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研究成果の概要： 
 本研究ではIRSと結合するDGKζ活性がGlut4の細胞膜移行を阻害するメカニズムを解明し、

インスリン抵抗性の発生とIRS-1結合性DGKζとの関連を明らかにすることを目的としている。 
3T3-L1 adipocytesにおいて、siRNAによってDKGζをノックダウンすると、インスリン非依存
的な糖取り込み量に変化は認められないが、インスリン依存的な糖取り込み量が有意に減少す
ること、さらにインスリン依存的なインスリンシグナル分子の活性化には全く影響しないこと
を明らかにした。続いて、阻害剤を用いて、DGKの活性を阻害したところ、インスリン依存的
な糖取り込みが促進されることが明らかとなった。しかし、インスリン依存的なインスリンシ
グナル分子の活性化には全く影響を与えなかった。一方で、糖取り込み担体であるGLUT4の細
胞膜移行はインスリン非依存的に促進されており、DGK活性は GLUT4の細胞膜移行を阻害して
いることが明らかとなった。これらの結果から、DGKζは、複雑な機構によってこれまでに知
られているインスリンシグナルとは異なる新規シグナルを介して、インスリン依存的な糖取り
込みを制御していることが明らかとなった。 
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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。一般に、インスリンが標的
組織に存在する受容体を活性化すると、イン

スリン受容体基質（IRS）がチロシンリン酸
化される。このIRSのチロシンリン酸化を認
識して、様々なシグナル分子が結合し、種々
の下流シグナルを活性化する。このようなシ
グナルの活性化がインスリンの広範な生理
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活性、特に脂肪や筋でのインスリン依存的な
グルコーストランスポーター（Glut）4の細
胞膜移行、グルコースの細胞内への取り込み
に必要であると考えられている。我々は IRS
結合タンパク質として同定されたジアシル
グ リ セ ロ ー ル キ ナ ー ゼ
（diacylglycerolkinase）ζ（DGKζ）、のイ
ンスリンシグナルにおける役割を解析する
過程で、「インスリン非存在下では、IRS-1に
DGKζが結合して、Glut4の細胞膜移行を阻害
している。インスリン刺激によって DGKζが
IRS-1から遊離すると、DGKζによるGlut4の
細胞膜移行阻害が解除され、替わって PI 
3-kinaseがIRS-1に結合、Glut4の細胞膜移
行を促進する」という全く新しい作業仮説を
提唱するに至った。 
２．研究の目的 
そこで、本研究ではIRSと結合するDGKζ活

性がGlut4の細胞膜移行を阻害するメカニズ

ムを解明し、インスリン抵抗性の発生とIRS-

1結合性DGKζとの関連を明らかにすることを

目的としている。 
 
３．研究の方法 
次の２つの手法によって研究を進めた。 
１）DGKζ結合領域の同定 
IRS-1、IRS-2、DGKζの種々の deletion 
seriesとGSTとの融合タンパク質を大腸菌内
で発現・精製した。それとは別に全長 DGKζ
またはIRS-1、IRS-2を293T内で発現させ、
pull-down assayによって DGKζと IRSとの
結合を検出した。また、293Tに IRS-1、
IRS-2、DGKζの種々のdeletion seriesを過
剰発現させ、それぞれの抗体で免疫沈降、
沈降物を immunoblottingすることによって
共免疫沈降によって結合を検出した。 
２）DGKζの活性阻害や発現抑制によるイン
スリンシグナルおよび糖取り込みに及ぼす
影響の解析 
3T3-L1にエレクトロポレーションによって
DGKζに対するsiRNAを導入、DGKζの発現を
抑制した際の、インスリンシグナル活性、
インスリンによるGLUT4の細胞膜移行量、イ
ンスリンによる糖取り込み量を測定した。
さらに 3T3-L1脂肪細胞に DGKの阻害剤を加
えた場合にも上記の活性を測定した。 
４．研究成果 
１）DGKζ結合領域の同定 
 IRS-1、IRS-2の種々のdeletion seriesと
GSTとの融合タンパク質を大腸菌内で発現・
精製した。それとは別に全長DGKζを293T内
で発現させ、pull-down assayによって DGK
ζとの結合を検出した。その結果、DGKζは
IRS-1の 224-861a.a.と結合することが明ら
かとなった。さらに逆に DGKζを GSTと融合
させたタンパク質を大腸菌内で発現・精製し、
IRS-1を 293T内で発現させ、同様に

pull-down assayを行うと、結合が全く検出
できなかった。両方のタンパク質を 293Tで
発現させた、共免疫沈降では二つのタンパク
質の結合は検出されたことから、DGKζが大
腸菌では行われない翻訳後修飾が細胞内でな
され、その修飾が結合に必須であることが示
唆された。 
２）DGKζの活性阻害や発現抑制によるイン
スリンシグナルおよび糖取り込みに及ぼす
影響の解析 
 3T3-L1 adipocytes に お い て 、
electroporationにより DKGζをノックダウ
ンすると、インスリン非依存的な糖取り込
み量に変化は認められないが、インスリン
依存的な糖取り込み量が有意に減少するこ
と、さらにインスリン依存的なインスリン
シグナル分子の活性化には全く影響しない
ことを明らかにした。続いて、DGKζの活性
を阻害する阻害剤を用いて、インスリン依
存的な糖取り込み量、インスリンシグナル
の活性化に与える影響を調べた。その結果、
DGKζの活性阻害によってインスリン依存的
な糖取り込みが促進されることが明らかと
なった。また、DGKζ活性を阻害してもイン
スリン依存的な IRS-1、IRS-2のチロシンリ
ン酸化量、IRS-1、IRS-2と結合するp85量、
Aktの活性化、Erkの活性化に変化が認めら
れなかった。一方で、糖取り込み担体であ
るGLUT4の細胞膜移行はインスリン非依存的
に促進されており、DGK活性は GLUT4の細胞
膜移行を阻害していることが明らかとなっ
た。このように複雑な機構によってこれま
でに知られているインスリンシグナルとは
関係ない新規シグナルを介して DGKζはイン
スリン依存的な糖取り込みを制御している
ことが明らかとなった。 
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