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小胞体内 に構造異常 のタンパ 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。

このよ うな状態 を小胞 体ス トレス と呼ぶ。 小胞 体ス トレスセ ンサー であるIRE1α は小胞体膜

に局在 し、細胞質 ゾル側 にRNaseド メイ ンをもつ。IRE1α が小胞体 ス トレスを感知す る と、

標 的で あるXBPImRNAの 特殊 スプ ライシ ングを介 して小胞体ス トレスの解 消 を促す。近年 、

イ ンス リンの分泌 を担 う膵 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 とが報告 され てい る。また、膵 島 β細胞特異的 にIRE1α を欠損 させたマ ウス （KOマ ウ

ス）は糖尿病 を発症 す ることがわかっている。一方、IRE1αKOマ ウスか ら調製樹立 した β細

胞（膵 β培養 細胞）を用 いた先行研究 か らIRE1α の欠失 によ りある種 のPDI関 連遺伝子発現 が

低下 し、結果 としてプ ロイ ンス リンの折 り畳 み不 全に よるイ ンス リン量低下 が示 され ていた。

しか しアデ ノ ウィル スを利用 したIRElα 欠損 を利用 しているため、解析 まで1－2週 間要 して

お り、他 の小胞体 ス トレス応答経路 の代償的活1生化 な どが確認 されていた。そ こで、本研究 で

はIRE1α の機 能阻害に よる影響 を よ り早い時間で解析す るため、IREIα のRNaseド メイ ン特

異的阻害剤 として知 られ ている4118Cを 用 いて解析 した。

膵 β培養 細胞 にお いて、6411Mの4p8Cに よ り、XBPImRNAの スプライ シングは完全 に抑

制 され たので、本研 究では この濃度 を用 いた。膵 β培養細胞 を4118Cで2日 ，4日 処理す る と、

高 グル コー ス刺激 に よるイ ンス リン分泌が抑制 され 、PDIフ ァミリー遺伝子 の誘導抑制が観 察

され、IRE1αKO細 胞 よ り得 られた結果 をよ り短期間で再確認 す ることがで きた。一方 、高 グ

ル コー ス処理後 のイ ンス リン分泌 をほぼ完全 に抑 えていたので、 よ り早期 での影響 を調べ た。

膵 β培養 細胞 を35SMet／Cysで 標識 し細胞 内プ ロイ ンス リン、イ ンス リンの合成 ・成熟過程 を

調べた所 、4p8Cの 添加 に よる影響 は認 め らず 、細胞外へ の分泌 を強 く抑制 してい るこ とが判

明 した。 この結果 は、IRE1αKOβ 細胞 を用 いたプ ロイ ンス リンの成 熟過程 を阻害す る とい う

結果 と異 なるものであった。また、イ ンス リン分泌 阻害 は膵 β培養細胞 だけで な く、マ ウスか

ら単離 した膵 島を用 いた場合、さらにIRE1αKO膵 β培養 細胞で も同様 に観 察 された。更 に詳

細 にイ ンス リン分 泌へ の 阻害効 果 を調 べ た所 、高 グル コー ス刺 激 に よ り誘 導 され るXBPl

mRNAの スプ ライ シングを15分 以 内に抑制 しているこ と、細胞外へ のイ ンス リン放 出に関 し

て もほぼ添加 と同時 に阻害す るこ とが明 らか になった。 この ことは、4118CがIRE1α の阻害 を

す る と同時 にイ ンス リンの調節1生分泌 も阻害す るこ とを示唆 してい る。その点 を詳細 に検討 し

た結果、4p8Cは 構成性分泌 には影 響 を与 えない が、イ ンス リンの調節性分泌 を即時 に阻害す

る とい う新た な作用点 をもつ こ とが明 らか とな った。

以上の よ うに、本研究 は、膵臓 β細胞 でIREIα 経路 を特 異的にブ ロックす る と、PDIフ ァ

ミリー遺伝 子 の誘 導が阻害 され、イ ンス リン分泌が抑制 され るこ とを示 しただ けでな く、IREl

αのRNaseド メイ ン特異的阻害剤 として開発 された4118Cが 、IRE1α 非依存的 にイ ンス リン放

出の阻害剤 と して も作用す るとい う新知見を得 た。本研 究の成果 は、膵 β細胞 にお ける小胞体

ス トレス応 答経路恒常的活性化 の生理 的役割 と、そのIRE1α 阻害剤 開発 に新た な視 点 を与 え ・

る重要な研 究 と位 置づ け られ る。
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小胞 体ス トレスセ ンサーの一つで あるIRE1α は、 ノックア ウ ト （KO）マ ウスやKO

β細胞 の解析 か ら糖尿 病 に関与 してい ることが明 らか にな りつつ ある。 しか し、 これ

まで の過去 の研 究では、遺伝 子 ノ ックア ウ トか ら解析 まで に数週 間要 してお り、その

間に他 の小胞体 ス トレス応答経 路の代償 的活性化が確認 され るな ど、IRE1α 経路 の直

接的阻害結果 なのか ど うかが明確 で はなか った。そのため、申請者 はIRE1α の機 能 を

よ り早 く阻害 しそ の影響 を解 析す るためIRE1α のRNaseド メイ ン特異 的阻害剤4μ8C

を用い た。

申請者 はまず 、膵 島 β細胞 において高 グル コース刺激 に よ り誘導 され る ￥BPImRNA

のスプライ シングを4118Cは15分 以内に抑制 してい る ことを明 らかに した。また、こ

れ までIRE1αKO膵 β培養細胞 の解析 に よ り示 されてい る、高 グル コー ス刺激 に よる

イ ンス リン分泌量 の低 下やPDIフ ァ ミリーの発現 量低 下 を4p8C処 理 に よって再現 で

きるか ど うか を調べ た。その結果 、4118C処 理では、遺伝 子KOに 比べ よ り早 い段 階で

イ ンス リン分泌お よびPDIフ ァミ リー の発現量 が低下す る ことを明 らか とした。 これ

らの結果 は、4118Cが 膵 島 β細胞 におい て も、IRE1α の阻害剤 として効果 的に働 くこと

を示 してい る。 しか し、この とき4118Cが イ ンス リンの合成や成熟 に影響 してい るの

か を調べ た ところ、それ らに変化 は見 られ なか った。この結果 は、IRE1αKOβ 細胞 を

用い た解析 とは異 な るものであった。

そ こで、 申請者 は4p8C処 理 に よるイ ンス リン分泌量 の低 下が、イ ンス リン放 出過

程 の阻害 に よるものかを調べ た。その結果 、4118Cは 処理後5分 以 内に高 グル コー ス刺

激 に よるイ ンス リン放 出を阻害 してい ることが明 らかになった。IRE1α がXBPImRNA

のスプ ライ シングを介 して機能 してい る と考 える とそ の影響 が現れ るのが非常 に早 く、

4118Cが 異 な る作用 点を もつ こ とが予想 され た。そ のた め、IRE1α のKO細 胞 を4118C

処理 した ところ、4118CはKO細 胞 において もイ ンス リン分泌 を顕著 に抑制す ることが

明 らかになった。す なわち、4118CはIRE1α 一XBP1経 路に よ らず 、イ ンス リンの調節

性分泌 を強 く阻害す ることが示 され た。以上 の結果 は、4118CはIRE1α 依存 的、非依

存的 な2つ の作用 か らイ ンス リン分泌 を強 く阻害す る薬剤 であ ることを示 してい る。

以上 の よ うに、本論文 は膵臓 β細胞 においてIRE1α 経路 の活性化 がPDIフ ァ ミリー

遺伝子 の誘導 に必要 な こと、またIRE1α 特異 的阻害剤 とされ てい る4118Cに はイ ンス

リンの調節性 分泌 を特異 的に阻害す る とい うこれ までに知 られてい ない重大 な新 しい

作用 がある ことを明 らかに した もので、学術上、応用上貢献す るところが少 な くない。

よって審査委員 一 同は、本論文 が博 士 （バイオサイエ ンス）の学位 論文 として価値 あ

る もの と認 めた。


