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研究成果の概要（和文）：ジアシルグリセロールキナーゼδ（DGKδ）は細胞レベルで筋分化誘導を正に制御す
るが，筋形成の詳細な機構や個体レベルでのDGKδの骨格筋形成への寄与は分かっていない．本研究において
は，筋細胞のDGKδの発現を増加させ，グルコースの取り込みを増加させるミリスチン酸はDGKδ発現依存的に筋
形成に重要な役割を担うβ-tubulinの発現を増加させることを示した．さらに，生体レベルでの解析のために作
製した骨格筋特異的DGKδ欠損マウスにおいて，１割程度の体重の減少と骨格筋の減少を観察した．さらに，褐
色脂肪組織量の減少も観察した．今後，骨格筋及び褐色脂肪組織におけるDGKδの役割を解明していく予定であ
る．

研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol kinase δ (DGKδ) positively regulates myogenic 
differentiation of C2C12 myoblasts, but the molecular mechanisms of its myogenesis and development 
into skeletal muscle are still unknown. In this study, we found that myristic acid, which 
upregulates DGKδ expression levels and glucose uptake in myotubes, increased DGKδ-dependently the 
expression levels of β-tubulin, one of important factors for muscle development, in C2C12 myotubes.
 Moreover, to investigate the development of skeletal muscle, we generated the skeletal 
muscle-specific DGKδ-knockout mice. The mice showed the approximately 10% reduction of body weight 
and skeletal muscle. In addition, brown adipocyte tissue was also decreased. In near future, we will
 reveal the roles of DGKδ on skeletal muscle and brown adipocyte tissue.

研究分野： 脂質生化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
2型糖尿病（インスリン抵抗性）の改善のためには，食生活の乱れや運動不足により低下した骨格筋の機能（グ
ルコース取り込み能）と量の回復が重要である．DGKδは骨格筋のグルコース取り込みに重要であり，一方で，
DGKδが細胞レベルで筋分化誘導を正に制御する知見を得たが，筋形成における詳細な機構はわかっていなかっ
た．今回，筋細胞のDGKδの発現を増加させるミリスチン酸がDGKδ発現依存的に筋形成に重要な役割を担うβ
-tubulinの発現を増加させることを示した．この知見は，DGKδの発現増加は２型糖尿病患者で低下するグルコ
ースの取り込み能と筋量の両方を改善する可能性を示している．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

世界における糖尿病患者は 2017 年にすでに 4 億 2 千万人に達し，2045 年には 6 億 9 千万人に上
ると試算されている【引用文献 1】．従って，糖尿病の予防・治療法の新規開発は人類の健康福
祉向上の為に極めて重要な課題の一つと言える． 

2 型糖尿病はインスリン抵抗性の増加や膵 β 細胞の機能障害によって誘発される．インスリ
ン抵抗性を増大させる主な要因は，食生活の乱れや運動不足による骨格筋（インスリン感受性・
グルコース取り込み能）の機能の低下と量の減少によるグルコースの取り込み量の低下である．
従って，インスリン抵抗性改善のためには，減少した骨格筋の機能の改善と量の増加の両方が重
要である． 

ジアシルグリセロール（DG）キナーゼ（DGK）はシグナル分子 DG をリン酸化しホスファ
チジン酸（PA）を産生する酵素で，重要な生理現象を制御すると考えられてきた．そして，我々
のグループは，DGK の δ アイソザイムが骨格筋のインスリン感受性・グルコースの取り込み能
を制御すること，さらに，2 型糖尿病患者の骨格筋における DGKδ の発現半減は本症の増悪化を
引き起こすことを明らかにした【引用文献 2，3】．そこで，我々のグループは 2 型糖尿病の骨格
筋における機能改善（グルコース取り込み能の増加）を目指し，世界に先駆けて，DGKδ の発現
増加に伴いグルコース取り込み能を増大させる栄養因子ミリスチン酸を同定した【引用文献 4，
5】．そして，ミリスチン酸投与は 2 型糖尿病モデルマウスの血中グルコース濃度を低下させるこ
とに成功した【引用文献 6】．一方で，インスリン抵抗性の改善のためには，減少する骨格筋量
を増加させることも重要である．我々はこの課題にも取り組むべく，DGKδ が細胞レベルで筋分
化の誘導を制御することを示した【引用文献 7】．この知見は，DGKδ の発現増加がグルコース
取り込み能を増加させるだけでなく，筋形成をも促進する可能性を示している．従って，DGKδ

を分子標的にした 2 型糖尿病治療法の開発へと展開することは，骨格筋の機能改善と量増加の
両方を同時に実現できる可能性が高い．しかし，筋形成の詳細な機構や生体（個体レベル）での
DGKδ の骨格筋形成における寄与は依然不明であり，実際に DGKδ の発現増加は筋形成を促進
するのか否かも明らかになっていない．  

 

 

２．研究の目的 

本研究は，①細胞レベルでの DGKδ が制御する筋分化制御機構の詳細を解明し，②個体レベル
での DGKδ の発現変動による筋形成への影響を明らかにする．このように，DGKδ の骨格筋形
成制御機構を解明することで，骨格筋の機能改善と量増加の両方を目指した二重に効果的な，
DGKδ を分子標的とした新規 2型糖尿病治療法の開発へと展開することを目指す． 

 

 

３．研究の方法 

（1）細胞培養 マウス筋芽細胞 C2C12は 10%ウシ胎児血清を含む DMEM（growth medium（GM））
を用いて培養した．培養後，必要に応じて，0.1%ウシ胎児血清及び 5 μg/ml insulin を含む DMEM

（differentiation medium（DM））に置換し，筋管細胞へと分化させた． 

（2）脂肪酸添加 DMSO に溶解した各脂肪酸は，10％BSA を含む PBS と等量混ぜ，超音波処
理後に細胞に添加し，培養した． 

（3）DGKδ の発現抑制 エレクトロポレーション法を用いて DGKδ 特異的 siRNA を C2C12 細
胞に導入した．導入した細胞は GM で培養し，DM に置換し分化誘導した． 

（4）動物飼育 マウスの飼育及びマウスを用いた実験は島根大学の動物実験指針に沿って行っ
た．また，本研究に関わる動物実験は島根大学動物実験委員会にて承認されている． 

 
 
４．研究成果 
①細胞レベルでの DGKδ が制御する筋分化制御機構に関する研究 

DGKδ の発現増加は筋形成を促進するのか否かわかっていない．ミリスチン酸（14:0）は，C2C12

筋管細胞において，DGKδ の発現を増
加させ，DGKδ 依存的にグルコースの
取り込みを増大させることから【引用
文献 4，5】，ミリスチン酸による骨格
筋形成への影響を評価した． 

ミリスチン酸の骨格筋形成への
影響を調べるために，分化誘導 48 時
間後の C2C12 筋管細胞に，0.1 mM ミ
リスチン酸を 24 時間添加した．その
結果，ミリスチン酸添加により，DGKδ



の発現が 17.2%増加し，また，微小管を形成する β-tubulin の発現量が 18.3%増加することがわか
った（図 1）．次に，この β-tubulin の発現量の増加は，ミリスチン酸特異的か否かを調べるため
に，他の脂肪酸（ラウリン酸（12:0），パルミチン酸（16:0），オレイン酸（18:1））を分化誘導 48

時間後の C2C12筋管細胞に 24時間添加した．その結果，ミリスチン酸以外の脂肪酸では β-tubulin

の発現量の増加を確認することはできなかったことから，β-tubulin の発現量の増加はミリスチン
酸に選択的であることがわかった（図 2）．さらに，C2C12 筋芽細胞の増殖 24 時間後にミリスチ

ン酸を 24 時間添加した時（増殖段階での添加）
と分化 0 時間後からミリスチン酸を 48 時間添
加した時（分化初期での添加）には，ミリスチ
ン酸による β-tubulin の増加は見られなかった
ことから，β-tubulin の発現増加は筋管細胞に特
異的であることがわかった（図 3）．次に，C2C12

筋管細胞における β-tubulinの発現増加がDGKδ

依存的か否かを検討するために，DGKδ 特異的
siRNA を用いて DGKδ の発現を抑制したとこ
ろ，β-tubulin の発現量が減少すること，そして，
ミリスチン酸による発現増加についても抑制
されることがわかった（図 4）．このことから，
C2C12 筋管細胞におけるミリスチン酸による
β-tubulinの発現増加はDGKδ依存的であること
がわかった．運動は DGKδ と β-tubulin の発現
を増加させ【引用文献 8，9】，一方で，β-tubulin

の密度は筋繊維とほとんど同じであることか
ら，β-tubulin の増加は筋肉量の増加に関与する
こと【引用文献 10】，そして，β-tubulin は筋形
成時の細胞融合や伸長に関与するとされている【引用文献 11，12】．従って，ミリスチン酸は
DGKδ を介して骨格筋量の増加に関与する可能性が考えられた． 

 
②個体レベルでの DGKδ の発現変動による筋形成への影響評価に関する研究 
DGKδ の骨格筋における役割を生体レベルで解明するために，骨格筋特異的欠損マウスの作製を
行った．具体的には，LoxP-floxed DGKδ マウスと Myf5-Cre マウスを導入し，それぞれ C57BL/6J

を用いて戻し交配を行った後，それぞれのマウスを交配させ，骨格筋特異的 DGKδ 欠損マウス
を作製した．作製した DGKδ 欠損マウスにおいて，体重の減少と骨格筋の減少が観察されたが，
コントロールマウスと比較して 1 割程度の減少であり，その差はわずかであった．さらに，Myf5

陽性細胞の褐色脂肪細胞においても本マウスは DGKδ が欠損するが，褐色脂肪組織においても
組織量が減少する傾向が観察された．現在までに，DGKδ 欠損マウスにおいて骨格筋形成におい
て際立った差異は見出していないが，今後，骨格筋や褐色脂肪組織の重量変化等において再現性
を含めた検討を行い，さらに骨格筋においては筋再生，褐色脂肪組織においては脂肪形成や糖代
謝などへの影響を評価していく予定である． 
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