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研究成果の概要（和文）：ジアシルグリセロールキナーゼδ（DGKδ）は骨格筋においてグルコースの取り込み
を正に制御するが，2型糖尿病のインスリン抵抗性改善のためには，2型糖尿病患者で減少する骨格筋量を増加さ
せ，グルコース取り込み量を増加させることが重要である．本研究により，DGKδは，プロテインキナーゼCの活
性を減少させ，cyclin D1の発現抑制に関わることで，筋分化を正に制御することを明らかにした．さらに，DGK
δの発現はミリスチン酸により増加するが，この発現増加は，グルコースの取り込みを正に制御することも明ら
かにした．

研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol kinase δ (DGKδ) regulates positively glucose uptake in 
skeletal muscle. To improve the insulin resistance of type II diabetes mellitus, it is important to 
increase the skeletal muscle mass, which is reduced by diabetes, and glucose uptake in skeletal 
muscle. In this study, we revealed that DGKδ decreases the activity of protein kinase C and 
involves in the reduction of cyclin D1 expression during C2C12 myogenesis. Moreover, we found that 
the upregulation of DGKδ expression by myristic acid is associated with the increase of glucose 
uptake in C2C12 myotubes.

研究分野： 脂質生化学

キーワード： ジアシルグリセロールキナーゼ　2型糖尿病　筋分化　サイクリンD1　プロテインキナーゼC　脂肪酸　
グルコース

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）はジ
アシルグリセロール（DG）をリン酸化してホ
スファチジン酸（PA）を産生する酵素である．
現在までに，DGK は I-V の 5 つのサブタイプ
に分類される10種類の isozyme（α, β, γ, δ, η, κ, 
ε, ζ, ι, θ）が同定されている．DGK の基質 DG
とその産生物 PA は共に細胞内シグナリング
のためのセカンドメッセンジャーであるこ
とから，DGK はこれら二つのメッセンジャー
を代謝・制御する“key enzyme”であり，極め
て重要な生理的役割を担っていると考えら
れてきた．実際に，最近，これらの DGK 
isozyme が細胞増殖・分化や糖代謝などの多
彩な生理現象に関わること，そして，癌や 2
型糖尿病などの難治性病態形成に決定的な
役割を果たすことが明らかになっている． 
申請者のグループは，以前より各 DGK 
isozyme の生理機能についての解明を試みて
きた．そして，2 型糖尿病患者の骨格筋での
DGKδ の発現半減が本症を増悪化（インスリ
ン抵抗性の増加）させることから，DGKδ は
筋細胞におけるグルコースの取り込みを正
に制御することを示した（引用文献 1，2）．
一方で，DGKδ の欠損マウスは生誕時にまぶ
たがなく，肺や皮膚の形態にも異常が見られ
たことから，DGKδ は上皮系細胞の分化も正
に制御することも明らかにした（引用文献 3）．
これらの知見から，申請者らは，DGKδ は骨
格筋における糖の取り込みを制御制御する
だけでなく，発現細胞の分化，つまり，骨格
筋においては筋細胞の分化をも制御すると
推測した．さらに，申請者らは，2 型糖尿病
患者の骨格筋で減少するDGKδの発現を増加
させる栄養因子の探索研究の中で，飽和脂肪
酸の一つであるミリスチン酸（14:0）が DGKδ
の発現を転写レベルで増加させることを見
出した（引用文献 4）． 
2 型糖尿病はインスリン抵抗性の増加や膵 β
細胞の機能障害によって誘発される．2 型糖
尿病患者における骨格筋量の減少はインス
リン抵抗性を増加させることから，2 型糖尿
病のインスリン抵抗性改善のためには，2 型
糖尿病患者で減少する骨格筋量を増加させ，
筋量の増加に伴うグルコース取り込み量を
増加させることが重要である．DGKδ は筋細
胞におけるグルコースの取り込みを正に制
御し，筋分化をも制御すると推測される．従
って，骨格筋中の DGKδ の発現量を増加させ
ることができれば，2 型糖尿病患者で減少す
る骨格筋量の増加とその筋量増加に伴うグ
ルコース取り込み量の増加が期待できる． 
 
 
２．研究の目的 
本研究課題では以下の二点について研究を
遂行し，研究成果を得た． 
目的①：ミリスチン酸による DGKδ 発現制御
と筋細胞におけるグルコース取り込み能と
の関連性 

2 型糖尿病患者の骨格筋における DGKδ の発
現半減は本症増悪化を引き起こす．従って，
骨格筋における DGKδ の発現量を増加させ，
グルコースの取り込み能を高めることが 2 型
糖尿病の治療法の開発には重要である．従っ
て，細胞レベルで，ミリスチン酸による DGKδ
の発現量の増加がグルコースの取り込みと
連関するのかを明らかにする． 
目的②：DGKδ による筋分化制御機構 
2 型糖尿病患者において減少する骨格筋量を
増加させることは，筋量の増加に伴うグルコ
ース取り込み量を増加させる上で重要であ
る．従って，筋分化に関与すると考えられる
DGKδ の筋分化制御機構を明らかにする．  
 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養 マウス筋芽細胞 C2C12 は 10%
ウシ胎児血清を含む DMEM（growth medium
（GM））を用いて培養した．培養後，0.1%ウ
シ胎児血清及び 5 μg/ml insulin を含む DMEM
（differentiation medium（DM））に置換し，筋
管細胞へと分化させた． 
(2)DGKδ の発現抑制 エレクトロポレーシ
ョン法を用いてDGKδ特異的 siRNAをC2C12
細胞に導入した．導入した細胞は GM で培養
し，その後，DM に置換し分化誘導した． 
(3)ミリスチン酸添加による DGKδ の発現解
析とグルコースの取り込み評価 
C2C12 筋管細胞にミリスチン酸を 24 時間添
加し，DGKδ の発現量の変化を調べた．また，
このときのグルコースの細胞内への取り込
みは，2-NBDG を用いて評価した． 
 
 
４．研究成果 
＜①ミリスチン酸によるDGKδ発現制御と筋
細胞におけるグルコース取り込み能との関
連性＞ 
1. ミリスチン酸添加時の C2C12 筋管細胞へ
のグルコース取り込み量の変化 

マウス C2C12 筋管細胞へのミリスチン酸添
加は，DGKδ の発現を増加させる（引用文献
4，図 1A）．このとき，C2C12 筋管細胞への
グルコース取り込み量を調べたところ，ミリ
スチン酸処理によりグルコースの取り込み
量が増加することがわかった（図 1B）．この
取り込み量の増加の割合はインスリン刺激
した場合と同程度であったことから（図 1B），



ミリスチン酸はインスリン非依存的にグル
コースの取り込み能を増加させることが推
測された． 
 
2. ミリスチン酸添加時の DGKδ の発現増加
とグルコース取り込み量増加との関連性 
グルコースの取り込み量の増加がミリスチ
ン酸によって発現増加したDGKδによって制
御されているのか否かを確認するために，
DGKδ特異的 siRNAを用いてDGKδの発現を
抑制した．その結果，ミリスチン酸添加によ
って増加するグルコースの取り込みが抑制
された（図 2）． 

逆に，DGKδ を安定高発現させた細胞ではグ
ルコースの取り込みがインスリン非依存的
に増加することがわかった（図 3）．  

以上の結果より，ミリスチン酸による DGKδ
の発現増加は，グルコースの取り込み能を増
強させることが強く示唆された（雑誌論文 1）． 
今後は，ミリスチン酸がどのような転写因子
を介してDGKδの発現を制御するのかを明ら
かにしていくことが，2 型糖尿病患者で減少
するDGKδの発現を増加させるために重要で
ある． 
 
＜②DGKδ による筋分化促進機構の解明＞ 
1. C2C12 筋芽細胞の筋分化過程における
DGKδ の発現解析 
筋分化過程におけるDGKδの発現変化はよく
わかっていない．そこで，C2C12 筋芽細胞の
筋分化過程（分化誘導 0～148 時間）におけ
る DGKδ の発現パターンを調べ，筋分化マー
カーの発現パターンと比較した．その結果，
筋形成制御因子 myogenin と細胞周期からの
分化移行に関与する cyclin D3 は分化 48 時間
後に誘導され，逆に，細胞周期調節因子 cyclin 
D1 は分化 24 時間後に顕著に減少した．一方
で，DGKδ の発現は分化 48 時間後に発現が減

少し，cyclin D1 よりも遅れて発現減少するこ
とがわかった． 
 
2. DGKδのC2C12筋芽細胞の筋分化における
役割 
筋分化におけるDGKδの役割を解明するため
に，DGKδ の発現を DGKδ 特異的 siRNA を用
いて抑制した．その結果，分化 48 時間後の
myogenin の発現が減少し，逆に，cyclin D1
の発現量は増加していた．さらに，筋形成に
関わる myosin heavy chain の発現細胞数は半
減していたことから，DGKδ は筋分化を正に
制御することが示唆された． 
 
3. DGKδ による筋分化誘導メカニズムの検討 
DGK の基質 DG は conventional/novel protein 
kinase C（cnPKC）を活性化し，一方で，代謝
物 PA は mammalian target of rapamycin
（mTOR）を活性化する．DGKδ による筋分
化制御メカニズムを解明するために，DGKδ
の発現抑制による PKC 及び mTOR シグナル
への影響を評価した．その結果，分化 48 時
間後のPKCα及びPKCδの発現量，さらには，
cnPKCのリン酸化レベルがDGKδの発現抑制
により増加していた．一方で，mTOR 及び
pmTOR（Ser-2448），pAkt（Ser-473）の発現
量には影響しなかった．さらに，分化 24 時
間後にも DGKδ の発現抑制により cnPKC の
リン酸化レベルが増加していた．このとき，
DGKδ の発現抑制は myogenin の発現にほと
んど影響しなかったが，cyclin D1 の発現量は
増加することがわかった．これらの結果から，
DGKδ は PKC 活性を抑制することで，cyclin 
D1 の発現抑制に関与し，筋分化を誘導する
ことが示された． 
 
本研究により，ミリスチン酸による DGKδ の
発現増加は，グルコースの取り込み能を増強
させること，そして，DGKδ は cyclin D1 の発
現抑制に関与することで，筋分化を誘導する
ことが示された．従って，今後は，骨格筋に
おけるミリスチン酸によるDGKδ発現増加と
骨格筋量の増加（グルコース取り込み増加）
との関連性を明らかにしていくことが 2 型糖
尿病患者で減少する骨格筋量の増加を目指
す上で重要である． 
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