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研究成果の概要（和文）：Diacylglycerol kinases (DGK) は、脂質シグナル分子である diacylglycerol 
(DAG) をリン酸化することで、細胞内 DAG 量を制御する酵素である。マウス膵 β細胞におい

て、タイプ I DGK の発現が確認され、その特異的阻害薬は β細胞からのインスリン分泌および

細胞内 Ca2+上昇を抑制した。さらにタイプ I DGK のダブルノックダウンによりインスリン分

泌が低下したこと、膜透過性 DAG アナログは細胞内 Ca2+濃度を低下させたことから、タイプ I 
DGK の機能不全により、細胞内 DAG の蓄積がもたらされた結果、インスリン分泌障害が引き

起こされたと考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol kinases (DGK) phosphorylate diacylglycerol (DAG) to 
phosphatidic acid and strictly regulate the intracellular level of these lipid molecules. The expression of 
type I DGK (DGKα and γ) was detected in mouse pancreatic islets and the β-cell line MIN6. A specific 
type I DGK inhibitor inhibited insulin secretions and Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in MIN6 cells. 
Moreover, DGKα and γ doubleknockdown by siRNA led to significant decreases in insulin secretions. A 
membrane permeable DAG analog also inhibited [Ca2+]i elevations in MIN6 cells. These results suggest 
that DGKα and γ are present in β-cells, and that DAG accumulation in β-cells resulting from 
hypofunction of these DGK isoforms leads to a decrease in [Ca2+]i, thereby reducing insulin secretion. 
Type I DGK could be a novel therapeutic target for diabetes mellitus. 
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１．研究開始当初の背景 

膵 β 細胞において、受容体刺激や遊離

脂 肪 酸 代 謝 に よ り 産 生 さ れ る 
diacylglycerol (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。さらに、 DAG が 
diacylglycerol kinases (DGK) によりリン酸

化されたホスファチジン酸も、インスリン

顆粒を細胞質から細胞膜へと輸送し、分泌

促進性に制御する。つまり、DGK は細胞

内 DAG や PA を量的に厳密に制御し、

細胞内局所的な DAG枯渇/PA 増大シグナ

リングに重要な役割を果たしていると考

えられる。近年、骨格筋において、DGKδ 
の発現・活性の低下による DAG/PA バラ

ンスの崩壊が、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

であるという興味深い報告がなされた 
(Cell,132, 375-386, 2008)。すなわち糖尿病

時に、こういった脂質シグナリングバラン

スの崩壊が起こっており、β 細胞において

も例外ではないと考えられる。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 

本研究では、2 型糖尿病における膵 β
細胞インスリン分泌障害に関わる新たな

インスリン分泌調節因子としてジアシル

グリセロールキナーゼ（DGK）に着目し、

DGK による DAG の細胞内における量的

調節による脂質代謝シグナリング制御と

インスリン分泌調節との関係を明らかに

する。具体的には膵 β 細胞におけるタイ

プＩDGK の活性化経路およびインスリ

ン分泌促進反応への寄与について明らか

にする。 

３．研究の方法 

(1)タイプＩDGK の発現と局在の検討 

マウス膵島および MIN6 細胞に発現し

ている DGK アイソフォームの発現とそ

の局在を RT-PCR、ウェスタンブロッティ 

ング法、免疫染色法により同定した。 

(2)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 により定量した。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。 

(3) タイプ I DGK 活性化に関わる分子

の同定 

タイプ I DGKである DGKα および γ 
は、活性化に伴って細胞質から細胞膜へ移

行することが知られている。そこで、生細

胞を用いたライブイメージングによる細

胞膜移行を活性化の指標として、薬物処置

による細胞膜移行の有無により、DGK 活
性化が起こる機序の解明を行った。また、

検討には GFP 融合 DGKα, γ 過剰発現 
MIN6 細胞を用い、インスリン分泌刺激に

よる細胞質から細胞膜への移行を観察し

た。細胞は顕微鏡下37℃で還流し、還流液

を交換することで薬物処置を行った。解析

には、共焦点レーザー顕微鏡（Carl Zeiss 
LSM510）を用いた。 

(4) インスリン分泌へ影響を及ぼすDGK
分子の特定 
タイプI DGK アイソフォームの中で、

膵島に発現している２つのアイソフォー

ム（DGKα および γ）に着目し、どちら

のアイソフォームが実際にインスリン分

泌調節に寄与しているのかを特定するた

めに、DGKα および γをそれぞれターゲ

ットとして siRNA 法により、膵 β 細胞

内タイプI DGK 分子をノックダウンし、

インスリン分泌反応に対する影響を検討

した。 

４．研究成果 

(1)タイプＩDGK の発現と局在の検討 

RT-PCR による発現検討から、マウス膵

島および MIN6 細胞において、タイプ I 
DGK であるDGKα,β,γすべてのmRNAの 



発現が認められた。中でも DGKα, γが高

発現していたことから、これらについて

westernblotting および免疫染色による発

現検討を行った。その結果、膵 β 細胞に

おいて、DGKα, γ とも膵 β 細胞質に局在

していた。 

(2)インスリン分泌および細胞内 Ca2+濃

度に及ぼす影響 
ΜΙΝ6 細胞において、グルコースおよび

高濃度 K+により誘発されるインスリン分

泌及び[Ca2+]i 上昇反応は、I 型 DGK 阻
害薬である R59949 の処置により抑制さ

れた。膜透過型 DAG アナログである

DiC8 の処置によっても、グルコースおよ

び高濃度 K+誘発 [Ca2+]i 上昇反応は抑制

された。これらの[Ca2+]i上昇反応抑制効果

に対し、PKC 阻害薬である Ro31-8220 は
影響を与えなかったことから、膵 β 細胞

内でDAG が蓄積することによりPKC 非
依存的に [Ca2+]i 上昇反応が抑制され、イ

ンスリン分泌が減少することが明らかと

なった。また PA を脱リン酸化し DAG 
を 産 生 す る 酵 素 phophatidic acid 
phosphatase の阻害薬である propranolol 
は、高濃度グルコース応答性 [Ca2+]i 上昇反

応に対して促進効果を示した。したがっ

てタイプ I DGK は細胞内の DAG 量や 
PA 量 を調節し、[Ca2+]iを制御する事が示

唆された。 

(3)タイプ I DGK 活性化に関わる分子の

同定 

GFP 融合 DGKα, γ の画像解析の結果、

DGKα および γ は高濃度 K+刺激により、

細胞質から細胞膜へゆっくりとした移行

が観察された。一方、DGKγを直接活性化

することで知られるホルボールエステル

の一種である PMA (phorbol 12-myristate 
13-acetate)の処置により、GFP-DGKγは細

胞質から細胞膜へ迅速かつ不可逆的に移

行した。一方 DGKαに関しては、PMA の

処置による変化は認められなかった。 

(4)インスリン分泌へ影響を及ぼすDGK
分子の特定 

DGKα あるいは γ をノックダウンした

ところ、高濃度グルコースおよび高濃度

K+誘発インスリン分泌は有意に抑制され

たものの、その抑制の度合いは R59949 に

よるインスリン分泌抑制作用と比較し小 

さかった。そこで、DGKα、γをダブルノ

ックダウンした結果、R59949 と同程度の

インスリン分泌抑制作用が認められた。

以上の結果から、膵 β 細胞において、

DGKα と γ は共にインスリン分泌調節に

寄与していることが明らかとなった。 
以上の研究成果より、膵 β 細胞におい

て、DGKαおよび DGKγは、細胞内 DAG
量を制御することで [Ca2+]i を調節し、イ

ンスリン分泌に対し促進的に働く分子で

あることが明らかとなった。これらの分

子の機能不全が糖尿病病態時におけるイ

ンスリン分泌機能の低下に結び付く可能

性が示された。今後、２型糖尿病病態形

成時における DGK の機能変化を伴うイ

ンスリン分泌機能障害について更なる検

証が必要である。 
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