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研究成果の概要（和文）：1型のみならず2型糖尿病でもβ細胞量の減少が認められるが、β細胞増殖を標的とし
た糖尿病治療薬はない。本研究はDGKδ欠損マウスにおいて、膵島の増加による耐糖能改善や糖尿病進行抑制が
みられるという我々の知見に基づき計画された。本研究より、脳など他組織での非特異的なDGKδ欠損による間
接的な効果ではなく、β細胞特異的にDGKδが欠損することで、生体内で膵島が増殖すること、さらに増殖膵島
は成熟したβ細胞により構成されることが明らかとなった。また、DGKδの局在制御の知見も得られた。本研究
より、DGKδの発現や局在を制御することで、β細胞増殖による新たな糖尿病治療薬の標的となり得ることが示
された。

研究成果の概要（英文）：Although a loss of β-cell mass is observed in both type 1 and type 2 
diabetes, there are no clinical therapeutics for diabetes that target β-cell proliferation. The 
present study was designed based on our findings that DGKδ-deficient mice show improved glucose 
tolerance and suppression of diabetes progression by increasing the number of pancreatic islets. The
 present study demonstrated that β-cell-specific knockout of DGKδ, rather than indirect effects of
 non-specific DGKδ knockout in other tissues such as the brain, leads to islet proliferation in 
vivo, and that proliferating islets are composed of mature β-cells. Our findings also provide 
insight into the regulation of DGKδ localization in pancreatic β-cells. This study suggests that 
regulating the expression and localization of DGKδ could be a potential target for novel 
therapeutics for diabetes via β-cell proliferation.

研究分野： 薬理学、糖尿病学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
β細胞量の回復は糖尿病の根本治療になり得るものの、β細胞は胎生期以降ほとんど増殖せず、成体期にβ細胞
増殖を惹起させるのは困難である。したがって、これまでにβ細胞増殖を標的とした治療薬はない。本研究にお
いて、β細胞特異的にDGKδを欠損させると成熟したβ細胞、すなわちグルコース濃度に応じインスリンを分泌
し得るβ細胞が増殖することを証明し、DGKδがβ細胞増殖を標的とした新規糖尿病治療薬としての可能性が明
らかとなった。本研究成果は病態生理学的意義だけでなく、今後の糖尿病治療薬の開発にも貢献しうる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ−１９、Ｆ−１９−１、Ｚ−１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

1 型糖尿病のみならず、2 型糖尿病でもβ細胞量の減少が認められることが知られている。
そのため、β細胞量を回復させることができれば、インスリン分泌が改善し、糖尿病の根本
的治療に繋がる。⽣後は既存のβ細胞の⾃⼰複製によってのみβ細胞量は増加する。しかし
ながら、胎⽣期以降のβ細胞はほとんど増殖せず、成体期にβ細胞増殖を惹起させるのは困
難である。しかし、インスリン抵抗性や膵切除のようにインスリン需要が⾼まる条件下では
β細胞は⾃⼰複製することも知られている。このように複数のβ細胞増殖経路の存在が⽰
唆されているものの、未だβ細胞増殖による糖尿病治療を導く有⼒な治療標的分⼦は明ら
かではない。 

細胞内脂質シグナルの重要性は広く認知されており、ジアシルグリセロール（DAG）はそ
の中⼼に位置する。我々は、細胞内 DAG 量を制御する主要な代謝酵素である DAG kinase 
(DGK)に着⽬し、β 細胞での DGK の機能について検討を⾏ってきた。そして、DGKα と
γ の機能低下がインスリン分泌低下による糖尿病増悪に繋がることを明らかにした
(Sawatani et al., J Pharmacol Sci, 2019, Kaneko et al. Endocrinology, 2013)。また、β 細
胞では DGKδ が主に核内に⾼発現することを⾒出している。さらに、我々が作製したβ細
胞特異的ジアシルグリセロールキナーゼ (DGK) δ⽋損 (βDGKδKO) マウスでは、β細
胞の複製によるβ細胞増殖亢進が認められた。さらに、streptozotocin  (STZ) 投与による
β細胞破壊を伴う糖尿病モデルを作製すると、βDGKδKO でβ細胞量の増⼤による糖尿病
改善効果が認められた。しかしながら、DGKδ⽋損による膵β細胞増殖機構の詳細は不明
な点が多い。 
 
２．研究の⽬的 

これまでの知⾒により、β細胞核内 DGKδ機能抑制が核内 DAG 産⽣増加を介して β 細
胞増殖を惹起させ、β細胞脱落を伴う糖尿病進展を抑⽌することが⽰唆されている。そこで、
本研究では、β細胞増殖を惹起させる新規糖尿病治療標的としての DGKδのβ細胞におけ
る機能制御機構を明らかにすることを⽬的とし、β細胞特異的 DGKδ⽋損マウスにおける
膵島形態や機能の解析、膵β細胞株を⽤いた DGKδタンパク質の発現による局在制御解析
などを⾏うことで、DGKδシグナリングの解明および病態⽣理学的な意義を明らかにし、
新規糖尿病治療標的としての基盤構築を⽬指す。 
 
３．研究の⽅法 
(1)遺伝⼦⽋損マウスの作出 
β細胞特異的 DGKδ⽋損マウス（βDGKδ）の作製：βDGKδKO マウスは RIP-Cre と
DGKδflox/flox マウスとの交配で作出した。誘導型β細胞特異的 DGKδ⽋損マウスを作製す
る際には、MIP-CreER マウスと DGKδflox/flox マウスとの交配で⽣まれた産仔にタモキシフ
ェンを 5 ⽇間腹腔内投与することにより作出した。作出したノックアウトマウスは、各組
織を摘出し、免疫組織化学染⾊や遺伝⼦・タンパク質発現解析に⽤いた。 
(2)免疫組織化学染⾊、イムノブロッティング、遺伝⼦発現解析 
摘出した膵臓をパラホルムアルデヒドで固定後、OCT コンパウンドで包埋・凍結し、スラ



イドガラスに 5μm の薄切切⽚を付着させた。その後、insulin および Ki67 抗体を⽤いて
免疫染⾊を⾏い、Array Scan にて膵島サイズ、Ki67 陽性細胞解析を⾏った。また、Urocortin-
3(UCN3), MafA 抗体を⽤いて、同様に免疫染⾊を⾏い、⼩型膵島における各タンパク質発
現を蛍光顕微鏡（Keyence BZ-X700）にて観察した。膵の形態観察では、膵を固定後、パラ
フィン包埋し、薄切切⽚を作製した後にヘマトキシリンエオジン染⾊により観察を⾏った。 
各組織を単離後、タンパク質抽出を⾏い、ウェスタンブロッティング法によりイムノブロッ
トすることで、各組織における DGKδの発現解析を⾏った。膵島における遺伝⼦発現解析
では、コラゲナーゼ消化法により膵島を単離し、total RNA を抽出後、real time qPCR 法に
て mRNA 発現解析を⾏った。また、誘導型 DGKδ⽋損マウス膵島より抽出した DNA を⽤
いて、PCR 法により標的遺伝⼦を増幅させることで、遺伝⼦⽋損の判別を⾏った。 
(3)培養β細胞株を⽤いた検討 
DGKδの局在制御の解析を⾏うために、マウス由来膵β細胞株 MIN6 細胞を⽤いた。タン
パク質発現プラスミドを構築後、リポフェクション法により MIN6 細胞へトランスフェク
ションを⾏った。発現タンパク質の局在は細胞分画および蛍光顕微鏡を⽤いた観察により
解析を⾏った。MIN6 細胞は低浸透圧バッファー中で破砕、可溶化後、遠⼼分離により核分
画と細胞質分画へと分画を⾏った。分画サンプルをウェスタンブロッティング法により各
分画中に発現するタンパク質の解析を⾏った。 
 
４．研究成果 
 
(1) ⼩型新⽣膵島の機能的成熟度の検討：RIP-Cre と DGKδloxP マウスの交配により作出
したβ細胞特異的 DGKδ⽋損マウス（βDGKδKO）では、特に直径 60μm 以下の⼩型の
膵島の増加が認められた。我々は、⼩型の膵島において実際に細胞増殖が盛んになっている
のかを確認するために、細胞増殖マーカーである Ki67 を⽤いて、膵切⽚における Ki67 陽
性細胞の確認をおこなった。その結果、⼩型の膵島では Ki67 陽性細胞の割合が⾼く、特に
直径 60μm 以下の膵島で有意に増加していることがわかった。しかし、細胞増殖の亢進に
より増加した⼩型の膵島中のインスリン陽性細胞が果たして機能的に成熟しているのかに
ついては不明であった。そこで、増加が認められる⼩型膵島と⼤型膵島との形態をヘマトキ
シリンエオジン染⾊で確認し、⽐較を⾏った(図１)。ま
た、β細胞成熟マーカーである転写因⼦ MafA やペプチ
ド Urocortin3 (Ucn-3)の発現を確認した。その結果、DGK
δ⽋損マウスの膵島形態は野⽣型と⽐較して同様であ
り、かつ⼩型膵島も⼤型膵島と同様に正常な構造を取っ
ていることが確認できた。また、⼩型膵島における細胞
も MafA、Ucn-3 に陽性であること、Ucn-3 の陽性細胞
数を定量した結果、野⽣型と⽐較し発現量に差がないこ
とを確認したことから、DGKδ⽋損マウスにおいて多く
出現する⼩型膵島は、野⽣型の膵島や⼤型の膵島と⽐較
して、機能的に⼗分成熟していることが⽰唆された。 
 
(2) 膵β細胞増殖機序の解析：⽣後β細胞が増殖する経路として、Insulin receptor 
substrate-2（IRS-2）を介した経路が知られ、インスリン抵抗性の増⼤によりインスリン

図 1. βDGKδKO マウス膵島の
HE 染色画像 
直径 60μm 以下の小型膵島に
おいても正常な膵島形態を維
持していることを確認できた。 
（Sato et al., FASEB J 2021） 



IRS-2 の発現が膵β細胞において増⼤することが報告されている。そこで、βDGKδKO に
おける⼩型膵島の増加が IRS-2 経路依存的な経路であるものかを確認するために、βDGK
δKO より単離した膵島の IRS-2 mRNA の発現を定量した。その結果、DGKδ⽋損マウス
膵島においても IRS-2 の発現量に変化は認められなかった。この結果より、DGKδによる
⼩型膵島の増加は IRS-2 ⾮依存的な経路での増加であることが⽰唆された。 
 
(3) ⾮特異的 DGKδ⽋損の影響：インスリンプロモ
ーター活性は視床下部などβ細胞以外の細胞や組織
でも認められることが報告されている。つまり、β
細胞以外の⾮特異的 DGKδ⽋損のβ細胞増殖に与
える影響は否定できない。そこで、β細胞以外の各
組織における DGKδ発現量の解析を⾏った。その結
果、βDGKδKO において、肝臓や⾻格筋、脂肪組
織などインスリン標的組織における DGKδの発現
に変化は認められなかった⼀⽅で、視床下部におけ
る DGKδの⾮特異的な発現低下が認められた(図
２)。そこで、視床下部を含む脳特異的な DGKδ⽋
損マウス CaMKIIα-Cre×DGKδflox/flox を⽤いて、⾎
糖値およびインスリン値を検討したところ、脳特異的な DGKδ⽋損ではいずれも変化が認
められなかったことから、DGKδ⽋損による耐糖能の亢進はβ細胞における DGKδ⽋損の
影響であることが確認された。 
 
(4) 誘導型β細胞特異的 DGKδ⽋損マウスの作製：成体期における DGKδ⽋損が糖尿病病
態に与える影響を検証するために、MIP-CreER と DGKδloxP マウスの交配を⾏い作出さ
れた MIP-CreER/DGKδflox/flox マウスにタモキシフェンを 5 ⽇間投与することで、誘導的β
細胞特異的 DGKδ⽋損マウスを作製した。作製したマウスの膵島を単離し、ジェノタイピ
ングを⾏ったところ、誘導的に DGKδが⽋損されることを確認した。 
 
(5)β細胞における DGKδの局在制御の解析：β細胞における DGKδの局在については不
明な点が多い。DGKδの SAM ドメインは DGKδのオリゴマー形成に関与し、また、ＳＡ
Ｍドメインを有する他のタンパク質とヘテロオリゴマー形成することも報告されている。
したがって、DGKδSAM ドメインがβ細胞における核局在に関与している可能性を考え、
SAM ドメイン⽋損 DGKδプラスミド（DGKδΔSAM）を導⼊した際のβ細胞における DGK
δの局在解析を⾏った。その結果、DGKδΔSAM を過剰発現させた MIN6 細胞では、細胞
質画分で DGKδの発現が増加し、核画分では減少した。しかしながら、DGKδが有すると
予測された核局在化シグナル配列を⽋損させても、核画分における DGKδの発現に変化は
認められなかった。以上の結果より、DGKδSAM ドメインが DGKδのオリゴマー形成およ
びβ細胞における核局在に関与することが⽰唆された。 
 

本研究より、β細胞特異的 DGKδ⽋損マウスにおける糖尿病発症の抑制が機能的β細胞
の増殖による⼩型膵島の増加によるものであることが明らかとなった。さらには、DGKδ
の細胞内局在の制御を⾏うことによる機能制御の可能性が⽰され、DGKδ局在制御による

図 2. βDGKδKO マウス各組織に
おける DGKδ発現 
視床下部において、KO マウスで
DGKδの発現低下が認められた。 
（Sato et al., FASEB J 2021）



膵β細胞増殖制御機構の⼀端を明らかとした。 
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