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研究成果の概要（和文）：I型ジアシルグリセロールキナーゼ(DGK)がインスリン分泌調節分子であること、糖尿
病マウスβ 細胞ではI型DGK発現が低下しているという知見を基に、２型糖尿病発症過程で認められるインスリ
ン過剰分泌や分泌障害にI型DGK の機能低下が関与するという仮説を立て、２型糖尿病発症との関連について検
証した。その結果、I型DGK活性低下により、インスリン分泌に対し促進、抑制の二面性を示すことがわかった。
また、I型DGK欠損によりインスリン分泌障害や耐糖能障害が認められた。本研究よりI型DGKは細胞内DAG量を適
切に保つことで、インスリン分泌を維持する重要な役割を果たしていることが示された。

研究成果の概要（英文）：The intracellular DAG level is strictly controlled, primarily by DAG kinase 
(DGK), an enzyme catalyzing the conversion of DAG to phosphatidic acid. We have previously shown a 
crucial role of DGK in GSIS. Of the 10 known DGK isoforms, we focused on type-I DGK isoforms (i.e., 
DGKα,　DGKγ), which are activated by Ca2＋. We investigated the effects of DAG accumulated via the
 reduced activity of type I DGKs on insulin secretion. DAG accumulation through declined type I DGK 
activity shows a dual effect on insulin secretion depending on the degree of accumulation; a mild 
DAG accumulation induces a PKC-dependent stimulatory effect on insulin secretion, whereas an 
excessive DAG accumulation suppresses it in a PKC-independent manner, possibly via attenuation of 
VDCC activity. Moreover, glucose tolerance was reduced in type I DGK knockout mice. Thus, type I 
DGKs are likely to play a pivotal role in maintaining appropriate insulin secretion by optimizing 
DAG levels.

研究分野： 薬理学、糖尿病学

キーワード： 糖尿病　膵β細胞　インスリン分泌　ジアシルグリセロール　ジアシルグリセロールキナーゼ
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研究成果の学術的意義や社会的意義
肥満を伴う２型糖尿病発症過程において引き起こされるGLadaptationとGL-toxicity というインスリン分泌異常
の一連の流れにtype I DGK 機能が関与しているという新たな発想に基づき計画された。本研究より、膵β細胞
内ではtype I DGKの働きにより細胞内DAG量が適切に調節されていること、これらの調節機能の破綻によりイン
スリン分泌異常からの糖尿病増悪へと繋がる可能性が明らかとなった。本研究よりβ細胞内DAGの蓄積を調節
し、β細胞機能障害からの回復を目的とした、全く新しい作用機序を有する糖尿病治療薬の開発につながること
が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

肥満を伴う２型糖尿病発症初期では、インスリン抵抗性と血中遊離脂肪酸の増加により、
インスリン分泌機能が一時的に亢進する glucolipoadaptation（GL-adaptation）が生じる。
しかし、高血糖状態が持続すると、逆にβ細胞機能の低下、すなわち glucolipotoxicity が惹
起される。GL-adaptation では、グルコースへの感受性が低下する一方で、脂肪酸に対する
感受性が高まり、脂肪酸誘発インスリン分泌反応が増大する。このような条件下では遊離脂
肪酸により phospholipase D1 (PLD1)及び phosphatidic acid phosphatase (PAP)の発現が
上昇し、β細胞内で diacylglycerol (DAG)の生成が亢進すると考えられる。一方、２型糖尿
病でのインスリン分泌不全にβ細胞内への DAG の過剰な蓄積が関与することも指摘され
ている。すなわち、糖尿病発症過程においてβ細胞内で徐々に蓄積される DAG が GL-
adaptation と glucolipotoxicity の両方に関与していると考えられる。生理活性脂質である
DAG の シグナリング調節において最も重要な因子のひとつが、 DAG をリン酸化し、ホス
ファチジン酸へと変換する酵素である DAG キナーゼ (DAG kinase: DGK)である。DGK の
うち、type I DGK である DGKα, β, γは、 Ca 2+ 結合ドメインである EF hand と、 Ca 

2+ センサーと して働く recoverin homology (RVH) ドメインを有しており、細胞内 Ca 2+ 

により活性化される。我々は、これまでに type I DGK である DGKαおよびγが膵β細胞に
発現し、インスリン分泌調節に関わることを報告している。また、type I DGK 阻害薬や DAG
アナログ処置による細胞内 DAG 蓄積がインスリン分泌を低下させることを明らかにしてい
る。すなわち、GL-adaptation および glucolipotoxicity の進展における type I DGK の関与
を明らかにすることは、β細胞機能障害の進展を阻止する新たな 2 型糖尿病治療に繋がる
と考えられる。 
 
２．研究の目的 

DGK を介した脂質シグナリングによるインスリン分泌調節のメカニズム、およびその破
綻と 2 型糖尿病病態発症との関連について明らかにすること目的とした。具体的には、GL-
adaptation および glucolipotoxicity の進展における type I DGK の関与の解明を目指し、
DGKαやγの機能低下がインスリン分泌障害を誘発するメカニズムを明らかにするととも
に、2 型糖尿病病態との関係を検証することで、膵  細胞における DAG シグナリングの病
態生理学的な意義を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1)インスリン分泌および細胞内 Ca2+濃度に及ぼす影響 
インスリン分泌に対する DGK 阻害薬や DAG アナログに対する影響について検討を行うた
めに、MIN6 細胞を用いバッチインキュベーション法によりサンプルを採取し、RIA により
定量を行った。同様に、インスリン分泌と相関することで知られる細胞内 Ca2+濃度 ([Ca2+]i) 
変化に対する DGK 阻害薬の影響について検討を行うため、Ca2+ 蛍光指示薬である fura-
PE3 を細胞に負荷し、Aquacosmos System(浜松ホトニクス)により画像解析を行った。 
(2)パッチクランプ法による全細胞電流測定 
MIN6B 細胞における voltage dependent Ca2+ channel (VDCC) 電流測定 は、Digidata 
1440A および pCLAMP 10.2 software (Molecular Devices) で制御されたパッチクランプ
用アンプ Axopatch 200B (Molecular Devices) を用いて、amphotericin B 穿孔パッチクラ
ンプ法により行った。 
(3) DGKαKO マウスの耐糖能およびインスリン分泌能の測定 

各マウスに glucose (2.0 g/kg, p.o.) を体重 10 g あたり 0.1 ml となるように経口投
与した。血糖値は glucose 投与前(0 分)、投与後 30 分、60 分、120 分後に測定した。
また、マウスよりコラゲナーゼ消化法により膵島を単離し、バッチインキュベーション
法により膵島あたりのインスリン分泌量を測定した。 



 
４．研究成果 
(1) グルコース刺激誘発 [Ca2+]i 上昇反応に対する Ⅰ型 DGK 阻害薬 R59949 および 
DAG アナログ DiC8 の濃度依存的効果 

MIN6 細胞の [Ca2+]i に対する R59949 の濃度反応関係について検討した。細胞外グル
コース濃度を 2.8 mM から 22.2 mM に上昇させると、ほとんどの MIN6 細胞は一過性の 
[Ca2+]i 上昇 (第１相) と、それに続く [Ca2+]i オシレーション (第２相) を示す。第２相 に
おいて、 R59949 の濃度を 1 μM から 3 、 10 μM へと上げたところ、 1 および 3 μ
M R59949 は [Ca2+]i オシレーションの振幅を増加させた一方で、 10 μM R59949 は 
[Ca2+]i オシレーションを消失させ、さらに [Ca2+]i は低下した。同様の濃度依存的な二面性
の作用は、膜透過性 DAG アナログである DiC8 (10～100μM)を処置した際にも観察され
た。すなわち、[Ca2+]i に対して、 R59949、 DiC8 はともに、低濃度では興奮性、高濃度で
は抑制性の二面性の作用を示すことが明らかとなった。 

 
(2) 低濃度 R59949 および DiC8 による[Ca2+]i オシレーション増大作用に対する PKC の関
与 

低濃度 R59949 (1 μM) および DiC8(10μM) による 22.2 mM グルコース誘発[Ca2+]i オ
シレーション増大反応に対して、プロテインキナーゼ C (protein kinase C: PKC) が関与す
るかどうかを、PKC 阻害薬である Ro31-8220 (1 μM) を用いて検討した。その結果、MIN6B
細胞において、Ro31-8220 (1 μM) は低濃度 R59949 (1 μM) および DiC8(10 μM) によ
る 22.2 mM グルコース誘発[Ca2+]i オシレーション増大反応を抑制した。以上の結果より、
膵β細胞において、軽度なⅠ型 DGK 阻害による細胞内 DAG の増加は、PKC 依存的にグル
コース誘発[Ca2+]i オシレーションを増強することが示唆された。 

 
(3) グルコース刺激誘発インスリン分泌反応に対する R59949 および DiC8 の効果 

[Ca2+]i での結果と同様に MIN6 細胞におけるグルコース誘発インスリン分泌反応(GSIS) 
に対して、R59949 および DiC8 が濃度依存的な二面性作用を示すかどうかを検討した。22.2 
mM グルコースで 30 分間刺激することにより誘発されるインスリン分泌は、1 μM R59949
および 10 μM DiC8 により有意に増加した。一方、10μM R59949 処置により、グルコー
ス刺激後 30 分間での GSIS は影響されなかったものの、第２相のインスリン分泌は有意に
抑制されたことから、インスリン分泌反応においても type I DGK 阻害による二面性の作用
が確認できた。しかしながら、予想に反し、100 μM DiC8 によりインスリン分泌はむしろ
有意に増強された。このような違いが生じた原因として、type I DGK 阻害薬による局所的
な DAG 増加と DAG アナログによる細胞全体の DAG 量の増加による非特異的なインスリン
分泌反応が認められたと予想される。 

 
(4)  VDCC 電流に対する高濃度 R59949 および DiC8 の効果 

DAG の蓄積によるインスリン分泌抑制作用への電位依存性 Ca2+ チャネル (VDCC)の
関与について穿孔パッチクランプ法による全細胞電流測定により検討を行った。その結果、
電流 電圧関係を示す I V plot は VDCC 電流に特徴的なベルシェイプ型を示し、これらは 
10μM R59949 および 100 μM DiC8 により減少し、また VDCC のピーク電流は有意に
抑制された。以上の結果より、膵 β 細胞における I 型 DGK 阻害を介した細胞内 DAG の
蓄積は、 VDCC 活性を抑制する結果、[Ca2+]i を低下させることが示唆された。 

 
(5) Type I DGK 欠損マウスにおける耐糖能およびインスリン分泌反応への影響 

DGKα欠損 (DGKα KO) マウスを用いて DGKαの血糖調節への影響について検討を行
った。その結果、DGKα KO マウスの随時血糖値およびインスリン抵抗性に変化は認めら



れなかったが、耐糖能は悪化した。また、DGKα hetero KO マウス単離膵島において、グ
ルコース誘発インスリン分泌が野生型マウスと比較して低値を示し、インスリン分泌能が
低下していることがわかった。 

 
以上の結果より、I 型 DGK 阻害により蓄積される DAG は、インスリン分泌に対して、

軽度な蓄積では PKC の活性化を介してインスリン分泌を促進する一方、過剰な蓄積では
PKC 非依存的に VDCC を阻害することでインスリン分泌を抑制するという、蓄積の程度に
応じた二面性作用を有することが示された。さらに、2 型糖尿病の進行に伴う I 型 DGK の
発現減少により DGK の機能が低下する結果、インスリン分泌能が障害され、糖尿病が増悪
することが示唆された。 
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