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研究成果の概要（和文）：本研究では、膵β細胞に高発現するDGKδがβ細胞機能に及ぼす影響について検討を
進めた。本研究において、DGKδはβ細胞核に局在すること、β細胞特異的DGKδ欠損マウス(βDGKδKO)におい
て、小型の膵島数が増加することで血清インスリン値の増加や随時血糖値の低下、耐糖能の改善がもたらされる
ことが明らかとなった。また、βDGKδKO においてβ細胞量が保持される結果、streptozotocin誘発血糖値上昇
が抑制されることがわかった。本研究により、β細胞核内に発現するDGKδがβ細胞増殖を抑制性に制御してお
り、その発現抑制によりβ細胞の増殖が促進される結果、耐糖能改善をもたらすことが示された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we investigated the role of diacylglycerol kinase δ 
(DGKδ) on the function of pancreatic β-cells. The expression of DGKδ was detected in the nucleus 
of β-cells. To explore the function of DGKδ in pancreatic β-cells, we used a Cre/loxP system to 
create mice with β-cell specific disruption of DGKδ (βDGKδKO). βDGKδ KO showed lower blood 
glucose and higher plasma insulin levels compared with the control mice and improvement of glucose 
tolerance. βDGKδ KO also showed an increase in the number of small islets. Moreover, the 
deficiency of DGKδ in β-cells led to a significant decrease in the progression of 
streptozotocin-induced hyperglycemia and β-cell loss. Based on the present results, we propose that
 the inhibition of DGKδ, which acts as a suppressor of β-cell proliferation, could be a novel 
therapeutic target for diabetic mellitus.

研究分野：糖尿病学
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１．研究開始当初の背景 

２型糖尿病は進行すると、膵 β細胞の破壊
や脱落により、β 細胞量が減少することが知
られている。すなわち、β 細胞の破壊的病変
により引き起こされる 1型糖尿病はもとより、
β 細胞量の減少を伴う２型糖尿病病態に対し
ても、膵 β細胞機能を維持、回復することは、
治療する上で非常に重要である。しかしなが
ら、現在、β 細胞量の回復を主眼とした糖尿
病治療薬はない。 

Diacylglycerol (DAG) は、遺伝子発現やイ
オンチャネル活性、細胞の増殖・分化など、
様々な細胞機能の制御に関わる生理活性脂
質である。膵 β 細胞において、DAGは protein 
kinase C 活性化やインスリン開口放出にお
ける膜融合調節タンパク質に結合し、インス
リン分泌を制御することが知られている。ま
た、慢性高血糖状態下においては、過剰に β
細胞内へと流入したグルコースにより、de 
novo の DAG 産生が亢進し、細胞内 DAG が
蓄積する (J Clin Invest., 85, 482-490, 1990)。細
胞内に蓄積した DAG は膵細胞の機能障害
を引き起こすことが報告されており、膵  
細胞の機能維持に DAG 量の調節が重要であ
ることが考えられる。Diacylglycerol kinase 
(DGK) は DAGを代謝しホスファチジン酸へ
と変換する酵素であり、細胞内 DAG量を厳
密に制御し、細胞内局所的な DAG枯渇シグ
ナリングに重要な役割を果たしている。近年、
骨格筋において、DGKδ の発現・活性の低下
による DAGの量的制御の崩壊が、脂質代謝
異常やインスリン抵抗性による 2型糖尿病病
態形成の一因であるという報告がなされ
(Cell, 132, 375–86, 2008)、糖尿病下では DGK
の活性変化により脂質バランスの崩壊が起
こっていると考えられる。しかしながら、こ
れまでに膵 β 細胞における DGK を介した
脂質シグナリング制御についての報告はほ
とんどなされておらず、また、糖尿病病態形
成時における DGK を介した脂質シグナリ
ングの機能変化についても不明である。 

２．研究の目的 

我々はこれまでに、 type I DGK である 
DGKαおよび γが膵 β細胞の細胞質に高発現
しており、インスリン分泌に対して促進的に
働く調節因子であることを証明した 
(Endocrinology, 154, 4089-4098, 2013) 。本研究
では、β 細胞に高発現していること、糖尿病
発症に関連深いアイソザイムであることか
ら、DGKδの膵 β細胞における機能に着目し、

その役割を明らかにすることを目的とした。 

３．研究の方法 

(1) DGKδ局在の検討：マウス β細胞株MIN6
細胞および C57BL/6Jマウス膵薄切切片に
おける免疫組織化学染色により、DGKδの
局在の検討を行った。さらに、細胞分画法
により、MIN6細胞を核画分、細胞質画分、
細胞膜画分へと分画し、ウェスタンブロッ
ティング法により、DGKδの局在の検討を
行った。 

(2) DGKδをノックダウンしたMIN6細胞の機
能解析：エレクトロポレーション法により
マウス膵 β 細胞株 MIIN6 へ DGKδsiRNA
を導入し、およそ 8 割以上の DGKδ の発
現抑制を確認した。この DGKδ ノックダ
ウンMIN6細胞（DGKδKD）を用いて、バ
ッチインキュベーション法によるインス
リン分泌反応および、BrdU の取り込みに
よる細胞増殖能の検討を行った。 

(3) βDGKδKO マウスの表現型の解析：Rat 
insulin promoter II (RIP)下流に組み換え酵
素Creの配列を持つRIP-Creマウスと標的
配列 loxP で DGKδ を挟んだ DGKδflox/flox

マウスを用いた。RIP-Cre homo マウスと
DGKδ-loxP マウスを交配し、産まれた仔 
(βDGKδ hetero KO)をさらに DGKδ-loxPマ
ウスと交配して産まれた仔の中から
RIP-Cre/DGKδflox/flox マウス (βDGKδ KO)
を識別した。各離乳時に耳や尾の先端を切
断したものを試料とし、total DNAを抽出
した。抽出した DNA を用いて PCR ある
いは real-time PCR を行い、Cre ならびに
DGKδ-loxPの発現の判定を行った。control
マウスとして RIP-Cre heteroマウスを用い
た。βDGKδKOマウスの体重、血糖値、血
中インスリン濃度、耐糖能（経口糖負荷試
験により測定）ならびに、単離した膵島を
用いグルコース誘発インスリン分泌反応
を測定し、コントロールマウスと比較した。 

(4) βDGKδKO マウス膵島の形態変化の解
析：βDGKδKO 膵臓の凍結薄切切片を作製
し、インスリン抗体を用いた免疫染色によ
る β細胞量の解析や膵島の数、大きさの解
析を行った。また、単離膵島から RNAを
抽出し、細胞細胞増殖関連遺伝子の発現の
検討を行なった。 

(5) STZ誘発糖尿病における βDGKδ KOの抗
糖尿病効果の検討：５週齢 βDGKδ hetero 
KOおよび control マウスに streptozotopcin 



(STZ) 200mg/kg を腹腔内投与した。投与
後、体重ならびに血糖値測定を行い、STZ
投与後 11日目において、血糖値 300 mg/dl 
を超えるマウスを糖尿病発症モデルと判
断し、以降の検討に用いた。 

４． 研究成果 

(1) DGKδ局在の検討：免疫染色法による結果
から、DGKδは主にβ細胞核に局在していた。
また、細胞分画法による検討からDGKδは
核分画に発現していることがわかった。以
上の結果から、DGKδは主に膵β細胞の核に
局在することが示唆された。 

(2) DGKδをノックダウンしたMIN6細胞の機
能解析：膵β細胞におけるDGKδの機能を明
らかにするために、MIN6細胞のDGKδをノ
ックダウンし、インスリン分泌、細胞増殖
機能への影響について検討を行った。その
結果、インスリン分泌能に変化は認められ
なかったが、細胞増殖の指標であるBrdU
の取り込み量の増大が認められ、DGKδは
膵β細胞増殖調節に関わることが示唆され
た。 

(3) βDGKδKO の表現型の解析：膵β細胞にお
けるDGKδの役割を明らかにするために、β
細胞特異的DGKδ欠損マウス(βDGKδKO)
を作製し、その表現型を解析した。
βDGKδKOの体重はcontrol マウスと比較
し、変化がないことを確認した。ところが、
随時血糖値は有意に低値を示し、血中イン
スリン濃度も有意に増大していることが
明らかとなった。また、OGTTによる糖負
荷後30、60、120分後の各時点における血
糖値の上昇が有意に低く、耐糖能の亢進が
認められた。そこで、膵β細胞のインスリ
ン分泌能について評価するため、単離膵島
を用いてバッチインキュベーション法に
よりグルコース誘発インスリン分泌反応
の測定を行った。その結果、βDGKδKOで
は control マウスと比較して単離膵島か
らのGSISに変化は認められなかった。以上
の結果から、β細胞特異的なDGKδ欠損によ
り、血漿中インスリン値の上昇を伴う耐糖
能の亢進、血糖値の低下が認められたが、
β細胞からのインスリン分泌能に影響はな
いことが示された。 

(4) βDGKδKO膵島の形態変化の解析：
βDGKδKOから摘出した膵臓の凍結薄切切
片を作製し、インスリン抗体免疫染色によ
るβ細胞量、および膵島数の解析、抗Ki67
抗体免疫染色による細胞増殖能の確認を

行った。その結果、βDGKδKOにおけるイ
ンスリン陽性領域であるβ細胞量について
は微増にとどまった。一方、βDGKδKO膵
臓中の膵島数に関しては有意な増加が認
められた。そこで、膵島の大きさごとに分
類したヒストグラムを作製し、さらにイン
スリン陽性細胞中のKi-67陽性細胞の割合
を算出した。その結果、βDGKδKOにおい
て膵臓単位面積当たりの膵島出現数およ
びKi67陽性細胞の割合は、直径60μm以下
の小型の膵島群において顕著に増加して
いることがわかった。また、βDGKδKOの
単離膵島において細胞周期関連遺伝子の
発現が有意に増大していた。以上の結果か
ら、β細胞特異的なDGKδ欠損により小型の
膵島の出現が増加することが明らかとな
った。すなわち、DGKδは膵β細胞核内にお
いてβ細胞増殖抑制に寄与すること、核内
DGKδの発現低下によりβ細胞増殖が惹起
されることが示唆された。 

(5) STZ誘発糖尿病におけるβDGKδ KOの抗糖
尿病効果の検討：DGKδ欠損によるβ細胞増
殖亢進作用が、果たして抗糖尿病作用を有
するのかについて、STZを用いた糖尿病モ
デマウスを用いて検討をおこなった。STZ
投与DGKheteroKOマウスでは60日後に
おける随時血糖値が、STZ投与controlマウ
スと比較し有意に低下していた。また、膵
臓凍結薄切切片を用いた免疫染色法によ
り、STZ投与controlマウスの膵臓では細胞
が著しく減少している一方で細胞の割合
が増加していたことから、STZによりβ細
胞が特異的に破壊されていることが確認
できた。そこで、DGKδ欠損がβ細胞量およ
び膵島形態に与える影響ついて免疫染色
法により解析した結果、controlマウスと比
較しDGKheteroKOマウスではインスリ
ン陽性細胞面積が有意に増大し、膵島あた
りのβ細胞の割合も増加していた。以上の
結果から、DGKheteroKOマウスではβ細
胞量の保持により、血糖値の上昇が抑制さ
れていることが示唆された。すなわち、
細胞におけるDGKの機能を抑制すること
で、β細胞増殖亢進作用によるβ細胞量の保
持の結果、STZ誘発糖尿病マウスの高血糖
症状が緩和されることが示唆された。 

上記の結果より、β細胞核に発現する
DGKδの発現を抑制することによりβ細胞
増殖が引き起こされ、耐糖能が亢進するこ
とが示された。DGKδの発現低下により核
内にはDAGの蓄積が起こっていると推測



でき、核内DAG量と細胞増殖には密接な関
係があると考えられていることから、本研
究においても、DGKδ欠損により増大した
核内DAGが細胞周期を亢進することで、β
細胞増殖を引き起こしていると考えられ
た。さらに、DGKδ欠損により糖尿病の症
状が緩和したことから、DGKδがβ細胞増殖
を目的とした新規糖尿病治療標的として
非常に有用である可能性が本研究より明
らかとなった。 
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発明者： 
権利者： 
種類： 
番号： 
取得年月日： 
国内外の別：  
 
〔その他〕 
ホームページ等 
http://w3pharm.u-shizuoka-ken.ac.jp/~pharmaco/ 
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