および成熟への影響を調べた。インスリ

ンの合成は、膵島β細胞を DMSOあるいは 4μ8C、および[35S]-Met/Cysを含む低グル

コース培地あるいは高グルコース培地で 30 分間パルス標識し、その間に合成された

総タンパク質あたりのプロインスリンおよびインスリンの総量を比較することで確

14



認した。その結果、4μ8C未処理の細胞では、低グルコース培地に比べ高グルコース

培地で培養された細胞においてインスリン合成量が僅かに上昇することが明らかに

なった。また、4μ8C処理をした細胞においても同様の結果が得られた (図 7. Aおよ

び B)。この結果から、膵島β細胞において、高グルコース刺激により新たに合成され

る総タンパク質に占める総インスリン量の割合は、IRE1α阻害により変化しないこと

が示された。また、インスリンの成熟は、膵島β細胞を DMSO あるいは 4μ8C、お

よび[35S]-Met/Cysを含む高グルコース培地で 15分間パルス標識した後、[35S]-Met/Cys 

を除いた培地で 30、60、120分間チェイスをおこない、各時間における培地中および

細胞内の総インスリン量に占めるインスリンの割合を比較することで確認した。その

結果、4μ8C未処理の細胞では、時間が経過するにつれインスリンの成熟が進んでい

ることが確認された。また、4μ8C処理をした細胞においても同様の結果が得られた 

(図 7. Cおよび D)。この結果から、膵島β細胞において、IRE1α阻害は高グルコース

条件下でのインスリンの成熟に影響しないことが示された。これらの結果から、私は、

IRE1α阻害後数時間で起こるインスリン分泌量の低下は、インスリンの合成および成

熟が阻害されることによるものではないと考えた。 

 

IRE1α阻害により 5分以内にインスリン分泌が抑制される 

	 次に、IRE1α阻害によるインスリン放出への影響を調べた。マウス個体やマウスか

ら単離した膵島では、高グルコース刺激後 5〜15分でインスリンが分泌されることが

知られている。そこで、膵島β細胞が高グルコース刺激により新たに合成し放出する

インスリンの影響を抑え、細胞内にすでに蓄えられたインスリン分泌顆粒からの放出

によるインスリン分泌量を調べるため、DMSO あるいは 4μ8C を含む高グルコース

培地で膵島β細胞を短時間刺激した時のインスリン分泌量を調べた。その結果、4μ

8C 未処理の細胞では、低グルコース条件下に比べ、高グルコース条件下においてイ

ンスリン分泌量が一過的に上昇することが確認された。しかし、4μ8C処理をした細

胞では、5分の時点でその分泌量が 85%抑えられており、それ以降もインスリン分泌

は抑制されたままであることが明らかになった (図 8)。さらに、マウスから単離した

膵島においても、同様の結果が得られた (図 9)。先述のように、IRE1αが XBP1 mRNA

のスプライシングを介し膵島β細胞内で何らかの機能を担っているとすると、その後

XBP1sによる転写誘導や目的タンパク質の発現、さらにはインスリン分泌に影響する

までが 5 分以内に進むとは考え難い。そこで、(2) の可能性について検証した。図 8

の実験と同じ条件において XBP1 mRNAのスプライシング状況を確認することで、こ

のとき膵島β細胞では IRE1αの活性および 4μ8C による阻害状況がどのようになっ

ているのかを調べた。その結果、4μ8C 未処理の細胞では、高グルコース刺激後 15

分から 30分で XBP1 mRNAのスプライシングがピークに達し、その後低下していく
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ことが明らかになった。しかし、4μ8C処理をした細胞では、XBP1 mRNAのスプラ

イシングのピークは見られず、高グルコース刺激および 4μ8C添加後 10分を過ぎた

あたりから徐々に低下することが明らかになった (図 10. Aおよび B)。この結果によ

り、4μ8Cが IRE1αを瞬時に阻害していることが示された。しかし、それと同時に 5

分の時点ではXBP1 mRNAのスプライシングに 4μ8Cによる影響が現れていないこと

がわかった。これらの結果から、IRE1αが XBP1のスプライシングを介さずにインス

リン分泌に関与している可能性、すなわち 4μ8Cがこれまでに報告されていない副作

用をもっているという (2) の可能性があることが示唆された。 

 

IRE1αノックアウト細胞において 4µ8Cはインスリンの分泌を抑制する 

	 そこで、私は、IRE1αノックアウト細胞における 4μ8Cの影響を調べた。まず、IRE1

αノックアウト細胞で IRE1αが RNase 活性をもたないことを確認するため、アデノ

ウイルス未処理の細胞、あるいはアデノウイルス感染により GFP あるいは Cre を発

現させた細胞において、図 4. Aの実験同様、4μ8C処理をした後 DTTによりストレ

スを与え XBP1 mRNAのスプライシング状況を調べた。その結果、アデノウイルス未

処理の細胞および GFPコントールの細胞では、図 4. Aの実験同様、ストレスを与え

た場合に XBP1 mRNAのスプライシングが亢進し、4μ8C処理によりそのスプライシ

ングが抑えられていることが確認された。また、IRE1αノックアウト細胞では、4μ

8Cの有無にかかわらず、ストレスを与えた場合においても XBP1 mRNAのスプライ

シングが抑えられていることが確認された (図 11)。この結果から、IRE1αノックア

ウト細胞では、間違いなく IRE1αが RNase 活性を失っていることが確認された。次

に、4μ8C が副作用をもつかどうかを調べるため、この IRE1αノックアウト細胞を

もちいて、図 6. Aと同様の実験をおこなった。その結果、アデノウイルス未処理の細

胞および GFPコントロールの細胞では、図 6. A同様、高グルコース刺激によりイン

スリン分泌が促進されていることが確認された (図 12. Aおよび B)。また、IRE1αノ

ックアウト細胞では、そのインスリン分泌量が 50%以上低下していることが確認され

た (図 12. C)。しかし、IRE1αノックアウト細胞を 4μ8C処理すると、さらにその分

泌量が 75%抑えられることが明らかになった (図 12. Dおよび E)。これらの結果より、

4μ8C 処理による膵島β細胞におけるインスリン分泌量の低下は IRE1αの RNase 活

性阻害に非依存的であること、すなわち 4μ8Cには重大な副作用があることが示唆さ

れた。それでは、4μ8Cはどのようにしてインスリンの放出を抑制しているのであろ

うか。 

 

4µ8Cはインスリン放出過程において細胞内 ATP量を減少させる 

	 4μ8Cが、先述の膵島β細胞のインスリン放出過程のうち、どの段階を阻害してい
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るのかを調べた。まず、細胞内からのカリウム流出を阻害しインスリン分泌を促進す

るため、60 mM KClにより低グルコース培地で培養されている膵島β細胞を刺激し、

その分泌が 4μ8C処理により抑えられるのかどうかを調べた。その結果、4μ8C未処

理の細胞では、KClによる刺激に応じてインスリン分泌が促進されることが確認され

た。また、4μ8C 処理をした細胞においても、同様の結果が得られた (図 13)。この

結果から、4μ8C処理をした場合でも、膵島β細胞のインスリン放出過程のうち、ATP

感受性カリウムチャネル以降は機能することが示唆された。次に、4μ8C処理が細胞

内 ATP量に影響しているのかを調べるため、膵島β細胞を DMSOあるいは 4μ8Cを

含む高グルコース培地により刺激し細胞内 ATP 量を測定した。その結果、高グルコ

ース刺激後 5分の時点において、4μ8C未処理の細胞に比べ、4μ8C処理をした細胞

では細胞内 ATP量が減少することが確認された (図 14)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

17



考察	

 

	 本研究において、IRE1αの RNase ドメイン特異的阻害剤 4μ8C は、膵島β細胞に

おいて効率的に IRE1αの活性阻害をおこなうだけでなく、IRE1α-XBP1 経路非依存

的にインスリンの分泌を阻害することが明らかになった。それぞれ、以下の結果に基

づくものである。まず、4μ8C が膵島β細胞において効率的に IRE1αの活性を阻害

する点については、1) 4μ8C処理により 15分以内に XBP1 mRNAのスプライシング

が阻害されたこと (図 10. Aおよび B)、2) 4μ8C処理により、IRE1α KOと同様の

PDIファミリー発現量低下が 4日以内に確認されたことによる。先述のように、先行

研究においては IRE1 KOから解析までに 2-3週間以上要していたため、4μ8Cによる

IRE1αの機能阻害は極めて短時間でなされたこととなる。それにより、これまで明ら

かにされていない IRE1αの機能を見出すことができる可能性が示唆された。次に、

IRE1α-XBP1経路非依存的にインスリンの分泌を阻害する点については、1) 4μ8C処

理によるXBP1 mRNAのスプライシングへの影響が現れる前にインスリン分泌が抑制

されたこと、2) IRE1α KO細胞においても 4μ8C処理によりインスリン分泌が抑制

されたことによる。4μ8Cによる XBP1 mRNAのスプライシングの阻害は数分で起こ

っていることが予想されるが、4μ8C 未処理および 4μ8C 処理において XBP1s の発

現量の差は 5 分の時点では認められず、この間に IRE1α阻害による影響が細胞に現

れる可能性は低いと考えられる。それでは、なぜ 4μ8C処理により膵島β細胞および

マウスから単離した膵島の両方において、5分以内にインスリンの分泌が抑えられた

のだろうか。これについては、2 つの可能性が考えられた。1 つ目は IRE1αの XBP1 

mRNAのスプライシング以外の機能、RIDDあるいは未だ知られていない機能がイン

スリン分泌に働いている可能性、2 つ目に 4μ8C が IRE1αを介さずに細胞に作用し

ている可能性である。そこで、IRE1α KO 細胞に 4μ8C 処理をすることでその影響

を調べたところ、KO細胞は野生型に比べインスリンの分泌量を低下させるが、4μ8C

処理によりさらにその分泌量を著しく低下させることが確認された (図 12. E)。この

結果は、4μ8Cが IRE1αの RNaseドメイン以外に作用することを強く示した。 

	 IRE1αはその機能の多様性から、糖尿病だけでなくがん治療においても注目されて

いる (Mimura N. et al., 2012; Ming J. et al., 2015)。4μ8Cと共通する構造をもつ IRE1α

阻害剤 STF-083010 は、タモキシフェン抵抗性の乳がん細胞においてタモキシフェン

感受性を回復させ、また、マウスではタモキシフェンと STF-083010 との同時処理に

よりがんの進行を緩めたと報告されている (Ming J. et al., 2015)。しかし、STF-083010

は 4μ8Cと同様、処理後 5分以内にインスリン分泌量を低下させる (data not shown) 

ことから、副作用としてインスリン分泌を阻害する可能性が予想される。また、4μ

8C や STF-083010 以外にもこれら阻害剤と共通構造をもつ化合物が IRE1α阻害剤と
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して利用されており (Mimura N. et al., 2012; Zhang L. et al., 2014; Maly DJ. et al., 2014)、

場合によっては IRE1αの機能阻害によらない結果から誤った解釈を導く可能性もあ

ると考えられる。そこで、4μ8Cが副作用としてどのようにインスリン分泌を阻害し

ている可能性があるのかについて調べた。4μ8Cが数分でインスリン分泌を抑えてい

たことから、副作用としてはインスリンの放出過程に影響していることが予想された。

現在、糖尿病や低血糖症治療薬としては、インスリン分泌の促進および抑制の両方に

おいて、ATP感受性カリウムチャネルに作用する薬剤がよく知られている (Zhang CL. 

et al., 2009; Matsuda M. et al., 2002; Grill V. et al., 2009)。そのため、本研究においてもま

ず、4μ8C 存在下で ATP 感受性カリウムチャネル以降の過程が機能するのかを調べ

たところ、KCl処理によりインスリン分泌は促進されておりカリウムチャネル以降は

機能していることが確認された。これは、4μ8C が ATP 感受性カリウムチャネルよ

り前の段階でインスリンの放出を妨げている可能性を示している。また、4μ8C処理

により高グルコース処理後 5 分の時点で、4μ8C 未処理に比べ細胞内 ATP 量が低下

していることが確認された。4μ8C未処理の細胞において、高グルコース処理後に細

胞内 ATP 量の上昇が見られていない点については条件を検討する必要があるが、少

なくとも 4μ8C 処理により細胞内 ATP 量が減少する傾向は認められたと考える。こ

のことから、4μ8Cは ATP産生の阻害あるいは ATP分解を促進するなどの働きをす

ることにより、膵島β細胞が ATP 感受性カリウムチャネルを介して脱分極を起こす

のを妨げ、インスリンの放出を阻害している可能性が考えられた。 

	 今回、4μ8C が IRE1αの RNase 特異的阻害剤ではなく、副作用として膵島β細胞

からのインスリン放出を阻害することが新たにわかった。また、先行研究により IRE1

αやXBP1のノックダウンおよびノックアウトによりインスリンの合成や成熟が阻害

されることが報告されている (Lipson KL. et al., 2006; Lee AH. et al., 2011; Tsuchiya Y. 

et al., 2016)。これらのことは、4μ8Cが膵島β細胞において IRE1α阻害剤およびその

副作用の両方でインスリン分泌を強力に阻害しうることを示している。さらに、本研

究により 4μ8C 処理により構成性分泌は阻害されないという結果も得られた (data 

not shown)。以上のことから、4μ8Cは、膵島β細胞においては IRE1α-XBP1非依存

的に調節性分泌である高グルコース刺激に応じたインスリン分泌を阻害するが、他の

細胞においても同様に調節性分泌を阻害する可能性があることが考えられる。また、

先述のように 4μ8C だけでなく、STF-083010 にも同様の副作用があると予想される

ため、この現象はこれら 2つの阻害剤と同様サリチルアルデヒドを含む阻害剤におい

て共通の問題となることも考えられる。そのため、今後新たに IRE1αをターゲット

とした阻害剤や糖尿病やがんなどの治療薬をスクリーニングする場合は、副作用とし

てインスリン分泌をはじめとする調節性分泌を担う細胞へ影響を与えないかどうか

を確認すべきである。 
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図1. 膵島β細胞におけるインスリン分泌 (詳細は本文参照)
A. グルコース刺激によるインスリン分泌
B. インスリンの合成および成熟
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図2. 動物細胞における小胞体ストレス応答
本文参照

PERK
ATF6

IRE1α

eIF2α
P

翻訳抑制

XBP1u	mRNA XBP1smRNA

XBP1

⼩胞体タンパク質

P P P
P P

ゴルジ体

構造異常タンパク質
⼩胞体ストレス

⼩胞体

核

スプライシング

23



4μ8C

Cross	BC.,	PNAS.,	2012

キ
ナ
ー
ゼ
ド
メ
イ
ン

RN
as
eド
メ
イ
ン

K907

K599

4μ8C

STF-083010
Maly DJ.,	Nat	Chem Biol.,	2014

A

B

図3. IRE1αのRNaseドメイン阻害剤
A. IRE1αのRNaseドメイン阻害剤4µ8CおよびSTF-083010
B. IRE1αと4µ8Cの結合
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図4. IRE1αのRNase阻害剤4µ8Cの使用濃度を確認
A. DMEMで培養されているマウス膵島β細胞をDMSOあるいは図に示した濃度の4µ8C
で5時間処理した後、続く1時間はそれまでと同じ濃度のDMSOあるいは4µ8Cで処理
し、同時に1 mM DTTによりストレスを与えた。細胞を回収しRNA精製後、XBP1の
プライマーをもちいてRT-PCRをおこなった。

B. Aの結果より、バンドを定量しXBP1uおよびXBP1sの総量におけるXBP1sの量を求め、
XBP1 mRNAのスプライシング効率をグラフにした。

C. DMEMで培養されているマウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cで5.5時間処
理した後、続く30分はDMSOあるいは64 µM 4µ8C処理と同時に3 mM DTTによりス
トレスを与えた。細胞を回収しライセートを調整後、Phos-tagをもちいてSDS-PAGE
で展開し抗IRE1α抗体でイムノブロットをおこなった。
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図5. PDIの発現量は4µ8CによるIRE1α阻害により低下する
A. DMEMで培養されているマウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cで図に示し
た日数処理した。細胞を回収しRNA精製後、PDI、PDIRおよびERp44のプライマー
をもちいてqRT-PCRをおこない、β-actinで補正した。独立した3回の実験結果より標
準偏差を示した。*p<0.05

B. DMEMで培養されているマウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cで図に示し
た日数処理した。細胞を回収しライセートを調整後、NuPAGEにより展開し抗PDI抗
体および抗PDIR抗体でイムノブロットをおこなった。1、２は二連の実験によるサ
ンプルを示している。

C. Bの結果より、バンドを定量しβ-actinで補正しグラフにした。独立した2回の実験に
よる平均値を示した。

C

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

PDI PDIR

0day

2day

4day

28



0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 3 4 6 8

Low	glucose

High	glucose

0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 3 4 6 8

Low	glucose

High	glucose

4μ8C	(-)

4μ8C	(+)

(hr)

Se
cr
et
ed

	in
su
lin
/T
ot
al
	p
ro
te
in

Se
cr
et
ed

	in
su
lin
/T
ot
al
	p
ro
te
in

(hr)

(ng/μg)

(ng/μg)

A

Treatment	time	of	high	glucose	

Treatment	time	of	high	glucose	

29



0

2

4

6

8

10

12

14

0 2 4 6 8 10

Control

4μ8C

Se
cr
et
ed

	in
su
lin
/T
ot
al
	p
ro
te
in

(hr)

(ng/μg)

Treatment	time	of	high	glucose	

B

STF-083010	(-)

(hr)

Se
cr
et
ed

	in
su
lin
/T
ot
al
	p
ro
te
in

(ng/μg)
C

0

2

4

6

8

10

12

14

16

0 2 3 4 6 8

Low	glucose

High	glucose

Treatment	time	of	high	glucose	

*
*

*
*

*

4μ8C	(-)

4μ8C	(+)

30



Se
cr
et
ed

	in
su
lin
/T
ot
al
	p
ro
te
in

(hr)

(ng/μg)

図6. IRE1αのRNaseドメイン阻害剤により高グルコース刺激によるインスリン分泌量が
低下する
A. マウス膵島β細胞を64 µM 4µ8Cを含む低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養した
のち、 DMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む高グルコース (16.7 mM) 培地で刺激しイン
スリン分泌を誘導した。図に示した各時間において培地を一部回収し、培地中に放
出されたインスリン量をELISAで検出しタンパク質量で補正した。独立した3回の実
験結果より標準偏差を示した。

B. A の結果から高グルコース下のインスリン分泌量のみを表し、4µ8C処理による影響
を示した。*p<0.05

C. マウス膵島β細胞を150 µM STF-083010を含む低グルコース培地で2時間培養したの
ち、DMSOあるいは150 µM STF-083010を含む高グルコース培地で刺激しインスリ
ン分泌を誘導した。Aと同様の手順によりインスリン分泌量を示した。
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図7. インスリンの合成および成熟は4µ8CによるIRE1α阻害により変化しない
A. 低グルコース (1.67 mM) 条件下でのインスリン合成量を調べるため、マウス膵島β細
胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む低グルコース培地で1時間培養した後、DMSO
あるいは64 µM 4µ8C、および[35S]-Met/Cysを含む低グルコース培地で30分間パルス
した。また、高グルコース (16.7 mM) 条件下でのインスリン合成量を調べるため、
マウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む低グルコース培地で2時間培養
した後、DMSOあるいは64 µM 4µ8Cおよび[35S]-Met/Cysを含む高グルコース培地で
30分間パルスした。細胞を回収しライセートを調整後、総タンパク質をNuPAGEに
より分離し放射活性を検出した。

B. Aの結果より、バンドの定量をおこない、プロインスリンおよびインスリンの総量
を総タンパク質量で補正し、インスリンの合成量とした。独立した3回の実験結果
より標準偏差を示した。

C. マウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む低グルコース培地で2時間培養
した後、DMSOあるいは64 µM 4µ8C、および[35S]-Met/Cysを含む高グルコース培地
で15分間パルスした。その後、DMSOあるいは64 µM 4µ8Cのみを含む高グルコース
培地で図に示した時間チェイスした。細胞を回収しライセートを調整後、総タンパ
ク質をNuPAGEにより分離し放射活性を検出した。

D. Cの結果より、バンドの定量をおこない、プロインスリンおよびインスリンの総量
におけるインスリン量を求めることでインスリンの成熟度とした。独立した3回の
実験結果より標準偏差を示した。
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図8. 4µ8C処理により高グルコース刺激によるインスリン分泌量が瞬時に低下する
A. マウス膵島β細胞を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養したのち、 DMSOある
いは64 µM 4µ8Cを含む高グルコース (16.7 mM) 培地で刺激しインスリン分泌を誘導
した。図に示した各時間において培地を一部回収し、培地中に放出されたインスリ
ン量をELISAで検出しタンパク質量で補正した。独立した4回の実験結果より標準偏
差を示した。

B. A の結果から高グルコース下のインスリン分泌量のみを表し、4µ8C処理による影響
を示した。*p<0.05
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図9. マウスの膵島において4µ8C処理により高グルコース刺激によるインスリン分泌量
が瞬時に低下する
A. マウスから単離した膵島を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養したのち、

DMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む高グルコース (16.7 mM) 培地で刺激しインスリン
分泌を誘導した。図に示した各時間において培地の回収および培地交換をおこなっ
た。培地中に放出されたインスリン量はELISAで検出しタンパク質量で補正した。
独立した6回の実験結果より標準偏差を示した。

B. A の結果から高グルコース下のインスリン分泌量のみを表し、4µ8C処理による影響
を示した。*p<0.05、*p<0.01
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図10. 4µ8C処理により高グルコース刺激によるXBP1 mRNAのスプライシング効率が低
下する
A. マウス膵島β細胞を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養したのち、 DMSOある
いは64 µM 4µ8Cを含む高グルコース (16.7 mM) 培地で刺激しインスリン分泌を誘導
した。細胞を回収しRNA精製後、XBP1のプライマーをもちいてRT-PCRをおこなっ
た。

B. Aの結果より、バンドを定量しXBP1uおよびXBP1sの総量におけるXBP1sの量を求め、
各時間でのXBP1のスプライシング効率をグラフにした。独立した3回の実験結果よ
り標準偏差を示した。*p<0.05、*p<0.01
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図11. IRE1αノックアウト細胞においてXBP1 mRNAのスプライシングは抑制されている
DMEMで培養されているアデノウイルス未処理のマウス膵島β細胞、アデノウイルスで
GFPを発現させた細胞およびアデノウイルスでCreを発現させIRE1αをノックアウトした
細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cで5時間処理した後、続く1時間はDMSOあるいは64 
µM 4µ8C処理と同時に1 mM DTTによりストレスを与えた。細胞を回収しRNA精製後、
XBP1のプライマーをもちいてRT-PCRをおこなった。
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図12. IRE1αノックアウト細胞においても4µ8C処理により高グルコース刺激によるイン
スリン分泌量が低下する
A. アデノウイルス未処理のマウス膵島β細胞を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培
養したのち、高グルコース (16.7 mM) 培地で刺激しインスリン分泌を誘導した。図
に示した各時間において培地を一部回収し、培地中に放出されたインスリン量を
ELISAで検出しタンパク質量で補正した。独立した3回の実験結果より標準偏差を示
した。

B. アデノウイルスでGFPを発現させたマウス膵島β細胞をAと同様の手順で処理した。
独立した3回の実験結果より標準偏差を示した。

C. アデノウイルスでCreを発現させIRE1αをノックアウトしたマウス膵島β細胞をAと同
様の手順で処理した。独立した3回の実験結果より標準偏差を示した。

D. IRE1αをノックアウトしたマウス膵島β細胞をDMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む低グ
ルコース培地で2時間培養したのち、 DMSOあるいは64 µM 4µ8Cを含む高グルコー
ス培地で刺激しインスリン分泌を誘導した。以降、Aと同様の手順で処理した。独
立した3回の実験結果より標準偏差を示した。

E. CおよびD の結果から高グルコース下のインスリン分泌量のみを表し、4µ8C処理に
よる影響を示した。*p<0.05、*p<0.01
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図13. カリウム刺激によるインスリン分泌量は4µ8C処理により低下しない
A. マウス膵島β細胞を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養したのち、DMSOある
いは64 µM 4µ8Cを含む低グルコース培地において60 mM KClによりインスリン分泌
を誘導した。図に示した各時間において培地を一部回収し、培地中に放出されたイ
ンスリン量をELISAで検出しタンパク質量で補正した。独立した3回の実験結果より
標準偏差を示した。

B. Aの結果からKCl処理下のインスリン分泌量のみを表し、4µ8C処理による影響を示
した。
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図14. 4µ8C処理により高グルコース条件下での細胞内ATP量は低下する
マウス膵島β細胞を低グルコース (1.67 mM) 培地で2時間培養したのち、DMSOあるいは
64 µM 4µ8Cを含む高グルコース (16.7 mM) 培地で図に示した時間培養した。細胞を回収
しライセートを調整後、ルシフェラーゼアッセイによりATP量を検出しタンパク質量で
補正した。独立した4回の実験結果より標準偏差を示した。*p≒0.05
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