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研究成果の概要（和文）： 我々は、DGKζがIRS-1と結合することによって、既知のインスリンシグナル活性化とは独
立にGLUT4の細胞膜移行を制御していることを明らかにした。さらに、DGKζ結合タンパク質であるPIP5K1αはDGKζと
結合することによってGLUT4の細胞膜移行を促進していることが明らかとなった。
　IRS-1とDGKζの結合を検出するELISAキットを用いて、IRS-1とDGKζの結合を阻害する低分子化合物を３０種類以上
単離した。そのうちの一つの化合物Aは、細胞に添加することによって、IRS-1とDGKζの結合を阻害し、TNF-αによっ
て誘導されたインスリン抵抗性を解除することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：We showed that DGKζ regulates insulin-induced GLUT4 translocation to PM in a 
canonical insulin-signal independent manner. In addition, DGKζ-associated protein, PIP5K1α modulates 
GLUT4 translocation in a similar mechanism as DGKζ.
By using ELISA kit, we succeeded to identify around 30 small compounds which inhibit the interaction 
between IRS-1 and DGKζ. Addition of one of these compounds, Compound A, inhibited the interaction 
between IRS-1 and DGKζ in HEK293T cells. Moreover Compound A addition recovered TNF-α-induced insulin 
resistance in 3T3-L1 adipocytes.

研究分野：分子内分泌制御学
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様 式 Ｚ－１９ 

１．研究開始当初の背景 
 インスリンは広範な生理活性を持った同化
ホルモンで、特に糖代謝の制御に重要な役割
を果たしている。インスリンは血中のグルコ
ース濃度上昇に反応して膵臓β細胞から分泌
され、筋・脂肪細胞などに作用してグルコー
スを細胞内に取り込み、血中グルコース濃度
（血糖値）の恒常性を保っている。２型糖尿
病ではこの恒常性が保たれず、血糖値が上昇
するが、その原因のひとつとして、インスリ
ンが存在するにもかかわらず、生理活性が発
現されない、いわゆる「インスリン抵抗性」
が挙げられる。このため、インスリン抵抗性
の発生機序を明らかにすることは２型糖尿病
の治療薬開発のために必須で、鋭意研究が進
められてきたが、未だに不明な点が多い。 
一般に、インスリンが脂肪・筋など標的組
織の細胞膜上に存在する受容体に結合すると、
受容体に内蔵されたチロシンキナーゼが活性
化され、インスリン受容体基質（IRS）をチロ
シンリン酸化する。IRSのリン酸化されたチロ
シン残基を認識して、SH2ドメインを持つシグ
ナル分子が結合し、PI 3-kinaseカスケードな
ど様々な下流シグナルを活性化する。このよ
うなカスケードの活性化がインスリンの広範
な生理活性が発現するために必要であると考
えられている。特に脂肪や筋では、インスリ
ンによるPI 3-kinaseカスケードの活性化に
伴い、GLUT4が細胞膜に移行し、グルコースを
細胞内に取り込むと考えられている。 
これまで、申請者らはインスリン抵抗性の発
症時におけるIRSの生理機能の調節に注目し
て研究を進めてきた。その解析過程で、IRS
はインスリン刺激を受ける以前から様々なタ
ンパク質と相互作用しており、これらのタン
パク質群がインスリン活性の制御に重要な役
割を果たしていることを見出した（Hakuno e
t al Frontiers Endocrinology 2015）。最近
もIRS結合タンパク質であるGKAP42やNedd4が
IRSの受容体からのチロシンリン酸化のされ
やすさを調節していることを示すことができ
た（Ando et al. JBC 2015, Fukushima et a
l. Nat. Commun. 2015）。さらに申請者らはI
RS結合タンパク質の同定を進め、ジアシルグ
リセロールキナーゼζ（DGKζ）の単離に成功
した。DGKはジアシルグリセロール（DAG）を
リン酸化し、ホスファチジン酸（PA）を産生
する酵素で、周辺のDAGとPAの量比を調節する
ことが知られている。DAGやPAは様々な酵素の
セカンドメッセンジャーとして働いており、D
AGやPAによって活性化される酵素の多くはDG
Kζと直接結合している。このためIRSと結合

しているDGKζ量が変化すると、IRS周辺で活
性化される酵素群が変化すると推定される。
様々な研究成果から、IRS-1と結合したDGKζ
がGLUT4の細胞膜移行を阻害していること、I
RS-1から遊離したDGKζがGLUT4の細胞膜移行
を促進すること、TNF-αなど、インスリン抵
抗性を発生させるサイトカイン処理によって、
IRS1とDGKζの結合量が増加することが明ら
かとなった。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、IRS-1 と結合した DGK
ζが GLUT4の細胞膜移行を抑制する分子機構
および IRS-1 から遊離した DGKζが GLUT4 の
細胞膜移行を促進する分子機構を解明する。
最終的には、我々の提唱した機序で発症した
インスリン抵抗性を解除する低分子化合物
を探索し、抗糖尿病薬として機能することを
証明する。この研究が成就すれば、これまで
に知られていないインスリン抵抗性の新し
い発症機構を提唱でき、学術的な価値が高い。
また、今までにない抗糖尿病薬の開発が期待
され臨床応用研究としても意義深い研究と
いえる。 
 
３．研究の方法 
 DGKζが GLUT4 の細胞膜移行を制御してい
る分子メカニズムを解明するため、DGKζの
発現抑制細胞でのインスリンシグナルの活
性化を調べた。 
 また、これまでに多くのタンパク質が DGK
ζ結合タンパク質として同定されている。そ
こでこれらのタンパク質を発現抑制して、
GLUT4 の細胞膜移行を制御するような DGKζ
結合タンパク質を探索する。 
これまで、IRS-1 と結合した DGKζは、GLUT4
の細胞膜移行を阻害することを示している。
そこで、IRS-1 と DGKζの結合量を検出する
ELISA キットを作製し、これを用いて、DGK
ζと IRS-1の結合を阻害するような低分子化
合物を単離する。これらの低分子化合物を細
胞に添加することによって、TNF-αによって
誘導されたインスリン抵抗性が解除される
ことを明らかにする。 
 
４．研究成果 
 まず、DGKζが IRS-1 と結合して GLUT4 の
細胞膜移行を促進する分子機構を解明する
ため、DGKζを発現抑制してインスリンシグ
ナルの活性化を測定した。その結果、GLUT4
の細胞膜移行は抑制するが、インスリンシグ
ナルの活性化は変化が認められなかった。一
方で、別の IRS 結合タンパク質である GKAP42
や Nedd4 は発現抑制することによって IRSの
チロシンリン酸化が抑制され、下流インスリ



ンシグナルの活性化が抑制された。この結果
は、DGKζは GKAP42 や Nedd4 とは異なる機構、
すなわち、既知のインスリンシグナル活性化
（PI 3-kinase カスケードの活性化）とは独
立にGLUT4の細胞膜移行を制御していること
を示している。 
 続いて、DGKζが GLUT4 の細胞膜移行をイ
ンスリンシグナル非依存的に制御する分子
機構を解明するため、DGKζと結合するタン
パク質の探索を行った。その結果、GLUT4 の
細胞膜移行を制御する DGKζ結合タンパク質
として PIP5K1αを同定した。このタンパク質
の発現抑制によってGLUT4の細胞膜移行は阻
害され、過剰発現によって促進された。さら
に詳細な研究成果から、PIP5K1αは DGKζと
結合することによってGLUT4の細胞膜移行を
促進していることが明らかとなった。 
 次に IRS-1 と DGKζの結合を検出する
ELISA キットを用いて、IRS-1 と DGKζの結合
を阻害する低分子化合物を３０種類以上単
離した。そのうちの一つの化合物 Aは、細胞
に添加することによって、IRS-1 と DGKζの
結合を阻害することが明らかになった。さら
に、TNF-αによって誘導されたインスリン抵
抗性が化合物Aを添加することによって解除
された。 
 このように低分子化合物Aはインスリン抵
抗性を解除することが可能であり、抗糖尿病
薬の有力な候補となる。この研究成果から、
これまでに知られていない DGKζによるイン
スリン抵抗性の新しい発症機構を提唱する
ことができた。また、この低分子化合物を標
的とした、今までにない抗糖尿病薬の開発が
期待される。 
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