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緒論 

 

 糖尿病は、インスリン作用不足によって引き起こされる慢性の高血糖状態を主特徴

とする代謝性疾患であり、ライフスタイルの変化などにより糖尿病患者数は、世界的

に増加している。国際糖尿病連合の報告によると世界の糖尿病患者数は、2014 年現在

で 3 億 8670 万人であるが、2035 年までに 5 億 9190 万人にまで増加すると推定されて

いる 1)。糖尿病による高血糖状態の持続は、膵臓以外の臓器にも障害をもたらし微小

血管の破壊を伴って、腎症、網膜症、神経障害などの合併症を引き起こす。このよう

に、糖尿病は生活の質の低下、生命予後の悪化をもたらすため、糖尿病の発症・進行

の予防は、医療経済的な視点でも世界中で重要な課題となっている。 

糖尿病は、その病態、成因により 1 型と 2 型に分類される。1 型糖尿病は、主に自

己免疫の異常により膵臓の β 細胞（膵 β 細胞）が破壊され、絶対的なインスリン不足

になる病態である。一方、2 型糖尿病は、インスリン分泌不全およびインスリン抵抗

性が特徴である。患者数は 2 型糖尿病が圧倒的に多く、欧米では糖尿病の 80%以上、

日本では 95%以上を占めるとされている。2 型糖尿病発症の原因は完全に明らかでは

ないが、遺伝的素因を持った人が、糖尿病になりやすいような生活習慣を送ることに

よって 2 型糖尿病になると考えられている。 

2 型糖尿病は、遺伝的素因に加え、不規則なライフスタイル、過剰な栄養摂取など

の環境因子が加わって発症するとされている。通常、食事などによる血糖値上昇時に

はインスリンが膵 β 細胞から分泌され、インスリンの標的臓器である肝臓における糖

新生の抑制や、骨格筋、脂肪組織での糖取り込みの促進が引き起こされることで、血

糖値が精密にコントロールされている。肥満などにより、これらインスリン標的臓器

においてインスリンに対する感受性が低下するインスリン抵抗性の状態になると、ま

ず膵 β細胞からのインスリン分泌機能の亢進や膵 β細胞の増殖による代償性過形成を
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介してインスリン分泌量が増加し、血糖を正常な値に保持しようとする代償期になる。

さらに病態が進行すると、さらにインスリン抵抗性が増悪し、膵 β 細胞による代償機

構が破綻し 2 型糖尿病を発症する。この 2 型糖尿病の進行は 4 つのステージによる分

類が提唱されている 2)。第 1 期はインスリン抵抗性が出現するものの、膵 β 細胞量の

増加によりインスリン抵抗性を代償する時期であり、膵 β 細胞の機能低下は認められ

ない。第 2 期はわずかな膵 β 細胞の代償不全が出現する時期で、インスリン合成は維

持されるが、グルコース応答性インスリン分泌の第一相の低下が認められる。第 3 期

は、膵 β 細胞の代償的機能の不全が顕著になり、主要な転写因子や代謝関連遺伝子の

発現調節が乱れ、インスリン生合成･分泌が低下する結果、2 型糖尿病を発症する。第

4 期では代償的機能の不全がさらに悪化し、膵 β 細胞形態の破壊が進行し、膵 β 細胞

の neogenesis や replication はほとんど認められず、おそらく apoptosis が増加している

時期である。このような 2 型糖尿病の病態進展に対し、膵 β 細胞機能を維持、回復す

ることは、2 型糖尿病の根本治療に繋がると考えられる。 

そこで、本研究の第 1 章では、膵 β 細胞におけるジアシルグリセロールキナーゼ δ 

(DGKδ) の機能を解明するために、in vitro および in vivo の両面において DGKδ の発現

抑制系を用いて機能解析を行い、DGKδ の新規糖尿病治療薬ターゲットの可能性につ

いて考察した。さらに、本研究の第 2 章では、H2O2誘導アポトーシスにおける初期の

Ca
2+シグナルの関与を解明するために、膵細胞株を用いて H2O2による初期の[Ca

2+
]c

上昇応答とアポトーシスの関係を検討し、Ca
2+放出抑制が新規糖尿病治療のターゲッ

トとなりうる可能性について考察した。 
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第 1 章 膵 β 細胞におけるジアシルグリセロールキナーゼ δ 

(DGKδ) の機能解析 

 

1-1 序論 

 

  グルコースは生体において最も重要なインスリン分泌刺激因子であるが、一方で、

過剰なグルコースは、膵 β 細胞の機能を障害することが報告されている。膵 β 細胞が

慢性的な高血糖状態に曝露されると、インスリンの生合成･分泌が減少し、膵 β 細胞

機能が顕著に低下する。特に、膵島では抗酸化酵素群の発現が少ないため 3)、他の組

織、臓器に比べて酸化ストレスに対し脆弱な組織であると考えられている。また高血

糖状態ではタンパク質の糖化反応が亢進し、その過程で活性酸素種 (reactive oxygen 

species: ROS) が生成される 4)。さらに高血糖状態によりミトコンドリアにおける ATP

産生がさらに増大するため、ATP 産生に伴い発生する ROS の増加が引き起こされる

5)。このように高血糖は、ROS 産生を惹起し酸化ストレスに対する処理能力の低い膵

β 細胞機能を障害する。慢性的な酸化ストレスは、pancreatic duodenal homeobox-1 

(PDX-1) や v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A (MafA) な

どの膵 β 細胞の分化に不可欠な転写因子の活性を抑制する 6)。これらの転写因子は、

インスリン遺伝子の発現だけでなく、膵 β 細胞の機能維持に重要な種々の遺伝子の発

現を制御している 7),
 
8)。そのため、膵 β 細胞機能障害における転写活性への影響が注

目されている。しかし、転写因子の関与が明らかになる一方で、高血糖による膵 β 細

胞機能障害には、セラミドやジアシルグリセロール (diacylglycerol: DAG) などの脂質

の蓄積 9) や小胞体 (endoplasmic reticulum: ER) ストレス 10)、一酸化窒素 (nitric oxide: 

NO) 
11)など複数のシグナルの関与が報告されているが、これらのシグナルの関与につ

いては検討が不十分のままである。これらのシグナルには重複する部分も多数存在し
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ており、包括的な理解は難しく、一つ一つの経路の詳細な解明が望まれる。DAG は

セカンドメッセンジャーとして機能し、細胞内シグナルの根幹を支える分子であるが、

膵 β 細胞における DAG 代謝は未解明な点が多い。そこで本研究では、膵 β 細胞にお

ける DAG の代謝調節に着目した。 

糖尿病では細胞膜および核膜において DAG の産生が亢進し、細胞内に蓄積する。

通常、膵 β 細胞において細胞内に取り込まれたグルコースは、解糖系によりピルビン

酸まで代謝されるが、高血糖などにより酸化ストレスが増加すると、ROS が解糖系酵

素の一種である glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) の活性を抑制する

12)。そのため、解糖系側路が活性化し、さらに、高血糖に由来するグルコース流入が

増大し、解糖系の中間体であるグリセロアルデヒド-3-リン酸からの de novo DAG 産生

が亢進する (de novo 経路) 
13)。また、高血糖におけるグルコース流入の増大は、グル

コースからソルビトール、ソルビトールからフルクトースへと変換するポリオール経

路も亢進させる。ポリオール経路の亢進は、NADH/NAD
+比を上昇させることにより

de novo 経路を促進し、DAG 産生をさらに増大させる 14)。これらの反応により膵 β 細

胞膜に DAG が蓄積する 15), 16)。 

糖尿病病態における DAG の細胞膜内蓄積により膵 β 細胞の機能が障害される。そ

の機能障害に至るメカニズムとして、DAG の細胞膜内蓄積による protein kinase C 

(PKC) の過剰な活性化が考えられている。他の組織においては、こうした DAG-PKC

経路の過剰な活性化は、種々の炎症性サイトカインの遺伝子発現や NO 産生などを引

き起こすことが示唆されており、糖尿病性網膜症、腎症、神経障害といった糖尿病性

合併症や、さらには心筋症や動脈硬化などの発症要因と考えられている 13)。膵 β 細胞

においても同様に、DAG の細胞膜内蓄積は、PKC の活性化などによりインスリン分

泌減少や細胞障害を引き起こすことが示唆されている 17-19)。すなわち、DAG の過剰

な細胞膜内蓄積は、種々の組織において有害な作用をもたらすようである。 
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しかし、一般的には DAG は細胞毒性を示す分子ではなく、細胞内シグナルのセカ

ンドメッセンジャーとして機能すると考えられている。正常細胞において、DAG は

PKC や protein kinase D、Munc-13 など様々なタンパク質の活性を調節し、細胞生存や

細胞増殖を含む多くの細胞機能に関与する重要な生理活性脂質である 20)。膵 β 細胞に

おいても、DAG がインスリン分泌や細胞生存など様々な機能に関与することが報告

されている 21), 22)。つまり、DAG は膵 β 細胞の機能維持に不可欠である一方で、その

細胞膜内蓄積は膵 β 細胞機能を障害するという二面性を有すると考えられている。こ

れらの報告から、DAG の細胞膜内における量的調節は、膵 β 細胞の機能維持や細胞

生存を決定する重要なメカニズムであると考えられる。そこで、本研究では DAG の

主要な代謝酵素であり、DAG をリン酸化することでホスファチジン酸 (phosphatidic 

acid: PA) に変換するジアシルグリセロールキナーゼ (DAG kinase: DGK) に着目した。 

現在、哺乳類DGKファミリーには 10種類のアイソフォームの存在が報告されており、

これらのアイソフォームは、5 つのサブファミリーに大別される。全てのアイソフォ

ームは、C 末端に相同性の高い触媒領域を有しており、また N 末端には PKC の脂質

結合ドメインと相同性のあるシステインリッチドメイン（C1 ドメイン）と各アイソ

フォームに特徴的な調節領域がある 20)。Ⅰ型 (α, β, γ)は、Ca
2+結合ドメインである

EF-hand と、カルシウムセンサーとして働く recoverin family に相同な領域 (RVH) が

存在する。Ⅱ型 (δ, η, κ) は、pleckstrin homology (PH) ドメインを持っている。Ⅲ型 (ε) 

は、特有の調節部位を持たない。Ⅳ型 (ζ, ι) は、myristoylated alanine rich C-kinase 

substrate (MARCKS) ホモロジードメインを有する。Ⅴ型 (θ) は、3 つの C1 ドメイン

および Ras-associating ドメインを含む PH domain-like ドメインを有している 23)。各

DGK アイソフォームは発現組織や活性化機構が異なるため、DGK はアイソフォーム

特異的な機能を有していると想定される。 

このうち、DGKδ に関しては糖尿病病態との関連性が強く示唆されている。糖尿病
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患者の骨格筋では、DGKδ のタンパク質レベルでの発現低下が報告されている 24)。さ

らに骨格筋細胞を用いた研究から、慢性的な高濃度グルコース処置により DGKδ の発

現が減少すること、DGKδ ヘテロ KO マウスでは、主に骨格筋での DGKδ の発現低下

により、インスリン抵抗性を惹起することが報告されている 24)。また短期的な高濃度

グルコース処置により DGKδ の細胞質内での局在が変化し、PKC の活性化を調節す

ることで糖取り込みが促進されるという報告もある 25)。これらの報告から、骨格筋に

おける DGKδ の発現、細胞内局在の変化が糖尿病病態に大きく影響することが考えら

れた。しかし、骨格筋細胞における DGKδ とインスリン抵抗性との関係は示唆されて

いるもの、血糖調節の中心的役割を担う膵 β 細胞における報告は未だなく、膵 β 細胞

における DGKδ の発現、細胞内局在はもとより、糖尿病病態に及ぼす影響も不明であ

る。 

そこで本研究では、膵 β 細胞における DGKδ の機能を解明するために、in vitro およ

び in vivo の両面において DGKδ の発現抑制系を用いて機能解析を行った。まずマウ

ス膵 β 細胞株 MIN6B 細胞を用いて DGKδ のノックダウンを行い、DGKδ のインスリ

ン分泌能および細胞増殖能における役割を検討した。また膵 β 細胞特異的 DGKδ KO 

(βDGKδ KO) マウスを作出し、糖代謝パラメーターや膵島の遺伝子発現の変化を検討

した。最後に、DGKδ の新規糖尿病治療薬ターゲットの可能性について考察した。 

  



 

7 

 

1-2 実験材料および実験方法 

 

1-2-1. 膵 β 細胞株 MIN6B 細胞の培養 

 

グルコース濃度依存的にインスリン分泌を惹起するMIN6細胞よりサブクローニン

グした MIN6B 細胞を用いた。この細胞は、大阪大学医学系研究科の宮崎純一教授か

ら供与して頂いた。培養は 15% fetal bovine serum (FBS)、penicillin (100 units/mL)、

streptomycin (100 g/mL) を添加した 25 mM glucose 含有 Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) 培地を用い、37℃、5% CO2インキュベーターで行った。FBS は、

56℃に設定した恒温槽中で 30 分間、非働化処理を行ったものを使用した。培地交換

は 2–3 日毎に行い、5–8 日毎に継代を行った。継代方法は、トリプシン処理（0.025% 

trypsin/ 0.0045% EDTA-2Na 溶液を用いて細胞をディッシュより剥離）し、遠心（200 x 

g, 5 分間, 室温）後、上清を除き、3 mL の培地で再懸濁後 0.8–1 mL/ 90 mm dish にな

るよう播種した。実験には 45 から 60 代目の細胞を使用した。 

 

 

1-2-2. MIN6B 細胞への DGKδ siRNA 遺伝子導入 

 

MIN6B 細胞における DGKδ のノックダウンは、CLB-Transfection System (LONZA, 

Köln, Germany) によるエレクトロポレーション法を採用し、DGKδ siRNA を MIN6B

細胞に遺伝子導入することで行った。エレクトロポレーションの方法は、メーカーの

プロトコールに従って実施した。 

まず、MIN6B 細胞をトリプシン処理し、DMEM 培地にて細胞を回収した。遠心（200 

x g, 5 分間, 室温）後、上清をアスピレーターで除去し、siRNA の最終濃度が 100 nM
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となるように siRNA を添加した CLB transfection buffer を用い、細胞密度が 2.5x10
6
 

cells/600 μL になるように懸濁した。細胞懸濁液をトランスフェクション用キュベット

に移し、Optimal CLB-Transfection Pulse のメーカープロトールに従って実行した。エ

レクトロポレーション後、速やかに 500 μL RPMI 1640 (10% FBS, antibiotics free) 培地

を入れ、スポイトを用いて全量をエッペンチューブに移し、37℃の恒温槽で 10 分間

インキュベートした。インキュベーション後に、DMEM 培地を入れた 6 well plate に

細胞を移し、37℃、5% CO2インキュベーターで 3 日間培養した。negative control の

siRNA は、Stealth RNAi siRNA Negative Control Med GC Duplex #2 (12935-112, Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA) を用いた。一方、DGKδ siRNA は、Stealth RNAi siRNA mouse 

DGKδ (5’-GAA UGU GAU GCU GGA UCU UAC UAA A -3’, antisense, 5’-UUU AGU 

AAG AUC CAG CAU CAC AUU C-3’, NM 177646.3 stealth 3338, Thermo Fisher Scientific, 

MA, USA) を用いた。 

 

 

1-2-3. MIN6B 細胞の分画 

 

 MIN6B 細胞を、Cell fractionation kit (ab109719, abcam, Cambridge, UK) を用いて分

画した。トリプシン処理により細胞を回収し、遠心（200 x g, 4 分間, 室温）後、細胞

密度が 6.6x10
6
 cells/mL となるように Cell fractionation kit の Buffer A で懸濁し、Cell 

fractionation kit の Detergent I を含む Buffer B を等量加え、60 分間処置し、遠心（5,000 

x g, 1 分間, 4℃）により上清 1 を回収し、さらにペレットを Buffer A で懸濁し、遠心

（10,000 x g, 1 分間, 4℃）により上清 2 を回収し、上清 1 および上清 2 を混合したも

のを細胞質画分とした。ペレットを Buffer Aで懸濁後、Cell Fractionation kitのDetergent 

II を含む Buffer C を等量加え、60 分間処置し、遠心（5,000 x g, 1 分間, 4℃）により上



 

9 

 

清 3 を回収し、さらにペレットを Buffer A で懸濁し、遠心（10,000 x g, 1 分間, 4℃）

により上清 4 を回収し、上清 3 および上清 4 を混合したものをミトコンドリア画分と

した。ペレットを Buffer A で懸濁し、1 分間ソニケーションしたものを核画分とした。 

 

 

1-2-4. タンパク質定量 

 

タンパク質定量は、ビシンコニン酸 (bicinchoninic acid: BCA) 法の BCA Protein 

Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) を用いて行った。Kit のプロトコールに

従い、BSA 溶液 (2.0 mg/mL) を希釈用 buffer [20 mM Tris (pH 7.4)、2 mM EDTA、250 

mM Sucrose] で 2、4、8、16 倍に希釈し、回収した試料は 10 倍に希釈し、それぞれ

10 μL ずつエッペンドルフチューブに分注した。分注したチューブに BCA Protein 

Assay Kit の A 液、B 液の混合液 (A:B = 50:1) を 200 μL ずつ添加し、37℃の恒温槽で

30 分間インキュベートした。室温に戻した後、96 well plate に 150 μL ずつ分注し、マ

イクロプレートリーダーを用い、550 nm で吸光度を測定し、試料中のタンパク質濃度

を求めた。 

 

 

1-2-5. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) を用いたタンパク質分離 

 

未分画の MIN6B 細胞の場合、phosphate buffered saline (PBS: 137 mM NaCl, 8.10 mM 

Na2HPO4, 2.68 mM KCl, 1.47 mM KH2PO4) で 2 回洗浄後、セルスクレーパーを用いて

回収し、遠心（200 x g, 15 分間, 4℃）を行った。その後、上清を除き、homogenization 
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buffer [20 mM Tris (pH 7.4) , 2 mM EDTA, 50 μg/mL phenylmethylsulfonyl fluoride 

(PMSF) , 10 μg/mL aprotinin, 10 μg/mL leupeptin, 250 mM sucrose] を加え、ソニケーショ

ンしたものを SDS-PAGE 用試料として用いた。一方、上述の方法 (1-2-3) に従って

MIN6B 細胞を分画した場合は、細胞質、ミトコンドリア、核に分画した各画分を

SDS-PAGE 用試料として用いた。試料を loading buffer (125 mM Tris-HCl (pH 6.8) , 4% 

SDS, 20% Glycerol, 10% 2-mercaptoethanol, 0.004% bromophenol blue) で 2 倍希釈後、5

分間煮沸し、電気泳動を行うまで-20℃で保存した。 

試料を泳動前にさらに 5 分間煮沸し、タンパク質定量の結果に基づき、タンパク質

含量が等しくなるように試料をポリアクリルアミドゲル [stacking gel: 3% acrylamide, 

0.08% N,N-bis-methyleneacrylamide, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 0.05% 

N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) , 0.05% ammonium persulfate (APS), 

running gel : 8% acrylamide, 0.21% N,N-bis-methyleneacrylamide, 375 mM Tris-HCl (pH 

8.8), 0.1% SDS, 0.05% TEMED, 0.05% APS] にアプライし、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 

mM glycine, 0.1% SDS) 中で、電気泳動用精密安定電源 (Power PAC 3000、BIO-RAD

または Crosspower 1000、ATTO) を用いて 20 mA で約 90–150 分間泳動した。 

 

 

1-2-6. Western blotting を用いたタンパク質の発現解析 

 

電気泳動が終了したゲルにポリフッ化ビニリデン (polyvinylidene difluoride: PVDF)

膜を接着させ、転写 buffer (192 mM Tris, 25 mM glycine, 20% methanol) 中で、60 V で

2 時間転写した。転写終了後、PVDF膜を Ponceau S 液で染色した。その後、Tris buffered 

saline with tween 20 (TBS-T: 10 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.1% Tween20) で溶解した 5% 

skim milk を用い、室温にて 1 時間ブロッキングを行った。一次抗体及び二次抗体は



 

11 

 

5% skim milk で希釈した。一次抗体を 4℃で一晩または室温で 1 時間反応させ、二次

抗体を室温にて 1 時間反応させた。その後、イムノスター試薬または Amersham ECL 

Plus Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) により

生じた化学発光を western blot scanner C-digit (LI-COR, Lincoln, NE, USA) を用いて検

出、定量した。各操作の間は TBS-T で 3 回洗浄した。以下に一次抗体及び二次抗体

と希釈率を示した。なお、DGKδ (WB-1) 抗体は、千葉大学大学院理学研究科生体機

能化学研究室の坂根郁夫教授より供与していただいた。1 次抗体として用いた抗体は

以下の通り（括弧内は、品番および希釈倍率）。Rabbit anti-human DGKδ（WB-1, 10000

倍）、Mouse anti-β-actin（AC-15, 10000 倍）、Mouse anti-Cytochrome c（37BA11, 1000

倍）、Rabbit- anti-Lamin B1（PM064, MBL, 1000 倍）。2 次抗体として用いた抗体は、

以下の通り（括弧内は希釈倍率）。Goat anti-rabbit IgG, peroxidase conjugated（2000倍）、

Goat anti-mouse IgG, peroxidase conjugated（2000 倍）。 

 

 

1-2-7. 遺伝子発現解析 

 

RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用いて、単離したマウス膵島から total 

RNA を抽出した。RNA 抽出方法は、RNeasy Mini Kit のプロトコールに従った。抽出

した RNA は、極微量分光光度計 (NanoDrop 2000, Thermo Fisher Scientific, MA, 

USA) にて定量した。Real-time PCR 法を用いて、DGKδ mRNA の発現量を測定した。

Real-time PCR の測定機器は、ABI PRISM 7700 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems, MA, USA) を用いた。各測定には以下の試薬を用いた。2× QuantiTect Probe 

RT-PCR Master Mix (QIAGEN, Hilden, Germany) 5.0 µL、QuantiTect Probe RT-MIX 

(QIAGEN, Hilden, Germany) 0.1 µL、Target gene probe (Thermo Fisher Scientific, MA, 
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USA) 0.5 µL、Distilled water 2.4 µL を添加し、合計 8.0 µL とした。さらに、RNA 濃度

1 ng/µL に調製した total RNA を 2uL 添加し、Real-time PCR を実施した。内部標準と

して β-actin を選択した。TaqMan probe（Thermo Fisher Scientiic の製品番号を示した）

は、DGKδ (Mm00617404_m1)、β-actin (4352663)、Ccnb1 (Mm03053893_m1)、Ccnb2 

(Mm01171453_m1) 、 Ccna2 (Mm00438063_m1) 、 Foxm1 (Mm00514924_m1) 、 Irs2 

(Mm03038438_m1)、Ins2 (Mm00731585_m1) を用いた。また Real-time PCR の条件は以

下の通り。Step 1 は 50°C, 30 分間, 1 cycle。Step 2 は 95°C, 15 分間, 1 cycle。Step 3 は

94°C, 15 秒間, 40 cycles。Step 4 は 60°C, 1 分間とした。 

 

 

1-2-8. マウスからの膵臓摘出と膵島の単離 

 

  マウスを pentobarbital sodium (75 mg/kg, i.p.) で麻酔した後、開腹し、頸動脈の切開

または門脈からの全血採血により脱血死させ、摘出した膵臓を免疫染色用の試料とし

て用いた。膵島の単離及び選別は、Kaneko らの方法 26)および Kawasaki らの方法 27)

に従った。膵臓摘出時と同様にマウスを麻酔後、開腹し、総胆管にポリエチレンチュ

ーブ製カニューレを挿入し、頸動脈の切開または門脈からの全血採血により脱血死さ

せた。次に、総胆管の肝臓側をクレンメで止め、0.1% BSA と 2.8 mM glucose を含む

HEPES-buffered Krebs (HKB) 溶液 [129 mM NaCl、4.74 mM KCl、2.54 mM CaCl2･2H2O、

1.2 mM MgSO4･7H2O、1.18 mM KH2PO4、5 mM NaHCO3、10 mM HEPES (pH7.4)] に

collagenase (Sigma-Aldrich, MO, USA) を溶解した溶液をカニューレから注入した。

collagenase の濃度は 2.0 mg/mL とした。collagenase 溶液を注入後、膵臓を摘出し、37℃

の恒温槽を用いてインキュベーションし、消化した。消化は試験管中で 5～6 分間行

った。その後、HKB 溶液の添加により消化を止めた。この懸濁液をピペットで撹拌
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後、1 分 30 秒間静置し、上清を除去し、さらに HKB 溶液を添加して再懸濁した。上

清除去-再懸濁の操作を 2 回繰り返したのち、シャーレに移した。その後、実体顕微

鏡下で消化液中から膵島をマイクロピペットで採取した。動物実験は、「静岡県立大

学における動物実験に関する指針」に従い、運営委員会の承認を得て行った。 

 

 

1-2-9. DGKδノックダウンMIN6B細胞を用いたインスリン分泌

機能の評価 

 

 上項 (1-2-2) のように siRNA を遺伝子導入した MIN6B 細胞を 24 well plate に

1.1x10
5
/well (50 μL/well) で播種し、3 日間培養した後、インスリン分泌能を評価した。

インスリン分泌能評価に使用した buffer の組成は、 0.1% BSA を含む

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) -buffered Krebs (HKB) 溶液 

[129 mM NaCl, 4.74 mM KCl, 2.54 mM CaCl2･2H2O, 1.2 mM MgSO4･7H2O, 1.18 mM 

KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 10 mM HEPES (pH7.4)] とし、必要に応じて glucose を添加し

た。プレインキュベーション (2.8 mM glucose/HKB 1mL, 37℃, 1 時間) を行った後、

プレインキュベーション溶液を試験用溶液 (2.8mM, 11.1mM, 16.7mM glucose/HKB 

1mL) に交換して 1 時間インキュベーションし、上清を採取して上清に含まれるイン

スリン量を後述する方法 (1-2-11) により測定した。 

 

 

1-2-10. マウス膵島を用いたインスリン分泌機能の評価 

 

前項 (1-2-8) のように、マウスから単離した膵島を、大きさが均等になるよう 5 個
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ずつチューブに移し、プレインキュベーション (2.8 mM glucose/KHB 1 mL, 37℃, 1 時

間) を行った。その後、プレインキュベーション溶液を試験用溶液 (2.8 mM, 11.1 mM, 

16.7 mM glucose/KHB 1mL) に交換して 1 時間インキュベーションし、上清を回収し

た。上清 1 mL 中に含まれるインスリン（分泌インスリン量）を後述する方法 (1-2-11) 

により測定した。さらに、残った膵島を酸エタノール液 (11N HCl 7.5 mL, 95% ethanol 

370 mL) 500 μL 中でホモジナイズし、一晩 4℃でインスリンを抽出した。その後遠心 

(10000×g, 5 分間, 4℃) し、上清を回収した。酸エタノール液 500 μL に含まれるイン

スリン（抽出インスリン量）を測定した。分泌インスリン量と抽出インスリン量の和

を総インスリン量としてインスリン分泌量の補正に用いた。 

 

 

1-2-11. インスリン濃度の測定 

 

採取した試料中のインスリン濃度は、時間分解蛍光 (Time-Resolved Fluorescence:  

TRF) と蛍光共鳴エネルギー転移 (Fluorescence resonance energy transfer: FRET) を組

み合わせた HTRF insulin kit (SCETI MEDICAL LABO, Tokyo) により測定した。384 

well plate に 10 µL の insulin standard もしくはサンプルを添加し、5 µL の anti-insulin 

Ab-cryptateおよび 5 µLの anti-insulin Ab-XL665を添加し、plate mixerで 1分間混和し、

室温、遮光にて 2 時間静置した後、マルチプレートリーダー  (Envision 2014, 

PerkinElmer, MA, USA) を用いて、励起波長 620 nm、発光波長 665 nm にて蛍光を測定

した。インスリン濃度の換算は、HTRF insulin kit のプロトコールに従った。換算式を

以下に示した。 
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1-2-12. 膵 β 細胞特異的 DGKδ KO マウスの作出 

 

膵 β 細胞特異的 DGKδ KO (βDGKKO) マウスの作出は、Cre-loxP system により行

い、Rat insulin II promoter (RIP) 下流に組み換え酵素 Cre の配列を持つ RIP-Cre マウ

ス (The Jackson Laboratory, ME, USA) と標的配列 loxP で DGKを挟んだ DGKδ
flox/flox

マウスを用いた。DGKδ
flox/flox マウスは、千葉大学大学院理学研究科生体機能化学研

究室の坂根郁夫教授より供与していただいた。RIP-Cre マウスは繁殖能力が低いため、

RIP-Cre マウスと wild type のマウスの仔である RIP-Cre hetero マウス同士を交配し、

さらにその仔マウスについて homo、hetero、wild type の識別を行った。まず、各マ

ウスの尾および耳を試料とし、QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を

用いて試料から total DNA を抽出した。抽出した試料を用いて SYBR Premix Ex Taq 

(Perfect Real Time, Takara bio, Otsu) により Real-time PCR を行い、Apob を内部標準と

して Cre の定量を行った。 

Real-time PCR の プ ラ イ マ ー に 関 し て 、 RIP-Cre の Forword は 、

5’-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 、 Reverse は 、

5’-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTAC と し た 。 Apob の Forword は 、 5’- 

CACGTGGGCTCCAGCATT 、Reverse は 5’- TCACCAGTCATTTCTGCCTTTG とした。

Real-time PCR の条件については、Step 1 は 50℃, 2 分間、Step 2 は 95℃, 10 分間、Step 
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3 は 95℃, 15 秒間、Step 4 は 60℃, 1 分間 で行った。反応後定量を行い、RIP-Cre homo

マウスと比較して同程度 Cre を発現しているものを RIP-Cre homo マウス、半分程度

の発現のものを RIP-Cre heteroマウス、Creが全く存在しないものをwild typeとした。

ここで産まれた RIP-Cre homo マウスを DGKδ-loxP マウスと交配し、産まれた仔 

(βDGKδ hetero KO マウス) をさらに DGKδ-loxP マウスと交配して産まれた仔の中か

ら RIP-Cre/DGKδ
 flox/floxマウス (βDGKδ KO マウス) を識別した。 

 

 

1-2-13. DGK KO マウスの識別 

 

使用したマウスは離乳時に耳および指を切断することで、同ケージ内での識別を行

った。遺伝子型の識別は、PCR 法を用いた genotyping により行った。まず、各マウ

スの尾および耳を試料とし、QIAamp DNA mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany) を用い

て試料から total DNA を抽出した。抽出した試料を用いて Tks Gflex DNA Polymerase 

(Takara bio, Otsu) により PCR を行った。PCR の条件については、Step 1 は 94℃, 1 分

間、Step 2は 98℃, 10秒間、Step 3は 60℃, 15秒間、Step 4は 68℃, 40 cycles, 30秒間  (for 

RIP-Cre), 1 分間 (for DGK-loxP)、Step 5 は 68℃, 5 分間とした。RIP-Cre のプライマー

に つ い て は 、 Forword を 5’-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTATC 、

Reverse5’-GCGGTCTGGCAGTAAAAACTAC とした。DGK-loxP については、Forword

を 5’-TCCTACCTCTCTCTCCATTCCC 、 Reverse を

5’-AAGGTGTTGAATAATACTCTGTGAC とした。PCR 溶液のうち 10 μL をアガロー

スゲル電気泳動し、増幅の有無を確認した。試料に対し 0.2 倍量の gel loading buffer

を加え、gel redを含む 2%アガロースゲルにアプライし、Tris-Acetate-EDTA (TAE) buffer 

[40 mM Tris, 20 mM acetate, 2 mM EDTA-2Na (pH8.0)] 中で 100 V にて電気泳動を行っ
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た。電気泳動後のゲルは UV で照射し、泳動パターンを確認した。RIP-Cre および

DGK-loxP 配列が組み込まれているか否かを確認し、RIP-Cre/DGK
flox/flox マウスを

βDGKKO マウス、 RIP-Cre/DGK
flox/+ マウスを βDGK hetero KO マウス、

RIP-Cre/DGK
+/+

 マウスを control マウスとして識別を行った。 

 

 

1-2-14. 血糖値の測定 

 

 グルコース脱水素酵素を用いた酵素電極法による血糖測定システムを用いて、マウ

スの血糖値を測定した。尾の先端約 1 mm を外科バサミで切断し、流出した血液を血

糖測定システムに反応させた。血糖測定システムには  ライフチェック (GUNZE, 

Kyoto) を用い、採血後は傷口を乾綿で押さえ止血した。 

 

 

1-2-15. 経口糖負荷試験 (Oral glucose tolerance test: OGTT) 

 

 マウスを 20 時間絶食した後、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。上述 (1-2-14)の方法により、glucose 投与前（0 分）、30 分、

60 分、120 分後の血糖値を測定した。なお、糖負荷直後の血糖値測定には、ライフチ

ェック (GUNZE, Kyoto) を用いた。 

 

 

1-2-16. 血漿インスリン濃度の測定 
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動物は、20 時間絶食した 30 週齢のマウス、もしくは自由摂食下の 31 週齢のマウス

を用いた。マウスの尾の先端を切断してヘマトクリット管を用いて血液を 60 μL 回収

し、遠心（1000 x g , 15 分間, 4℃）した。上清を血漿サンプルとして回収した。回収

した各サンプルのインスリン濃度は、ELISA 法を用いた超高感度マウスインスリン測

定キット (Morinaga, Kanagawa) を用いて測定した。一次反応として、検体希釈液を

95 μL/well で分注し、あらかじめ用意した標準曲線用インスリン溶液または検体を

5μL/well で添加した。4℃で 2 時間静置して反応した後、洗浄として 300 μL/well の洗

浄液で 5 回洗浄した。二次反応として、酵素標識抗インスリン抗体溶液を 100 μL/well

で分注し、常温で 30 分静置して反応した後に、洗浄として 300 μL/well の洗浄液で 7

回洗浄した。酵素反応として、酵素基質溶液を 100 μL/well で分注し、遮光下常温で

40 分間静置して反応した。反応停止のために、反応停止液を 100 μL/well で添加した。

反応停止後 30分以内にプレートリーダーで各wellの 450/630 nmの吸光波長を測定し

た。濃度算出は、得られた吸光度より検体中のマウスインスリン濃度を算出した。 

 

 

1-2-17. 免疫染色 

 

Poly-L-lysine で予めコートした 35 mm glass base dish に 7–10x10
4
 cells/dish となるよ

うに MIN6B 細胞を播種し、2 日後に PBS で 3 回洗浄し、2% paraformaldehyde/PBS で

室温下、30 分間固定した。その後、0.1% Triton X-100/PBS で 60 分間処理した。 

マウス摘出膵臓の免疫染色では、採取した膵臓を 4% paraformaldehyde/PBS で 2 時

間固定し、10%、15%、20% sucrose/PBS 溶液中でそれぞれ 4 時間ずつ浸漬し、クリオ

モルドを型にして optimal cutting temperature (O.C.T.) compound (PBS:O.C.T. compound 

= 1:2) を用いて 1 時間室温にて包埋した。O.C.T. compound で包埋した膵臓を、クリ
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オモルドごと液体窒素で冷やしたステンレス皿の上で凍結し、-80℃で保存した。凍

結膵臓をクリオモルドから取り出し、クライオスタットを用いて約 5 μm の厚さで薄

切し、予め poly-L-lysine でコートしたスライドガラス上に切片を付着させ、30 分間乾

燥させた。 

固定後の MIN6B あるいは凍結薄切切片を、3% BSA/PBS で室温下、30 分間ブロッ

キングした後、各抗体を用いた免疫染色を行った。一次抗体は 1% BSA/PBS で希釈し

たものを用い、4℃で一晩または室温で 1 時間反応させた。次に、二次抗体は 1% 

BSA/PBS で希釈したものを用い、室温で 1 時間反応させた。核染色については、DAPI 

(4’,6-diamidino-2-phenylindole) 含有封入剤のフルオロキーパー (Nacalai tesque, Kyoto) 

を使用することで、もしくは二次抗体の希釈液に Hoechst33342 を 200 倍希釈になるよ

うに添加することで、核染色を行った。観察は、薄切切片では蛍光顕微鏡 (BX51, 

Olympus, Tokyo) を、MIN6B 細胞では共焦点レーザー顕微鏡 (LSM510, Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany) を用いて行った。以下に一次抗体及び二次抗体とそれぞれの希

釈率を括弧内に示した。一次抗体は、Rabbit anti-human DGKδ (250 倍)、Guinea pig 

anti-PDX-1 (200 倍)、Guinea pig anti-insulin (DAKO corporation, 100 倍)、Rabbit anti-Ki-67 

(D3B5, #12202, Cell signaling, 250 倍)を用いた。また二次抗体は、Donkey anti-rabbit,  

Alexa 488 conjugated (100 倍)、Goat anti-guinea pig, Alexa 546 conjugated (100 倍) を用い

た。 

 

 

1-2-18. DGKδ ノックダウン MIN6B 細胞を用いた細胞増殖能評

価 

 

 あらかじめDMEM培地90 μL/wellを添加した96 well plateに、上述 (1-2-2) の siRNA
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遺伝子導入 MIN6B 細胞を 10 μL/well で播種した。培養 2 日目に培地交換し、培養 3

日目に細胞増殖能を評価した。細胞増殖の評価には、[
3
H]-チミジン取込みアッセイの

代替法で、DNA 合成期に取込まれた BrdU の測定を原理とする細胞増殖 ELISA BrdU

化学発光キット (669915, Roche, Basel, Switzerland) を使用した。実験操作は、キット

のプロトコールに従って実施した。BrdU 濃度が 10 μM になるように BrdU 標準液 10 

μL/well を添加し、2 時間処置した。処置後、上清を完全に除去し、細胞増殖 ELISA BrdU

化学発光キットの固定液 Fix Denat を 200 μL/well 添加し 30 分間処置した。処置後、

上清を完全に除去し、100 倍希釈した細胞増殖 ELISA BrdU 化学発光キットのペルオ

キシダーゼ標識抗 BrdU 抗体を添加し、90 分間処置した。洗浄液 300 μL/well で 3 回

洗浄後、100 倍希釈した基質液を 100 μL/well 添加後 10 分以内に、秒間における化学

発光量をマルチプレートリーダー (ARVO, PerkinElmer, Massachusetts, USA) にて測定

した。 

 

 

1-2-19. マウス膵組織薄切切片を用いた膵 β細胞増殖および膵島

数の評価 

 

 上述 (1-2-17) の通り作製したマウス膵組織薄切切片の免疫染色標本（各個体につ

き 20–23切片）を用いて、膵 β細胞増殖および膵島の面積および数について評価した。

蛍光染色測定には、Cellomics Array Scan VTI system (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA) を用いた。Cellomics Array Scan にて画像を取得し、Cellomics View

あるいは iView にて画像解析を行った。Ki-67、insulin および DAPI 染色陽性領域の認

識には、Cellomics Array Scan の画像解析プロトコールの neural profile を使用した。ま

た膵 β 細胞増殖の指標は、Ki-67 陽性細胞数をインスリン陽性細胞数で除した数値を
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用いた。さらに Insulin 陽性領域を膵島として、その面積および数を計測した。 

 

 

1-2-20. 統計学的手法 

 

本文及び図中の結果は、平均値 (mean) ± 標準誤差 (SEM)（n = 例数）で示した。

2 群比較には t 検定を用い、3 群以上の比較には Tukey-Kramer 検定、あるいは Dunnet

検定を適用し、危険率 5 %未満 (p < 0.05) を有意差ありと判定した。 

 

 

1-2-21. 使用試薬 

･Acetic acid 

･Acrylamide-HG 

･Ammonium persulfate (APS) 

･Albumin, from bovine serum, fatty acid free (BSA) 

･Bromophenol blue (BPB) 

･Calcium chloride dihydrate 

･Disodium hydrogenphosphate 12-water 

･Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

･Glycerol 

･Glycine 

･Magnesium sulfate heptahydrate 

･Methanol 

･N,N,N’,N’-tetramethylethylenediamine (TEMED) 
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･Paraformaldehyde 

･Potassium chloride 

･Potassium dihydrogen phosphate 

･Sodium chloride 

･Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

･Sucrose 

･Tris (hydroxymethyl) aminomethane 

･2-[4-(2-hydroxyethyl)piperazin-1-yl]thanesulfonic acid (HEPES) 

･Polyoxyethylene (10) octylphenyl ether (Triton X-100)            (以上 WAKO, Osaka) 

･2-Mercaptoethanol 

･Aprotinin 

･Collagenase 

･Ethidium bromide 

･HEPES 

･Leupeptin 

･Poly-L-lysine 

･Ponceau S 

･Phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) 

･Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) 

･Sodium palmitate                             (以上 Sigma-Aldrich, MO, USA) 

･Penicillin G potassium (ペニシリン G カリウム) 

･Streptomycin sulfate (硫酸ストレプトマイシン)              (以上明治製菓, Tokyo) 

･Ethylenediaminete-N,N,N’,N’-traacetic acid, disodium salt, dihydrate (EDTA･2Na) 

･Hoechst 33342                             (以上 Dojindo Laboratories, Kumamoto) 
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･Agarose S                                                (Nippon gene, Tokyo) 

･Pentobarbital sodium (ソムノペンチル注射液)                    (共立製薬, Tokyo) 

･Sodium hydrogen carbonate                            (関東化学株式会社, Tokyo) 

･Bovine serum albumin fraction V (BSA)        (Roche Dignostics, Mannheim, Germany) 

･Fatal bovine serum (FBS)                           (Invitrogen, Carlsbad,CA, USA) 

･Trypan blue                                          (Nacalai tesque, inc, Kyoto) 

その他に使用した試薬は全て特級規格品とした。 
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1-3 実験結果 

 

1-3-1. マウス膵組織薄切切片を用いた免疫染色 

 

マウス膵 β 細胞での DGKδ の局在を調べる目的で、C57BL/6J マウスから摘出した

膵臓の凍結薄切切片を作成し、抗 DGKδ 抗体と抗インスリン抗体で二重染色を行った。

その結果、マウス膵島において、インスリン陽性細胞である膵 β 細胞は、DGKδ を発

現していることが確認された (Fig. 1. A–C) 。さらに DGKδ は細胞質と核の両方に発

現していたが、特に、核において高発現している可能性が考えられた (Fig. 1D)。 

 

 

 

 

 

Figure 1. Immunohistochemical localization of DGKδ and insulin in mice pancreatic 

islets. 

(A-D) Cryosections of mouse pancreas were immunostained with anti-DGKδ (A in green) and 

anti-insulin (B in red) antibodies. A coincidence of both fluorescences results in the 

appearance of yellow (C). (D) Enlarged frame from panel C. DGKδ in nuclei were indicated 

by arrows (D). 

 

 

1-3-2. MIN6B 細胞を用いた免疫染色 

 

A

100 m

B CDGK Insulin Merged

50 m

D
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さらに、マウス由来膵 β 細胞株である MIN6B 細胞における DGKδ の局在を調べる

ため、抗 DGKδ 抗体、抗 PDX-1 抗体および核染色試薬 Hoechst 33342 を用いた三重染

色で検討した。その結果、DGKδ は、主に核に局在することが知られている PDX-1

と類似した局在を示した。さらに Hoechst 33342 による核染色により、DGKδ の多く

は核に局在していることが確認された。つまり、MIN6B 細胞においても、マウス膵

島と同様に DGKδ は核において高発現していることが確認された。 

 

 

 

 

Figure. 2 Immunocytochemical localization of PDX-1 and DGKδ in MIN6B cells 

MIN6B cells were immunostained with anti-DGKδ (in red) and anti-PDX-1 (in green) 

antibodies, and stained with Hoechst 33342 (in blue). The third column from left shows the 

merged image of DGKδ and PDX-1 images. The right column (+Hoechst) shows overlay 

images of merged images and Hoechst 33342 staining images. Hoechst 33342 was used for 

detection of the nuclei. Bar = 50 μm. 

 

 

1-3-3. MIN6B 細胞の分画と DGKδ の局在検討 

 

 さらに MIN6B 細胞における DGKδ の局在を明確に示すために、Cell fractionation kit

を用いて細胞質画分、ミトコンドリア画分、核画分に分画し、抗 DGKδ 抗体を用いて

Western blotting を実施した。核画分には Lamin B1 を、ミトコンドリア画分には

cytchrome c を、細胞質画分には β-actin をそれぞれ陽性対照とした。その結果、免疫

DG  PDX - 1 Merged + Hoechst 



 

26 

 

染色の結果と一致して、DGKδ は主に核に局在することが確認された。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Expression of DGKδ in fractionated MIN6B cells. 

Expression of DGKδ protein in nuclear, mitochondrial, and cytosolic fractions of MIN6B 

cells was detected with anti-DGKδ, anti-Lamin B1 (for nucleus), anti-β-actin (for cytoplasm), 

and anti-cytochrome c antibodies (for mitochondria). The same amount of each protein extract 

was applied for western blotting (10 μg/lane). 

 

 

1-3-4. MIN6B 細胞への DGKδ siRNA 遺伝子導入 

 

 DGKδ の発現抑制による膵 β 細胞での機能を評価するために、MIN6B 細胞に DGKδ 

siRNA を遺伝子導入し、mRNA およびタンパク質レベルでの DGKδ のノックダウン

効率を確認した。その結果、DGKδ siRNA 導入により DGKδ mRNA 発現量は、約 90%

低下した (Fig. 4)。さらに、DGKδ タンパク質量も、mRNA と同様に発現が低下して

いることが確認された (Fig. 5)。以上の結果から、タンパク質レベルでの DGKδ 発現
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抑制が確認できたため、機能評価は可能と判断した。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 4. Expression of DGKδ mRNA in siRNA transfected MIN6B cells. 

DGKδ mRNA expression in siRNA transfected MIN6B was assessed by real-time PCR. 

β-Actin was used as an internal control. Values are mean ± SEM. *** P < 0.001, n = 3 

  

 

 

 

 

 

Figure 5. Expression of DGKδ protein in siRNA-transfected MIN6B cells. 

Knockdown of DGKδ was confirmed by Western blotting. The blot was probed with either 

anti-DGKδ (upper panel) or anti-β-actin (lower panel) antibodies. 

 

 

1-3-5. DGKδノックダウンMIN6B細胞を用いたインスリン分泌

機能の評価 
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 DGKδを発現抑制した膵 β細胞におけるインスリン分泌能を解析する目的で、DGKδ

ノックダウン MIN6B 細胞のグルコース応答性インスリン分泌 (glucose-stimulated 

insulin secretion) の機能を評価した。その結果、2.8 mM および 16.7 mM グルコースの

いずれの条件においても、DGKδ ノックダウンによるインスリン分泌量の変化は認め

なかった (Fig. 6)。そのため、DGKδ 発現抑制はグルコース応答性インスリン分泌能

に影響を与えないことが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6. Effects of knockdown of DGKδ on glucose-stimulated insulin secretion in 

MIN6B cells. 

Insulin secretion from control siRNA- (Cont) or DGKδ siRNA-transfected MIN6B cells 

(DGKδ) at 2.8 or 16.7 mM glucose was measured. Each column represents the mean ± SEM 

of 10–12 experiments. 

 

 

1-3-6. DGKδノックダウンMIN6B細胞を用いた細胞増殖能の評
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価 

  

DGKδ が主に核に局在することから、DGKδ が核内の DAG 代謝を通じて細胞周期

を調節することが考えられたため、DGKδ の発現が低下した膵 β 細胞における細胞増

殖能を解析する目的で、DGKδ ノックダウン MIN6B 細胞の BrdU の取り込み量を評価

した。その結果、DGKδ ノックダウンは、Control に比較して、有意な BrdU 取り込み

量の増加を認め、その増加量は約 20%であった (Fig. 7)。そのため、DGKδ の発現抑

制は、膵 β 細胞の増殖を亢進することが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7. Proliferation in DGKδ siRNA-transfected MIN6B cells. 

The proliferation in control siRNA- (Cont) or DGKδ siRNA-transfected MIN6B cells 

(DGKδ) was assessed by BrdU incorporation. Cells were cultured for 3 days in complete 

medium after siRNA transfection. BrdU was added during the final 2 h of the 3 

day-incubation period. Each column represents the mean ± SEM. *P < 0.05, n = 5 

 

 

1-3-7. βDGKδ KO マウスの識別 
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 Controlマウス、βDGKδ hetero KOマウスおよび βDGKδ KOマウスを識別するため、

各マウスからの抽出DNAを用いてPCR法による genotyping を行った。RIP-Cre配列、

DGKδ-loxP 配列の確認により、βDGKδ KO マウス、βDGKδ hetero KO マウスを識別し

た (Fig. 8)。 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 8. Expression of RIP-Cre and DGKδ-loxP in mouse. 

Expression of RIP-Cre (A) and DGKδ-loxP (B) DNA in mouse was assessed by PCR. 

 

 

1-3-8. 随時血糖値の測定 

 

 膵 β細胞特異的DGKδの欠損が随時血糖値に及ぼす影響を調べた。Controlマウス、

βDGKδ hetero KO マウス、βDGKδ KO マウスについて、それぞれ 9–21 週齢にわたっ

て、隔週で血糖値を測定した。その結果、βDGKδ KO マウスの血糖値は低値を推移す

ることが示された (Fig. 9)。 

 

  



 

31 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9. Changes in blood glucose level in control, βDGKδ hetero KO and βDGKδ KO 

mice.  

Blood glucose level of control (n = 8–19), βDGKδ hetero KO (n = 17–28) and βDGKδ KO 

mice (n = 8–11) was measured once every two weeks. Values are mean ± SEM from 

experiments. *P < 0.05, **P < 0.01 vs. control. 

 

 

1-3-9. 耐糖能の評価 

 

 膵 β 細胞特異的 DGKδ の欠損による形質変化を確認する目的で、耐糖能の指標と

して経口糖負荷試験 (Oral glucose tolerance test: OGTT) を行った。その結果、

βDGKδ KO マウスは糖負荷による血糖上昇が抑制されることが示された (Fig. 10)。 
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Figure 10. Changes in blood glucose level during oral glucose tolerance test (OGTT) in 

control, βDGKδ hetero KO, and βDGKδ KO mice.  

OGTT was performed after fasting for 20 hours in control, βDGKδ KO, and βDGKδ hetero 

KO mice at 20 week olds. Values are mean ± SEM from 9–12 experiments. *P < 0.05, **P < 

0.01 vs. corresponding control. 

 

 

1-3-10. 血漿インスリン濃度の測定 

 

膵 β 細胞の重要な機能の一つとして、血糖降下ホルモンであるインスリンの分泌が

挙げられる。膵 β 細胞の機能が障害されると、インスリン分泌量が減少し、血糖値が

低下しにくくなる。そこで膵 β 細胞機能の指標として、マウスの尾より採血した血漿

中のインスリン濃度を ELISA により測定した。その結果、βDGKδ KO マウスおよび

βDGKδ hetero KO マウスにおいて、contorol マウスに比較して、絶食負荷時におけ

る血漿インスリン濃度には違いが認められなかったが、自由摂食時における血漿イン

スリン濃度は有意に高値であった (Fig. 11)。 
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Figure 11. Changes in plasma insulin concentration in control, βDGKδ hetero KO, and 

βDGKδ KO mice. 

Plasma insulin concentration were measured in control (Cont; n = 17), βDGKδ hetero KO 

(Hetero; n = 8), and βDGKδ KO mice (KO; n = 10) at 30 (ad lib fed) and 31 (fasted) weeks. 

Values are mean ± SEM from 3–5 experiments.
 **P < 0.01 

 

 

1-3-11. マウス膵島を用いたインスリン分泌機能の評価 

 

 βDGKδ KO マウスにおいて、血中インスリン濃度の上昇が確認されたため、次に

膵島のインスリン分泌能への影響を確認するために、batch incubation 法を用いてグ

ルコース応答性インスリン分泌機能を評価した。1 時間のインキュベーション中に分

泌したインスリン量（分泌インスリン量）とインキュベーション後の膵島から抽出

したインスリン量（抽出インスリン量）を測定した。またインスリン分泌量と抽出
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インスリン量の和を総インスリン量として算出した。インスリン分泌能の指標は、

分泌インスリン量を総インスリン量で除した数値 (%)を用いた。グルコース応答性

を評価するために、グルコース濃度 2.8、11.1 および 16.7 mM の 3 条件で検討した。

その結果、いずれの条件においてもDGK KO マウス膵島におけるグルコース応答

性インスリン分泌能は、control との違いが認められなかった (Fig. 12)。 

  

 

 

 

 

 

Figure 12. Glucose-stimulated insulin secretion from isolated islets of control and 

βDGKδ KO mice. 

Insulin secretion from isolated islets of control (Cont) or βDGKδ KO mice (KO) at 2.8, 11.1, 

16.7 mM glucose for 1 hr was measured. Insulin section rate is corrected as a percentage of 

the total cellular insulin contents of islets. Values are mean ± SEM from 3–5 experiments. 

 

 

1-3-12. マウス膵組織薄切切片を用いた膵 β 細胞増殖評価 

 

  膵 β 細胞特異的 DGKδ の欠損による膵 β 細胞増殖への影響を評価する目的で、

DGK KO マウスの膵薄切切片を作成し、細胞増殖マーカーの Ki-67 およびインスリ
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ンの特異的抗体で染色した。また核染色は DAPI により実施した。インスリン陽性領

域にある核の数を膵 β 細胞数とした。細胞増殖の指標は、膵 β 細胞の Ki-67 陽性細胞

の割合を用いた。膵 β 細胞の Ki-67 陽性細胞の割合は、インスリン陽性かつ Ki-67 陽

性の細胞数を膵 β 細胞数で除することで算出した。さらに、膵臓の単位面積あたりの

膵島の数を算出した。また膵島の大きさを反映する指標として、各クライオセクショ

ンに存在するインスリン陽性領域中の核の数を計測した。その結果、DGK KO マウ

スの膵 β 細胞では、Ki-67 陽性細胞の割合が control に比較して有意ではないものの増

加傾向を示した (Fig. 13)。一方、DGK KO マウスの膵臓では、膵島の有意な増加が

認められた (Fig. 14A)。特に、薄切切片上での核の数が 20 未満の小型の膵島数の増加

が顕著であり、クライオセクションにおいて核の数が 20 個以下の膵島の数はDGK 

KO マウスで有意に多かった (Fig. 14B)。これらの結果から、DGK KO マウスでは、

膵細胞の増殖亢進により小型の膵島の数が増加することが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13. Proliferation rates of pancreatic β cells in control and βDGKδ KO mice. 

The proliferation rate of β cells was estimated as the percentage of insulin and Ki-67 

double-positive cells in total insulin cells in pancreas cryosections of control (Cont) and 

βDGKδ KO mice (KO). Values are mean ± SEM from 3 experiments. 
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  A    B 

 

Figure 14. Numbers and size of pancreatic islets in control and βDGKδ KO mice. 

A: the number of islets (insulin positive) per unit area in pancreas cryosections of control 

(Cont) and βDGKδ KO mice (KO) was calculated. B: A histogram was created for the 

number of nuclei in insulin positive area in pancreas cryosections of control (Cont) and 

βDGKδ KO mice (KO). Values are mean ± SEM from 3 experiments.
 **P < 0.01 

 

 

1-3-13. βDGKδ KO マウスの遺伝子発現解析 

 

膵 β 細胞特異的 DGKδ の欠損による膵島数の増加および膵 β 細胞増殖傾向が確認

されたため、膵島での遺伝子発現変化を確認する目的で、Real-time PCR 法を用いた

遺伝子発現解析を行った。その結果、DGK KO マウスの膵 β 細胞では、細胞周期促

進因子 cylin B1 の発現上昇傾向が確認された (Fig. 15)。一方、cyclin B2 を含む他の細
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胞周期関連遺伝子の発現に変化は認められなった。また、insulin receptor substrate 2 

(IRS2) の発現変化も認められなかった。これらのことから、DGK KO マウスの膵 β

細胞では、細胞周期促進因子の発現誘導を介した細胞増殖が亢進していると考えられ

た。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15. Gene expression profile in βDGKδ KO mice 

Relative expression level of genes in islets of control (Cont; n = 5), βDGKδ hetero KO 

(Hetero; n = 3) and βDGKδ KO mice (KO; n = 3) were measured by real-time PCR. β-Actin 

was used as an internal control. Values are mean ± SEM from 3–5 experiments. 
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1-4 考察 

 

これまで膵 β 細胞における DGKδ に関する報告はなく、DGKδ の局在、機能は不明

であった。本研究では、まずマウス膵 β 細胞および MIN6B 細胞における検討により、

DGKδ が主に膵 β 細胞の核に存在していることを示した。そこで次に、膵 β 細胞にお

ける DGKδ の機能を解明するために、マウス膵 β 細胞株 MIN6B 細胞を用いて DGKδ

のノックダウンを行った。DGKδ のノックダウンは、インスリン分泌能には影響を与

えなかったが、細胞増殖を亢進した。さらに、βDGKδ KO マウスを作出し、糖代謝パ

ラメーターに対する影響を確認した結果、随時血糖が低値を推移し、血中インスリン

値が高値を示すことを見出した。しかし、摘出膵島のインスリン分泌能には変化が認

められなかったが、膵臓の免疫染色の画像解析により、膵 β 細胞の増殖傾向および小

型の膵島数の増加を確認した。さらに膵島における遺伝子発現変化を検討した結果、

細胞周期促進因子の cylin B1 の増加傾向が示された。これらの結果から、DGKδ は、

膵 β 細胞において細胞増殖を抑制する因子であることが示唆された。 

DGK は、DAG を PA に代謝する酵素であるが、生体における機能は多様であり、

細胞成長、神経伝達、細胞骨格に関連している 20)。また癌や心不全、糖尿病などの病

態との関連も報告されているが、その機能は余り解明されていない 28)。DGK はアイ

ソフォームによって発現組織が異なり、例えば DGKα は胸腺･脾臓など免疫系の組織

に多く 29)、DGKβ, γ, η, θ, ζ は脳に多いこと 30), 31)が報告されている。 

DGK のアイソフォームの 1 つである DGKδ は、糖尿病との関連性の深いアイソフ

ォームであり、DGKδ と糖尿病病態に関する興味深い報告がなされている。まず、ラ

ット筋芽細胞株である L6 細胞を高濃度グルコースで短期処置すると、DGKδ は細胞

質から細胞膜へ移行し、グルコース誘発 GLUT4 トランスロケーションを阻害する

PKCα の活性を抑制することが報告されている 25)。一方で、初代培養ヒト筋管細胞を
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高濃度グルコースで長期処置すると、DGKδ発現量が低下することが示唆されている。

さらに、DGKδ ハプロ不全マウスではインスリン抵抗性が惹起され、糖尿病モデル

Goto Kakizaki (GK) ラットや 2 型糖尿病患者の骨格筋では DGKδ の発現量の低下が認

められていることから、DGKδ の発現低下の原因として慢性的な高濃度グルコース曝

露が示唆されている 24)。また、インスリン抵抗性を示す齧歯類やヒトの骨格筋におい

て、細胞内 DAG レベルの上昇が報告されており 32), 33)、高濃度グルコース曝露による

DGKδ の発現減少が DAG 蓄積を亢進させる可能性がある。蓄積した DAG は、PKC

の過剰な活性化やその他の因子を介してインスリン分泌減少や細胞機能障害を引き

起こすと考えられており 8, 30, 34)、糖尿病病態における細胞質でのDGKδの発現減少は、

DAG 蓄積をさらに亢進させ、細胞障害に関与する可能性がある。しかし、これらの

報告は細胞質に存在する DGKδ の機能に関する報告であり、核内の DGKδ の機能につ

いては報告がない。 

ヒトの DGKδ には、DGKδ1、DGKδ2 の 2 つのスプライシングバリアントが報告さ

れている。このうち DGKδ2 は脳や心臓、膵臓、骨格筋を含む全身の組織に発現が認

められ、特に精巣や末梢血白血球において発現が高い 35)。DGKδ1 は、子宮とわずか

に脾臓に発現が認められるだけである 35)。ヒト膵臓において DGKδ の発現が確認され

ているが、膵島あるいは膵 β 細胞レベルでの発現は報告されていない。本研究におい

て、マウス膵 β 細胞および MIN6B 細胞において DGKδ の mRNA レベルおよびタンパ

ク質レベルでの発現が確認された。また、免疫染色による検討および MIN6B 細胞の

分画を用いた western blotting の検討から、膵 β 細胞において DGKδ は細胞質と核に存

在するが、特に核に高発現していることが明らかとなった。DGK の細胞内局在はア

イソフォームにより異なり、核内に存在するアイソフォームとしては DGKα, ζ, θ が報

告されている 36), 37)。DGKα に関しては、siRNA を用いたノックダウンの検討により、

内皮細胞において血管内皮増殖因子-A 誘発の増殖応答に Src 依存性の DGKα 活性化
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が重要であることが報告されている 38)。また、DGKζ に関しても、DGKζ の過剰発現

により細胞周期の進行が抑制されること、また、DGKζ の kinase-dead 変異体や核移行

シグナル変異体の導入により G0/G1期の細胞が蓄積することが報告されている 39)。こ

うした DGK ファミリーの報告から、膵 β 細胞の核に局在する DGKδ が膵 β 細胞の増

殖に関与する可能性を考えた。 

膵 β 細胞の増殖は、高脂肪食負荷や妊娠期の metabolic demand に応じた代償性過形

成時や膵切除後に起こることが知られている。正常マウスに高脂肪食を負荷すると膵

β 細胞の代償性過形成が起こるが、IRS2 KO マウスでは、高脂肪食負荷による膵 β 細

胞の代償性過形成が起こらない 40)。そのため、膵 β 細胞の増殖メカニズムとしては、

代償性過形成にみられる IRS2 を介した経路が広く知られてきた 41)。高脂肪食負荷に

より末梢組織においてインスリン抵抗性が惹起されることで、インスリン需要が増大

し、代償的な膵 β 細胞の機能亢進が誘導され、インスリン分泌能の増大および細胞増

殖が促進されると考えられている。しかし、最近、IRS2 KO マウスにおいても、膵部

分切除により膵 β細胞が増殖することが報告された 42)。すなわち、膵 β細胞増殖には、

古典的な IRS2 依存的なメカニズムだけでなく、新たな経路として IRS2 非依存的なメ

カニズムの存在が示され、膵 β 細胞増殖を作用機序とする新たな糖尿病治療ターゲッ

トとしての可能性が考えられた。 

膵 β 細胞の増殖の分子メカニズムについては不明な点が多いが、いくつか報告され

ている。細胞周期調節因子の cylin D1/D2および CDK4は β細胞増殖を促進する 43-45)。

また E2F1/2 のような細胞周期関連転写因子は、膵 β 細胞の増殖に必須である 44), 46)。

一方、p15Ink4b、p18Ink4c、p27Kip1 といった細胞周期阻害因子は、膵 β 細胞の増殖

を抑制する 47-49)。また、膵 β 細胞の増殖を調節する遺伝子として NFAT、Menin、p53、

Rb、Irs2 などが報告されている 40, 50-53)。最近、膵部分切除した IRS2 KO マウスにおい

て膵 β 細胞が増殖することが報告され、遺伝子発現解析により cyclin B1 を含む細胞
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周期促進因子群の発現上昇が明らかとなり、新たな膵 β 細胞の増殖メカニズムに注目

が集まっている 42)。なかでも cyclin B1 は、Cdk1 と複合体を形成し M 期に核移行す

ることが知られている 54)。cyclin B1 の核移行のメカニズムはリン酸化によって調節さ

れており、PKC などのキナーゼとの相互作用が想定される。本研究において、βDGKδ 

KO マウスの免疫染色の検討により膵 β 細胞が増殖傾向にあり、小型の膵島の数が増

加していることが確認された。さらに βDGKδ KO マウス膵島では、cyclin B1 の発現

が上昇傾向を示したことから、βDGKδ KO マウスの膵 β 細胞では、細胞周期促進因子

の発現上昇を介して細胞増殖が亢進していることが示唆された。 

一方、核内 DAG と細胞増殖の関係については、盛んに研究されている。

platelet-derived growth factor (PDGF)、insulin-like growth factor-1 (IGF-1) のような細胞

増 殖 因 子 の 刺 激 に よ り 、 mitogen-activated protein kinase kinase (MEK) - 

extracellular-signal-regulated kinase (ERK) 経路を介して核内の phosphoinositide 

phospholipase C (PI-PLC) β1が活性化されると、核におけるDAG産生が亢進し、PKCβII

などの PKC が核移行し、核膜の分解が誘導され、細胞増殖が促進すると考えられて

いる 55)。また核内 DAG と細胞周期との関係については、G2/M 期において核内

PI-PLCβ1 の活性化と PKC の核移行が観察されるが、同時に核内 DAG 濃度が上昇す

ることが知られている 55)。最近、核内 DAG と PKCα 核移行を介した新たな増殖メカ

ニズムが提唱された。この報告で用いられた細胞は膵 β 細胞ではないが、細胞増殖シ

グナルにより核内 DAG が上昇し、PKCα の核移行と cyclin B1 発現上昇を介して、

mitosisが促進することで細胞周期が進行することが示された 56)。膵β細胞においても、

同様な機序により核内 DAG 増加が細胞増殖を誘導するのかもしれない。本研究によ

り DGKδ は膵 β 細胞の核に局在することが示されたことから、DGKδ は核内 DAG の

代謝に関与することが考えられる。さらに、in vitro および in vivo における DGKδ の

発現抑制により、膵 β 細胞が増殖することが示されたことから、DGKδ は核内 DAG
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を代謝することで細胞増殖を抑制性に調節していると考えられた。 

膵 β 細胞の増殖は、既存の膵 β 細胞から複製される replication、未分化細胞から分

化誘導によって引き起こされる neogenesis、あるいは α 細胞など膵 β 細胞以外の細胞

からの transdifferentiation によって引き起こされると考えられるが、一般にマウス膵 β

細胞の増殖は、replication が主体であることが報告されている 57-59)。しかし、胎生期

以降の膵 β 細胞の replication は非常に少なく、齧歯類では分裂細胞の割合は 0.5%以下

と報告されており 60)、ヒトでも同様に少ない 59)。一方、妊娠期のように metabolic 

demandが高まると膵 β細胞の replicationが起こる 61), 62)。こうした代償性過形成では、

大型の膵島が増加する。一方、βDGKδ KO マウスの膵臓では、小型の膵島数が増加し

ていた。さらに、βDGKδ KO マウスの膵臓では、IRS2 の発現に変化が認められなか

った。以上より、βDGKδ KO マウスの膵 β 細胞の増殖は neogenesis による可能性が考

えられた。 

βDGKδ KO マウスでは、小型の膵島が有意に増加していることが確認された。一方、

摘出膵島を用いたインスリン分泌能の評価では βDGKδ KO マウスは control マウスに

比較して明確な差は認めないことから、βDGKδ KO マウスでは、膵島が増加すること

により、血中インスリン値が高値を示すと考えられた。 

  本研究では、DAG の代謝経路として DGK に焦点を当てて検討を行ったが、生体内

において DAG は DGK だけでなく、DAG acyltransferase (DGAT) や DAG lipase によ

っても代謝され、量的な調節を受けている。DGAT に関しては、以前から、糖脂肪毒

性条件下の膵 β 細胞において、DGAT が DAG を triacylglycerol (TAG) に変換すること

で細胞内にTAGを蓄積させ、毒性を示すのではないかという報告がなされてきた 63-65)

しかし近年では、DGAT が DAG を TAG に変換することで、むしろ膵 β 細胞保護的に

機能しているのではないかという報告もあり 66)、その機能については議論の余地があ
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るが、細胞増殖に関する報告はない。一方、DAG lipase については、膵 β 細胞機能障

害や細胞増殖についての報告はほとんどなく、今後の検討が待たれる。 

2 型糖尿病は、インスリン抵抗性とインスリン分泌不全により、インスリン作用不

足が生じ、食後高血糖から慢性的な高血糖へと進展していく病態である。インスリン

分泌不全の原因としては、インスリン分泌の低下と膵 β 細胞量の減少が考えられる。

現行の 2 型糖尿病治療体系は、3 種類に大別され、1) インスリン抵抗性改善薬 

(Biguanides, Thiazolidinedione)、2) インスリン分泌促進薬  (Sulfonylureas, Glinides, 

DPP-4 inhibitors, GLP-1 anglogs)、3) グルコース（再）吸収阻害薬  (α–glucosidase 

inhibitors, SGLT2 inhibitors) があるが、膵 β 細胞を標的とした薬剤はインスリン分泌促

進薬だけであり、膵 β 細胞量の減少を抑制する薬剤はない。本研究により、βDGKδ KO

マウスでは膵 β 細胞の増殖促進が示唆されたことから、新たな治療ターゲットの可能

性が示唆された。 
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第 2 章 過酸化水素によって誘導される膵β細胞アポトーシス

における初期 Ca
2+応答の重要性 

 

2-1 序論 

 

 1 型・2 型糖尿病は、病態の発症原因は異なるが、進行的な膵細胞の機能障害を共

通の特徴としている 67)。この膵細胞の機能障害の原因の一つとして、膵細胞のアポ

トーシスが挙げられる 67, 68)。膵細胞のアポトーシスは、1 型糖尿病においては、膵

島へ浸潤したリンパ球やマクロファージにより産生される炎症性サイトカインや活

性酸素種 (ROS) により誘導される 69)。一方、2 型糖尿病における膵細胞のアポトー

シスは、早期よりインスリン分泌能に影響する要因の一つと考えられており 67, 68)、そ

の誘導には ROS が中心的な役割を担っている。2 型糖尿病病態下では膵細胞におい

て ROS の産生が認められることや 70)、膵細胞株である INS-1 細胞 71)、MIN6N8a 細

胞 72)および RINm5F 細胞 34)において ROS がアポトーシスを誘導することが報告され

ている。これらの報告より、膵細胞における酸化ストレスは、アポトーシスの誘導

を介して機能低下を引き起こすと考えられ、その作用機序を解明することは、膵細

胞機能保護による糖尿病治療や予防方法の開発に繋がることが期待される。 

 膵細胞の特徴として、他の細胞に比べ酸化ストレスに対して脆弱であることが知

られている 3), 73)。糖尿病病態下で膵細胞のアポトーシスを誘導する主な因子として

酸化ストレスと ER ストレスが挙げられ 67)、酸化ストレスにおいては、ROS（過酸化

水素 H2O2, スーパーオキシドアニオン O
2-

, ヒドロキシラジカル OH・）が中心的な

役割を担っている。この ROS の中でも反応性の高い O
2-は、スーパーオキシドジスム

ターゼにより反応性の低い H2O2に変えられ、H2O2分解酵素であるカタラーゼやグル

タチオンペルオキシターゼによってさらに酸素と水に分解される。ラット膵細胞で
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は、H2O2分解酵素であるカタラーゼやグルタチオンペルオキシターゼの発現が肝細胞

よりも 20 倍低いことが示されており 3)、他の細胞に比べ酸化ストレスに対する感受

性が高いと考えられている。本研究で用いたラット膵細胞株である INS-1D 細胞は、

初代培養膵島とカタラーゼの発現が同程度であり、他細胞よりも H2O2 分解酵素の発

現が低い 73)。このことから、INS-1D 細胞における酸化ストレスに関する研究成果は

インタクトな膵細胞にも応用できる可能性が高いと考えられる。さらに、蓄積した

H2O2は、nuclear factor-B (NF-B)、c-Jun N-terminal kinase (JNK) などのストレス応答

因子を活性化し、ストレス応答シグナル経路を介して細胞死を引き起こすことが示唆

されている 74)。 

 これまでの当研究室での検討により、膵細胞株である INS-1D 細胞における H2O2

誘導アポトーシスには30分以内の初期のCa
2+応答が重要であることが示唆された 75)。

この結論は以下の結果から導かれた。 1) 細胞内 Ca
2+ キレーターである

1,2-bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid-acetoxymethyl ester 

(BAPTA/AM)、inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) 受容体およびストア作動性チャネル 

(store-operated channels: SOCs) を 含 む カ チ オ ン チ ャ ネ ル を 阻 害 す る

2-aminoethoxydiphenylborate (2-APB)、IP3受容体阻害剤の xestospongin D は、H2O2によ

り誘導されるアポトーシスを完全に抑制した。2) 2-APB および SOCs を含むカチオン

チャネルを阻害するGd
3+はH2O2による 2相性の細胞内 Ca

2+
 ([Ca

2+
]c) 上昇反応を抑制

した。3) 2-APB 処置のタイミングを H2O2添加 30 分後にすると、H2O2による[Ca
2+

]c

上昇反応に対する 2-APB の抑制効果は消失し、また H2O2誘導アポトーシスに対する

2-APB の抑制効果は著しく減弱した。本報告では、H2O2によるこの初期の[Ca
2+

]c上昇

応答とアポトーシス誘導との関係をさらに詳細に検討することを目的とした。 
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2-2 実験材料および実験方法 

 

2-2-1. 膵 β 細胞株 INS-1D 細胞の培養 

 

ラット由来膵β細胞株である INS-1D 細胞は、大分大学大学院医学系研究科薬理

学教室の仁木一郎先生から、分株して頂いたものを用いた。実験には、18–36 代

目の細胞株を使用した。INS-1D 細胞は INS-1 complete medium [10 mM HEPES,  10% 

FBS , 100 U/mL penicillin G, 100 g/mL streptomycin, 1 mM sodium pyruvate, 50 μM 

2-mercaptoethanol を添加した RPMI 1640 medium] を用いて、37℃、5% CO2インキュ

ベーターで培養した。使用した FBS は、事前に 56℃ 、30 分間インキュベートする

ことで非働化処理を行った。培地交換は 2–3 日毎に行い、継代は 5–7 日毎に行った。

継代は 0.025% trypsin/EDTA 溶液を 37℃、4 分間作用させることで細胞をディッシュ

から剥離し、5–6 倍希釈になるよう 90 mm dish に播種することで行った。 

 

 

2-2-2. ミトコンドリア内 Ca
2+濃度 ([Ca

2+
]m)の測定 

 

 [Ca
2+

]mの測定には、Ca
2+ 蛍光指示薬である rhod 2 を使用した画像解析により行っ

た。ミトコンドリアへの集積性を高めるため、細胞へ負荷する直前に rhod 

2/acetoxymethyl (AM) を NaBH4の添加により還元して dihydro-rhod 2/AM とした。緩

衝液には、HEPES-buffered Krebs (HKB: 129 mM NaCl, 4.75 mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 

2.54 mM CaCl2, 1.18 mM KH2PO4, 10 mM HEPES, 5 mM NaHCO3, 2.8 mM glucose, 0.1% 

bovine serum albumin (BSA) ; NaOH で pH 7.4 に調整) を用いた。カバーグラス上に播
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種した INS-1D 細胞を 2 M dihydro-rhod 2/AM および界面活性剤である 0.03% 

cremophor EL を含む HKB 溶液中に浸漬し、37℃で 2 時間インキュベーションした。

その後、カバーグラスを倒立顕微鏡 (Diaphoto TMD300, Nikon, Tokyo) のステージ上

にセットした温度制御付き恒温チャンバー (SC-20&TC-11, JASCO, Tokyo) に装着し

た。そして、37℃に保温されたチャンバー内を、ペリスタポンプを利用して流速 1 

mL/min で予め 37℃に温めた HKB 溶液で灌流した。 

[Ca
2+

]mの画像解析には、AQUACOSMOSシステム (Hamamatsu photonics, Shizuoka) を

用いた。100 W のキセノンランプを光源として、rhod 2 を導入した INS-1D 細胞に 540 

nm の励起光を 8 秒間隔で 20 倍の蛍光対物レンズ (XPS-100, Nikon, Tokyo) を通して照射

し、580 nm で蛍光画像を取得した。また、蛍光強度による擬似カラーイメージをコン

ピュータに記録した。この蛍光強度を[Ca
2+

]mの変化の指標として用いた。蛍光強度が

安定した時点で測定を開始した（0 time）、120 分間以内に測定を終了した。試薬は潅

流用の HKB 溶液に添加された。 

 

 

2-2-3. SDS-PAGE を用いたタンパク質分離 

 

100 M H2O2を 18 時間処置した INS-1D 細胞を、0.25%トリプシン溶液を用いて回

収し、遠心（200 x g, 4℃, 15 分間）を行った。その後、Cell fractionation kit standard 

(ab109719, abcam, Cambridge, UK) を用いて、細胞質画分とミトコンドリア画分に分画

した。分画方法は、メーカープロトコールに従った。サンプル用の試料は、さらに

loading buffer で 2 倍希釈し、5 分間煮沸した後、-20℃で保存した。 

タンパク質濃度測定は、BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, IL, USA)

を用いた。BCA
 
Protein Assay Kit の BSA 溶液 (2.0 mg/mL) は Cell fractionation kit の
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Buffer A で 1, 2, 4, 8, 16 倍に希釈し用いた。回収した試料は、試料、標準液ともに 10 

μL ずつエッペンドルフチューブに分注した。それに BCA
 
Protein Assay Kit の A 液と

B 液の混合液 (A:B= 50:1) を 200 μL ずつ添加し、37℃、5% CO2インキュベーター内

で 30 分間インキュベートした。室温に戻した後、96 well plate に 150 μL ずつ分注し、

マイクロプレートリーダーを用い、550 nm で吸光度を測定し、試料中のタンパク質

濃度を求めた。 

泳動前に、試料を 5 分間煮沸し、タンパク定量の結果に基づき、タンパク質含量が

等しくなるように試料を 4–20% ミニプロティアン TGX プレキャストゲルにアプラ

イし、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) 中で、電気泳動用精密安定

電源 (パワーパック Universal, BIO-RAD, CA, USA) を用いて 200 V で約 25 分間泳動

した。 

 

 

2-2-4. Western blotting によるシトクロム c 解析 

 

電気泳動が終了したゲルに PVDF膜 (トランスブロット Turbo ミニ PVDF 転写パ

ック, BIO-RAD, CA, USA) を接着させ、セミドライおよび高速ブロッティングシステ

ム (トランスブロット Turbo, BIO-RAD, CA, USA) で、7 分間転写した。以降の操作

は全て、SNAPid システム (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) を用いて行った。TBS-T 

(10 mM Tris, 137 mM NaCl, 0.1% Tween) で 20 倍に希釈した Blocking One (Nacalai 

Tesque, Kyoto) を用い、室温にて 20 秒間ブロッキングを行った。一次抗体、二次抗体

ともに室温で 10 分間反応させた。一次抗体には、anti-cytochrome c antibody あるいは

anti β-tubulin antibody を Can Get Signal solution 1 (NKB-201, TOYOBO, Osaka) により

1000 倍希釈したものを用い、二次抗体には horseradish peroxidase-conjugated goat 
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anti-mouse IgG あるいは horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG を Can Get 

Signal solution 2 (NKB-301, Toyobo, Osaka) でそれぞれ 800 倍、1000 倍に希釈したもの

を用いた。洗浄は全て TBS-T を用いて行った。シグナルは SuperSignal West Femto 

Maximum Sensitivity Substrate (34094, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) と Imaging 

Quant LAS4000 (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) による画像処理を用いて検出した。

シグナル強度は MultiGauge software (Fujifilm, Tokyo) を用いて定量化した。シトクロ

ム c の漏出をアポトーシスの指標とした。 

 

 

2-2-5. 生細胞数の測定 

 

 INS-1D 細胞に 100 M H2O2を処置することでアポトーシスを誘導させ、H2O2添加

18 時間後に生細胞数を測定した。生細胞数の測定には、ミトコンドリア脱水素酵素活

性測定を測定原理とする 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) アッセイ試薬の Cell Counting Kit-8 溶液 (CK04, Dojindo, Tokyo) を使用し、各

well に 10 L ずつ添加した。37℃、5% CO2インキュベーター内で 2 時間呈色反応を

行った後、マイクロプレートリーダー (Envision, PerkinElmer, MA, USA) を用い、450 

nm の吸光度を測定した（参照波長：615 nm）。 

 

 

2-2-6. 使用試薬 

 

 N-2-Hydroxyethyl piperazine-N’-2-ethanesulfonic acid (HEPES) 

  Poly-L-lysine 
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Fura PE-3/AM 

Trypsin 

2-Mercaptoethanol             (以上 Sigma-Aldrich, MO, USA) 

RPMI-1640 

Sodium pyruvate 

過酸化水素 (H2O2)            (以上 WAKO, Osaka) 

 Fatal bovine serum (FBS)                    (Gibco, CA, USA) 

Bovine serum albumin (BSA)                           (Roche, Basel, Switzerland) 

  Penicillin G potassium 

Streptomycin sulphate          (以上 Meiji Seika, Tokyo) 

 Cremophor EL          (nacalai tesque inc, Kyoto) 

 Ru360       

2-aminoethoxydiphenoxylborate (2-APB)     (以上 Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 

また、上記以外の試薬はすべて特級規格品を使用した。 

 

 

2-2-7. 統計学的解析 

 

 データは、平均値 (mean)  標準誤差 (SEM)、実験例数は n で示した。2 群の比較

には t 検定を、3 群以上の比較には Dunnet の検定を適用し、危険率 5 %未満 (p < 0.05) 

を有意差ありと判定した。 
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2-3 実験結果 

 

2-3-1. H2O2誘導[Ca
2+

]m上昇反応に対する2-APBの時間依存的効

果 

 

当研究室の以前の検討により、INS-1D 細胞における H2O2によるアポトーシス誘導

には、刺激 30 分以内の初期の[Ca
2+

]c 上昇反応が重要であることが示されている。そ

こで、[Ca
2+

]c上昇からアポトーシス誘導に至る過程として考えられる[Ca
2+

]mに対する

H2O2の作用を調べた。H2O2 (100 μM) の接触により、持続的な[Ca
2+

]m上昇反応が惹起

された (Fig. 16A)。2-APB (100 μM) を H2O2と同時に接触すると、H2O2により誘発さ

れた[Ca
2+

]m上昇反応は有意に抑制された (Figs. 16B, 16D)。しかし、H2O2接触 30 分後

に 2-APBを接触した場合には、[Ca
2+

]m上昇の抑制効果は認められなかった (Figs. 16C, 

16D)。なお、各実験の終わりに、ミトコンドリア脱共役剤である FCCP および ATP

合成酵素阻害薬である oligomycin の接触により蛍光強度が減少することを観察する

ことで、蛍光強度の変化が[Ca
2+

]mの変化を反映していることを確認した (Figs. 16E)。 
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Figure 16. Time-dependent effect of 2-APB on H2O2-induced [Ca
2+

]m elevation.  

Changes in [Ca
2+

]m after the addition of H2O2 (100 μM) in INS-1D cells loaded with 

dihydro-rhod 2 (A–C). 2-APB (10 μM) was added simultaneously with H2O2 (B) or 30 min 

after the addition of H2O2 (C). Vertical bars represent the SEM. The effect of 2-APB on the 

H2O2-induced [Ca
2+

]m elevation was assessed by measuring the relative changes in [Ca
2+

]m at 

80 min (D). Representative data of the FCCP plus oligomycin-exposed fluorescence change in 

order to confirm a fluorescence change shows an exact [Ca
2+

]m (E). The values were 

normalized to the averaged value of [Ca
2+

]m at 80 min. The bar graphs show the mean ± SEM 

of 12–29 cells from three experiments. ***P < 0.001. 

 

 

2-3-2. H2O2誘導シトクロム c漏出に対する 2-APB の時間依存的

効果 

 

 顕微鏡下で INS-1D 細胞を観察したところ、H2O2 (100 M) 接触により 18 時間後の

生細胞数は顕著に減少していた。しかし、2-APB (100 M) の同時接触において生細

胞数の減少は抑制された (Fig. 17A)。一方、2-APB の 30 分後接触においては、生細胞

数の減少抑制効果はほとんど認められなかった。そこで、2-APB によるアポトーシス

の抑制効果について、ミトコンドリアからのシトクロム c の漏出を指標として検討し
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た。その結果、細胞質分画において H2O2によるシトクロム c の漏出は 2-APB 同時接

触により抑制された (Fig. 17B)。一方、2-APB の 30 分後接触では、漏出抑制効果は認

められず、むしろ漏出増加傾向を示した (Fig. 17B)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17. Time-dependent effect of 2-APB on H2O2-induced cytochrome c release.  

Typical images of INS-1D cells after exposure without (a) and with H2O2 (100 μM; b–d) for 

18 h (A). 2-APB (100 μM) was added simultaneously with H2O2 (c) or 30 min after the 

addition of H2O2 (d). Cytochrome c release in the cells shown in panel A was analyzed by 

western blotting with an anti-cytochrome c antibody (B). Similar results were obtained in 

three independent experiments. 

 

 

2-3-3. H2O2 誘導[Ca
2+

]m 上昇反応およびアポトーシスに対する

Ru360 の効果 

 

 IP3受容体及び SOCsを阻害する 2-APBはH2O2による[Ca
2+

]m上昇を抑制し (Fig. 16)、

さらにミトコンドリアからのシトクロム c 漏出を抑制した (Fig. 17B)。そこで、細胞
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質の Ca
2+をミトコンドリア内に取り込む分子として知られているミトコンドリア

Ca
2+ユニポーター (mitochondrial Ca

2+ 
uniporter: MCU) の関与を、その特異的阻害薬で

ある Ru360 を用いて検討した。 

まず、H2O2による[Ca
2+

]m上昇に対する Ru360 の効果について検討した。Ru360 (10 

μM) 存在下においても、H2O2 (100 μM) の接触により、コントロール (Fig. 18A) と同

様な持続的な[Ca
2+

]mの上昇反応が惹起された (Fig. 18B)。 

次に、H2O2誘導アポトーシスに対する Ru360 の効果について検討した。MTT アッ

セイにより生細胞数の測定を行ったところ、2-APB (100 μM) は H2O2 (100 μM) によ

る生細胞数の減少反応を抑制したのに対し、Ru360 (10 μM) は抑制しなかった(Fig. 

18C)。つまり、Ru360 感受性の MCU は H2O2誘導アポトーシスに関与しないことが示

唆された。 

 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 18. Effects of the MCU inhibitor Ru360 on H2O2-induced [Ca
2+

]m elevation and 

cell death.  

Typical traces of the changes in [Ca
2+

]m after the addition of H2O2 (100 μM) in INS-1D cells 
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loaded with dihydro-rhod 2 in the absence (A) and presence of Ru360 (10 μM; B). Ru360 was 

added 30 min before the addition of H2O2. Vertical bars represent the SEM. H2O2-induced cell 

death was assessed with the MTT assay 18h after the addition of H2O2. (C). Ru360 (10 μM) 

or 2-APB (100 μM) was added 30 min before the addition of H2O2 (100 μM). The values 

were normalized to control values from cells without H2O2. The bar graphs show the mean ± 

SEM of 13–26 cells from two experiments. ***P < 0.001. 
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2-4 考察 

 

 これまでに当研究室では、INS-1D細胞におけるH2O2によるアポトーシス誘導には、

IP3受容体からの Ca
2+遊離および SOCs を介した Ca

2+流入により 30 分以内に生じる初

期の[Ca
2+

]c上昇が重要な役割を担っていることを報告している 75)。本研究では、H2O2

処置により誘導されるアポトーシスにおける初期の[Ca
2+

]c 上昇の重要性を示す更な

るエビデンスを提示した。すなわち、H2O2 により惹起される持続的な[Ca
2+

]m 上昇、

および細胞質へのシトクロム cの漏出が、IP3受容体と SOCsを阻害する 2-APBをH2O2

と同時に接触することにより抑制されることを示した。以上より、H2O2処置により誘

導される初期の一過性の[Ca
2+

]c上昇が、[Ca
2+

]m上昇とミトコンドリアからのシトクロ

ム c の漏出に緊密に関係しており、これらによりアポトーシスが誘導されることが示

唆された。しかし、MCU 阻害剤である Ru360 は、H2O2により誘導される[Ca
2+

]m上昇

や細胞死に影響を与えなかった。このことは、ER とミトコンドリアとの間での Ca
2+

シグナルカップリングに MCU が関与していないことを示唆している。 

以前、当研究室では、INS-1D 細胞を H2O2で処置すると、処置後 30 分位までの小

さな一過性の[Ca
2+

]c 上昇と、その後の顕著で持続的な[Ca
2+

]c 上昇という、2 相性の 

[Ca
2+

]c上昇反応が惹起されること、さらに、IP3受容体および SOCs を含むカチオンチ

ャネルを阻害する 2-APB により、その第 1 相が完全に抑制され、第 2 相も部分的に抑

制されることを示した。また、非選択的カチオンチャネル阻害薬である Gd
3+も初期の

一過性の[Ca
2+

]c上昇反応を抑制したが、その抑制効果は部分的であった。これらの結

果は、H2O2誘導アポトーシスが 2-APB あるいは IP3受容体阻害剤の xestospongin D に

より完全に抑制され、SOCs を含む非選択的カチオンチャネル阻害剤の SKF-96365 で

は部分的にしか抑制されないという以前のアポトーシス解析の結果 75)とよく一致す

る。これらの知見から、INS-1D 細胞における H2O2誘導アポトーシスには、おそらく
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ER 膜上の IP3受容体を介した Ca
2+放出が主に関与し、細胞膜上のカチオンチャネルか

らの Ca
2+流入も一部関与していると考えられた。ただし、Gd

3+よりも 2-APB の方が 

[Ca
2+

]c上昇反応抑制効果が高いこと、さらに 2-APB は第 1 相の[Ca
2+

]c上昇反応をほぼ

完全に抑制することから、2-APB による初期の[Ca
2+

]c上昇反応抑制効果には IP3受容

体阻害の寄与が高いことが考えられた。 

ミトコンドリアからのシトクロム c の漏出は、アポトーシスを誘導する。INS-1D

細胞を H2O2で処置することにより細胞質へのシトクロム c の漏出が確認されたが、

2-APB を同時処置することでシトクロム c の漏出は抑制された。このことから、H2O2

誘導アポトーシスにおけるミトコンドリアからのシトクロム c漏出シグナルの上流に、

ER 膜上にある IP3受容体を介した Ca
2+遊離が存在すると考えられた。ミトコンドリア

の電子伝達系の構成分子であるシトクロム c は、アポトーシス誘導刺激によりミトコ

ンドリアから放出されることが報告されている。放出されたシトクロム c は apoptotic 

protease activating factor-1 と結合し、apoptosome 複合体を形成してアポトーシスを引き

起す 76)。また[Ca
2+

]m 上昇は、ミトコンドリア内膜 (IMM) とミトコンドリア外膜 

(OMM) との間にタンパク質複合体を形成し、ミトコンドリア透過性を調節する

mitochondrial permeability transition pore (PTP) の形成を誘導する。シトクロム c は、PTP

を通じてミトコンドリアから放出される 77)。さらに、[Ca
2+

]m上昇は IMM 内のリン脂

質である cardiolipin からのシトクロム c の解離を促進し、その解離はミトコンドリア

からのシトクロム c 放出の重要な反応と考えられている 77)。シトクロム c は、tBax、

Bak、tBid のようなアポトーシス促進性タンパク質を含む経路を介した放出も認めら

れる 77)。しかし、INS-1D 細胞における H2O2誘導アポトーシスでは[Ca
2+

]m上昇が認め

られるため、PTP を介したメカニズムの関与が想定された。 

興味深いことに、ER とミトコンドリアは構造的、機能的に相互作用することが知

られている。Mitochondria-associated membranes と呼ばれるサブドメインは、ER－ミト
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コンドリア間の Ca
2+伝達と脂質合成に関与している 78)。ER とミトコンドリアが接触

していることは蛍光標識により可視化された生細胞において確認されている 79)。また、

ER－ミトコンドリア間に高濃度の Ca
2+のマイクロドメインが存在することが報告さ

れている 79)。こうした ER－ミトコンドリア間の Ca
2+カップリングは、[Ca

2+
]m上昇を

介したアポトーシス誘導には大変好都合な機構だと言えよう。本研究においても、

[Ca
2+

]m上昇とシトクロム c の漏出が 2-APB により抑制されたことから、ER－ミトコ

ンドリア間のCa
2+カップリングが INS-1D細胞におけるH2O2誘導アポトーシスに寄与

している可能性が考えられる。 

 [Ca
2+

]mが上昇するためには、Ca
2+はミトコンドリアにある OMM および IMM を通

過しなければならない。OMM では電位依存性アニオンチャネルが、IMM では MCU

複合体が Ca
2+透過性を担っている 80)。さらに MCU 複合体は、チャネルを形成するサ

ブユニットのMCUやMCUの調節因子であるmitochondrial Ca
2+

 uptake 1、mitochondrial 

Ca
2+

 uniporter regulator 1 などから構成される 81)。膵 β 細胞において、グルコースによ

って誘導される[Ca
2+

]m上昇には MCU が関与しているという報告がある 82)。MCU の

機能評価においては、従来 MCU 阻害剤として Ruthenium red が用いられてきたが、近

年では、膜透過性の良い MCU 選択的な阻害剤として Ru360 が用いられている 83), 84)。

本研究においては、驚いたことに、H2O2により誘導される INS-1D 細胞の[Ca
2+

]m上昇

と細胞死において、Ru360 は抑制効果を示さなかった。同じ濃度の Ru360 は、膵 β 細

胞株の RINm5F 細胞において、IL-1β によって誘導される[Ca
2+

]m上昇を抑制した報告

がある 85)。その論文では、IL-1β 処置後、8 時間後では[Ca
2+

]m上昇は認められず、12、

24 時間後に[Ca
2+

]m上昇が認められている。すなわち、IL-1β 処置によるミトコンドリ

アへの Ca
2+流入は、時間的なずれ（遅れ）があるようである。以上より、IL-1β によ

って誘導されるアポトーシスと H2O2によって誘導されるアポトーシスは、[Ca
2+

]mの

時空間的なメカニズムに違いがある可能性が考えられた。 
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 本研究において、H2O2処置 30 分後に 2-APB を添加した場合、シトクロム c の漏出

がむしろ増加する傾向が見られた (Fig. 17)。2-APB は、IP3受容体およびカチオンチ

ャネルの阻害に加え connexin36 (Cx36) や Cx50 のような connexin によって形成され

るギャップ結合チャネルを阻害することが知られている 86)。このうち Cx36 は、膵 β

細胞間でのギャップ結合を形成しており、サイトカインや細胞障害性薬剤が誘導す

るアポトーシスに対して、膵 β 細胞保護作用を示すことが報告されている 87)。条件

によっては、2-APB はギャップ結合を阻害することにより、アポトーシスを増強す

る可能性が考えられた。 

本研究により、H2O2 によって誘導されるアポトーシスにおいて、ER 膜上の IP3 受

容体を介した Ca
2+放出と、引き続き起こるストア作動性 Ca

2+が重要であるという仮説

を支持する結果が得られた。さらに、こうした H2O2 により惹起される初期の一過性

の[Ca
2+

]c上昇が、おそらく MCU 非依存的な経路を介して持続的な[Ca
2+

]mの上昇を誘

導し、シトクロム cを漏出させ、アポトーシスが誘導されるという機序が示唆された。

さらに、IP3受容体からの Ca
2+放出を抑制する薬物には、H2O2のような酸化ストレス

による膵 β 細胞のアポトーシスを抑制する可能性が考えられ、膵 β 細胞量維持効果を

もたらす新規糖尿病治療のターゲットとなりうる可能性が示唆された。 
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総括 

 

2 型糖尿病は、インスリン分泌不全やインスリン抵抗性によるインスリンの相対的

作用不足によって起こる慢性的な高血糖状態を呈する代謝性疾患である。近年、1

型糖尿病のみならず 2 型糖尿病でも膵 β 細胞量が低下していることが報告され、2

型糖尿病のインスリン分泌不全への膵 β 細胞量低下の関与が示唆されている。した

がって、膵 β 細胞量の調節は 2 型糖尿病の新たな治療ターゲットとして注目されて

いるが、膵 β 細胞の増殖調節や 2 型糖尿病における β 細胞量低下の機序については

未だ解明されていない部分が多い。そこで本研究では、膵 β 細胞量の調節に関わる

細胞内情報伝達系を明らかにすることを目的として、第一章では膵 β 細胞量調節に

おけるジアシルグリセロールキナーゼ δ (DGKδ) の役割について、第二章では酸化ス

トレス誘発膵 β 細胞アポトーシス調節における Ca
2+シグナルの役割について検討を

行った。 

ジアシルグリセロール (DAG) は、様々な細胞において細胞生存や細胞増殖など多

様な機能を有することが知られており、膵 β 細胞においてもインスリン分泌調節へ

の関与が示されている。ジアシルグリセロールキナーゼ (DGK) は DAG をリン酸化

し、ホスファチジン酸 (PA)へと変換する酵素であり、哺乳類では 10 種類のアイソ

フォームが確認されている。中でも DGKδ は、２型糖尿病患者の骨格筋における発

現低下がインスリン抵抗性に関与することが報告されており、DGKδ は糖尿病病態

に関連の深いアイソフォームである。しかし、膵 β 細胞における DGKδ の役割につ

いては、発現を含め全くわかっていない。そこで、第一章では膵 β 細胞における DGKδ

の機能解析を行い、DGKδ が膵 β 細胞増殖調節に関与することを示唆する知見が得

られた。 

まず、マウス膵 β 細胞株 MIN6B 細胞および C57BL/6J マウス膵薄切切片における
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免疫染色により、DGKδ が膵 β 細胞の核に局在していることを確認した。siRNA に

より DGKδ をノックダウンした MIN6B 細胞を用いて機能解析を行ったところ、

DGKδ ノックダウンによりインスリン分泌能に変化は認められなかったが、細胞増

殖の指標である BrdU の取り込み量の増大が認められた。そこで、膵 β 細胞特異的

DGKδ 欠損 (βDGKδ KO) マウスを作出し、発現形質について解析した。βDGKδ KO

マウスでは、コントロールマウスに比べて随時血糖値が低値を示し、血漿インスリ

ン値は有意に高値であった。また、糖負荷試験による血糖上昇も有意に小さかった。

しかし、単離膵島におけるインスリン分泌能には変化は認められなかった。一方、

膵 β 細胞の増殖亢進傾向および小型の膵島数の増加が認められた。さらに、膵島で

は細胞周期促進因子である cyclin B1 の mRNA 発現が増加傾向を示した。以上の結果

から、DGKδ は核内 DAG を代謝することで膵 β 細胞増殖を抑制性に制御しており、

DGKδの発現抑制は核内DAG増加による細胞周期亢進作用を介した膵 β細胞増殖を

促進することが示唆された。 

2 型糖尿病における膵 β 細胞機能障害の一因として、過酸化水素 (H2O2) を含む活

性酸素種による膵 β 細胞アポトーシスが知られている。当研究室では、H2O2による

膵 β 細胞アポトーシスが IP3受容体および SOCs を含むカチオンチャネルを阻害する

2-APB により抑制されることを報告している 75)。膵 β 細胞株 INS-1D 細胞に H2O2 を

処置すると、30 分以内の一過性の小さな[Ca
2+

]cの増加（第 1 相）と持続的な増加（第

2 相）を伴う 2 相性の[Ca
2+

]c増加反応を示す。H2O2処置と同時に IP3受容体およびス

トア作動性カチオンチャネルを阻害する 2-APB を作用させると、第 1、2 相ともに

[Ca
2+

]c上昇反応が抑制される。一方、H2O2処置 30 分後に 2-APB 処置しても、[Ca
2+

]c

上昇は抑制されない。以上より、2-APB の処置タイミングの違いにより[Ca
2+

]c に対

する影響が異なることが示唆されている。そこで第二章では、H2O2誘導性の膵 β 細

胞アポトーシスにおける Ca
2+シグナルの重要性を明らかにすることを目的とした。
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方法としては、Ca
2+シグナルの指標として、ミトコンドリア内 Ca

2+
 ([Ca

2+
]m) を計測

した。さらに、アポトーシスの指標としてシトクロム c の漏出を、細胞死の指標と

して MTT アッセイを用いた。H2O2により惹起される[Ca
2+

]mの持続的な増加反応は

2-APB 同時処置で強く抑制されたが、2-APB 後処置では効果は認められなかった。

さらに、H2O2により惹起されるミトコンドリアから細胞質へのシトクロム c の漏出

および細胞死の増大も 2-APB 同時処置により抑制され、2-APB 後処置では変化しな

かった。一方、H2O2による[Ca
2+

]m上昇および細胞死は、MCU 阻害剤 Ru360 では抑

制されなかった。以上の結果から、H2O2 による IP3 受容体からの Ca
2+放出が主体と

なる初期の[Ca
2+

]c 上昇反応が、後に続く MCU 非依存的な[Ca
2+

]m の上昇と、引き続

き起こるシトクロム c の漏出およびアポトーシスのトリガーとなることが示唆され

た。 

糖尿病において、膵 β 細胞量を維持あるいは回復させることは、根本治癒に繋が

ると考えられる。本研究により、DGKδ が膵 β 細胞の増殖を抑制性に調節する因子

であること、および酸化ストレスによる膵 β 細胞アポトーシス誘導は IP3受容体から

の Ca
2+放出を抑制することで制御できることが示唆された。すなわち、DGKδ の抑

制は膵 β 細胞増殖促進効果をもたらす新規糖尿病治療ターゲットとなりうる可能性

が示され、一方、IP3受容体からの Ca
2+放出抑制は膵 β 細胞量維持効果をもたらす新

規糖尿病治療のターゲットとなりうる可能性が示された。 
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