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略語⼀覧 
略 正式名称 

AAVS1 Adeno-associated virus integration site 1 

ATP Adenosine triphosphate 
AUC Area under the curve 
CAG promoter Hybrid construct consisting of the cytomegalovirus enhancer fused to the 

chicken beta-actin promoter 
cAMP Cyclic adenosine monophosphate 
COS CV-1 origin, SV40 

CRISPR/Cas9 
Clustered regularly interspaced short palindromic repeat/CRISPR 
associated proteins 9 

DAPI 4’,6-diamidiNo. 2-phenylindole 
DMEM Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DMSO Dimethyl sulfoxide 
ER Endoplasmic reticulum 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
FBS Fetal Bovine Serum 
HEK293 Human Embryonic Kidney cells 293 

iPS 細胞 induced Pluripotent Stem 細胞 

ITS-X Insulin-Transferrin-Selenium-Ethanolamine 

KD Knockdown 
KO Knockout 
KRB buffer Krebs-Ringer Bicarbonate buffer 
MIN6 Mouse Insulinoma 6 
MODY Maturity-Onset Diabetes of the Young 
NeoR Aminoglycoside phosphotransferase, neomycin resistance 
NKX6-1 Homeobox protein Nkx-6-1 
OCT 3/4 Octamer-binding transcription factor 3/4 

ORF Open reading frame 
PBS Phosphate buffered salts 
PCR Polymerase chain reaction 
PDX1 Pancreatic and Duodenal Homeobox 1 

PFA Paraformaldehyde 
PGK Phosphoglycerate kinase 

PuroR Puromycin N-acetyltransferase, puromycin resistance 
PVDF Polyvinylidenefluoride 
R-GECO Red fluorescent Genetically Encoded Ca2+ indicators for Optical imaging 
rpm rotations per minute 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
shRNA short hairpin RNA or small hairpin RNA 
SOX17 SRY-box 17 
TALEN Transcription Activator-Like Effector Nuclease 
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane 
WFS1 Wolfram Syndrome 1 
WT wild-type 
hWFS1 human WFS1 
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要旨 
Wolfram 症候群の原因遺伝⼦である WFS1 遺伝⼦の変異解析 

徳間 啓 指導教員 粂 昭苑 教授･⽩⽊ 伸明 准教授 
【背景･⽬的】 

Wolfram 症候群は若年での糖尿病を初発症状とする遺伝性希少疾患である。原因の
70% は Wolfram Syndrome 1 (WFS1) 遺伝⼦変異である。WFS1 は脳や⼼臓、腎臓などで
発現し、膵臓では膵 β細胞で発現している。Wolfram 症候群患者ではインスリン分泌能
の低下や膵細胞数の減少が報告されている。 

WFS1 は 890 aa の 9 回膜貫通型タンパク質で主に⼩胞体に局在している。現在までに
Wolfram 症候群患者では 200 以上の WFS1 遺伝⼦変異が報告されている。報告されてい
る変異の中でも WFS1 タンパク質の nonsense と frameshift 変異を持つ患者は missense 変
異に⽐べ、より若年で糖尿病を発症する。この変異による症状が異なる分⼦機序が不
明である。そこで、本研究では変異型 WFS1 タンパク質の安定性･インスリン分泌にお
ける機能を解析し、Ｗolfram 症候群における膵 β細胞機能不全発症のメカニズムを解明
することを⽬指した。 

 
【⽅法】 
1. WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴と解析 

私が所属している研究室ではヒト iPS細胞からグルコース濃度に応じてインスリンを
分泌することのできる膵 β 様細胞を分化誘導することが可能である。そこで、内在性
の WFS1 遺伝⼦を⽋失させ、かつ Doxycycline の添加によって WFS1 の発現を誘導でき
る WFS1 KO iOE iPS 細胞 (WFS1 KnockOut inducible OverExpression iPS 細胞) を樹⽴した。 

 
2. 変異型 WFS1 タンパク質の安定性の解析 

Wolfram 症候群の中でも糖尿病を若年（10 歳未満）発症する WFS1 タンパク質の
nonsense 変異 (W837X, Y735X, Y652X, Q266X) と frameshift 変異 (409fs/ter440) 、あるい
はより後期（10 歳以降）に糖尿病を発症する missense 変異 (P724L) に着⽬した。異な
る HaloTag システムを⽤いることで、時間差で異なる蛍光リガンドを⽤いて標識する
ことでマウス膵 β細胞由来の細胞株 MIN6 細胞、アフリカミドリザル腎臓由来 COS7 細
胞、ヒト胎児腎由来 HEK293T 細胞における WFS1 タンパク質の安定性の解析を試みた。 

 
3. WFS1 がインスリン分泌に与える影響に関する解析 

Wolfram 症候群患者は常染⾊体潜性変異の疾患である。そこで、変異型 WFS1 タンパ
ク質の性状を MIN6 細胞で解析するにあたり、内在性の WFS1 タンパク質の影響を排除
したいと考えた。そこで、Wfs1 遺伝⼦に対する shRNA を⽤い MIN6 細胞において Wfs1
遺伝⼦の発現を抑制した細胞株を樹⽴した (Wfs1_KD MIN6 細胞)。変異型 WFS1 タンパ
ク質がインスリン分泌能に与える影響を解析するために、Wfs1_KD MIN6 細胞にアデ
ノウイルスを⽤いて 野⽣型 WFS1 タンパク質あるいは変異型 WFS1 タンパク質を強制
発現した。次に、ELISA 法を⽤いてインスリン分泌能を評価した。さらにカルシウム
イメージング法により、細胞内カルシウムの動態を解析した。 
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【結果】 
1. WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴と解析 

WFS1 KO iPS 細胞のセーフハーバー部位 AAVS1 領域に Doxycycline の誘導により
WFS1 を発現できるカセットの導⼊を⾏い、WFS1 KO iOE iPS 細胞を樹⽴した。 
 
2. 変異型 WFS1 タンパク質の安定性の解析 

N 末端に HaloTag を付加した野⽣型 WFS1 タンパク質または変異型 WFS1 タンパク質
を MIN6 細胞において強制発現した。その結果、MIN6 細胞では野⽣型 WFS1 タンパク
質及び missense 変異型 WFS1 タンパク質に⽐べ、nonsense や frameshift 変異型 WFS1 タ
ンパク質の発現量が低いことが分かった。 

次に可逆的プロテアソーム阻害剤である MG132 処理後の WFS1 タンパク質の蓄積を
解析した。MIN6 細胞では強制発現されたヒト WFS1 タンパク質は nonsense 変異型タン
パク質である場合はタンパク質量の増加がみられたが、missense 変異型タンパク質は
その効果が低かった。 

MIN6 細胞を MG132 処理で HaloTag-hWFS1 タンパク質の分解を阻害した後、MG132
⾮存在下でタンパク質量を経時的に解析する Pulse-chase 実験を⾏った。その結果、
MIN6 細胞において nonsense 変異型 WFS1 タンパク質は野⽣型 WFS1 タンパク質 より
も顕著に速い分解速度を⽰した。同様の Pulse-chase 実験をヒト胎児腎臓上⽪由来
HEK293T 細胞及びアフリカミドリザル腎臓由来 COS7 細胞でも⾏った。その結果、
HEK293T 細胞において野⽣型 WFS1 タンパク質は nonsense 変異型 WFS1 タンパク質よ
りも顕著に速い分解速度を⽰した。⼀⽅、COS7 細胞では野⽣型 WFS1 タンパク質と
nonsense 変異型 WFS1 タンパク質に分解速度の差は⾒られなかった。 

 
3. WFS1 がインスリン分泌に与える影響に関する解析 

 Wfs1_KD_MIN6 細胞及び non-targeting shRNA を導⼊した MIN6 細胞 (scramble_ MIN6
細胞) においてインスリン分泌を解析した。scramble_MIN6 細胞はグルコース濃度に応
じ イ ン ス リ ン 分 泌 量 が 有 意 に 増 加 し た 。 ⼀ ⽅ 、 Wfs1_KD_MIN6 細 胞 で は 、
scramble_MIN6 細胞のようなグルコース濃度への依存性がみられなかった。Wfs1 遺伝
⼦抑制によるインスリン分泌能の低下は、野⽣型 WFS1 タンパク質の強制発現により
回復した。   

また、カリウムチャネル阻害剤 Tolbutamide 刺激によるインスリン分泌も野⽣型
WFS1 タンパク質の強制発現により回復した。次に Wfs1 KD MIN6 細胞に野⽣型 WFS1 
タンパク質あるいは変異型 WFS1 タンパク質を強制発現後、Tolbutamide 刺激によるカ
ルシウムの流⼊を解析した。その結果、Wfs1 の抑制により Tolbutamide 刺激によるカル
シウムイオンの細胞内流⼊量は減少したが、野⽣型 WFS1 タンパク質及び missense 変
異型 WFS1 タンパク質の強制発現により回復した。⼀⽅、nonsense 変異型 WFS1 タンパ
ク質の強制発現では回復しなかった。 

 
【考察】 

WFS1 KO iOE iPS 細胞は WFS1 を強制発現しても内分泌前駆細胞へ分化誘導すること
ができなかった。⼀⽅、Wfs1 ノックアウトマウスや Wolfram 症候群患者では膵臓は正
常に発⽣していることから、WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴にあたり問題が⽣じてしまっ
たと考えられる。 

膵 β 細胞である MIN6 細胞では、COS7 細胞や HEK293T 細胞とは異なり、WFS1 の
nonsense や frameshift 変異型タンパク質といった C 末端側のペプチドを⽋く WFS1 変異
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型タンパク質はプロテアソームにより速やかに分解される。これに対して、野⽣型
WFS1 タンパク質や missense 変異型 WFS1 タンパク質はプロテアソームによる分解が遅
いことがわかった。膵 β細胞では C 末端⽋損変異型 WFS1 タンパク質と完全⻑の WFS1
タンパク質の分解速度が異なるため、WFS1 の C 末端⽋損変異型 WFS1 タンパク質を特
異的に分解する機構があると推察している。また、Wfs1 を抑制した MIN6 細胞では
Tolbutamide 刺激によるカルシウムイオンの細胞内流⼊が減少した。⼀⽅、WFS1 タン
パク質は細胞膜近傍にも存在していることが判明した。以上の 2 点から WFS1 タンパ
ク質の⼀部は膜近傍に局在し、カリウムチャネルの閉⼝･脱分極･電位依存性カルシウ
ムチャネルの開⼝といった細胞膜の近傍で起こる現象にも関わることが⽰唆された。 

 
【結論】 

本研究により膵 β 細胞では WFS1 タンパク質は C 末端が⽋損することでユビキチン-
プロテアソーム系により速やかに分解されることがわかった。また、WFS1 タンパク
質はグルコース刺激によるインスリン分泌においてカリウムチャネルの閉⼝･脱分極･
カルシウムイオンの細胞内流⼊に関わることが⽰唆された。 

 
【主な参考⽂献】 
Matsunaga, K., et al., (2014).  Wolfram syndrome in the japanese population; molecular analysis 
of wfs1 gene and characterization of clinical features. PLoS One, 9. 
【研究発表】 
○徳間 啓、坂野 ⼤介、粂 昭苑、WFS1 の発現低下とインスリン分泌の関連性の
解明、第 44 回⽇本分⼦⽣物学会年会、2021 年 12 ⽉ 2 ⽇、横浜 
APRIN e-Learning「JST コース（１）⽣命医科学系」修了証番号：JB0000404418 

  



 

8 
 

1. 背景と⽬的 
1-1 糖尿病とは 

糖尿病は慢性的に⾼⾎糖状態が続く代謝疾患である。⽇本糖尿病学会による主な診
断基準は早朝空腹時⾎糖値が 126 mg/dL 以上、75 g 経⼝糖負荷試験の 2 時間後の値が
200 mg/dL 以上、随時⾎糖値 200 mg/dL 以上の 3 つのうちいずれかを⽰し、かつ全ヘモ
グロビン中ブドウ糖と結びついたヘモグロビンの割合を表す Hemoglobin A1C が 6.5 %
以上を⽰すかである。 

⾎糖値は膵臓に存在する膵島中の膵 β 細胞から分泌されるインスリンというホルモ
ンによって制御される。糖分を含む⾷物を摂取すると、糖分は消化酵素によりグルコ
ースにまで分解され⼩腸で⾎中に取り込まれ⾎糖値が上昇する。⾎糖値の上昇は膵 β
細胞にインスリンの分泌を促す。インスリンは⾻格筋･筋⾁･脂肪細胞を刺激しグルコ
ースの流⼊を促進させることで、⾎糖値を低下させる。また、インスリンは肝臓の糖
新⽣に関わる酵素の発現を抑制、グルコースからグリコーゲンへの合成を促進し⾎糖
値を減少させる。 

糖尿病は主に 1 型糖尿病、2 型糖尿病、妊娠糖尿病、遺伝⼦異常や他の疾患に伴い
発症する糖尿病の 4 つに分類される。 

1 型糖尿病は⾃⼰免疫系の異常により膵 β 細胞が破壊され、インスリンの絶対量が
不⾜する疾患である。主な治療法はインスリン製剤の注射だが、重篤化すると膵島や
膵臓の移植が必要になる。 

2 型糖尿病は遺伝的･環境的要因により膵 β細胞から分泌されるインスリン分泌量及
び肝臓･筋⾁におけるインスリン感受性が低下しインスリン量の相対的な不⾜により
発症する。主な治療法は栄養バランスの改善といった⾷事療法、運動療法である。改
善が⾒られない場合はインスリン製剤の注射やインスリン分泌を促進する glucagon 
like peptide-1 (GLP-1) 受容体作動薬、GLP-1 の分解を阻害する dipeptidyl peptidase-4 
(DPP-4) 阻害薬の投与による治療を⾏う。GLP-1 は膵 β 細胞に作⽤し、インスリン分
泌を促進するインクレチンというホルモンの１つで、GLP-1 受容体に結合し、cAMP
の増加によりインスリン分泌を促進する。DPP-4 はインクレチンの不活性化させる酵
素である。 

妊娠糖尿病とは妊娠中に胎盤から分泌されるプロゲステロンやヒト胎盤性ホルモン
によりインスリン感受性が減少し発症する糖尿病である(Gao et al., 2021)。治療法はイ
ンスリン製剤の注射や運動療法、⾷事療法があげられる。 

遺伝⼦変異や他の疾患に伴い発症する糖尿病は膵 β 細胞の発⽣･機能あるいはイン
スリン受容体に関わる遺伝⼦異常や糖尿病を伴う遺伝的症候群、膵疾患、内分泌疾患、
肝疾患、薬物使⽤、化学物質の暴露、ウイルス感染により発症する糖尿病が含まれる。
本研究で着⽬している Wolfram 症候群は遺伝⼦異常や他の疾患に伴い発症する糖尿病
に分類されている。 
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1-2 遺伝⼦変異に起因する糖尿病 
世界保健機関 (WHO) や⽇本糖尿病学会によると遺伝⼦変異に起因する糖尿病は膵 β

細胞の機能に関わる単⼀遺伝⼦の変異、インスリンの作⽤に関わる単⼀遺伝⼦の変異、
糖尿病を伴う遺伝的症候群の３つに分けられる。図 1 に代表的な遺伝⼦変異に起因す
る糖尿病について記す。 

1-2-1 膵 β 細胞の機能に関わる単⼀遺伝⼦の変異に起因する糖尿病 
   膵 β 細胞の機能に関わる単⼀遺伝⼦の変異に起因する糖尿病は新⽣児糖尿病･若年
発症型糖尿病 (MODY: Maturity Onset Diabetes of the Young) に分けられる。いずれも顕
性遺伝による遺伝⼦疾患である。 

新⽣児糖尿病の⽣後 6 か⽉までに発症し、18 か⽉までに症状が改善する⼀過性新⽣
児糖尿病とその後も症状が持続する永続性新⽣児糖尿病に分けられる。永続性新⽣児
糖尿病は⼀⽣涯を通じて対処していく必要がある。 

永続性新⽣児糖尿病の原因遺伝⼦は potassium inwardly rectifying channel subfamily J 
member 11 (KCNJ11) 遺伝⼦と ATP binding cassette subfamily C member 8 (ABCC8) 遺伝⼦ 
あるいはインスリン遺伝⼦の顕性変異によるものが 50%以上を占める。KCNJ11 と
ABCC8 はグルコース刺激に対するインスリン分泌経路において重要な役割を果たす
ATP 依存性カリウムチャネルを構成する。また、インスリン遺伝⼦変異は現在 90 以
上の変異が報告されている。Open Reading Frame 中の変異はインスリンタンパク質の
不活性化、ミスフォールディングを引き起こし異常タンパク質となって⼩胞体ストレ
スを上昇させる。⼀⽅、イントロンや⾮翻訳領域の変異ではインスリン遺伝⼦のスプ
ライシングや mRNA の安定性を低下させる(Støy et al., 2021)。Ma らはインスリン遺伝
⼦に変異をもつ永続性新⽣児糖尿病患者の線維芽細胞から iPS 細胞を樹⽴し、膵 β 様
細胞へ分化させたところ、インスリン分泌不全がみられたことを報告している。⼀⽅、
CRISPR/Ca9 システムを⽤いてこの iPS 細胞のインスリン遺伝⼦の変異を修復したとこ
ろ、インスリン分泌不全が改善したと報告している (Ma et al., 2018) 。 

MODY は、25 歳以下で糖尿病を発症･兄弟姉妹の約半分が糖尿病であり、少なくと
も 3 世代にわたって糖尿病が確認されることが診断基準とされている。MODY の原因
とされる遺伝⼦は現在 14 個が特定されているが、多くは hepatocyte nuclear factor-4α 
(HNF-4α) (MODY1)、glucokinase (GCK) (MODY2)、 HNF-1α (MODY3) 遺伝⼦の変異で
ある。HNF-1αや HNF-4αは膵 β細胞の発⽣に関わる転写因⼦であるため、膵 β細胞の
機能不全によるインスリン分泌量が減少し糖尿病を発症する。また、HNF-1α や HNF-
4αの変異型タンパク質は正常なタンパク質と凝集し、その機能を阻害する (Stoffel and 
Duncan, 1997; Yamagata et al., 1998)。GCK は膵 β細胞において取り込んだグルコース
をグルコース-6 リン酸へ代謝する酵素であるため、MODY2 はインスリン分泌不全を

図 1 遺伝⼦変異に起因する糖尿病 
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⽰すが、MODY１や MODY3 に⽐べ症状が軽度である。主な治療法は KATP channel の
活性を阻害しインスリン分泌を促進するスルホニル尿素薬かインスリン製剤の注射に
よる⾎糖値の制御である。MODY2 患者で報告されている GCK の変異は GCK タンパ
ク質の⽴体構造が変化することで活性が低下すると報告されている (Estalella et al., 
2008) 。 

ここまで述べてきたような種々の報告が⽰すように、遺伝性疾患の発症機序研究に
おいて従来の遺伝⼦⽋失モデルではなく変異型タンパク質を発現させ、その機能的な
変化を解析することは有効な治療法の開発に必要だと考えている。 

 
1-2-2 糖尿病を伴う遺伝的症候群 

   糖尿病を伴う遺伝的症候群の代表例を表 1 にまとめた。Wolfram 症候群のみが糖尿
病を主症状とすることから⽇本糖尿病学会の 2019 年のガイドラインでは Wolfram 症
候群を糖尿病に伴う遺伝的症候群に分類している。⼀⽅、WHO は膵 β 細胞の機能に
関わる単⼀遺伝⼦の変異に起因する糖尿病に分類している (図 1)。 

  
表 1 糖尿病を伴う遺伝的症候群 

病名 原因遺伝⼦ 主な症状 備考

Down 症候群 21トリソミ-

･扁平な顔⽴ち･つり⽬
･成⻑が緩やか
･⼼臓疾患･消化器系疾患

糖尿病を伴うことがある

Friedreich

 失調症

ミトコンドリアの鉄代謝
に関わるFrataxin遺伝⼦
変異の常染⾊体潜性遺伝

･運動機能障害
･末梢神経障害

膵Β細胞の機能不全による
糖尿病を発症することが多
い

Klinefelter

症候群
男性においてX染⾊体が
2つ以上ある

･無精⼦症などによる不妊
･⾼⾝⻑

約半数がメタボッリックシ
ンドロームとなり、
⼀部で糖尿病を発症

Laurence-Moon-

Biedl 症候群
BBS1~BBS17遺伝⼦
変異の常染⾊体潜性遺伝

･肥満
･知的障害
･視⼒低下

肥満により糖尿病を発症す
ることがある

 筋強直性
ジストロフィー

DM1あるいはDM2遺伝⼦
変異の常染⾊体顕性遺伝

･筋⾁の萎縮と筋⼒低下
･筋強直現象
･多臓器障害

インスリン抵抗性の増⼤に
よる糖尿病を発症すること
がある

Prader-Willi

症候群
15q11-13の
⽗性発現遺伝⼦の不活化

･過⾷傾向
･中度の知的障害

過⾷･運動不⾜による
糖尿病

Turner 症候群 ⼥性におけるX染⾊体の
⼀部が⽋乏

･性腺機能不全による不妊
･低⾝⻑

30%以下の割合で糖尿病を
発症する

Wolfram症候群 WFS1

(常染⾊体潜性遺伝)

糖尿病･視神経萎縮･
尿崩症･難聴 糖尿病が主症状である
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1-3 Wolfram 症候群に着⽬したきっかけ 
重篤な 1 型糖尿病患者や膵 β 細胞の機能に関わる単⼀遺伝⼦の変異に起因する糖尿

病患者の有効な治療法の 1 つとして膵島や膵臓移植がある。しかし慢性的にドナー不
⾜という問題を抱えており、多能性幹細胞から分化誘導した膵 β 様細胞が新たな移植
源の１つとして期待されている。2000 年に Soria らが多能性幹細胞からインスリン分
泌能を持つ膵 β様細胞を in vitro で作製に成功したと報告 (Soria et al., 2000) して以来、
改良が進められてきた。現在では、in vitro で⽣体の膵 β 細胞と同等のグルコース濃度
に応じたインスリン分泌を持つ膵 β 様細胞を iPS 細胞から発⽣系譜を模倣して分化誘
導することが可能である  (Hogrebe et al., 2020; Nair et al., 2019; Velazco-Cruz et al., 2019) 。 

私が所属する研究室でも発⽣系譜に従った多能性幹細胞から膵 β 様細胞への分化誘
導法の改良に取り組んできた (Sakano et al., 2014; Shahjalal et al., 2014; Sim et al., 2022) 
(図 2A)。現在、ヒト膵島と同等の遺伝⼦発現を⽰す機能的な膵 β 様細胞の作製が可能
である (図 2B Sim et al., 2022 Figure S5 を引⽤)。 

⼀⽅、ゲノム編集技術を⽤いて健常者由来のヒト iPS 細胞の糖尿病関連遺伝⼦に変
異を導⼊し、膵 β 様細胞へ分化させるという糖尿病モデルの開発報告がある (Zeng et 
al., 2016; Leavens et al., 2020)。 また、インスリン遺伝⼦に変異を持つ新⽣児糖尿病患
者からヒト iPS 細胞を樹⽴しゲノム編集技術を⽤いて変異を修復し、インスリンタン
パク質の機能を回復させた事例もある (Balboa et al., 2018; Ma et al., 2018)。 

そこで、私が所属する研究室の健常者由来のヒト iPS 細胞に対して WFS1 遺伝⼦の
ゲノム編集を⾏うことでＷolfram 症候群モデルの iPS 細胞由来膵 β 様細胞が作製可能
ではないかと考え、ヒト iPS 細胞を⽤いた Wolfram 症候群モデルの開発を⽬指した。 
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図 2 ヒト iPS 細胞由来膵 β 様細胞への分化 
(A) 発⽣系譜を模倣したヒト iPS 細胞から膵 β 様細胞への分化誘導の概略。未分化
iPS 細胞を⽤いスフェロイド形成を⾏った後、段階的に適切な液性因⼦を含む培養
液で培地交換を⾏うことで内胚葉、膵前駆細胞、内分泌前駆細胞、内分泌細胞を経
て膵 β様細胞へと分化させる。 
(B) Sim et al., 2022 Figure S5 を改変。私が所属する研究室でヒト iPS 細胞から、膵前
駆細胞、内分泌前駆細胞、内分泌細胞、膵 β 様細胞への分化過程の細胞における遺
伝⼦発現解析結果 (Sim et al., 2022) 。 
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1-4 Wolfram 症候群 
1-4-1 Wolfram 症候群とは 

   Wolfram 症候群は 1938 年に Wolfram と Wagener によって 8 ⼈兄弟中 4 ⼈が家族性の
糖尿病 (Diabetes Mellitus) と視神経萎縮 (Optic Atrophy) の合併症として報告した疾患で
ある (Wolfram D.J and Wagener H.P., 1938)。その後、尿崩症 (Diabetes Insipidus) や難聴 
(Deafness) との併発が多く報告され、この 4 つの頭⽂字 (Diabetes Insipidus, Diabetes 
Mellitus, Optic Atrophy, Deafness) をとって DIDMOAD 症候群とも呼ばれる (Najjar et al., 
1985)。 

  Wolfram 症候群の主な原因遺伝⼦は 4 番染⾊体に存在する Wolfram Syndrome1 (WFS1) 
の変異であることが井上らによって報告された。また、Wolfram 症候群の遺伝形式は
常染⾊体潜性遺伝性であることも報告された (Hiroshi Inoue et al., 1998)。現在までに
Wolfram 症候群患者において 200 以上の WFS1 遺伝⼦の変異が報告されている (De 
Franco et al., 2017)。 

 
1-4-2 WFS1 遺伝⼦の発現 

WFS1 タンパク質は細胞内で主に⼩胞体に局在する 9 回膜貫通型タンパク質である
(Takeda et al., 2001)。⼀⽅、膵 β細胞では⼩胞体に加えインスリン顆粒でも発現が確認
されている (Hatanaka et al., 2011a)。 
また、WFS1 mRNA は脳、⼼臓、胎盤、肺、肝臓、筋⾁、腎臓、膵臓での発現が確認

されている。組織特異性は⾒られないが、特に脳、⼼臓、胎盤、肺、膵臓での発現が
強い (図 3A)  (Strom et al., 1998)。 

⼀⽅、各組織内での発現に均⼀性はない。例えば、脳では海⾺の CA1 領域、扁桃体、
腹側線条体などでの WFS1 タンパク質の発現が強い  (Luuk et al., 2008; Takeda et al., 
2001).。膵臓では WFS1 タンパク質は膵島中の膵 β細胞でしか発現しない (Ishihara et al., 
2004)。ラットの膵臓の発⽣過程において WFS1 タンパク質は胎⽣ 15.5 ⽇⽬の胎児から
単離した膵臓で発現しており、胎⽣ 18.5 ⽇⽬以降はインスリン陽性細胞でしか発現し
ない (Xu et al., 2009)。 

⼀⽅、マウス膵 β細胞株において WFS1 の発現は⼩胞体ストレスの上昇により mRNA
レベルで増加することが報告されており (Ueda et al., 2005)、⼩胞体ストレスを制御する
転写因⼦が関係していると考えられた。そこで、垣内らがヒト、マウス、ラット、チ
ンパンジーのプロモーター配列を⽐較したところ、⼩胞体関連遺伝⼦の転写制御に関
わる配列 (ERSE; ER stress response element) に似ている配列を⾒つけた。しかし、WFS1
の発現を制御する転写因⼦を同定することはできなかった (図 3B)  (Kakiuchi et al., 2006)。 
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1-4-3 Wolfram 症候群における糖尿病発症のメカニズム 

Wolfram 症候群における糖尿病の研究は主に Wfs1 ノックアウトマウスを⽤いて⾏
われてきた。Wfs1 ホモノックアウトマウスは正常に発⽣するが、⽣後 6 週齢以降に
耐糖能の上昇、10 週齢以降は随時⾎糖値が上昇する。そこで、Wfs1 ホモノックアウ
トマウスから単離した膵島を解析したところ、グルコース刺激に応じたインスリン
分泌能の低下がみられた。⼀⽅、膵臓組織の免疫組織化学による解析では加齢とと
もに⼩胞体ストレスマーカーや酸化ストレスマーカーの発現が上昇することで膵 β
細胞のアポトーシスが誘導され、膵 β 細胞数が減少すると報告されている (Abreu et 
al., 2020; Ishihara et al., 2004; Kondo et al., 2018; Morikawa et al., 2022)。 

WFS1 ⽋失によるインスリン分泌能の低下には WFS1 ⽋失による ATP 産出能低下
(図 4A) が報告されている。⼩胞体に局在する WFS1は Neuronal calcium sensor-1 (NCS-
1)、 inositol 1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) と複合体を形成する。WFS1-NCS1-IP3R1
複合体はミトコンドリアに存在する Glucose Regulated Protein 75 (GRP75)-Voltage-
dependent anion channel1 (VDAC1)- mitochondrial Ca2+ uniporter (MCU) 複合体と結合し
て⼩胞体からミトコンドリアへのカルシウムイオンの輸送を促進する。ミトコンド
リアへ輸送されたカルシウムイオンは電⼦伝達系を活性化させ、ATP の産出を促進
する。WFS1 が⽋失すると、⼩胞体からミトコンドリアへのカルシウムイオンの伝
達が弱まり、ATP の産出量が減少する (図 4B Delprat et al., 2018 を参考に作製) 
(Angebault et al., 2018a; Nguyen et al., 2020) 。 

また、WFS1 タンパク質とインスリン顆粒との関連性も報告されている。インス
リンはプレプロインスリンとして⽣合成され、⼩胞体へ移⾏する。⼩胞体でシグナ
ル配列が切断され、3 つのジスルフィド結合が形成され、プロインスリンとなる。プ
ロインスリンは⼩胞体からゴルジ体へ輸送され、インスリンと C-peptide へ切断され、
インスリン顆粒内に蓄えられる (図 4C Tsuchiya et al., 2016 を参考に作製) 。インスリ
ンの⼩胞体からゴルジ体への輸送は輸送するタンパク質を Sar1、Sec23、 Sec24、 
Sec13、 Sec31 の複合体で覆われた COPⅡ被覆⼩胞で覆い、輸送する。WFS1 は Sec24
と結合することで COPⅡ被覆⼩胞が⼩胞体から放出されるのを補助している。しか
し、WFS1 が⽋失してしまうと⼩胞体からゴルジ体へ輸送されるプロインスリンが
減少する (Wang et al., 2021) (図 4D Bisnett et al., 2021 と Wang et al., 2021 を参考に作

図 3 WFS1 遺伝⼦の発現 
(A) 組織における WFS1 の発現 (Strom et al., 1998) 。発現している組織をピンク、そ
の中でも発現が強い組織を⾚で⽰した。 (B) WFS1 プロモーターの概略  (Kakiuchi et 
al., 2006) 。 
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製)。また、インスリン顆粒は顆粒内が酸性に維持されていることで細胞膜との融合
が促進される (Li et al., 2009) 。Wfs1 ノックアウトマウスではインスリン顆粒の酸性
化が阻害され、細胞膜との融合が減少することから WFS1 はインスリン顆粒の酸性
化にも関わっていると考えられている。 (図 4E)  (Hatanaka et al., 2011b)。 
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図 4 インスリン分泌における WFS1 の役割 
(A) 膵 β細胞のグルコース刺激によるインスリン分泌様式。 
(B) WFS1 が⽋失すると、⼩胞体からミトコンドリアへのカルシウムイオンの受け渡
しが弱まり、ATP の産出量が減少する(Delprat et al., 2018; Angebault et al., 2018a; 
Nguyen et al., 2020) 。 
(C) インスリンのプロセッシング (Tsuchiya et al., 2016) 。 
(D) WFS1 は COPⅡ輸送⼩胞の Sec24 と結合し、⼩胞体からゴルジ体へのプロインス
リン輸送を促進する (Bisnett et al., 2021; Wang et al., 2021) 。 
(E) 分泌顆粒に局在する WFS1 は分泌顆粒の酸性化を促進する (Hatanaka et al., 
2011b) 。 
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⼩胞体ストレスは環境的要因により正常にフォールディングされなかったタンパ
ク質が異常タンパク質として⼩胞体に蓄積されていく状態である。異常タンパク質
が蓄積されると新規タンパク質の翻訳抑制･⼩胞体シャペロン GRP78/BiP (binding 
immunoglobulin protein) の転写量を増加させ、フォールディングを促進･異常タンパク
質をユビキチン化しプロテアソームによる分解に導く⼩胞体関連分解の 3 つを活性
化させる。異常タンパク質の蓄積に伴う翻訳抑制から⼩胞体関連分化までの⼀連の
反応は⼩胞体ストレス応答と呼ばれるが、⼩胞体ストレスを解消しきれない場合は
細胞をアポトーシスに導く 3 つ経路 (センサータンパク質) が知られている。いずれ
も⼩胞体膜状に存在し、PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase) 経路･ IRE1 
(Inositol requiring 1) 経路･ ATF6 (Activating Transcriptional Factor 6) 経路と呼ばれてい
る (Adams et al., 2019) (図 5A) 。 

⼩胞体ストレスがない軽度な状態では BiP タンパク質が PERK、IRE1、ATF6 の 3
つのタンパク質にそれぞれ結合し不活性している。しかし、異常タンパク質が⼩胞
体内に蓄積すると異常タンパク質に結合しフォールディングを試みるため、PERK、
IRE1、ATF6 の 3 つのタンパク質から BiP タンパク質が離れ、活性化される。BiP が
解離した PERK は⼆量体を形成･⾃⼰リン酸化により活性化する。活性化した PERK
は eIF2α をリン酸化し、⼩胞体ストレスの転写因⼦の 1 つである ATF4 の転写を誘導
する。ATF4 は DDIT3 などの転写を誘導し、DDIT3 はアポトーシスを誘導する。 

また、IRE1 も BiP の解離により⼆量体形成および⾃⼰リン化を起こし、Xbp-1 の
mRNA をスプライシングする。スプライシングされた Xbp-1 mRNA 由来のタンパク
質は転写因⼦として⼩胞体ストレス応答に関連するタンパク質の転写を制御する。 

最後に BiP が解離した ATF6 はゴルジ体へ移動する。ゴルジ体へ移動した ATF6 は
膜貫通領域が切断され、核移⾏し、転写因⼦として機能し Xbp-1、DDIT3、⼩胞体シ
ャペロンの転写を活性化する。IRE1、PERK、ATF6 経路の中で WFS1 は ATF6 経路
とのかかわりが報告されている。WFS1 は E3 Ubiquitin ligase の 1 種である HRD1 を
介して ATF6 と結合している。HRD1 は ATF6 をユビキチン化することでユビキチン
-プロテアソーム系への分解へ導き、ATF6 の核への輸送を防いでいる。しかし、
WFS1 を⽋失すると WFS1-HRD1-ATF6 複合体の形成ができなくなり、ATF6 が核内
へ輸送され⼩胞体ストレスが上昇する (図 5B) (Fonseca et al., 2010)。また、Wfs1 ノッ
クアウトマウスにおいて ATF4 の上昇 (Morikawa et al., 2022) や酸化ストレスマーカー
の⼀つである Thioredoxin-interacting protein (TXNIP) (Kondo et al., 2018) の発現上昇も
報告されているが、詳しい作⽤機序に関する報告はない。 

このように Wolfram 症候群における糖尿病は多段階的なインスリン分泌能の低下
と⼩胞体ストレスの上昇による膵 β 細胞数の減少により発症すると考えられている。 
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1-4-4 Wolfram 症候群に対する治療法 
Wolfram 症候群に対する根治療法は開発されていないが、WFS1 ⽋失モデルの研究

をもとに治療が試みられている。WFS1 ⽋失モデルでは⼩胞体ストレスによる膵 β 細
胞のアポトーシスが糖尿病発症の要因の 1 つであることから、⼩胞体ストレスを軽減
する化合物が候補として挙げられている。例えば、4-Phenylbutyric acid (4-PBA) や
tauroursodeoxycholic acid (TUDCA) といったケミカルシャペロンである。これらの化合
物は⼩胞体の異常タンパク質のフォールディングを助け、タンパク質を安定化させる
ことで⼩胞体ストレスを軽減する。Wolfram 症候群患者から樹⽴されたヒト iPS 細胞
由来膵 β 細胞では健常者由来のものと⽐べ、⼩胞体ストレスの上昇がみられるが、4-
PBA や TUDCA の添加により⼩胞体ストレスを軽減することが確認されている 
(Kitamura et al., 2022; Shang et al., 2014) 。また、バルプロ酸は⼩胞体シャペロン誘導剤
であり、ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞においてタプシガルギンによる⼩胞体スト
レス誘導を軽減する (Li et al., 2017)。⼀⽅、バルプロ酸はてんかんや双極性障害の治
療薬としても使⽤されている。バルプロ酸は⼩胞体ストレスを誘導を期待できる点と
⼈体への使⽤実績から現在バーミンガム⼤学が中⼼となって Wolfram 症候群患者に対
する治験が進められている (NCT03717909 Phase Ⅱ) 。 
また、2 型糖尿病の治療薬である GLP-1 受容体作動薬も治療薬候補である。GLP-1 受

容体作動薬は膵 β 細胞の GLP-1 受容体へ結合し細胞内の cAMP を上昇させることでイ
ンスリン分泌を促進する。GLP-1 受容体作動薬を Wfs1 ノックアウトマウスに 4 週間投
与したところ、投与していないマウスに⽐べ⾎中インスリン量が増加するなど糖尿病
の病態が改善した。また、すでに糖尿病を発症し、インスリン注射により⾎糖値を制
御している Wolfram 症候群患者に GLP1 受容体作動薬を投与したところ、インスリンの
投与量を減少させることができた (Kondo et al., 2018)。  

CRISPR/Cas9 システムを利⽤したゲノム編集技術も Wolfram 症候群の治療法として
期待されている。Wolfram 症候群患者から樹⽴したヒト iPS 細胞由来膵 β 細胞は健常者

図 5 ⼩胞体ストレスにおける WFS1 の役割 
(A) ⼩胞体ストレスの概要  (Adams et al., 2019) 。(B) WFS1 は HRD1 と ATF6 とで複
合体を形成し、ATF6 の活性を抑制する (Fonseca et al., 2010) 。 
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のものに⽐べ、⼩胞体ストレスの上昇やインスリン分泌能の減少など Wolfram 症候群
患者と同様の症状を⽰した。そこで、CRISR/Cas9 を利⽤して WFS1 の変異を修復した
ヒト iPS 細胞を樹⽴し、膵 β細胞へと分化誘導したところ⼩胞体ストレスが減少し、イ
ンスリン分泌能が改善された (Maxwell et al., 2020)。そこで、WFS1 変異を修正する
CRISPR/Cas9 システムを搭載したベクターや野⽣型 human WFS1 を Wolfram 症候群患者
に強制発現させるアデノ随伴ウイルスを感染させ治療できないかと新規治療法が模索
されている (Abreu and Urano, 2019)。 
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1-5 ⽬的 
本研究の⽬的はＷolfram 症候群患者で報告されている WFS1 変異に着⽬し、変異型

WFS1 タンパク質の性状を⽐較することで新たな創薬標的を同定することである。 
先⾏研究から WFS1 の破壊は膵 β 細胞において⼩胞体ストレスの上昇とインスリン

の分泌の減少を引き起こすことで糖尿病を発症する。しかし、Wolfram 症候群患者の
WFS1 遺伝⼦は破壊されておらず、変異型 WFS1 タンパク質を発現していると考えら
れる。現在までに Wolfram 症候群患者で WFS1 遺伝⼦の変異は 200 以上報告されてい
る。また、Wolfram 症候群患者は 10 歳以下で糖尿病を発症する患者に加え、30 歳程
度を発症する患者も報告されている (Matsunaga et al., 2014) 。中でも WFS1 の nonsense
変異や frameshift 変異を持つ患者は報告されている変異の 3 分の 1 程度であるが
missense 変異を持つ患者に⽐べ、糖尿病の発症時期が早い。WFS1 変異による糖尿病
の発症時期の違いを WFS1 ⽋失モデルで解明することは難しい。そこで、変異型
WFS1 タンパク質の安定性やインスリン分泌における作⽤機序を解明することでで
Wolfram 症候群新たな創薬標的の同定の⼀助となると考えられる。 

本研究では Wolfram 症候群患者で報告されている変異型 WFS1 タンパク質を強制発
現するベクターを構築した。WFS1 の発現に組織特異性が低いことに着⽬して、変異
型 WFS1 タンパク質を強制発現するベクターをヒト胎児腎臓上⽪由来 HEK293T 細胞、
アフリカミドリザル腎臓由来 COS7 細胞、マウス膵 β 細胞株 MIN6 細胞に導⼊し変異
型 WFS タンパク質の性状を⽐較した。 

また、インスリン分泌において変異型 WFS1 タンパク質がどのような機能を⽰すか
を解析するために、内在性の Wfs1 の発現を抑制した Wfs1 knockdown MIN6 細胞 
(Wfs1_KD_MIN6 細胞)を樹⽴した。Wfs1_KD_MIN6 細胞に変異型 WFS1 タンパク質を
強制発現した。次にグルコース及び KATPチャネル阻害剤刺激によるインスリン分泌能
やカルシウム動態を解析することで変異型 WFS1 タンパク質がインスリン分泌におい
てどのような役割を果たすか解析した。 
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2. 実験⽅法 
2-1 化合物 

化合物は表 2 に従い、DMSO に溶解させ-80℃で保存した。ただし、Doxycycline は
MilliQ ⽔に溶解し、0.22 um の filter で滅菌し使⽤した。 

表 2 本研究で使⽤した化合物 

化合物名 保存濃度 使⽤濃度 購⼊先 商品番号 作⽤ 

Doxycycline 1 mg/mL 1 µg/mL Clontech 631311 
Tet-ON system 
activator 

MG-132 10 mM 10 µM Chem Scene LLC. CS-0471 Proteasome inhibitor 

HaloTag® 
R110Direct™ 
Ligand 

100 µM 100 nM Promega G3221 
Green fluorescent 
HaloTag ligand 

HaloTag® 
TMR Ligand 

5 mM 5 µM Promega G8252 
Red fluorescent 
HaloTag ligand 

Thapsigargin 1.5 mM 100 nM 
富⼠フィルム 

和光純薬 
209-17281 

SERCA inhibitor 
(ER stress inducer) 

Tolbutamide 500 mM 100 µM 
富⼠フィルム 

和光純薬 
209-09172 

Potassium channel 
blocker 

 

2-2 プラスミドの構築 
使⽤したプライマーは表 3 へ、使⽤･構築したベクターは表 4 にまとめた。 

 
2-2-1 pCAG-Cre-T2A-ZsGreen1 の作製 

pCAGGS-Cre (熊本⼤学 荒⽊ 喜美教授より供与(Araki et al., 1995)) を鋳型に CAG 
promoter-NLS-Cre 、 pTet-DualON (Clontech, Cat: 63112) を 鋳 型 に  T2A-ZsGreen1-
bGH40pA を KOD FX Neo (Toyobo, Cat: KFX-201) を⽤いた PCR によって増幅した。次
に増幅した 2 つの PCR 産物を In-Fusion (Takara, Cat: 639633) を⽤いて pBluescript SK 
(-) (Agilent Technologies, Cat: 212206) の XhoⅠ/EcoRⅤ に挿⼊し、pCAG-Cre-ZsGreen1
と命名した。 

  
2-2-2 AAVS1 領域のゲノム編集に使⽤するプラスミド 

TALEN 法による遺伝⼦組み換えには AAVS1 領域の第⼀イントロンの⼀部に結合し
切断する AAVS1 TALEN-L (Addgene, Cat: 59025, 標的配列: CCCCTCCACCCCACAGT), 
AAVS1-TALEN-R (Addgene, Cat: 59026 、 TTTCTGTCACCAATCCT) (González et al., 
2014) を利⽤した。また、AAVS1 領域に組み込むドナーベクターとして CAG プロモー
ター下で Tet-activator である improved tetracycline-controlled transactivator (以下、rtTA) 
を恒常的に発現するベクターAAVS1-Neo-M2rtTA (Addgene, Cat: 60843) (DeKelver et al., 
2010) を使⽤した。Puro-iDEST (Addgene, Cat: 75336) (Zhu et al., 2016) と修⼠論⽂研究
において作製した 3×FLAG-hWFS1 (WT) -IRES2-mCherry_pENTR1A を Gateway LR 
Clonase II Enzyme mix (Thermo Fisher Scientific, Cat: 1179120) を⽤いて反応させ、TRE
プロモーター下で 3×FLAG-hWFS1 (WT) と mCherry を発現する Puro-iDEST-3×FLAG-
hWFS1 (WT) -IRES2-mCherry を構築し、AAVS1 領域に組み込むドナーベクターとして
使⽤した。 
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2-2-3 WFS1_ORF の取得 
   ヒト膵島 (KAC) から RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Cat: 74106) により RNA を抽出し

SuperScript VILO Master Mix (Invitrogen, Cat: 11755500) を⽤いて cDNA を作製した。次
に、ヒト膵島から作製した cDNA を鋳型にして、human WFS1 (hWFS1) の ORF (nt. 1‒
2673; NP_005996.1aa: 1‒890) を WFS1_ORF_F、WFS1_ORF_Rをプライマーとして KOD 
Plus Neo (Toyobo. Cat: KOD-401) を⽤いた PCR により増幅した。PCR で増幅した
hWFS1 を pET28a (+)  (Novagen, Cat: 69864-3CN)  の NdeⅠ/XhoⅠ サイトに In-Fusion を⽤
いて挿⼊し、hWFS1 (WT)_pET28a (+) と命名した。 
 
2-2-4 HaloTag-hWFS1 を強制発現するベクターの構築  

HaloTag_pGEX-6P-3 (HaloTag は Rhodococcus rhodochrous の haloalkane dehalogenase
をコードする DhaA 遺伝⼦をもとに作られた⾃⼰標識化タグである (Ohana et al., 2009) 
(ベクターは近藤 科江教授･⾨之園 哲哉テニュアトラック助教より供与) を鋳型に
HaloTag の ORF と、hWFS1 (WT)_pET28a (+) を鋳型に hWFS1 の ORF を KOD FX Neo
を⽤いた PCR により増幅した。以下のすべての PCR はこの酵素を使⽤した。次に In-
Fusion を⽤いて Gateway  pENTR 1A Dual Selection Vector (Thermo Fisher Scientific, Cat: 
A10462、以後、pENTR1A) の KpnⅠ/XhoⅠ へ HaloTag と hWFS (WT) を挿⼊した。
pENTR1A に HaloTag と hWFS1 (WT) を挿⼊したベクターを HaloTag_hWFS1 (WT) 
_pENTR1A と命名した。 

hWFS1の ORF部位に 1 塩基変異を⼊れるために、Raman らの報告 (Raman and Martin, 
2014) を参考に In-Fusion の融合部位に 1 塩基が⼊るようにプライマーを設計した。次
に Inverse PCRと In-Fusion クローニング法により 1 塩基変異を導⼊し、HaloTag-hWFS1 
(Q266X, 409fs/ter440, Y652X, Y735X, W837X, P724L) _pENTR1A と命名した。 

HaloTag-hWFS1_pENTR1A を SalⅠ/EcoRⅤ で処理し、HaloTag-hWFS1 を pCAGGS  
(RDB08938) (Hitoshi et al., 1991) の XhoⅠ/EcoRⅤ へ Ligation high (Toyobo, Cat: LGK-101) 
を⽤いて挿⼊した。pCAG-HaloTag-hWFS1 と命名した。 

HaloTag-hWFS1_pENTR1A と pAd/CMV/V5-DEST (Thermo Fisher Scientific, Cat: 
V49320)を Gateway LR Clonase II Enzyme mix を⽤いて LR 反応を⾏い、HaloTag-hWFS1
を pAd/CMV/V5-DEST へ 組 み 込 ん だ 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1/V5-DEST と命名した。 

 
2-2-5 レンチウイルスベクターの構築 

ZsGreen1 を pTet-DualON を 鋳 型 に PCR で 増 幅 し た 。 PCR で 増 幅 し た ZsGreen1 を
pLKO.1 (Thermo Fisher Scientific, Cat: RHS4080) のBamHⅠ/KpnⅠ 部位にIn-Fusion を⽤い
て 挿 ⼊ し た 。 以 降 、 ZsGreen1 を 挿 ⼊ し た レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を
pLKO.1_ZsGreen1_scramble とした。 

Addgeneが公開しているプロトコル (https://www.addgene.org/protocols/plko/) に従い、
mouse Wfs1 mRNA (NM_011716.2) のCGAAGAGCACTTTACAGATを標的とするOligo 
DNA (mWfs1_shRNA V3LMM_523584 _FとmWfs1_shRNA V3LMM_523584_R) を設計し、
95℃、10分で処理し、室温に戻るまで静置しアニールさせることでmouse Wfs1に対す
る shRNA を 含 む 断 ⽚ を 調 製 し た 。 調 製 し た mouse Wfs1 shRNA の 断 ⽚ を
pLKO.1_ZsGreen1_scrambleのAgeⅠ /EcoRⅠ  部位に挿⼊した。Mouse Wfs1に対する
shRNAを挿⼊したレンチウイルスベクターをpLKO.1_ZsGreen1_mWfs1_shRNAとした。 
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2-2-6 3×FLAG-hWFS1 を強制発現するベクターの構築 
修⼠論⽂研究において作製した3×FLAG-hWFS1 (WT) -IRES2-mCherry_pENTR1Aを

EcoRⅠ/XbaⅠ で処理した。また、Stuffer_F2とStuffeer_R2を混合し、95 ℃ 10分で処理し
て室温に戻るまで静置してアニールしたオリゴをLigation highを⽤いて挿⼊し、
3×FLAG-hWFS1 (WT)_pENTR1Aとした。次に、2-2-2と同様に1塩基変異を導⼊し、
3×FLAG-hWFS1 (Y652X, W837X, P724L)_pENTR1A と し た 。 最 後 に 2-2-4 と 同 様 に
3×FLAG-hWFS1 を pAd/CMV/V5-DEST へ 組 み 込 ん だ 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を
pAd/CMV/3×FLAG-hWFS1/V5-DESTと命名した。 

 
2-2-7 mCherry-ER の作製 

Addgeneに登録されているプラスミド (Addgene plasmid#55041) を参考に作製した。
修⼠論⽂研究の際に作製したmCherry_pENTR1Aを鋳型にInverse PCRを⾏い、mCherry
の末端にER局在化シグナルであるKDELアミノ酸配列 (AAGGATGAGCTC) を付加し
たmCherry_KDEL_pENTR1Aを作製した。2-2-1で作製したcDNAを鋳型にCalreticulinを
PCRで増幅した。また、mCherry_KDEL_pENTR1Aを鋳型としてinverse PCRを⾏った。
2つのPCR産物をIn-Fusionを⽤いて融合し、mCherry-ER_pENTR1Aとした。最後に2-2-
4と同様にmCherry-ERをpAd/CMV/V5-DESTへ組み込み、pAd/CMV/mCherry-ER/V5-
DESTと命名した。 

 
2-2-8 R-GECO の構築 

Kalkoらの報告 (Kalko et al., 2011) を参考に作製した。2-2-1で作製したcDNAを鋳型
にCalmodulinとcalmodulin-binding peptideをPCRにより増幅した。⾚⾊蛍光タンパク質
mAppleの断⽚をPCRにより増幅した。次にIn-Fusionを⽤いて、増幅したCalmodulin、
calmodulin-binding peptide 、 mapple を pENTR1A の Xho Ⅰ /BamH Ⅰ  へ 挿 ⼊ し 、 R-
GECO_pENTR1Aと命名した。最後に2-2-4と同様にR-GECOをpAd/CMV/V5-DESTへ組
み込み、pAd/CMV/R-GECO/V5-DESTと命名した。 

 
表3 プラスミド構築の際に使⽤したプライマー 

プライマー名 配列 使⽤⽬的 

WFS1_ORF_F CGCGCGGCAGCCATATGGACTC
CAACACTGCTCC 

hWFS1 ORF の取得 

WFS1_ORF_R GGTGGTGGTGCTCGAGCTACAC
ATGGTCGCAAGGTC 

CAG_INF_F CGGGCCCCCCCTCGAGCGTTAC
ATAACTTACGGTAAATGG 

pCAG-Cre-T2A-ZsGreen1
の作製 

Cre_INF_R CTCGGCCCTCACGCGTATCGCC
ATCTTCCAGCAG 

T2A_INF_F TATAGGGCGAATTGGAGCTCCA
ACGCGTGAGGGCAGAGGAAGT
CTGC 

pCAG-Cre-T2A-ZsGreen1
の作製 

BGHpA_INF_R AGTTCTAGAGCGGCCGCCCATA
GAGCCCACCGCATC 

HaloTag_N_INF_F AGTCGACTGGATCCGGCCACCA
TGGCAGAAATCGGTACTGGCTT 

HaloTag ORF の増幅 

HaloTag_N_INF_R GCGGCCGCGAATTCGCATATGA
CCGGAAATCTCC  
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プライマー名 配列 使⽤⽬的 

HaloTag_hWFS1_INF_F AGATTTCCGGTCATATGGACTC
CAACACTGCTCCG 

HaloTag-hWFS1 
(WT)_pENTR1A の作製 

HaloTag_hWFS1_INF_R  GTCTAGATATCTCGAGTCAGGC
CGCCGACAGG 

hWFS1 (P724L) _F ATGCTCCTGTTCTTCATCGGC HaloTag-hWFS1 
(WT)_pENTR1A の作製 hWFS1 (P724L) _R GAAGAACAGGAGCATGTTGAT

GG 
hWFS1 (W837X) _F GCAAGTGACCTGTCTTCGAGCTCAAG HaloTag-hWFS1 

(W837X)_pENTR1Aの作製 hWFS1 (W837X) _R AGACAGGTCACTTGCTGCCCAG 
hWFS1 (Y735X) _F GCCTCTAAGGCGAGGCCTACC HaloTag-hWFS1 

(Y735X)_pENTR1A の作製 hWFS1 (Y735X) _R CCTCGCCTTAGAGGCAGCG 
hWFS1 (Y652X) _F TATGTGTAACGCTCAGAGGGCATG HaloTag-hWFS1 

(Y652X)_pENTR1A の作製 hWFS1 (Y652X) _R TGAGCGTTACACATAGAACCAGCAG 
hWFS1 (409fs/ter440) _F ATTTCCTGTCTCTGTCTTCTTCGTC HaloTag-hWFS1 

(409fs/ter440)_pENTR1Aの作製 hWFS1 (409fs/ter440) _R ACAGAGACAGGAAATGGGCATAG 
hWFS1 (Q266X) _F TGTTCCTGTAGGACGACGAAG HaloTag-hWFS1 

(Q266X)_pENTR1A の作製 hWFS1 (Q266X) _R CGTCCTACAGGAACAGGCTGC 
ZsGreen_INF_F2 CTCCCCAGGGGGATCCGCCACC

ATGGCCCAGTCCAAG 
ZsGreen1 の増幅 

ZsGreen_INF_R2 TCATTGGTCTTAAAGGTACCTC
AGGGCAAGGCGGAG 

mWfs1_shRNA 
V3LMM_523584 _F 

ccggCGAAGAGCACTTTACAGAT
CTCGAGATCTGTAAAGTGCTCT
TCGtttttg 

mouse Wfs1 に対する
shRNA の作製 

mWfs1_shRNA 
V3LMM_523584_R 

aattcaaaaaCGAAGAGCACTTTACA
GATCTCGAGATCTGTAAAGTGC
TCTTCG 

CaM_F GCTACGCGTGACCAACTGACTG
AAGAGCAGATTG 

Calmodulin の増幅 

CaM_R CCTCGAGTCACTTTGCTGTCAT
CATTTGTACAAAC 

CaM_BP_F GTGGATCCGGCCACCATGGTCG
ACTCATCACGTCG 

calmodulin-binding peptide
の増幅 

CaM_BP_R CGGGTGAGCTCAGCCGACCTAT 
mApple_F1 GGCTGAGCTCACCCGTGGTTTC

CGAGCGGATGTACCCCGAGG 
mApple 断⽚の増幅 

mApple_R1 CAGACTCCCGCCTGTACCTCCC
TTGTACAGCTCGTCCATGCC 

mApple_F2 ACAGGCGGGAGTCTGGTGAGC
AAGGGCGAG 

mApple 断⽚の増幅  

mApple_R2 GCAGGTCGACTCTAGACGCGTA
GCCTCCCAGCCCATGGTCTTC 

mCherry_KDEL_F AAGGATGAGCTCTAGATCTAGA
CCCAGCTTTC 

mCerry-KDEL_pENTR1A
の作製 

mCherry_KDEL_R CTAGAGCTCATCCTTCTTGTAC
AGCTCGTCCATG 
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表 4 本研究で使⽤したプラスミド 

プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

pBluescript SK (-)   Agilent Technologies,  
Cat: 212206 

pCAG-Cre-T2A-ZsGrrenの作製 

pCAGGS-Cre 熊本⼤学 荒⽊ 喜美
教授より供与 
(Araki et al., 1995) 

pCAG-Cre-T2A-ZsGrrenの作製 

pTet-DualON Clonetech, 
Cat: 63112 

pCAG-Cre-T2A-ZsGrren 、
pLKO.1_ZsGreen1_scrambleの作製 

pCAG-Cre-T2A-
ZsGreen1 

This study 
Accession No. OQ427853 

WFS1 KO iPS細胞からの 

薬剤カセットの除去 

Puro-iDEST Addgene Cat: 75336 
(Zhu et al., 2016) 

Puro-iDEST-3×FLAG-hWFS1 (WT) 
-IRES2-mCherryの作製 

3×FLAG-hWFS1 (WT)  
-IRES2-mCherry_pENTR1A 

修⼠論⽂研究 
Accession No. OQ238874 

3×FLAG-hWFS1 (WT) -IRES2 
-mCherryを挿⼊したEntry Vector 

Puro-iDEST-3×FLAG-hWFS1 
(WT)  -IRES2-mCherry 

This study 
Accession No. OQ427855 

AAVS1領域に対するゲノム編集 

AAVS1 TALEN-L Addgene, Cat: 59025 
(González et al., 2014) 

AAVS1領域に対するゲノム編集 

AAVS1 TALEN-R Addgene, Cat: 59026 
(González et al., 2014) 

AAVS1領域に対するゲノム編集 

AAVS1-Neo-M2rtTA Addgene, Cat: 60843 
(DeKelver et al., 2010) 

AAVS1領域に対するゲノム編集 

HaloTag_pGEX-6P-3 近藤研究室より供与 
(Ohana et al., 2009) 

HaloTag ORFの鋳型 

Gateway pENTR1A    
Dual Selection Vector  

Thermo Fisher Scientific, 
Cat: A10462 

Gateway Entry Vector 

pAd/CMV/V5-DEST Thermo Fisher Scientific, 
Cat: V49320 

アデノウイルスを作製するため
のDestination Vector 

pCAGGS  RDB08938 
(Niwa et al., 1991) 

pCAG-HaloTag-hWFS1を作製する
ために使⽤ 
 

プライマー名 配列 使⽤⽬的 

CALR_F GCATACCTGCGGATAATGCTGC
TATCCGTGCCGTTGCTG 

Calreticulin の増幅 

CALR_R GCCCTTGCTCACCATCGACCGG
TCGGCGACGGCCAGGCC 

mCherry_KDEL_F2 ATGGTGAGCAAGGGCGAG mCherry-ER_pENTR1A の
作製 mCherry_KDEL_R2 TATCCGCAGGTATGCACGCGTG 

Stuffer_F2 AATTCACGCGTGCATACCTGCGGA 3×FLAG-hWFS1 
(WT)_pENTR1A の作製 Stuffer_R2 CTAGTCCGCAGGTATGCACGCGTG 
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プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

HaloTag-hWFS1  
(WT) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ102498 

HaloTag-hWFS1 (WT) を挿⼊した
Entry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (WT) /V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ200484 

HaloTag-hWFS1 (WT) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

pCAG_HaloTag-hWFS1 
(WT) 

This study 
Accession No. OQ362366 

HaloTag-hWFS1 (WT) の強制 

発現⽤ベクター 

HaloTag-hWFS1 
(P724L) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ238869 

HaloTag-hWFS1 (P724L) を挿⼊ 

したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (P724L)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ362365 

HaloTag-hWFS1 (P724L) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

pCAG_HaloTag-hWFS1 
(P724L) 

This study 
Accession No. OQ362369 

HaloTag-hWFS1 (P724L) の強制 

発現⽤ベクター 

HaloTag-hWFS1 
(W837X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ200482 

HaloTag-hWFS1 (W837X) を 挿 ⼊
したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (W837X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ200485 

HaloTag-hWFS1 (W837X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

pCAG_HaloTag-hWFS1 
(W837X) 

This study 
Accession No. OQ362367 

HaloTag-hWFS1 (W837X) の 強 制
発現⽤ベクター 

HaloTag-hWFS1 
(Y735X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ238870 

HaloTag-hWFS1 (Y735X) を挿⼊ 

したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (Y735X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427857 

HaloTag-hWFS1 (Y735X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

HaloTag-hWFS1 
(Y652X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ200483 

HaloTag-hWFS1 (Y652X) を挿⼊ 

したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (Y652X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ200486 

HaloTag-hWFS1 (Y652X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

pCAG_HaloTag-hWFS1 
(Y652X) 

This study 
Accession No. OQ362368 

HaloTag-hWFS1 (Y652X) の強制 

発現⽤のベクター 

HaloTag-hWFS1 
(409fs/ter440) 
_pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ238872 

HaloTag-hWFS1 (409fs/ter440) を
挿⼊したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (409fs/ter440)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427859 

HaloTag-hWFS1 (409fs/ter440) の
強制発現⽤アデノウイルスベク
ター 
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プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

HaloTag-hWFS1 
(Q266X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ238873 

HaloTag-hWFS1 (Q266X) を挿⼊ 

したEntry Vector 

pAd/CMV/HaloTag-
hWFS1 (Q266X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427860 

HaloTag-hWFS1 (Q266X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

pLKO.1 Thermo Fisher Scientific 
Cat: RHS4080 

レンチウイルス作製⽤ベクター 

pLKO.1_ZsGreen1_ 
scramble 

This study 
Accession No. OQ427862 

scramble_MIN6細胞樹⽴⽤の 

レンチウイルスベクター 

pLKO.1_ZsGreen1_ 
mWfs1_shRNA 

This study 
Accession No. OQ427864 

Wfs1_KD_MIN6細胞樹⽴⽤の 

レンチウイルスベクター 

mCherry_pENTR1A 修⼠論⽂研究 
Accession No. OQ262948 

mCherryを挿⼊したEntry Vector 

pAd/CMV/mCherry 
/V5-DEST 

修⼠論⽂研究 
Accession No. OQ427866 

mCherryの強制発現⽤アデノウイ
ルスベクター 

pAd/CMV/3×FLAG-
WFS1 (WT) -IRES2- 
mCherry/V5-DEST 

修⼠論⽂研究 
Accession No. OQ427867 
 

3×FLAG-WFS1 (WT) とmCherryの
強制発現⽤ 

アデノウイルスベクター 

mCherry-ER_pENTR1A This study 
Accession No. OQ262949 

mCherry-ERを挿⼊した 
Entry Vector 

pAd/CMV/mCherry-ER 
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427865 

ERに局在するmCherryの強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

3×FLAG-hWFS1 (WT)  
 _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ262950 

3×FLAG-WFS1 (WT) を挿⼊した
Entry Vector 

pAd/CMV/3×FLAG-
hWFS1 (WT)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427863 

3×FLAG-WFS1 (WT) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

3×FLAG-hWFS1 
(P724L) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ262952 

3×FLAG-WFS1 (P724L) を 

挿⼊したEntry Vector 

pAd/CMV/3×FLAG-
hWFS1 (P724L)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427861 

3×FLAG-WFS1 (P724L) の 

強制発現⽤ 

アデノウイルスベクター 

3×FLAG-hWFS1 
(W837X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ262951 

3×FLAG-WFS1 (W837X) を挿⼊ 

したEntry Vector 

pAd/CMV/3×FLAG-
hWFS1 (W837X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427858 

3×FLAG-WFS1 (W837X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

3×FLAG-hWFS1 
(Y652X) _pENTR1A 

This study 
Accession No. OQ262953 

3×FLAG-WFS1 (Y652X) を挿⼊ 

したEntry Vector 
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プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

pAd/CMV/3×FLAG-
hWFS1 (Y652X)  
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427856 

3×FLAG-WFS1 (Y652X) の強制 

発現⽤アデノウイルスベクター 

pAd/CMV/V5-GW/lacZ Invitrogen Cat: V49320 lacZの強制発現⽤ 

アデノウイルスベクター 

R-GECO_pETNR1A This study 
Accession No. OQ238871  

R-GECOを挿⼊したEntry Vector 

プラスミド名 参考⽂献、購⼊元, Cat ⽤途 

pAd/CMV/R-GECO 
/V5-DEST 

This study 
Accession No. OQ427854 

R-GECOの強制発現⽤ 

アデノウイルスベクター 

 

2-3 細胞培養 
2-3-1 ヒト iPS 細胞の維持と継代 

健常者由来のヒト iPS 細胞株 RPChiPS771-2 (リプロセル) と CRISPR/Cas9 システム
により WFS1 遺伝⼦の開始コドンが存在するエキソン 2 を⽋失した WFS1 KnockOut iPS

細胞 (修⼠論⽂研究で樹⽴、WFS1 KO iPS 細胞) を使⽤した。未分化維持は Synthemax 

II self-coating (Corning,  Cat: 3535) で 16 時間以上コーティングした 10cm dish (Corning, 

Cat: 3296) 上で StemFitAK02N (AJINOMOTO) を 10 mL/dish、37℃、 CO2 5%下で⾏っ
た。2 ⽇毎に、培地を全量交換した。細胞の播種、継代前後１⽇、ストック作製前⽇
には Y-27632 (Tocris Bioscience, Cat: 125450) が 10.0 µM になるように添加した。また、
細 胞 の 保 存 は STEM-CELLBANKER GMP grade (Takara, Cat: CB045)  に 5×105 

cells/mL/tube で懸濁したのち、使⽤するまで-150℃で保存した。 

また、免疫細胞化学やウェスタンブロットを⾏う際は、まず Synthemax Ⅱ で 16 時
間以上コーティングした 96-well plate (Coring, Cat: 3595 以下)を準備した。次にヒト iPS

細胞を TrypLE Express Enzyme (Life Technologies, Cat 1256311) を 37℃ 5 分間処理するこ
とで剥離した。その後、ピペッティングで完全に単⼀細胞にし、1×104 cells/well の細
胞密度で 96 well plate に播種し、2 ⽇間培養したものを解析サンプルとして使⽤した。 
 
2-3-2 HEK293A, HEK293FT, HEK293T, MIN6, COS7 細胞の維持と継代 

HEK293A は P10~P20、HEK293FT は P28~P30、MIN6 細胞は P15~P22 のものを使⽤し
た。0.1% ゼラチン/PBS (137.0 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 

0.1% Gelatin) で 16 時間以上コーティングした 10 cm dish (Corning, Cat: 430167) 上で 37℃ 

CO2 5%下で培養した。培養液は 10% FBS/DMEM (DMEM 25 mM glucose (Gibco, Cat: 

11995073), 10 % fetal bovine serum (Serena, Cat: S-FBS-NL-015), 100 μM non-essential amino 
acids (Nacalai tesque, Cat: 1140-050), 2 mM L-glutamine (Nacalai tesque, Cat: 16948-04), 50 
units/mL penicillin, 50 μg/mL streptomycin (Nacalai tesque, Cat: 26252-94), 100 μM 2-

mercaptoethanol(Sigma, Cat: 3148)) を使⽤した。 
 

2-4 WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴と解析 
2-4-1 WFS1 KO iPS 細胞の WFS1 領域の NeoR と PuroR カセットの除去 
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WFS1 KO iPS 細胞は StemFitAK02N 培地で未分化維持培養を⾏った。遺伝⼦導⼊は
Neon Transfection System 100 µL Kit (Thermo Fisher Scientific, Cat: MPK10096)を⽤いた。 
1.0×107 cells/mL 細胞 Cre-Electroporation buffer で懸濁し、100 µL (1.0×106 cells/tip) 分取
した。その後、Neon Transfection System を⽤いて、950 V、 30 ms、 2 pulses でエレク
トロポレーションを⾏った。エレクトロポレーションした細胞は 2.0×105 cells/mL とな
るように懸濁し、10 cm dish 1 枚にした。 

エレクトロポレーションから 2 ⽇後に S3e Cell Sorter  (Bio-Rad Laboratories, Cat: 
1451008J1) を⽤いて ZsGreen 陽性の単⼀細胞を 96-well (1×8 Stripwell) (Corning, Cat: 
9102) の 1 well に播種し、10 ⽇間培養し、24-well (Corning, Cat: 3337) 、6-well Plates 
(Corning, Cat: 3335)を経て増殖培養し、使⽤するまで-150℃に保存した。 
 
2-4-2 TALEN を⽤いた AAVS1 領域のゲノム編集 

Neon Transfection System 100 µL Kit に付属している R buffer に AAVS1 TALEN-L、
AAVS1-TALEN-R、 AAVS1-Neo-M2rtTA、 Puro-iDEST-3×FLAG-hWFS1 (WT) -IRES2-
mCherry がそれぞれ 12.5 ng/µL となるように添加した (以下、AAVS1-Electroporation 
buffer)。次に 2-4-1 と同様に、合計 6×106 cells の細胞にエレクロポレーションによって
プラスミドを導⼊し、10 cm dish に播種した。翌⽇は、10 mL の StemFitAK02N で培地
交換を⾏った。 

エレクトロポレーションから 2 ⽇⽬以降は 75.0 µg/mL G418 (Sigma,  Cat: A1720)で、
エレクトロポレーションから 6 ⽇⽬以降は 75,0 µg/mL G418 + 0.25 ng/mL Puromycin 
(Invivo Gen, Cat: ant-pr) / StemFitAK02N で選択培養を⾏った。エレクトロポレーション
から 9⽇後は 75.0 µg/mL G418 + 0.25 ng/mL Puromycin + 10.0 µM Y-27632 / Stemfit AK02N
で選択培養を⾏った。 

エレクトロポレーションから 10 ⽇後に倒⽴顕微鏡下で 3 個のコロニーをピックア
ップし、WFS1 KO iOE iPS 細胞 No.1~3 とした。以降は 2-4-1 と同様に操作し、フリー
ズ ス ト ッ ク を 作 製 し た 。 た だ し 、 培 養 液 は 75.0 µg/mL G418+0.25 ng/mL 
Puromycin/Stemfit AK02N を使⽤した。 
 
2-4-3 ヒト iPS 細胞のゲノム PCR 

ヒト iPS 細胞を 2×105 cells を回収後、 lysis buffer (0.1 M NaCl, 50.0 mM Tris-HCl 
(pH8.0), 10.0 mM EDTA (pH8.0), 0.1% SDS, 0.5 mg/mL Proteinase K) を加え、55℃で 16
時間処理した。その後、フェノール/クロロフォルム (1：1 混合)を加え、1 時間撹拌し
た。13500 g、室温、10 分間遠⼼後、上清を捨て、同量の 2-プロパノールを加え、
13500 g、室温 で 10 分遠⼼した。上清を捨て、 70%エタノールを加え、同様の操作を
繰り返した。⾵乾後、TE buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA (pH 8.0)) に溶解
し、ゲノム抽出液とした。次に、AAVS1-F (CTGCCGTCTCTCTCCTGAGT)、と Puro-
R (GTGGCTTGTACTCGGTCAT) 、 AAVS1-F と Neo-R (CTCGTCCTGCAGTTCATTCA) 、
WFS1_KO_GT_F (TGGGCACAGAGCCAGGAGTA) と WFS1_KO_GT_R 
(GGACGCTGGGTCATCTACTTAAGC) のいずれかをプライマーとしてゲノム PCR を
⾏った。PCR 産物は 1％アガロースゲルを⽤い、TAE buffer (40.0 mM Tris-acetate,1.0 
mM EDTA) 中で 100V、 40 分の電気泳動したのちに、エチジウムブロマイド染⾊にて
解析した。なおアガロースゲルはアガロース (Nacalai tesque, Cat: 01158-85) を TAE で
溶解し、作製した。 
2-4-4 ヒト iPS 細胞から内分泌前駆細胞への分化誘導と解析 

以下の実験は 1 µg/mL Doxycycline 存在下あるいは⾮存在下で⾏った。 
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ヒト iPS 細胞でのスフェロイド形成 (Day -1) 
ヒト iPS 細胞株を、TrypLE Express Enzyme により 37℃ 5 分間処理して剥離した。そ

の後、細胞を 5×106 cells/wellの割合で低吸着 6 well plate (Corning, Cat: 3471) に 5 mL/well
に播種した。なお、培養液は 10.0 µM Y-27632/StemFitAK02N を使⽤した。この⽇を
Day -1 とした。RemoteShake 加湿対応ロータリーシェーカー  (WAKEN, Cat: WB-
101SRC) を⽤いて 95 rpm、37℃、 CO2 5%で 24 時間培養し、スフェロイドを形成した。 
 
ステージ 1:未分化状態から内胚葉への分化誘導 (Day 0-2) 

前⽇ (Day -1) に播種した細胞を 1 well/15 mL tube (Corning, Cat: 430791) で回収し、室
温で 5 分間静置し、培養液を除去した。次に、D-PBS (+) (D-PBS (-) (Nacalai tesque, Cat: 
14249-24) +D-PBS (＋) 調製⽤ Ca, Mg 溶液 (Nacalai tesque, Cat: 02492-94) 1/100) を 5 
mL/tube で加え、洗浄した。続いて、S1 Medium に CHIR99021 (Wako, Cat: 034-23103) 
を 3.0 µM、Y-27632 を 10.0 µM になるように添加した S1 Medium を 5 mL/tube で加え、
1 tube/well で再播種し、95 rpm、37℃ CO2 5%で 24 時間培養した。その後、2 ⽇間は S1 
Medium で 5 mL/well で培養液を交換した。 

S1 Medium 会社, Cat ストック濃度 最終濃度 ストック保存条件 

MCDB131 Gibco,  
Cat: 10372019   4℃保存 

Penicillin (P) -
Streptomycin (S) 

Nacalai tesque,  
Cat: 26252-94 

P: 10.0 mg/mL 
S: 10.0 mg/mL 

P: 0.1 mg/mL,  
S: 0.1 mg/mL 

-20℃保存 

Glucose Otsuka, 
Cat: 15800AMZ00387 555.0 mM 8.0 ｍM 

0.22 μm フィルターで
滅菌後 4℃に保存 

NaHCO3 
Nacalai tesque,  
Cat: 31213-15 

- 2.46 mg/mL 粉末状で室温保存 

FAF-BSA Proliant Biologicals,  
Cat: 68700-100G 

- 
5.0 mg/mL 粉末状で 4℃保存 

L-Glutamine Nacalai tesque,  
Cat: 16948-04 0.2 M 2.0 mM -20℃保存 

ITS-X Gibco,  
Cat: 41400-045 - 20.0 nL/mL 4℃保存 

Activin API,  
Cat: GF-001-3000L 100.0 μg/mL 100.0 ng/mL 

0.1%BSA/PBSに溶解
させ、-80℃保存 

 

ステージ 2: 内胚葉から原始腸管への分化誘導 (Day 3-5) 
1 well/15 mL tube で回収し、室温で 5 分間静置し培養液を除去した。続いて、S2 

Medium を 5 mL/tube で加え、播種した。Day 5 にも S2 Medium で培地交換を⾏った。 

S2 Medium 会社, Cat ストック濃度 最終濃度 ストック保存条件 

MCDB131 Gibco,  
Cat: 10372019   4℃保存 

Penicillin (P) – 
Streptomycin (S) 

Nacalai tesque,  
Cat: 26252-94 

P: 10.0 mg/mL,  
S: 10.0 mg/mL 

P: 0.1 mg/mL,  
S: 0.1 mg/mL 

-20℃保存 

Glucose Otsuka, 
Cat: 15800AMZ00387 555.0 mM 8.0 ｍM 

0.22 μm フィルターで 
滅菌後、4℃に保存 

NaHCO3 
Nacalai tesque,  
Cat: 31213-15 

- 1.23 mg/mL 粉末状で室温保存 
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FAF-BSA Proliant Biologicals,  
Cat: 68700-100G 

- 
5.0 mg/mL 粉末状で 4℃保存 

L-Glutamine Nacalai tesque,  
Cat: 16948-04 0.2 M 2.0 mM -20℃保存 

Vitamin C Sigma,  
Cat: SLBN3833V 4.4 mg/mL 44.0 μg/mL 

MilliQ⽔に溶解後、 
0.22 μm フィルターで 
滅菌後、-20℃に保存 

ITS-X Gibco,  
Cat: 41400-045 - 20.0 nL/mL 4℃保存 

KGF Wako,  
Cat: 116-00811 50.0 μg/mL 50.0 ng/mL 

0.1%BSA/PBSに溶解 
させ、-80℃保存 

 
ステージ 3: 原始腸管から膵前駆細胞への分化誘導 (Day 6) 

ステージ 2 と同様に S2 Medium から S3 Medium へ培養液を交換した。 

S3 Medium 会社, Cat ストック濃度 最終濃度 ストック保存条件 

MCDB131 
Gibco, 
 Cat: 10372019 

  4℃保存 

Penicillin (P)  
Streptomycin (S) 

Nacalai tesque,  
Cat: 26252-94 

P: 10.0 mg/mL,  
S: 10.0 mg/mL 

P: 0.1 mg/mL,  
S: 0.1 mg/mL 

-20℃保存 

Glucose 
Otsuka, 
Cat: 15800AMZ00387 

555.0 mM 8.0 ｍM 
0.22 μmのフィルター 
で滅菌後、4℃に保存 

NaHCO3 
Nacalai tesque,  
Cat: 31213-15 

- 
1.23 mg/mL 粉末状で室温保存 

FAF-BSA 
Proliant Biologicals,  
Cat: 68700-100G 

- 
5.0 mg/mL 粉末状で 4℃保存 

L-Glutamine 
Nacalai tesque,  
Cat: 16948-04 

0.2 M 2.0 mM -20℃保存 

Vitamin C 
Sigma ,  
Cat: SLBN3833V 

4.4 mg/mL 44.0 μg/mL 

MilliQ⽔に溶解後、 
0.22 μmのフィルター 
で滅菌後、-20℃保存 

ITS-X 
Gibco,  
Cat: 41400-045 

- 5020.0 nL/mL 4℃保存 

KGF 
Wako,  
Cat: 116-00811 

50.0 μg/mL 50.0 ng/mL 
0.1%BSA/PBSに溶解 
させ、-80℃保存 

SNAT1 
Sigma,  
Cat: S4572 

2.5 mM 250.0 nM 
DMSOに溶解させ、 
-80℃保存 

All-Trans Retinoic 
Acid 

Stemgent,  
Cat:04-0021 

 0.1 M 2.0 μM 
DMSOに溶解させ、 
-80℃保存 

PdBU 
LC Laboratories,  
Cat: P-4833 

5.0 mM 0.5 μM 
DMSOに溶解させ、 
-80℃保存 

Y-27632 
Tocris Bioscience,  
Cat: 125450 

10,0 mM 10.0 μM 
滅菌⽔へ溶解し、 
-80℃保存 

LDN193189  
Wako, 
Cat: SML0559 

1.0 mM 100.0nM 
滅菌⽔に溶解させ、 
-80℃保存 

 
ステージ 4: 膵前駆細胞から内分泌前駆細胞への分化誘導 (Day 7-11) 
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Day 7 にステージ 2 と同様に S3 Medium から S4 Medium へ培養液を交換した。Day 
9、11 も S4 Medium で培地交換を⾏い、Day 12 で終了とした。 

S4 Medium 会社, Cat ストック濃度 最終濃度 ストック保存条件 

MCDB131 
Gibco, 
Cat: 10372019 

  4℃保存 

Penicillin (P) -
Streptomycin (S) 

Nacalai tesque,  
Cat: 26252-94 

P: 10.0 mg/mL,  
S: 10.0 mg/mL 

P: 0.1 mg/mL,  
S: 0.1 mg/mL 

-20℃保存 

Glucose Otsuka, 
Cat: 15800AMZ00387 555.0 mM 8.0 ｍM 

0.22 μmのフィルター 
で滅菌後、4℃保存 

NaHCO3 
Nacalai tesque,  
Cat: 31213-15 

- 
1.23 mg/mL 粉末状で室温保存 

FAF-BSA 
Proliant Biologicals, 
 Cat: 68700-100G 

- 
5.0 mg/mL 粉末状で 4℃保存 

L-Glutamine 
Nacalai tesque,  
Cat: 16948-04 

0.2 M 2.0 mM -20℃保存 

Vitamin C 
Sigma,  
Cat: SLBN3833V 

4.4 mg/mL 44.0 μg/mL 

MilliQ⽔に溶解後、 
0.22 μmのフィルター 
で滅菌後、-20℃保存 

ITS-X 
Gibco,  
Cat: 41400-045 

- 5020.0 nL/mL 4℃保存 

KGF 
Wako,  
Cat: 116-00811 

50.0 μg/mL 50.0 ng/mL 
0.1%BSA/PBSに溶解
させ、-80℃保存 

SNAT1 
Sigma,  
Cat: S4572 

2.5 mM 250.0 nM 
DMSOに溶解させ、 
-80℃保存 

All-Trans Retinoic 
Acid 

Stemgent,  
Cat:04-0021 

 0.1 M 1.0 nM 
DMSOに溶解させ、 
-80℃保存 

Y-27632 
Tocris Bioscience,  
Cat: 125450 

10,0 mM 10.0 μM 
滅菌⽔へ溶解し、 
-80℃保存 

Activin API,  
Cat: GF-001-3000L 100.0 μg/mL 5.0 ng/mL 

0.1%BSA/PBSに溶解 
させ、-80℃保存 

 
免疫細胞化学による分化効率の評価 

内胚葉への分化誘導が終了した Day 3 あるいは内分泌前駆細胞（Day 12）を採取し
た。4% PFA/PBS (-) (137.0 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 
4%Paraformaldehyde)で固定した。PBS-T（137.0 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 

1.5 mM KH2PO4, 0.1% Tween-20) で洗浄後、1％ Triton（137.0 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 
mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 1% Triton-X100）を⽤い 10 分間透過処理を⾏った。PBS-
T で洗浄後、Blocking one (nacalai tesque, 03953-95) を PBS-T で 5 倍希釈したものを⽤
い 90 分間ブロッキングを⾏った。その後、1 次抗体を⽤いて 4℃で 16 時間反応させ、
PBS-T で洗浄後、2 次抗体で 90 分、室温で反応させた。PBS-T で洗浄後解析した。 

免疫細胞化学を⾏ったスフェロイドの写真を ImageXpress Micro Confocal で取得後、
MetaXpress (ともに Molecular Devices) を⽤いて解析した。 

内胚葉細胞の免疫細胞化学の 1 次抗体は Goat anti-Human SOX17 Antibody (R&D 

Systems, Cat: AF1924) (1/100)、Mouse anti-Oct-3/4 Antibody (C-10) (Santa Cruz, Cat: sc‐
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5279) (1:100) を⽤いた。2 次抗体は Alexa Fluor 488 AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-

goat IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch Cat: 705-547-003)、Alexa Fluor 647 AffiniPure 

Fab Fragment Donkey Anti-mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Cat: 715-607-003) 

(1/1000) 及び 25 µg/mL  DAPI である。 

内分泌前駆細胞の免疫細胞化学の 1 次抗体は Mouse anti-NKX6-1 (Developmental 

Studies Hybridoma Bank, Cat: F55A10; RRID: AB_532378)、Goat anti-Human PDX-1/IPF1 

Antibody (Goat, Cat: AF2419) である。2 次抗体は Alexa Fluor 488 AffiniPure Fab Fragment 

Donkey Anti-mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Cat: 715-547-003) (1/1000)、
Alexa Fluor 647 AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-goat IgG (H+L) (Jackson 

ImmunoResearch, Cat: 705-607-003) (1:1000) 及 び 25 µg/mL DAPI(Roche, Cat: 

10236276001)である。 
 

2-5 アデノウイルスの作製 
2-5-1 アデノウイルスの作製 

HEK293A 細胞を 10 cm dish (Corning, Cat: 430167) 上で維持した。5.0×105 cells を 6-
well Plates (Coring, Cat: 3516) の 1 well に播種した。播種後すぐに PacⅠ で処理したア
デノウイルスベクターを Lipofectamine3000 (Thermo Fisher Scientific, Cat: L3000008)を
⽤いて、HEK293A 細胞に導⼊した。2 ⽇後または 3 ⽇後に 80%になったのを確認した
時点で、10 cm dish に全細胞を播種した。翌⽇、再度、アデノウイルスベクターを
HEK293A 細胞に導⼊した。その後、80%がプラークになるまで培養し、培養液と合
わせて回収した。回収した細胞を凍結融解 (-80℃ 30 分、37℃ 15 分) を 2 回繰り返し
て破壊し、1680 g 、室温、15 分で遠⼼後、上清からアデノウイルスを粗精製した。粗
精製したアデノウイルス 100 µL を 10 cm dish 上でコンフルエントにした HEK293A 細
胞に添加し、80%がプラークになるまで培養した。さらに、同様の⼿法を繰り返すこ
とでアデノウイルスの 2 次ストック及び 3 次ストックを作製した。 
 
2-5-2 アデノウイルスの⼒価測定 

50% Tissue Culture Infectious Dose 法を⽤いた。Takara の web 上 (https://catalog.takara-
bio.co.jp/com/tech_info_detail.php?mode=2&masterid=M100003075&unitid=U100004264) 
で公開されているプロトコル及び Asada らの報告 (Asada et al., 2018) に従った。なお、
細胞は HEK293A P15 を使⽤した。 

 
2-6 HaloTag システムを⽤いた変異型 WFS1 タンパク質の安定性の解析 

 2-6-1 Pulse labeling 

Easy iMatrix-511 (Matrixome, Cat: 892018) で 16 時間以上コーティング処理した
Corning 96-well plate (Coring, Cat: 3595) に 1 well あたり 5.0×104 cells の密度で播種した。
細胞を播種する際、培養液中にアデノウイルス 3 次ストックを MOI（multiplicity of 
infection） = 3.35 PFU/cells となるように加え、アデノウイルスを感染させた。 

アデノウイルス感染を⾏った 32 時間後に 0.1 µM 緑⾊蛍光リガンド HaloTag® 
R110Direct™ Ligand を含む培養液に交換し 16 時間培養した。HaloTag-hWFS1 タンパ
ク質が緑⾊蛍光 R110 ligand で標識されたのを確認して、培養液で洗浄した。次に、10 
µM MG132 あるいは DMSO を 1000 分の 1 の割合で加えた培養液に交換し、37℃ CO2 
5%下で 7 時間培養した。7 時間後、10 µM MG132 あるいは DMSO を 1000 分の 1 の割
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合で加え、さらに 5 μM ⾚⾊蛍光リガンド HaloTag® TMR Ligand となるように添加し
た培養液に交換し、15 分培養した。培養液で洗浄後、再度 30 分培養し、再度洗浄し
た。次に、それぞれ培養液の半量を 4% PFA/PBS (-)室温で固定した（15 分×2 回）。
D-PBS (-) で洗浄後、DAPI 25 µg/mL で染⾊した。ImageXpress Micro で画像を取得し
た。解析は MetaXpress (Molecular Devices) を⽤いて、DAPI を基準に細胞を認識し、細
胞膜の蛍光強度を算出した。次にバックグランドの値を引いて、グラフに⽰した基準
値が 1 となるように相対値を算出した。 

また、COS7 細胞も同様に⾏ったが、96 well plateには 1.0×104 cellsの密度で播種し、
アデノウイルス 3 次ストックは MOI = 50 PFU/cells となるように加えた。⼀⽅、
HEK293T 細胞は 96 well plate に 1.0×104 cells の密度で播種し、アデノウイルス感染で
はなく、Lipofectamine 3000 を⽤いベクターを導⼊した。 

表 5 使⽤したベクター、形状、細胞の組み合わせ 

使⽤したベクター 導⼊した形状 導⼊した細胞 

pAd/CMV/HaloTag-hWFS1 (WT, 
P724L, W837X, Y735X, Y652X, 
409fs/ter440, Q266X) /V5-DEST 

アデノウイルス MIN6, COS7 細胞 

pAd/CMV/V5-GW/lacZ アデノウイルス MIN6, COS7 細胞 

pCAG-HaloTag-hWFS1 (WT, 
P724L, W837X, Y652X) 

ベクター HEK293T 細胞 

pCAGGS ベクター HEK293T 細胞 
 

2-6-2 Pulse-chase assay 
MIN6 細胞、COS7 細胞、HEK293T 細胞を 96 well plate に 1.0×104 cells の密度で播種

し 、 Lipofectamine 3000 を ⽤ い て 、 ベ ク タ ー  (pCAG-HaloTag-hWFS1 (WT, P724L, 
W837X, Y652X) ) を導⼊した。次に、2-6-1 と同様に MG132、HaloTag® R110Direct™ 
Ligand 、 HaloTag® TMR Ligand で 処 理 し た 。 そ し て 、 Hoechst 33342 (Bio-Rad 
Laboratories Inc., Cat: 1351304) を⽤いて細胞核を染⾊後に、特定の細胞の画像を 0, 8, 
16, 24 時間後に ImageXpress Micro を⽤いて取得し、2-6-1 と同様に解析した。 
 

2-7 Wfs1_knockdwon (Wfs1_KD) _MIN6 細胞の樹⽴ 
2-7-1 レンチウイルスの産出 

10 cm dish 上で80%コンフエントになったHEK293FT細胞を5.0×105 cellsを6-well plate 
の1 wellに播種した。翌⽇、Lipofectamine3000 を⽤いてpLKO.1_ZsGreen1_scrambleあ
る い は pLKO.1_ZsGreen1_mWfs1_shRNA 及 び Trans-Lentiviral Packaging Mix (Thermo 
Fisher Scientific, Cat: TLP4606) をHEK293FT細胞に導⼊した。2⽇後及び3⽇後に上清を
回収し、190 g 、室温、 5 分で遠⼼後、上清をレンチウイルス溶液とした。 

 
2-7-2 Wfs1_KD _MIN6 細胞の単離 

80 %コンフルエントの MIN6 細胞 5.0×105 cells を 6-well Plate 1 well に播種し、翌⽇、
培養液をレンチウイルス溶液に交換し、レンチウイルスを MIN6 細胞へ感染させた。
更に翌⽇に 10% FBS/DMEM に交換した。 

5 ⽇後に D-PBS (-)で洗浄後、S3e Cell Sorter を⽤いて単⼀細胞を  96-well (1×8 
Stripwell)の 1 well に播種し、scramble_MIN6 細胞及び Wfs1_KD_MIN6 細胞を樹⽴した。 
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2-8 Wfs1_KD_MIN6 細胞の解析 
  2-8-1 ⼩胞体ストレス誘導 

2-6 と同様に 96-well plate に scramble_MIN6 細胞または Wfs1_KD_MIN6 細胞を播種
し、24 時間培養した。次に、1.5 mM Thapsigargin を 15000 分の 1 の割合で DMEM/10% 
FBS に添加し、100 nM Thapsigargin となるようにした培養液を⽤意した。また、コン
トロールとして DMEM/10% FBS に 15000 分の 1 の割合で DMSO を添加した培養液を
⽤意した。次に、200 µL/well の割合で培養液を交換し、24 時間培養した。24 時間後、
2-6 と同様に細胞を固定した。その後、1% Triton/PBS(-) を⽤い、10 分間透過処理を⾏
った。次に PBS-T で洗浄後、Blocking one を PBS-T で 5 倍希釈したものを⽤い 90 分間
ブロッキングを⾏った。その後、1 次抗体を⽤いて 4℃で 16 時間反応させ、PBS-T で
洗浄後、2 次抗体で 90 分、室温で反応させた。PBS-T で洗浄後解析した。解析は
ImageXpress Micro で画像を取得した。その後、MetaXpress (Molecular Devices) で解析
した。なお、使⽤した 1 次抗体は ATF-4 (D4B8) Rabbit monoclonal antibody (Cell 
Signaling Technology, Cat: 11815)、Anti-ATF6α (Santa Cruz, Cat: sc-166659)、2 次抗体は
CF568 Donkey Anti-mouse IgG (H+L), highly cross-adsorbed (Biotium Cat: 20802 ) (1/1000)、
Alexa Fluor 647 AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) (Jackson 
ImmunoResearch, Cat: 711-607-003) (1/1000)  及び 25 µg/mL  DAPI  である。 

 
2-8-2 グルコースまたは Tolbutamide 刺激に応じたインスリン分泌能の解析 

   2-6 と同様に 96-well plate に scramble_MIN6 細胞または Wfs1_KD_MIN6 細胞を播種
し、アデノウイルスを感染させた。感染から 3 ⽇後、C-peptide 分泌の解析を⾏った。
各 well から培養液を全量取り除き、2.5 mM glucose/KRB buffer (133.4 mM NaCl, 4.8 mM 
KCl, 1.2 mM KH2PO4, 1.2 mM MgSO4, 2.5 mM CaCl2, 5.0 mM NaHCO3, 10.0 mM 
HEPES,0.2% Bovine Serum Albumin (Sigma, Cat: A9205)) を 200 µL/well の割合で加えた。
その後、2.5 mM glucose/KRB buffer を取り除き、細胞を 3 回洗浄した。次に、2.5 mM 

glucose/KRB buffer を 200 µL/well の割合で加え、30 分 37℃ CO2 5%下で培養した。30 

分後培養液を全量取り除き、2.5 mM glucose/KRB buffer を 200 µL/well の割合で加え、
1 時間 37℃ CO2 5%下で培養した。1 時間後、加えた 2.5 mM glucose/KRB buffer をすべ
て 回 収 し 、 20.0 mM glucose/KRB buffer あ る い は 2.5 mM glucose+100 µM 

Tolbutamide/KRB buffer を 200 µL/well の割合で加え、再度 1 時間 37℃ CO2 5%下で培
養した。再び、培養液をすべて回収し、各 well を D-PBS (-) で洗浄後、1% Triton/PBS 

(-) 100 µL/well で細胞をすべて剥離し、回収した。また、回収した培養液は 700 g 、室
温、 5 分で遠⼼後、50 µL のみを-80℃で保存した。細胞を回収した 1% Triton/PBS (-) 

も同様に-80℃で保存した。 

保 存 し た 2.5 mM glucose/ KRB buffer, 20.0 mM glucose/KRB buffer 、 2.5 mM 
glucose+100 µM Tolbutamide/KRB buffer はマウス C-peptide 測定⽤ ELISA キット、レビ
ス C‐ペプチド−マウス (U タイプ)  (富⼠フイルムワコーシバヤギ, Cat: AKRCP-031) 
を⽤いて測定した。なお、キットに添付されている緩衝液で 2.5 mM glucose/KRB 
buffer を 10 倍  、 20.0 mM glucose/KRB buffer を 50 倍 、 25 mM glucose+100 µM 
Tolbutamide/KRB buffer を 50 倍に希釈し測定、解析した。また、1% Triton/PBS (-)  中
に含まれる総タンパク質量は Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Cat: 
23225) を⽤いて測定した。吸光度はともに、⾼感度マルチモードプレートリーダー 
GloMax® Discover System (Promega, Cat:Gm3000) で測定した。 
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2-8-3 Tolbutamide 刺激に応じた Ca2+ imaging 

   2-6 と同様に 96-well plate に MIN6 細胞を播種し、アデノウイルスを感染させた。感
染から 3 ⽇後、Ca2+ imaging を⾏った。2-8-2 と同様に細胞を 3 回洗浄した。次に、2.5 
mM glucose/KRB buffer を 200 µL/well の割合で加え、30 分 37℃ CO2 5%下で培養した。
30 分後、各 well から培養液を全量取り除き、2.5 mM glucose/KRB buffer を 80 µL/well
の割合で加えた。次に、倒⽴型リサーチ顕微鏡 IX83 (オリンパス) のステージにセッ
トし、対物レンズ UAPON100XHOTIRF (NA=1.49; オリンパス) および IMMERSION 
OIL TYPE-F (オリンパス)、MetaMorph (Molecular Device) を⽤いて、1 秒ごとに 5 分
間画像を取得した。画像取得中に 2.5 mM glucose+500 µM Tolbutamide を 20 µL 加え、
最終濃度を 2.5 mMglcose+100 µM Tolbutamide/KRB buffer にし、1 秒ごとに 10 分間画
像を取得した。画像を取得中の Z 軸の焦点のずれを防ぐために対物レンズと細胞 dish
の距離を検出しピントを調整する IX3-ZDC2 (オリンパス) を⽤いた。撮影した画像は
MATLAB R2020b (Mathwork) を⽤いて細胞ごとの蛍光強度の変化を解析した。 

 
2-9 遺伝⼦発現解析 

2-9-1 cDNA の作製 
3.0×105 cells をシカジーニアス® RNA プレップキット (組織⽤) (関東化学, Cat: 08057-

96) に添付された Lysis buffer に溶解し、-RNA を抽出した。次に PrimeScript RT Master 
Mix (Takara, Cat: RR036B) を⽤いて逆転写反応 37℃  15 分、酵素の失活 85℃ 5 秒で⾏
い、cDNA を作製した。なお、逆転写に⽤いた反応液組成は以下に⽰すとおりである。 

PrimeScript RT Master Mix 2.0 μL 

鋳型 RNA 500.0 ng 相当 

RNase free water  to 10.0 μL 
Total 10.0 μL 
  

2-9-2 Real-Time quantitative PCR (RT-qPCR) 
遺伝⼦発現量解析は上記で作成した cDNA を⽤いて、THUNDERBIRD Next SYBR 

qPCR Mix (Toyobo, Cat: QPX-201) による Real-Time quantitative PCR を⾏った。反応は
StepOne リアルタイム PCR システム (Thermo Fisher Scientific, Cat: 4376357) を⽤いて、
熱変性反応 95℃ 15 秒、アニーリング及び伸⻑反応 60 ℃30 秒の 40 サイクル、融解曲
線反応 95 ℃ 15 秒、60 ℃ 1 分、95 ℃ 15 秒で⾏った。Relative Standard Curve 法により
発現量を定量した。使⽤したプライマーは表 5 に⽰した。 

THUNDERBIRD Next SYBR qPCR premix  8.0 μL 
25 mM primer Forward primer 1.0 μL 
25 mM primer Reverse primer 1.0 μL 
cDNA 2.0 μL 

MilliQ ⽔ 8.0 μL 

Total 20.0 μL 
 
 

表 6 RT-qPCR に使⽤したプライマー 

Gene Forward Reverse 
mouse β-actin TTGGCCTTAGGGTTCAGGGGG CGTGGGCCGCCCTAGCACCA 
HaloTag-hWFS1 CAAAAGCCTGCCTAACTG AAGGGGATTTCCATGTCTCC 

mouse Wfs1 CTGGAAACTCAACCCCAAGA TTGGATTCACTGCTGACGAG 
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2-10 Western blotting 
2-10-1 サンプルの調製 

2-6 と同様に 96 well plate に MIN6 細胞を播種し、2 ⽇間培養した。2 ⽇後に、33 
µL/well の割合で 2×Sample buffer (0.1 mM Tris-HCl (pH6.8), 4% SDS, 20% Glycerol, 1.7 M 
2-mercaptoethanol) で溶解し、55 ℃ 16 時間で処理した。あるいは、loading buffer (62.5 
mM Tris-HCl (pH 6.8), 2% SDS, 10% glycerol, 41.6 mM dithiothreitol) に溶解後、超⾳波破
砕を 20 秒⾏い、55℃ 40 時間処理した。 
 
2-10-2 SDS-PAGE によるタンパク質の分離 

Laemmli らの⽅法に従った (Laemmli, 1970)。タンパク質の分離は 8% アクリルアミ
ドゲルによる SDS-PAGE で⾏い、SDS-PAGE の電気泳動槽は Mini-PROTEAN Tetra 
System  (Bio-Rad, Cat: 5535) 、電気泳動のバッファーは Tris/Glycine/SDS buffer  (25 mM 
Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) を使⽤した。電気泳動は PowerPac™ HC High-Current 
Power Supply (Bio-Rad, Cat: 1645052) を⽤いて、室温中で濃縮ゲル中では 10 mA 30 分･
分離ゲル中では 20 mA 120 分、あるいは氷上で 10 mA 180 分でタンパク質を分離した。 

 
2-10-3 タンパク質の PVDF メンブレンへの転写 

セミドライ式の転写 

イモビロン (Immobilon) -P メンブレン, PVDF (Millipore, Cat: IPVH00010、以下 PVDF) 

を分離ゲルの⼤きさに切断後、メタノール (Nacalai tesque, Cat: 21915-93) で 5 分以上浸
して活性化した。ブロッティング⽤ろ紙 (GE Healthcare, Cat: 3030-909) を分離ゲルの⼤
きさに切断後、Transfer buffer A (0.3 M Tris, 20% MeOH), B (2.5 mM Tris, 20% MeOH), C 

(2.5 mM Tris-Boric acid (pH9.5), 20% MeOH)に 30 分以上浸した。また、PVDF を Transfer 

buffer B に 30 分以上浸した。SDS-PAGE 後のゲルから濃縮ゲルを切断後、分離ゲルを
下図 (セミドライ式による分離ゲルから PVDF 膜への転写) に従いセットした。次に
Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Cat: 170-4150J1) を⽤いて、110 mA/枚の定電
流を 30 分間加えた。転写後、PBS-T (137.0 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4, 1.5 

mM KH2PO4, 0.1% Tween-20)  、室温で 70 rpm 10 分で洗浄を 2 回⾏った。 

 
図  セミドライ式による分離ゲルから PDVF 膜へのタンパク質の転写 

 
 

ウェット式の転写 

PVDF、ブロッティング⽤ろ紙を分離ゲルと同じ⼤きさに切断した。PVDF をメタ
ノールを⽤いて活性させ、ブロッティングろ紙･ファイバーパッド (Criterion™ Blotter 

With Plate Electrodes (Bio-Rad, Cat: 1704070) に付属) とともにウェット式⽤転写バッフ
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ァー (25 mM Tris, 192 mM glycine, 20% MEOH)に 2 時間以上浸した。分離ゲルを下図 

(図 ウェット式による分離ゲルから PVDF 膜への転写) に従いセットした。次に
Criterion Blotter With Plate Electrodes を⽤いて、100 mA/枚の定電流を 120 分間氷上で加
え、分離ゲルから PVDF にタンパク質を転写した。転写後、PBS-T、室温で 70 rpm 10

分で洗浄を 2 回⾏った。 

 
 

図 ウェット式による分離ゲルから PDVF 膜へのタンパク質の転写 

 

2-10-4 ⽬的のタンパク質の検出 
洗浄した PVDF を 3% スキムミルク/PBS-T、室温で 70 rpm で 90 分ブロッキングを⾏

った。3% スキムミルク/PBS-T で希釈した 1 次抗体 (表 6) で 4℃ 16 時間以上反応した。
次に、PBS-T で室温 10 分間×3 回洗浄した。次に、3% スキムミルク/PBS-T で希釈した
2 次抗体 (表 6) で、室温 90 分反応した。反応後、PVDF を PBS-T で、70 rpm 10 分間×3
回洗浄した。最後に、Luminata Forte Western HRP Substrate (Millipore, Cat:161443) で、
室温 5 分間反応した。検出は Vilber-Lourmat FUSION-SOLO.4S.WL (エムエス機器) を
使⽤した。 

表 7 western blotting で使⽤した抗体 

抗体名 希釈倍率 購⼊元 

Anti-HaloTag® Monoclonal 
Antibody (mAb) 

1/1000 Promega, Cat: G9211 

Rabbit anti-mouse WFS1 1/1000 
⼭⼝⼤学 ⾕澤 幸⽣教授より供与 

いただいた。 

ANTI-FLAG M2 mAb, Affinity 
Purified 

1/1000 Sigma, Cat; F1804 

Monoclonal Anti-α-Tubulin 
antibody produced in mouse 1/2000 Sigma, Cat: T6074 

β-Actin (D6A8) Rabbit mAb 
(HRP Conjugate) 

1/1000 Cell Signaling Technology, Cat: 12620S 

Goat Anti-Rabbit IgG Ab, 
(H+L) HRP conjugate 

1/20000 Merck Millipore, Cat: 12-348 

Goat Anti-mouse IgG Ab, 
(H+L) HRP conjugate 

1/20000 Merck Millipore, Cat: AP308P 

2-11 免疫細胞化学による細胞内局在の解析 
2-6 と同様に MIN6 細胞を剥離し、アデノウイルスを感染させた。アデノウイルスが

感染した細胞 2×104 cells/dish で 35 mm glass bottom dish (MATSUNAMI, Cat: D109507) に
播種し培養した。 
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感染から 72 時間後に 2-8-1 と同様に免疫細胞化学による解析を⾏った。1 次抗体は
Anti-FLAG M2 Monoclonal Antibody (1/1000), Anti-mCherry antibody (Biorbyt, Cat: 

orb11618) (1/200), Anti-Sodium Potassium ATPase antibody (以後、Anti-Na+ K+ ATPase 

antibody) (abcam, Cat: ab76020) (1/500) である。また、2 次抗体は Alexa Fluor 488 

AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-mouse IgG (H+L) (Jackson ImmunoResearch, Cat: 715-

547-003) (1/1000)、CF568 Donkey Anti-Goat IgG (H+L), highly cross-adsorbed (Biotium Cat: 

20106) (1/1000), Alexa Fluor 647 AffiniPure Fab Fragment Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L) 

(Jackson ImmunoResearch, Cat: 711-607-003) (1/1000)  及び 25 µg/mL DAPI である。画像は
倒⽴共焦点顕微鏡 LSM780 (ZEISS) で取得した。 
 

2-12 統計学的解析 
データは特に記述がない場合は平均(mean)±標準偏差 (S.D.) を⽤いて表記した。また、

統計学的解析は one-way ANOVA と Dunnettʻs multiple comparison test、two-tailed paired 
Student’s t-test あるいは Mann-Whitney’s U-test を⽤いた。 
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3. WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴と解析 
3-1 WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴ 

WFS1 KnockOut iPS 細胞 (以後、WFS1 KO iPS 細胞; 修⼠課程で樹⽴した細胞株) は開
始コドンが存在する WFS1 遺伝⼦のエキソン 2 を⽋失させたヒト iPS 細胞株である (図
6A)。WFS1 KO iPS 細胞株は、薬剤セレクションマーカーを Double nicking 法を利⽤し
た CRISPR/Cas9 システムによって導⼊して樹⽴した。Double nicking 法とは DNA の 2
本鎖ではなく、1 本鎖のみを切断する Cas9 (D10A) 変異体により、近接する位置で別々
の鎖を 2 つの gRNA を⽤いて切断する⽅法である。Double nicking 法によりオフターゲ
ット効果の抑制が期待できる (Ran et al., 2013)。 

WFS1 KO iPS 細胞に導⼊された薬剤カセットは loxP 配列に挟まれているため、Cre を
強制発現させることで取り除くことができる。そこで、CAG プロモーター下で Cre と
緑⾊蛍光タンパク質 ZsGreen を共発現するベクターをエレクトロポレーションによっ
て iPS 細胞に導⼊した。さらに、Cell sorter を⽤いて ZsGreen 陽性の細胞を 15 個単離し
たのちに培養した。培養した 15 個の ZsGreen 陽性細胞クローンからゲノム抽出を⾏い、
薬剤セレクションマーカーの存在有無を WFS1 遺伝⼦座に対して WFS1_KO_GT_F と
WFS1_KO_GT_R をプライマーとしてゲノム PCR を⾏い、確認した (図 6B)。薬剤セレ
クションマーカーが存在する場合は 6.1 kbp (kilo base pair)、薬剤セレクションマーカー
が含まれない場合は 3.5 kbp を⽰す。その結果を図 6C に⽰す。単離した 15 個のクロー
ンすべてで WFS1 遺伝⼦座から薬剤セレクションマーカーが除かれていることを確認
した。単離したクローン名を WFS1 KO iPS 細胞 (NeoR- PuroR-) No.1~15 と命名した。 

次に、WFS1 KO iPS 細胞 (NeoR- PuroR-) No.1 のセーフハーバー部位 AAVS1 領域に対
して doxycycline の存在下で 3×FALG-hWFS (WT) と mCherry を共発現するカセットの組
み込みを⾏った。AAVS1 領域に対する TALEN と Tet-ON システムを組み込んだドナー
ベクター (Puro-iDEST-3×FLAG-hWFS1 (WT) -IRES2-mCherry, AAVS1-Neo-M2rtTA) をエ
レクトロポレーションにて導⼊した。さらに、G418 と Puromycin に対する薬剤選択を
⾏った結果、３クローンが単離できた。AAVS1 領域にドナーベクターが組み込まれて
いるかをゲノム PCR によって確認した (図 6C)。Puro-iDEST-3×FLAG-hWFS1 (WT) -
IRES2-mCherry が組み込まれた場合は、1.0 kbp、AAVS1-Neo-M2rtTA が組み込まれてい
る場合は 1.2kbp となるようにプライマーを設計した。その結果、3 つのクローンで両
アリルそれぞれに 2 つのドナーベクターの組み込みが確認された。ドナーベクターの
組み込みを確認できた３つのクローンを WFS1 KO iOE (inducible OverExpression) iPS 細
胞 No.1~No.3 と命名した。次に AAVS1 領域に組み込んだ Tet-ON システムが正しく動作
するかを確認するために WFS1 KO iOE iPS 細胞 No.1 に対して Doxycycline 添加し、2 ⽇
間培養した。その後、免疫細胞化学 (図 6D) とウェスタンブロット (図 6E) を⾏った。
その結果、Doxycycline の添加によって、すべての細胞で 3×FLAG-WFS1 (WT)と
mCherry を発現していた。また、ウェスタンブロットでは Doxycycline の添加によって、
3×FLAG-WFS1 (WT) のアミノ酸から予測される⼤きさ (103 kDa) 付近にタンパク質の発
現が誘導されていることを確認した。以上の結果より WFS1 KO iOE 細胞の樹⽴に成功
したと考えた。 
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3-2 WFS1 KO iOE iPS 細胞の解析 
次に、回転培養によって、WFS1 KO iOE iPS 細胞 No.1 を Doxycycline (Dox) の存在

下あるいは⾮存在下でスフェロイドを形成後、段階的に適切な液性因⼦を添加した培
養液で細胞を培養することでヒト iPS 細胞を内胚葉、膵前駆細胞、内分泌前駆細胞へ
と分化させた  (図 7A) 。なお同時に、Control としてゲノム編集をしていない
RPChiPS771-2 細胞も同時に分化させた。最初に内胚葉への分化をスフェロイドの観
察 (図 7B) と免疫細胞化学を⽤いて評価した (図 7C) 。その結果、WFS1 KO iOE iPS 細
胞由来の内胚葉は Doxycycline (Dox)の添加により mCherry の発現誘導を確認した。ま
た、スフェロイドの直径は WFS1 KO iOE iPS 細胞由来の内胚葉に⽐べ Control の⽅が
⼤きかった (図 7B)。⼀⽅、免疫細胞化学による解析では内胚葉のマーカーである
SOX17 の陽性率に差はなかった (図 7C)。SOX17 の陽性率を評価した免疫細胞化学の
結果から内胚葉に問題なく分化したと判断した。 

続いて内分泌前駆細胞への分化も同様にスフェロイドの観察と免疫細胞化学によっ
て評価した。スフェロイドの観察では、WFS1 KO iOE 由来のものでは Doxycycline の
添加によって mCherry の発現を確認できた。また、コントロールである RPChiPS771-
2 細胞由来のスフェロイドは Doxycycline の有無にかかわらず球状を維持していた。し
かし、WFS1 KO iOE iPS 細胞由来のスフェロイドは Doxycycline の有無にかかわらず、
球状を維持していなかった (図 7D) 。次に、免疫細胞化学によって内分泌前駆細胞の
マーカーである PDX1 と内分泌前駆細胞で発現する転写因⼦ NKX6-1 タンパク質の発
現の確認を試みた。その結果、コントロールである RPChiPS771-2 の分化培養実験で
は PDX1 タンパク質と NKX6-1 タンパク質の発現は確認できた。これに反して WFS1 
KO iOE iPS 細胞由来の細胞では Doxycycline の有無にかかわらず、PDX1 タンパク質の
発現は確認できたが、NKX6-1 タンパク質の発現が確認できなかった (図 7E)。 

  

図 6 WFS1 KO iOE iPS 細胞の樹⽴ 
(A) WFS1 KO iPS 細胞の概略。 (B) 上: WFS1 KO iPS 細胞からの薬剤カセットの取り
除き WFS1 KO iPS (NeoR- PuroR-) iPS 細胞作製の概略。ゲノム PCR の際に使⽤した
プライマーを⾚⾊で⽰した。下: WFS1 KO iPS 細胞あるいは WFS1 KOiPS (NeoR- 
PuroR-) 細胞のゲノムを鋳型としたゲノム PCR の結果。(C) 上: WFS1 KO iOE iPS 細
胞の樹⽴の概略。ゲノム PCRで使⽤したプライマーを⾚で⽰した。下: RPChiPS771-
2 (Control) 細胞、WFS1 KO iPS 細胞、WFS1 KO iPS (NeoR- PuroR-) 細胞 No.1，WFS1 
KO iOE iPS 細胞 No.1~3 のゲノムを鋳型としたゲノム PCR の結果。AAVS1-F+Neo-
R、AAVS1-F+Puro-R をプライマーとして⾏ったゲノム PCR を順に Neo-R、Puro-R
と⽰した。 
(D) WFS1 KO iOE iPS 細胞 No.1 を Doxycycline 存在下あるいは⾮存在下で 2 ⽇間培養
したものを免疫細胞化学により解析した結果。緑: FLAG、⾚: mCherry、⻘: DAPI。
Scale bar = 50 µm. (E) WFS1 KO iOE iPS 細胞 No.1 を Doxycycline 存在下あるいは⾮存
在下で 2 ⽇間培養したものをウェスタンブロットにより解析した結果。 
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図 7 WFS1 KO iOE iPS 細胞の解析 
(A) ヒト iPS 細胞から内分泌前駆細胞への分化誘導の概略。 (B) 内胚葉 (Day 3) にお
ける明視野と mCherry の観察。(C) 内胚葉 (Day 3) における免疫細胞化学。緑: 
SOX17、⻩⾊: OCT3/4、⻘: DAPI。(D) 内分泌前駆細胞 (Day 12) における明視野と
mCherry の観察。(E) 内分泌前駆細胞 (Day 12) における免疫細胞化学。緑: NKX6-1、
⻩⾊: PDX1、⻘:DAPI。RPChiPS771-2 を Control として使⽤した。Doxycycline: Dox, 
Scale bar ＝100 µm, N = 1. 
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3-3 考察 
本研究で樹⽴した WFS1 KO iOE iPS 細胞は内分泌前駆細胞への分化が進⾏しなかっ

た (図 7)。これらの結果から、WFS1 KO iOE iPS 細胞は WFS1 の効果を検証する評価
系として利⽤できないと思われる。 

また、Wolfram 症候群患者や Wfs1 ノックアウトマウスの膵臓は正常に発⽣し、⽣後
糖尿病を発症する (Inoue et al., 1998; Ishihara et al., 2004)。このことから、WFS1 ⽋失が
膵臓細胞の分化に影響を与えないと推察している。したがって WFS1 KO iOE iPS 細胞
が内分泌前駆細胞へ分化できない原因は、WFS1 KO iOE iPS 細胞を作製する過程に問
題があった可能性が⾼いと考えている。あるいは、ヒトはマウスと異なり、発⽣過程
において WFS1 が関与する可能性がある。 

最初に、WFS1 KO iOE iPS 細胞を樹⽴した際に使⽤したプラスミドに問題がある可
能性について考える。AAVS1 領域を編集した AAVS1-TALEN 及びドナーベクターはヒ
ト iPS 細胞から膵 β 細胞への分化実績があり (González et al., 2014; Zhu et al., 2016)、
AAVS1-TALEN のオフターゲット効果や AAVS1 領域への Tet-ON システムの挿⼊が問
題ではない可能性が⾼い。 

次に、強制発現した 3×FLAG-hWFS1 (WT) が N 末端に FLAG タグを付加したことで
機能不全に陥っている可能性を考える。後述するが、3×FLAG-hWFS1 (WT) は本研究
にてインスリン分泌において正常に動作することを確認 (図 16) しており、3×FLAG-
hWFS1 (WT)が FLAG タグにより機能不全に陥っている可能性は低い。この 2 点 (Tet-
ON システムの挿⼊が問題ではない可能性が⾼い点、3×FLAG-hWFS1 (WT)が FLAG タ
グにより機能不全に陥っている可能性は低い点) から AAVS1 領域のゲノム編集による
機能不全が理由である可能性は低いと考えている。 

そこで、WFS1 KO iOE iPS 細胞を作製する前の段階である WFS1 KO iPS 細胞での問
題の可能性がある。WFS1 KO iPS 細胞は Double nicking 法を⽤いた CRISPR/Cas9 シス
テムを利⽤して WFS1 遺伝⼦の開始コドンが存在するエキソン 2 に薬剤カセットを挿
⼊することで⽋失させた。WFS1 遺伝⼦のエキソン 2 を⽋失させる際に使⽤した guide 
RNA (以下、gRNA)による Off-targetの可能性がある。そこで、使⽤した 2つの gRNA
の配列 (CTGGAAGAAAAGTCAAGGTC と GGACTCCAACACTGCTCCGC) を DNA-
gRNA のミスマッチに加え、PAM 配列からの DNA-gRNA のミスマッチ位置を考慮に
⼊れ、オフターゲットを予測するサイト (https://rth.dk/resources/crispr/crisproff/) (Alkan 
et al., 2018)を⽤いて off-target となりうる遺伝⼦を検索した。その結果、ZFN628, 
NAT14, PRKCH, PHF21B, NUP50, PSD3, HDAC9, FTMT, XG, SRFBP1, RASA4B が候補遺
伝⼦として挙がっていた。 

しかし、これらの遺伝⼦が膵臓分化に影響を与えるという報告はなかった。また、
double nicking 法は通常の CRISPR/Cas9 システムに⽐べ off-target 効果が 1/1500 から 1/50
にまで抑えられていると報告されている (Ran et al., 2013)。gRNA のオフターゲット予
測結果と Double nicking 法を使⽤した点からも使⽤した CRISPR/Cas9 システムの可能
性も低い。しかし、あくまでもオフターゲットの予測は in silico であることから、使
⽤した CRISPR/Cas9 システムの可能性を排除するには全ゲノム配列解析が有効である
と考えている。 

ここまで論じてきたように、内分泌前駆細胞への分化で⽣じた問題は AAVS1 領域の
ゲノム編集、CRISPR/Cas9 システムによる WFS1 遺伝⼦のエキソン 2 を⽋失させるた
めのゲノム編集が原因となる可能性は低いと考えている。 
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最後にヒト iPS 細胞で WFS1 が必要な遺伝⼦である場合を考える。ラットの膵臓の
発⽣過程において WFS1 タンパク質は内分泌前駆細胞の段階である胎⽣ 15.5 ⽇⽬の胎
児から単離した膵臓で発現しており、胎⽣ 18.5 ⽇⽬以降はインスリン陽性細胞でしか
発現しない (Xu et al., 2009)。しかし、ラットやマウスでは Wfs1 が⽋失しても正常には
発⽣する (Ishihara et al., 2004; Plaas et al., 2017)。この 3 つの報告から WFS1 は膵 β細胞
において発⽣期には発現するが、発⽣に必須の遺伝⼦ではないと推察している。⼀⽅、
WFS1 遺伝⼦は未分化状態のヒト iPS 細胞から発現しており、膵 β 細胞へ分化が進む
につれて発現が上昇する (Maxwell et al., 2020)。このように、膵 β細胞への発⽣や分化
の過程で⻑期的に WFS1 が発現している点に関してはラットやマウスの発⽣とヒト
iPS 細胞の分化で⼀致している。この点からもヒト iPS 細胞から膵 β 細胞の分化に
WFS1 は必須の遺伝⼦である可能性は低い。⼀⽅、ヒト iPS 細胞においても WFS1 遺伝
⼦は発現している。このため、ヒト iPS 細胞の段階で WFS1 遺伝⼦を破壊したことで、
変化を与えたことが否定できない。 

そこで、今後はヒト iPS 細胞において内在の WFS1 の発現を保ちつつゲノム編集を
⾏い、⼈為的に内在の WFS1 の発現を抑制できるシステムを導⼊する必要があると考
えている。最も単純な⼿法として Tet-ON 誘導性のヒト WFS1 に対する shRNA を発現
する iPS 細胞を樹⽴する⽅法があげられる。しかし、この⽅法は Doxycycline 添加によ
り shRNA の発現を誘導し WFS1 mRNA を減少させても Doxycycline 添加前に産出され
た WFS1 タンパク質が分解されるのを待たなければならない。また、後述するが
WFS1 タンパク質の安定性は細胞種に依存する可能性もあるため、ヒト iPS 細胞や分
化細胞に Tet-On システム下で WFS1 に対する shRNA を発現させても実際に WFS1 タ
ンパク質の発現が Doxycycline 添加後、どの程度で減少するかはその都度解析する必
要がある。これは Cre-loxP システムを⽤いた Conditional knockout モデルを作製する場
合も同様である。 

shRNA を⽤いた遺伝⼦発現抑制や Cre-loxP システムによる Conditional Knockout を
⽤いる場合は、遺伝⼦の発現抑制や遺伝⼦破壊の開始とタンパク質レベルで抑制され
るには時間差が存在してしまう。この時間差を解決する⼿段の 1 つとしてプロテイン
ノックダウン法 (Naito et al., 2019) があげられる。プロテインノックダウン法とは標的
タンパク質と特定の E3 Ubiquitin ligase と複合体を形成する化合物を添加することで標
的タンパク質にユビキチン化し、ユビキチン-プロテアソーム系による分解に導く⼿
法の総称である。プロテインノックダウンシステムを⽤いて WFS1 タンパク質量を減
少させることでヒト iPS 細胞あるいは膵 β 細胞への分化において WFS1 は必須の遺伝
⼦なのかを知ることができるのではないかと期待している。 
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4. 変異型 WFS1 タンパク質の安定性の解析 
4-1 C 末端が⽋損した hWFS1 は MIN6 細胞において不安定である 

WFS1 は 890 aa からなる 9 回膜貫通型タンパク質で 200 以上の変異が Wolfram 症候
群患者で報告されている。報告されている変異は、1 アミノ酸置換や C 末端⽋損がほ
とんどである。中でも C 末端側のアミノ酸が⽋損するタンパク質を発現する WFS1 変
異を持つ患者は重篤な糖尿病を発症している。そこで、報告されている中でも 10 歳
未満で糖尿病を発症する患者の WFS1 の C 末端⽋損する 5 つの変異  (Q266X, 
409fs/ter440, Y652X, Y735X, W837X) と 10 歳以降に糖尿病を発症する 1 つの変異 
(P724L) に着⽬した (図 8A)。そこで、WFS1 の N 末端に HaloTag を付加したアデノウ
イルスベクター (図 8B) を作製した。HaloTag とは様々な蛍光リガンドと 1 対 1 で共有
結合を形成するタグである (Los et al., 2008)。HaloTag-hWFS1 を強制発現するアデノウ
イルスをマウス膵 β 細胞株 MIN6 細胞へ感染させ、HaloTag-hWFS1 の強制発現を試み
た。強制発現できているかを RT-quantitative PCR によって確認したところ、各変異体
で発現量の差は⾒られなかった (図 8C)。次に western blotting によりタンパク質の発現
を確認した。その結果、アミノ酸配列から予測される⼤きさのタンパク質の発現を確
認できた。しかし、WFS1 wild-type (以下、WT) や P724L 変異体といった完全⻑のタ
ンパク質に⽐べ、C 末端が 53 aa だけ⽋損した W837X をはじめとしたすべての C 末端
⽋損変異体はタンパク質の発現量が著しく低かった (図 8D) 。また、HaloTag-hWFS1
を強制発現した MIN6 細胞を緑⾊蛍光リガンドで 16 時間処理し、HaloTag と緑⾊蛍光
の R110 Ligand を結合させた。その結果、wild-type に⽐べ、すべての変異体で蛍光強
度が有意に低かった (図 8E,F)。 
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図 8 MIN6 細胞において C 末端が⽋損した WFS1 タンパク質は不安定である 
(A) WFS1 タンパク質の概略。10 歳未満で糖尿病を発症し C 末端が⽋損する患者由
来の変異は⾚⾊、10 歳以降で糖尿病を発症する患者由来の 1 アミノ酸置換変異は⻘
⾊で⽰した。(B) HaloTag-hWFS1 を発現するアデノウイルスベクターの概略。 
(C) HaloTag-hWFS1 を強制発現した MIN6 細胞の RT-quantitative PCR。 
(D) HaloTag-hWFS1 を強制発現した MIN6 細胞の HaloTag 抗体を⽤いた western 
blotting による解析。 
(E) 緑⾊蛍光 R110 Ligand で処理した HaloTag-hWFS1 を強制発現した MIN6 細胞。
⻘: DAPI, 緑: R110。(F) (E) の蛍光強度の解析。統計的解析は ONE-ANOVA と
Dunnett multiple comparisons test を⽤いた。**p <0.01。Control: アデノウイルスを感
染させていない MIN6 細胞。Scale bar ＝ 50 µm. N = 3. 
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4-2 MIN6 細胞において変異型 hWFS1 タンパク質を強制発現させても内在の WFS1 タ
ンパク質に影響はない 

MIN6 細胞では本研究で使⽤した hWFS1 変異体の中でも最も⻑い W837X でも安定性
に違いがみられた。このことから、W837X、ER膜内ドメインが⽋損している Y652X、
1 アミノ酸変異体である P724L に変異体を絞り解析を進めた。MIN6 細胞に HaloTag-
hWFS1 (WT, P724L, W837X, Y652X) を強制発現させた。次に、内在性の mouse WFS1 タ
ンパク質と強制発現させた HaloTag-hWFS1 タンパク質を同時に検出するため、Anti-
WFS1 抗体を⽤いた western blotting を⾏った。その結果、HaloTag-hWFS1 (WT, P724L)
のタンパク質の量はおよそ内在性の mouse WFS1 の量と同じであった。また、HaloTag-
hWFS1 （WT, P724L, W837X, Y652X）の強制発現は内在性の mouse WFS1 タンパク質
の量に影響を与えていなかった (図 9)。 

  

図 9 MIN6 細胞において変異型 WFS1 タンパク質を強制発現は内在の WFS1 タン
パク質に影響を与えない 

HaloTag-hWFS1 を強制発現した MIN6 細胞の WFS1 抗体を⽤いた western blot 
解析 
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4-3 MIN6 細胞では C 末端が⽋損した変異型 hWFS1 タンパク質はプロテアソー
ムにより分解される 

C 末端が⽋損した変異型 hWFS1 タンパク質が MIN6 細胞において不安定である理由
の 1 つとして合成された変異型 hWFS1 タンパク質が Proteasome により分解される可
能性がある。そこで、hWFS1 の変異型タンパク質ごとの安定性の違いについて解析
する必要があるが、変異型タンパク質は分解速度が速いために通常の強制発現実験を
⾏っても図 8 に⽰すようにタンパク質量を詳しく⽐較することはできなかった。そこ
で Proteasome 阻害剤である MG132 を⽤いて、細胞内に強制発現させた正常型および
変異型 WFS1 タンパク質量を増やしたのちに Pulse-chase 実験を⾏うことにした。
MG132 は可逆性の Proteasome 阻害剤である。HaloTag-hWFS1 を強制発現するアデノ
ウイルスを MIN6 細胞に感染させて、32 時間培養した。次に、R110 ligand で 16 時間
処理した。R110 ligand の添加によって、この時点で細胞内に存在している HaloTag-
hWFS1 タンパク質はすべて R110 ligand と共有結合を形成しており、以降に添加する
ligand と結合をさせないようにした。次に培地中に MG132 を添加し 7 時間培養した。
7 時間後に、⾚⾊蛍光リガンドである TMR ligand を培地中に添加し、MG132 を添加し
た 7 時間に産出された HaloTag-hWFS1 タンパク質をすべて⾚⾊で標識した。そして、
細胞を固定し蛍光強度を解析した (図 10A)。 

図 10B に R110 ligand で処理後、MG132 ⾮存在下あるいは存在下の 7 時間で産出さ
れたタンパク質を⾚⾊蛍光リガンドである TMR ligand によって標識した結果を⽰す。
MIN6 細胞において、WT 及び P724L 変異型タンパク質は MG132 の添加によるタンパ
ク質の蓄積が 1.1 倍増加した。⼀⽅、C 末端が⽋損した W837X 及び Y652X 変異型タ
ンパク質は MG132 の添加によるタンパク質の蓄積がそれぞれ、4.0 倍、3.5 倍と有意
な増加がみられた。 

次に MG132 存在下で産出され、⾚⾊蛍光の TMR Ligand で標識された HaloTag-
hWFS1 の分解を MG132 ⾮存在下で 0、 8、 16、24 時間後に細胞ごとに解析した (図
10C)。その結果、完全⻑のタンパク質である WT 及び P724L 変異型タンパク質は 24
時間で 30%分解された。⼀⽅、C 末端が⽋損している W837X は 50%、Y652X 変異型
タンパク質は 24 時間後で 60%分解された。また、16 時間時点では W837X の分解速度
は WT あるいは P724L と⽐較して有意に速く、24 時間時点では Y652X の分解速度は
WT あるいは P724L と⽐較して有意に速かった (図 10D, E)。 
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図 10 MIN6 細胞において C 末端が⽋損した変異型 WFS1 タンパク質プロテアソーム
により分解される 
 (A) HaloTag システムと MG132 を⽤いた Pulse 実験の概略。(B) HaloTag-hWFS1 を強
制発現した MIN6 細胞を MG132 の存在下あるいは⾮存在下で 7 時間培養した。7 時
間の間に⽣産されたタンパク質は、⾚⾊蛍光の TMR ligand によって標識した。グラ
フはそれぞれのタンパク質の MG132 ⾮存在下での蛍光強度の平均を 1 とした相対
値。Student’s t-test による統計学的解析。**p <0.01。(C) HaloTag システムと MG132
を⽤いた Pulse-chase 実験の概略。(D) MG132 の存在下で産出された HaloTag-hWFS1
タンパク質を TMR Ligand で標識 (0 時間) し、MG132 ⾮存在下で 8、 16、24 時間後
に TMR  ligand の蛍光強度を細胞ごとに解析した。(E) (D) のそれぞれのタンパク質
の 0 時間における蛍光強度を 1 として各時間の相対値を計算したもの。上の表は各
時間の相対値を Mann-Whitney's U-test を⽤いて統計学的に解析したもの。ns: not 
significant , Scale bar ＝ 50 µm,  N = 4。 
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4-4 変異型 hWFS1 タンパク質の分解様式は MIN6 細胞と HEK293T 細胞で異な
る 

4-4 で⾏った同様の実験を HEK293T 細胞でも⾏った。MG132 存在下で産出され、⾚
⾊蛍光の TMR Ligand で標識された HaloTag-hWFS1 の分解を MG132 ⾮存在下で 0、 8、 
16、24 時間後に細胞ごとに解析した。その結果、WT、P724L、W837X は 24 時間で
40%の HaloTag-hWFS1 が分解された。Y652X は 10%の Halotag-hWFS1 が分解され、WT
や P724L に⽐べ有意に分解速度が遅かった (図 11 A, B)。 
 

  

図 11 HEK293T 細胞において hWFS1 Y652X タンパク質は分解されにくい 
 (A) MG132 の存在下で産出された HaloTag-hWFS1 タンパク質を TMR Ligand で標識 
(0 時間) し、MG132 ⾮存在下で 8, 16、24 時間後に細胞ごとに TMR  ligand の蛍光強
度を解析した。 (B) (A) のそれぞれのタンパク質の 0 時間における蛍光強度を 1 とし
て各時間の相対値を計算したもの。上の表は各時間の相対値を Mann-Whitney's U-
test を⽤いて統計学的に解析したもの。ns: not significant , Scale bar ＝ 50 µm,  N = 4。 



 

55 
 

4-5 変異型 hWFS1 タンパク質の分解様式は MIN6 細胞と COS7 細胞で異なる 
  4-3 で⾏ったものと同様の実験を COS7 細胞でも⾏った。その結果、MG132 存在下
で産出され、⾚⾊蛍光の TMR Ligand で標識された HaloTag-hWFS1 の分解を MG132 ⾮
存在下で 0、8、16、24 時間後に細胞ごとに解析した。その結果、24 時間の時点で WT
と W837X あるいは Y652X の分解速度に有意な差が認められなかった。(図 12 A, B)。 

 

 

 

 
 

図 12 COS7 細胞において野⽣型 WFS1 タンパク質と変異型タンパク質の分解速度に
差は⾒られない 
 (A) MG132 の存在下で産出された HaloTag-hWFS1 タンパク質を TMR Ligand で標識 
(0 時間) し、MG132 ⾮存在下で 8、 16、24 時間後に TMR  ligand の蛍光強度を解析
した。(B) (A) のそれぞれのタンパク質の 0 時間における蛍光強度を 1 として各時間
の相対値を計算したもの。上の表は各時間の相対値を Mann-Whitney's U-test を⽤い
て統計学的に解析したもの。ns: not significant , Scale bar ＝ 50 µm,  N = 4。 
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4-6 考察 
WFS1 は 890 アミノ酸から成り主に⼩胞体に存在する 9 回膜貫通型タンパク質であ

る。Strom らの報告 (Strom et al., 1998) や Cell atlas によると WFS1 遺伝⼦は脳、⼼臓、
胎盤、肺、肝臓、筋⾁、腎臓、膵臓で発現しており、ほとんどすべての細胞株でも発
現している。しかし、Wfs1 ノックアウトマウスでも正常に膵臓が発⽣する。そして、
⽣後に主に⾮肥満の糖尿病を発症し、ほかの主な疾患は検出されていない (Ishihara et 
al., 2004)。また、Wolfram 症候群患者の主症状も糖尿病であることから変異型 WFS1
タンパク質の性状を解析するには膵 β 細胞系譜の細胞株を⽤いることが有効であると
考えている。 

本研究ではマウス膵 β 細胞株である MIN6 細胞において、⼩胞体膜外側のペプチド
にみられるアミノ酸変異（Q266X）とより C 末端側でタンパク質合成が停⽌する
(W837X) の 5 つの変異型 WFS1 タンパク質の全てで野⽣型 WFS1 タンパク質より速い
ユビキチン-プロテアソームによるタンパク質分解を検出した (図 8 E,F)。⼀⽅、ヒト
胎児腎由来 HEK293T 細胞ではどの変異型 WFS1 タンパク質も野⽣型 WFS1 タンパク
質より速いタンパク質の分解を検出することができなかった (図 11)。また、アフリカ
ミドリザル腎由来細胞株 COS7 細胞株では野⽣型 WFS1 タンパク質と変異型 WFS1 タ
ンパク質の分解速度に有意な差は認められなかった (図 12)。以上のことから膵 β細胞
では野⽣型 WFS1 タンパク質と C 末端⽋損変異型 WFS1 タンパク質を⾒分けて、C 末
端⽋損変異型 WFS1 タンパク質をより速く分解するのではないかと推察している (図
13)。また、マウスの組織単位でも全体的なタンパク質の安定性は異なるとの報告 
(McClatchy et al., 2020) もあり、どの細胞でタンパク質の安定性を解析するかも重要な
因⼦の 1 つであると考えている。 

これまでにヒト変異型 WFS1 タンパク質の分解は主に 2 つの報告がなされている 
(Hofmann and Bauer, 2006; Guo et al., 2011)。Hofmann らには COS7 細胞を⽤いて 35S-メ
チオニンによる放射性標識を⽤いた Pulse-chase 実験と western blotting 法により C 末端
の 883~890aa の 8 aa が⽋損した F883X 変異型タンパク質が野⽣型 WFS1 タンパク質よ
り不安定であることを⽰した。⼀⽅、HaloTag システムを⽤いた本研究においては野
⽣型 WFS1 タンパク質と変異型 WFS1 タンパク質の分解速度の有意な差は認められな
かった (図 12)。この要因の 1 つとして⽤いた変異型 WFS1 タンパク質が F883X ではな
く、W837X や Y652X であった可能性を考えている。⼀⽅、Guo らはタンパク質合成
阻害剤であるシクロヘキシミド (CHX) を⽤いて HEK293T 細胞で変異型 WFS1 タンパ
ク質の Pulse-chase 実験を⾏った。その結果、野⽣型 WFS1 タンパク質よりも Q667X
の⽅が安定であり、W700X 以降の C 末端⽋損変異型タンパク質は野⽣型 WFS1 タン
パク質と安定性に差は⾒られなかった。この結果から、Guo らは WFS1 タンパク質の
667~700 aa が E3 ubiquitin ligase の 1 つである SMRUF1 によりユビキチン化され不安定
化すると報告している。そこで、本研究でも HEK293T 細胞を⽤いて HaloTag システ
ムによる Pulse-chase 実験を⾏った。その結果、野⽣型 WFS1 タンパク質よりも Y652X
の⽅が安定であり、W837X は野⽣型 WFS1 タンパク質と安定性に差は⾒られなかった 
(図 11)。この結果は Guo らの結果と⼀致している。以上より MIN6 細胞での WFS1 タ
ンパク質の安定性の制御は HEK293T 細胞とは異なるものであると考えている。 

これら 2 つの先⾏報告からも変異型 WFS1 タンパク質は細胞株によっても異なる可
能性が⽰唆される。また、本研究で MIN6 細胞において変異型 WFS1 タンパク質はユ
ビキチン-プロテアソーム系による分解であった。そこで、プロテアソーム阻害剤を
nonsense や frameshift 変異を持つＷolfram 症候群患者に投与して変異型 WFS1 タンパク
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質の分解を⽌めることが治療法の 1 つとして考えられる。実際、プロテアソーム阻害
剤である Bortezomib は多発性⾻髄腫の治療薬として承認、使⽤されている。しかし、
in vitro で膵 β細胞をプロテアソーム阻害剤存在下で培養するとインスリン分泌が阻害
されるとの報告 (Kawaguchi et al., 2006) もあり、⾮特異的なユビキチン-プロテアソー
ム阻害は Wolfram 症候群の治療にはならないと考えている。そこで、HEK293T 細胞
では発現量が低く、膵 β 細胞で変異型 WFS1 タンパク質をユビキチン化し分解に導く
E3 Ubiquitin ligase (図 13 Factor X) が治療標的の 1 つとして考えられる。 
では、この膵 β細胞で特異的に発現量が⾼く、C 末端⽋損変異型 WFS1 タンパク質を

分解に導く Factor X として考えられる E3 ubiquitin ligase とは何があるだろうか。現在、
WFS1 の分解に関わる E3 ubiquitin ligase は HEK293T 細胞を⽤いた実験で SMURF1 しか
報告されていないが、SMURF1 はヒト WFS1 の 667~700 aa をユビキチン化し、野⽣型
WFS1 タンパク質を分解する (Guio et al., 2011)。これは野⽣型 WFS1 タンパク質の⽅が
変異型 WFS1 タンパク質よりも安定であるとした本研究とは異なる。このようなこと
から膵 β細胞では変異型 WFS1 タンパク質の分解を担う E3 Ubiquitin ligase (Factor X) は
SMURF1 でない可能性を考えている。 

そこで、これまでにすでに報告されている共免疫沈降･質量分析の報告をまとめたタ
ンパク質相互作⽤データベースである Biological General Repository for Interaction 
Datasets (BioGRID) を⽤いて WFS1 と相互作⽤しうる E3 Ubiquitin ligase を探索したとこ
ろ、SMURF1 のほかに EDEM1, HRD1 が候補として⾒つかった。 

EDEM1 は⼩胞体内腔局在し異常タンパク質の糖鎖を特異的に認識し、⼩胞体関連分
解に導く酵素の 1 つである (D Isaacson, J L Mueller and Article, 2006)。EDEM1 の発現は
RT-quantitative PCR レベルで膵 β細胞での発現は確認されている (Laybutt et al., 2007) が、
ほかの臓器や細胞株間での⽐較した報告はない。⼀⽅、野⽣型 WFS1 タンパク質の糖
鎖修飾も報告 (Hofmann et al., 2003) されており、EDEM1 が変異型 WFS1 タンパク質の
分解を担う可能性はある。 

HRD1 は⼩胞体関連分解における E3 ubiquitin ligase である。WFS1 は HRD1 を介して
ATF6 と複合体を形成し、ATF6 を分解することで⼩胞体ストレスを抑制しているとの
報告もある。また、マウスの膵臓組織の免疫組織化学では膵 β 細胞で特異的に発現し
ている (Fonseca et al., 2010)。HRD1 は WFS1 と結合しており、膵 β細胞での特異的な発
現が報告されていることから Factor X の条件を満たしている。しかし、HRD1 が WFS1
タンパク質をユビキチン化しているとの報告はないためさらなる研究が必要であると
考えられる。 

また、FactorX という 1 つのタンパク質の存在を仮定すると、HEK293T 細胞と MIN6
細胞における変異型 WFS1 タンパク質の安定性の違いは説明できる。しかし、COS7 細
胞は MIN6 細胞に⽐べ野⽣型 WFS1 タンパク質が速いという現象は説明できないため、
今後は近接依存性標識法を⽤いて膵 β 細胞における変異型 WFS1 タンパク質の分解を
促進する仕組みを同定していきたいと考えている。 
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図 13 本研究から推測される変異型 WFS1 タンパク質の分解モデル 
MIN6 では野⽣型 WFS1 タンパク質と C 末端が⽋損した変異型 WFS1 タンパク質を
識別して分解する。⼀⽅、COS7 細胞ではその識別能⼒が低い。 
HEK293T 細胞では分解⾃体が起こりにくい。この現象を担うタンパク質を Factor X
と表記した。 
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5. WFS1 がインスリン分泌に与える影響に関する解析 
5-1 MIN6 細胞における mouse Wfs1 のノックダウン 

  変異型 WFS1 タンパク質がインスリン分泌に与える影響を解析する際、MIN6 細胞
は Wfs1 を発現しているため、内在性の Wfs1 遺伝⼦の発現を抑制が重要と考えた。そ
こで、Control としてどの遺伝⼦も標的としない scramble shRNA あるいは mouse Wfs1
に対する shRNA を発現するレンチウイルスベクターを作製した。また、セレクショ
ンマーカーとして PGK promoter 下で緑⾊蛍光タンパク質 ZsGreen1 を発現するように
設計した (図 14A)。次に HEK293FT 細胞を⽤いてレンチウイルスを作製し MIN6 細胞
に感染させた。ZsGreen1 を発現する MIN6 細胞を cell sorter を⽤いて単⼀細胞として
単離し、培養した。取得した細胞をそれぞれ scramble MIN6 細胞、Wfs1_KD MIN6 細
胞と命名した。取得した細胞すべてで ZsGreen タンパク質を発現していることを確認
した  (図 14B)。次に Wfs1 の発現が抑制されているかを確認するために、RT-
quantitative PCR を⾏った。その結果、Wfs1 の発現が 88%抑制されていることを確認し
た (図 14C)。また、western blotting でも scramble MIN6 細胞では WFS1 の発現は確認で
きたが、Wfs1_KD MIN6 細胞ではできなかった (図 14D)。また、Thapsigargin (TG) を
⽤いて⼩胞体ストレスを 24 時間誘導した。その結果、⼩胞体ストレスマーカーの 1 つ
である ATF4 の発現上昇と ATF6α の核移⾏の上昇を確認した (図 14E)。以上より
Wfs1_KD MIN6 細胞の樹⽴に成功したと考えた。 
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5-2 MIN6 細胞において Wfs1 遺伝⼦発現の抑制はインスリン分泌を低下させる 

 樹⽴した scramble_MIN6 細胞に mCherry のみを強制発現するアデノウイルス (以下
mCherry) を感染させた。また、Wfs1_KD MIN6 細胞に mCherry あるいは 3×FLAG-
hWFS1 (WT)と mCherry を強制発現させるアデノウイルスを感染させた(図 15A,B)。
FLAG 抗体を⽤いた western blotting によって、3×FLAG-WFS1 (WT) が正しく発現して
いることを確認した (図 15C)。次に 2.5 mM glucose/KRB から 20.0 mM glucose/KRB に
連続的に培地交換を⾏い、それぞれの上清を回収し、各濃度におけるインスリン分泌
能を ELISA 法により調べた。ここではインスリンと 1 対 1 で分泌される C-peptide を
測定した。その結果、Wfs1_KD_MIN6 細胞は scramble_MIN6 細胞に⽐べ、20.0 mM 
glucose/KRB 下のインスリン分泌能が 低下した。⼀⽅でこの作⽤は 、hWFS1 (WT) の
強制発現により回復した (図 15D)。このような⾼グルコース下でのインスリン分泌能
の低下は Wolfram 症候群患者でも観察されているため、本細胞株を WFS1 タンパク質
がインスリン分泌過程で担う役割を解明する病態モデルとして利⽤できると考えた。  

また、Wfs1 のノックダウンによる⾼グルコース下でのインスリン分泌の低下の 1 つ
の原因として WFS1 ⽋失による ATP 産出能の低下が報告されている (Angebault et al., 
2018b; Zatyka et al., 2015)。そこで、Wfs1_KD_MIN6 細胞を⽤いて Tolbutamide 刺激に
よるインスリン分泌能の解析を⾏った。Tolbutamide 刺激への影響を評価した理由と
しては、WFS1 ⽋損が、グルコースの取り込みによる ATP の産⽣、および ATP 依存
性カリウムチャネル以降のインスリン分泌へ与える影響を解析したいためである。そ
の結果、Wfs1 KD MIN6 細胞では scramble MIN6 細胞に⽐べ、トルブタミド刺激による

図 14 Wfs1_KD MIN6 細胞の樹⽴ 
(A) scramble あるいは Wfs1 に対する shRNA を発現するレンチウイルスベクター。
(B) scramble MIN6 細胞と Wfs1_KD MIN6 細胞の倒⽴顕微鏡下での観察。Scale bar ＝ 
100 µm. (C) RT-quantitative PCR による scramble MIN6 細胞と Wfs1_KD MIN6 細胞の
Wfs1 の発現量⽐較。Student’s t-test による統計学的解析。**p <0.01,  N = 3。 
(D) Western blot による scramble MIN6 細胞と Wfs1_KD MIN6 細胞の WFS1 の発現⽐
較。(C,D)ともに内部標準として β-actin を使⽤した。(E) 100 nM Thapsigargin (TG) 下
で24時間培養した後の ATF6α及び ATF4の免疫細胞化学。⻩⾊: ATF4、⾚: ATF6α、
⻘: DAPI。統計学的解析は ONE-ANOVA と Dunnett multiple comparisons test を⽤い
た。**p <0.01, N = 4, Scale bar = 50 µm｡ 
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インスリン分泌が低下した。また、この現象は hWFS1 (WT) の強制発現により回復し
た (図 15E) 。 

図 15 Wfs1 遺伝⼦の発現抑制はインスリン分泌を低下させる 
(A) mCherry あるいは 3×FLAG-WFS1(WT)と mCherry を強制発現⽤のアデノウイルス
ベクター。(B) アデノウイルスを感染させた scramble MIN6 細胞と Wfs1_KD MIN6 細
胞の倒⽴顕微鏡下での観察。Scale bar ＝ 100 µm. (C) western blotting による 3×FLAG-
WFS1 (WT) の発現の確認。(D ,E) グルコース濃度に応じた (D)及び Tolbutamide 刺激
に応じた (E) インスリン分泌能の解析。グラフは Mean±S.D.を表す。統計学的解析
は ONE-way ANOVA と Dunnett multiple comparisons test を⽤いた。**p <0.01, *p < 
0.05, N = 3。 
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5-3 MIN6 細胞において hWFS1 (WT) の⼀部は細胞膜またはその近傍に存在する 
Tolbutamide 刺激によるインスリン分泌と WFS1 の関連が⽰唆された。このことから

WFS1 は KATP channel の開閉、脱分極、電位依存性カルシウムチャネル、カルシウム
イオンの流⼊によるインスリン分泌と細胞膜近傍で起こる現象に関わると考えた。 

そこで、WFS1 が細胞膜近傍にも存在するのでないかと考えて、MIN6 細胞に
3×FLAG-WFS1 (WT) 及び mCherry に⼩胞体局在化タグをつけた mCherry-ER をアデノ
ウイルスを⽤いて強制発現した。そして、細胞膜のマーカーとして Na+ K+ ATPase 抗
体、Anti-FLAG 抗体、Anti-RFP 抗体を⽤いた免疫細胞化学により細胞内局在を解析し
た。その結果、3×FLAG-WFS1 (WT) は⼩胞体に局在していた (図 16A)。また、⼀部の
3×FLAG-WFS1 (WT) は細胞膜あるいは細胞膜近傍に局在していた (図 16B)。 
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図 16 hWFS1 (WT) は細胞膜あるいは膜近傍にも存在する 
(A, B) 共焦点倒⽴顕微鏡下での免疫細胞化学による hWFS1 (WT) の細胞内局在の解
析。緑: 3×FLAG-hWFS1 (WT), ⾚: mCherry-ER, ⻩⾊: Na+ K+ ATPase。(A) Scale Bar 
＝5 µm。(B) (A)の拡⼤図。3×FLAG-hWFS1 が細胞膜あるいはその近傍に局在してい
る。Scale bar = 1 µm。 
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5-4 hWFS1 は Tolbutamide 刺激によるカルシウムイオンの流⼊を制御する 
WFS1はカルシウムイオンの流⼊によるインスリン分泌にも作⽤する (1-4-3 Wolfram

症候群における糖尿病発症のメカニズム) ことから Wfs1_KD_MIN6 細胞において
Tolubtamide 刺激によるインスリン分泌もこの影響を受けているのではないかと考え
た。そこで、Tolbutamide 刺激によるインスリン分泌においてその⼀つ上流の反応で
あるカルシウムイオンの動態を試みた。 

細胞内カルシウムイオンの動態を解析するために、⾚⾊蛍光カルシウムセンサタン
パク質である R-GECO を使⽤した。R-GECO はカルシウムイオンと結合することで⾚
⾊蛍光強度が増加するカルシムイオンセンサーである。 

最初に scramble_MIN6 細胞及び Wfs1_KD_MIN6 細胞に lacZ (Control)、3×FLAG-
hWFS1 (WT, P724L, W837X, Y652X) のいずれを発現するアデノウイルスと R-GECO を
発現するアデノウイルスを導⼊し、Tolbutamide 刺激によるカルシウムイオン動態の
解析を試みた。 

そ の 結 果 、 Control で あ る lacZ を 感 染 さ せ た scramble_MIN6 細 胞 に ⽐ べ 、
Wfs1_KD_MIN6 細胞の Tolbutamide 刺激によるカルシウムイオンの流⼊が減少してい
た。また、この現象は 3×FLAG-WFS1 (WT) の強制発現により回復していた。
3×FLAG-WFS1 (P724L) も同様に回復しており、機能的な差は⾒られなかった。⼀⽅、
3×FLAG-WFS1 (W837X, Y652X) では回復は⾒られなかった(図 17A~D)。 
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図 17 hWFS1 は Tolbutamide 刺激によるカルシウムイオン動態に関わる 
(A, B) scramble MIN6 細胞 (A) あるいは Wfs1_KD 細胞 (B) における Tolubutamide 刺激
によるカルシウムイオン動態の解析。各時間の輝度値を F として、刺激前の平均輝
度値を F0 として、各時間における輝度値の変化の相対値 (F-F0)/F0 を計算したも
の。(C, D) (A, B)の Tolbutamide 刺激中の 1 秒当たりの Area Under Curve (AUC)。
mean±S.E.統計学的解析は ONE-way ANOVA と Dunnett multiple comparisons test を⽤
いた。**p <0.01, *p <0.05。 
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5-5 考察 

本研究では WFS1 ⽋失によるインスリン分泌不全に着⽬した。樹⽴した Wfs1_KD 
MIN6 細胞 (図 14A~D) は⼩胞体ストレス誘導により⼩胞体ストレスマーカーである
ATF4 の発現上昇と ATF6α の核移⾏が確認できた  (図 14E)。これは Morikawa ら 
(Morikawa et al., 2022) や Fronseca ら (Fonseca et al., 2010) の報告とも⼀致していた。 

また、Wfs1_KD_MIN6 細胞においてグルコース刺激に応じたインスリン分泌能を解
析したところ 20.0 mM glucose 下でのインスリン分泌能が低下していた。20.0 mM 
glucose 下でのインスリン分泌の低下は野⽣型 hWFS1 タンパク質を強制発現したとこ
ろ、回復した (図 16E)。このような⾼グルコース下でのインスリン分泌能の低下は
Wolfram 症候群患者でも観察されているため、本細胞株を WFS1 タンパク質がインスリ
ン分泌過程で担う役割を解明する病態モデルとして利⽤できると考え研究を進めた。
膵 β 細胞ではグルコースを取り込むと ATP が産出され、ATP 依存性カリウムチャネル
が閉⼝し細胞膜が脱分極する。次に電位依存性カルシウムチャネルが開⼝することで
カルシウムイオンの流⼊が促進され、インスリンが分泌される。WFS1 を⽋失させると
グルコース刺激による ATP の産出能が減少し、インスリン分泌が低下するとの報告が
ある (Nguyen et al., 2020; Zatyka et al., 2015)。 

⼀⽅、HEK293T 細胞で WFS1 を⽋失させると細胞内のカルシウム濃度が変化すると
の報告もある (Takei et al., 2006) 。そこで 、WFS1 ⽋失によるグルコース刺激によるイ
ンスリン分泌能の低下は ATP の産出能の低下だけではないと考えた。 

そこで、グルコースの取り込みによる ATP の産出に関係なく、ATP 依存性カリウム
チャネルを阻害し、インスリン分泌を促進する Tolbutamide を⽤いたインスリン分泌能
を解析した。その結果、Tolbutamide 刺激下でのインスリン分泌能が低下していたが野
⽣型 WFS1 タンパク質を強制発現したところ、回復した (図 16F)。この結果から、
WFS1 タンパク質は
カ リ ウ ム チ ャ ネ ル
の 閉 ⼝ 、 脱 分 極 、
カ ル シ ウ ム チ ャ ネ
ル の 開 ⼝ と そ れ に
伴 う イ ン ス リ ン 分
泌 と い う 細 胞 膜 近
傍 で 起 こ る 現 象 に
関 わ る こ と が ⽰ 唆
さ れ た 。 し か し 。
本 研 究 で は グ ル コ
ー ス 刺 激 に よ る
ATP 産出の変化を
と ら え る こ と が で
きなかった。 

次に、WFS1 が膜
近 傍 の 現 象 に 関 わ
る と ⽰ 唆 さ れ た た
め 、 免 疫 細 胞 化 学
を ⽤ い て 野 ⽣ 型
WFS1 タンパク質の

図 18 WFS1 は細胞膜近傍の減少に関わる 
健常な膵 β細胞と WFS1 が⽋失した膵 β細胞におけるグ
ルコース刺激によるインスリン分泌のモデル 
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局在を解析した (図 16)。その結果、野⽣型 hWFS1 タンパク質の⼀部が細胞膜近傍に位
置していた。最近では Wang らも WFS1 は細胞膜近傍にも位置していると報告している 
(Wang et al., 2021)。 

しかし、先⾏研究も本研究でも⼩胞体が細胞膜に近接して野⽣型 hWFS1 タンパク質
が細胞膜近傍にも局在しているように観察されたのか野⽣型 hWFS1 タンパク質そのも
のが細胞膜に位置しているかは結論をつけることはできなかった。今後は細胞膜上に
存在するタンパク質をビオチン化し、質量分析法で解析する⼿法を⽤いて WFS1 タン
パク質が細胞膜に局在するのか⼩胞体と細胞膜の近接に伴い WFS1 タンパク質が細胞
膜に近接しているのか解明していきたいと考えている。 

次に Wfs1_KD_MIN6 細胞において Tolbutamide 刺激によるカルシウム動態の解析 (図
17) を⾏った。その結果、Wfs1 の抑制により Tolbutamide 刺激下でのカルシウムイオン
の流⼊は低下していたが、野⽣型 hWFS1 タンパク質を強制発現したところ、回復した。
また、1 アミノ酸置換変異である P724L は野⽣型と同じ動態を⽰したことからインスリ
ン分泌において P724L と野⽣型の機能に差はないと考えている。 

そして、P724L 変異を持つ患者の Wolfram 症候群の発症時期は nonsense 変異や
frameshift 変異を持つ患者よりも発症時期が遅い (Matsunaga et al., 2014)。また、P724L
変異型 WFS1 タンパク質は野⽣型 WFS1 タンパク質に⽐べ、⼩胞体ストレスを抑える
ことができないとも報告がある (Fonseca et al., 2010)。本研究の結果と合わせると、
P724L 変異を持つ Wolfram 症候群患者は⼩胞体ストレスによる膵 β細胞数の減少が主原
因であり、インスリン分泌能の低下はあまり⾒られないと考えられ、⽐較的発症時期
が遅いことにも説明がつく。 

⼀⽅、C 末端が⽋損した変異型 WFS1 の強制発現では野⽣型 WFS1 のような改善は⾒
られなかった (図 17)。これは変異型 WFS1 タンパク質が野⽣型 WFS1 タンパク質に⽐
べユビキチン-プロテアソーム系による分解を受けており、野⽣型 WFS1 タンパク質に
⽐べ強制発現できたタンパク質の量が少ないためのだと考えている。また、カリウム
チャネルイオンの阻害に伴う脱分極、電位依存性カルシウムチャネルの開⼝といった
カルシウムイオンを流⼊させるプロセスにも WFS1 タンパク質が関与していることが
⽰唆された。 

⼩胞体は細胞内のカルシウムの貯蔵庫であるが、膵 β 細胞において⼩胞体が細胞外
からカルシウムイオンの流⼊に関与する報告が何件かなされている。例えば、
TMEM24 は⼩胞体膜状に局在するタンパク質であるが、⼩胞体と細胞膜を結合させ、
細胞外からのカルシウムイオンの流⼊を促進し、インスリン分泌を促す (Lees et al., 
2017)。 

また、⼩胞体膜状の STIM1 は⼩胞体内のカルシウムイオン濃度の低下を感知し、細
胞膜の Oria1 と結合し、カルシウムイオンを細胞外から流⼊させる。これはストア作動
性カルシウム流⼊ (Stored-Operated Calcium Entry:SOCE) と呼ばれ、細胞内のカルシウム
イオン濃度調整機構の 1 つである。そして、STIM1 の⽋失や SOCE の阻害はグルコー
ス刺激に応じたインスリン分泌を低下させる (Gilon et al., 2018)。さらに、HEK293T 細
胞において WFS1 が SOCE に関わるとの報告 (Takei et al., 2006) もある。これらの報告
からも、細胞膜近傍に存在する WFS1 がカルシウムイオンの流⼊に関わる可能性は⼗
分にあると考えている。 
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6. 結語 
近年の次シーケンス技術の発達により数⽇でヒトゲノムを解析することが可能であ

る。Ｗolfram 症候群などの原因遺伝⼦が同定されている遺伝性疾患は発症していない
段階でも将来的に発症するかどうか、⾃分の⼦どもが発症するかどうかも予測できる。
したがって、ゲノム情報をもとに将来罹患しうる疾病を予想し、発症する前や症状が
軽度のうちに治療することも実践されつつある。 

WFS1 遺伝⼦変異に起因する Wolfram 症候群の研究は WFS1 遺伝⼦⽋失モデルを⽤い
て進められてきた。その結果、WFS1 遺伝⼦⽋失モデルでは⼩胞体ストレスの上昇によ
る膵 β 細胞数の減少や ATP の産出能の低下によるインスリン分泌能の低下が観察され、
Wolfram 症候群患者でも同様の現象が起こっていると考えられている。この知⾒をも
とにすでに糖尿病を発症した Wolfram 症候群患者に対する治験や治療が試みられてい
る。例えば、⼩胞体ストレスを軽減するための薬剤や 2 型糖尿病の治療の際に使⽤す
る GLP-1 受容体作動薬が⽤いられ、Ｗolfram 症候群患者の治療が試みられている。こ
の 2 つの治療法は WFS1 遺伝⼦⽋失モデルから考えられたものである (Abreu and Urano, 
2019; Kondo et al., 2018)。  

⼀⽅、Wolfram 症候群患者は変異型 WFS1 タンパク質を発現している。そして、
WFS1 タンパク質の nonsense と frameshift 変異を持つ患者は missense 変異に⽐べ、より
若年で糖尿病を発症することからより個々の変異に着⽬した治療法が必要であると考
えている。 

このような重篤な症状を⽰しうる変異を持つＷolfram 症候群患者に対してアデノ随
伴ウイルスを介した CRISPR/Cas9 システムによるゲノム修復も有効な治療⼿段の 1 つ
となりうる (Maxwell et al., 2020)。しかし、CRISPR/Cas9 システムの特異性は guide RNA
の配列に依存することや癌抑制遺伝⼦である p53 が不活性化した細胞を増やしてしま
う可能性 (Enache et al., 2020) もあり、患者への応⽤へのハードルは⾼い。また、アデノ
随伴ウイルスにより患者に野⽣型ヒト WFS1 を強制発現させる治療も有効である可能
性は⾼い (Abreu and Urano, 2019; Shang et al., 2014)。しかし、現在実施されているアデ
ノ 随 伴 ウ イ ル ス を ⽤ い た 遺 伝 ⼦ 治 療 薬 は 1 億 円 以 上  (https://www.nikkei.com/ 
article/DGXMZO56057480W0A220C2MM0000/)する場合もあり、Ｗolfram 症候群の治療
に対しても既存の⽅法とは異なる治療法の開発が必要である。 

そこで、本研究では変異型 WFS1 タンパク質の安定性を膵 β 細胞株と腎臓由来の細
胞株で解析した。その結果、膵 β 細胞株では nonsense や frameshift 変異型 WFS1 タンパ
ク質は野⽣型 WFS1 タンパク質や missense 変異型 WFS1 タンパク質のものに⽐べ特異
的にユビキチン-プロテアソーム系により分解されていることが分かった。 

⼀⽅、腎臓由来の細胞では膵 β細胞に⽐べ、変異型 WFS1 タンパク質は野⽣型 WFS1
タンパク質や missense 変異型 WFS1 タンパク質のものを⾒分けて分解する能⼒が低か
った。以上の点から nonsense や frameshift 変異を持つ Wolfram 症候群患者の膵 β細胞で
は⽣後から健常者よりも WFS1 タンパク質量が少ないため、幼少期に糖尿病を発症す
ると考えられる。そこで、膵 β 細胞において変異型 WFS1 タンパク質を分解する機構
を同定し、その機構を特異的に阻害することで WFS1 タンパク質量を正常に保ち
Wolfram 症候群の発症を遅らせることが期待される (図 19) 。 
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図 19 本研究から提案される今後のＷolfram 症候群治療 
⿊:先⾏研究、マゼンダ: 本研究より提案できる新たな創薬標的 
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Kume, K., Shiraki, N., and Kume, S. (2020). Vmat2 safeguards b-cells against dopamine 
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