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小 胞 体 の ホ メ オ ス タ シ ス に働 く小胞 体 ス トレスセ ンサ ー で あ るIRE1α は 、小 胞 体 ス トレ

スセ ンサ ー の 中 で 進 化 的 に最 も保 存 され て い るだ けで な く、 哺 乳動 物 の発 生 に も必 須 の遺

伝 子 で あ る。 した が っ て 、IRE1α は哺 乳 動 物 の様 々 な組 織 で重 要 な機 能 を持 つ こ とが予 想

され るが 、 そ の 詳 細 は十 分 に解 析 され て い な い。

そ こで 申請 者 は、IRE1α の 生 体 内 で の働 き を理 解 す る た め に 、マ ウス を哺 乳 動 物 のモ デ

ル 生物 と し、様 々 な 組 織 で のIREIα の活 性 化 を解 析 した。そ の 結果 、他 の 組 織 とは異 な り、

膵 臓 β細 胞 で はIRE1α が 生 理 的 条 件 下 で も恒 常 的 に 強 く活 性 化 して い る こ とを 見 出 した。

この 生 理 的 意 義 を 明 らか にす るた め に、膵 臓 β細 胞 特 異 的 に．IRE1α を欠 損 す るマ ウス を作

製 し解 析 した と こ ろ 、IREIα 遺伝 子 欠 損 マ ウス は 、生 後4週 齢 か らイ ンス リン分泌 量 の低

下 が観 察 され 糖 尿 病 を発 症 す る こ とが判 明 した。 イ ンス リン分泌 量 の 低 下 の原 因 を詳 しく

調 べ た とこ ろ 、IREIα 遺 伝 子 欠損 マ ウス で は 、膵 臓 β細 胞 で のイ ン ス リンの 生 産 が顕 著 に

低 下 して い る こ とが 明 らか とな った。

次 に 、膵 臓 β細 胞 特 異 的IRE1α 遺伝 子欠 損 マ ウス で の イ ンス リン合 成 量 低 下 の分 子機 構

を 明 らか にす るた め に 、IRE1α 遺 伝 子 の 活 性 領 域 に あ た るRNaseド メ イ ンがfloxedさ れ た

モ デ ル β細 胞 、MIN6（1re1αfUfi）細胞 を樹 立 した。MIN6（lre1αfi（ft）細 胞 にCre：loxPシ ス テ ム を

働 かせ る こ とで 、 効 率 的 にIRE1α の機 能 を失 っ たMIN6（lre1α ∠R／AR）細 胞 を得 る こ とがで き

る か らで あ る。MIN6（1re1αtARIAR）細 胞 は、マ ウス と同様 に 、イ ンス リン分 泌 の低 下 と細 胞 内

イ ンス リン量 の 低 下 を示 した。 この原 因 に つ い て 、 パ ル ス チ ェイ ス 実 験 に よ り詳 し く解 析

した とこ ろ 、MIN6（lrelaAR／ztR）細 胞 で はイ ンス リンの 前駆 体 で あ るプ ロイ ン ス リンの酸 化 的

折 り畳 み が 著 し く阻 害 され て い る こ とが 明 らか とな った 。・そ こで 、 小 胞 体 で折 り畳 み に働

く様 々 な 因 子 に 関 して遺 伝 子 及 び タ ンパ ク質 レベ ル で の発 現 量 を調 べ た と ころ 、MIN6

．（lrelu∠R／zlR）細 胞 と膵 臓 β細 胞 特 異 的IREIα 遺 伝 子 欠 損 マ ウス で は 、5つ のPDIフ ァ ミ リー

（PDI、PDIR、P5、ERp44、ERp46） の発 現 量 が特 異 的 に低 下 して い る こ とが わ か っ た。 さ

らに 、 これ ら5つ のPDI’ フ ァ ミ リー が プ ロイ ン ス リン と直 接 結 合 す る こ と も見 出 した。 次

に 、MIN6（lre］or△R’△R）細 胞 にIRE1α ま た は標 的 産 物 で あ るXBPlsを 強 制 発 現 し、プ ロイ ン

ス リンの 折 り畳 み が 回復 す る か ど うか の レス キ ュー 実 験 を行 った 。そ の結 果 、IREIα 一XBP1

経 路 を再 構 成 す る こ とで 、上 記5つ のPDIフ ァ ミ リー の発 現 量 が 回復 す る と共 に細 胞 内イ

ン ス リン量 ＼ イ ン ス リン分 泌 も回復 す る こ とを確 認 した 。 さ らに、MIN6（lre1α ∠R／∠R）細

胞 に5つ のPDIフ ァ ミ リー を再構 成 す る実 験 で も、イ ン ス リンの折 り畳 み と分泌 が 回復 す

る こ と も示 した 。 以 上 の知 見 か ら、 申請 者 は、IRE1α は膵 臓 β細 胞 に お い て イ ンス リン の

酸 化 的 折 り畳 み を促 す5つ のPDIフ ァ ミ リー を動 員 す る こ とで 、 イ ンス リンの 合成 能 を維

持 す る こ とに働 い て い る と結 論 付 けた 。
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小胞 体 の機 能 不全 は小胞体ストレスと総称され 、折 り畳 み不全タンパ ク質の小胞 体への蓄積 を

伴う。これ は細胞 にとって有害であり、細胞は小胞 体ストレス状態 を避 けるため （あるいは小胞体ス

トレス状 態から回復 するため）、小胞体ストレス応 答を引き起こす。小胞 体ストレス応答 として最もよ

く知られた事象 が、小胞 体 内在性分子シャペ ロンを含む小胞体タンパク質 の転写レベルの誘導で

ある。なお 、小胞 体ストレスを感知 して小胞体ストレス応 答を惹 起する小胞 体ストレスセンサー とし

て、哺乳動 物細胞 は複数 の種類のタンパク質を小胞体膜 に有 してお り、その 中のひ とつが申請者

の研 究対象であるIRE1α である。

小胞 体ストレス応 答の存在は1980年 代末に明らかにされてお り、次いで、1990年 代 から2000

年代 前半 にか けて、主 として出芽酵母や 哺乳類 培養細胞 を用 いた研 究 により、どのような因子 が

どのように働 いて小 胞体ストレス応答が 引き起 こされるのかにっ いて、分 子細 胞生物 学的な理解

が深 められてきた。一 方、哺乳動物個体がどのような局面 において小胞 体ストレス応答を引き起こ

し、あるいは、小胞体ストレス応答シグナル伝達経路 を必要とす るのか については、その一端 は明

らか にされているものの、いまだ に未解 明な点が多く残されていよう。

哺 乳動物個 体が生理 的条件 下で引き起こす 小胞体ストレス応 答 に関して、現在 広く受け入れら

れているコンセプ トのひとつは・「分泌 が盛んな細胞 は・そもそも小胞 体が過負 荷状 態にあり・小

胞体ストレス応 答 が惹起 されている」ということである。その最も顕 著な事 例が、本論 文の研究対象

である膵ランゲル ハンス島 β細胞 であり、インスリンの高分泌 に応 じて小胞 体ストレス状態 になり

IRE1α が活 性化 することが以前から知 られてお り、その事象 と糖尿病 との関連を指 摘する論文も

過去 には報 告 されている。しかし、IRE1α 遺伝子破 壊 はマウスでは胎生致 死であるため （成長 因

子を高分 泌す る胎盤 細 胞がダメージを受 けるため）、ノックアウトマウスなどを用 いた詳細なIRE1

αの機 能解析 は困難 であった。

そこで申請者 は、Cre－LoxPシ ステムを用いて β細胞 のみでIRE1α 遺伝 子をノックアウトする系

を作製 し、また、そのマウスの β細胞 を株化することにより、Invitroに て β細胞 におけるIRE1α の

機能 にアプ ローチす ることができる実験手法を立 ち上 げた。さらには、それを用い、β細 胞では

IRE1α 依 存的 なタンパク質ジスルフィド結合イソメラーゼ （PDI）群 の発 現誘 導 （そして、それらによ

るインスリンの分子 内ジスルフィド結合）が重要であることを実証 した。すなわち、IRE1α 遺伝 子ノ

ックアウトβ細胞 では、タンパク質ジスルフィド結 合イソメラーゼ （PDI）群 の発 現量 が低下し、かっ 、

インスリンの酸 化的フォールディングと分泌が不全を来した。そして、そのようなIRE1α 遺伝子ノッ

クアウトβ細胞 の表現型 は、PDI群 の強制発現によって抑圧 された。

以上のように、本 論文 は小胞体ストレス応答 の動物 個体 内での意義を解 明す るもので、糖尿病

を含 めた疾 患の理 解 にもつながると期待され 、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。


