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研究成果の概要（和文）：哺乳類のホスファチジルコリン-特異的ホスホリパーゼC (PC-PLC) の活性は約30年前
に確認されたが，単離する手段が無かったため，その分子実体は未解明である．我々は最近,ジアシルグリセロ
ールキナーゼ（DGK）のδアイソザイムがPC-PLCと相互作用することを明らかにしたので，DGKδの相互作用を利
用したPC-PLCの同定を目指した. 本研究によって, DGKδのコイルドコイルを有する領域が PC-PLCと強く相互作
用することが示された．今後この領域を用いてPC-PLCの同定を試みる．また，液体クロマトグラフィー/質量分
析を用いた，感度が高く定量性の良い新規PC-PLC活性測定法を確立した．

研究成果の概要（英文）：Although the activity of mammalian phosphatidylcholine (PC)-specific 
phospholipase C (PC-PLC) was discovered approximately 30 years ago, neither the protein nor its gene
 has been identified. Because we recently revealed that diacylglycerol kinase (DGK) delta bound to 
PC-PLC, we attempted to identify PC-PLC using the interaction. In the present study, we found that 
the coiled-coil region in DGKdelta interacted with PC-PLC. Moreover, we established a new 
LC-MS-based PC-PLC assay, which has better analytical parameters, such as a lower background (0.02% 
versus 94%), higher S/B (4242 versus 1.06), and lower limit of quantitation (0.04 pmol versus 0.69 
pmol of PC-PLC), than the conventional, indirect fluorometric assay.

研究分野： 生化学

キーワード： ホスファチジルコリン-特異的ホスホリパーゼC　ジアシルグリセロールキナーゼ　生体膜　動脈硬化
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１．研究開始当初の背景 
	 哺乳類のホスファチジルコリン特異的ホ
スホリパーゼ C（PC-PLC）の活性は約 30 年
前に発見された．また，その活性上昇等か
ら動脈硬化症との関連が in	vivo(マウス個
体レベル)を含め多数報告されている．しか
し，PC-PLC タンパク質は精製が難しく，即
ち，これまでずっと単離する手段(単離分
子)が無かったため，その分子実体(遺伝
子・タンパク質)を同定することが出来なか
った．	
	 最近我々は，ジアシルグリセロールキナ
ーゼ(DGK)のδアイソザイム(DGKδ)の研究
過程で，偶然，DGKδと PC-PLC が相互作用
し(図 1)，DGKδ特異的抗体で DGKδを沈降
すると PC-PLC 活性も共沈すること見出し
た	[Sakai,	Sakane	et	al.	J.	Biol.	Chem.	
2014;	289:	26607]．従って，DGKδが長年
探し求められていた PC-PLC 分子の単離分
子として機能することが明らかになった． 
	
２．研究の目的	
そこで，世界に先駆けて，30 年間以上不明
だった PC-PLC の分子実体の同定を目指し
た．	
	
３．研究の方法	
	 DGK δを pleckstrin-homology	 domain	
(PH),	C1	domain	(C1),	介在領域を含めた
catalytic	domain	(CD),	2 つの coiled-coil	
structure を含む領域	(CC),	sterile	α	
motif	domain	(SAM)	の 5つに分け（Fig.	1），
polyhistidine	tag	(His	tag)	と可溶化タ
グの trigger	factor を融合させ,	cold	
shock 発現系を用いて発現させた．更に,	Ni
イオン固定化担体で Ni2+	と His	tag の親和
性を利用して精製した．PC-PLC 活性が強い
器官である脳をC57BL/6	マウスから摘出し,	
破砕した.	破砕物と融合タンパク質をイン
キュベートし,	精製と同様に Ni	イオン固
定化担体でタンパクを単離した. 	

	
４．研究成果	
	 「研究の目的」，「研究実施計画」に沿
って幾つかの興味ある知見が得られた．	
	
(1)	DGKδを PH,	C1,	CD,	CC,	SAM	の 5 つ
に分け，発現させ，更に,	Ni イオン固定化

担体で Ni2+	と His	tag の親和性を利用して
精製した（Fig.	2）．そして，可溶化した

マウス脳破砕物を用いてプルダウンアッセ
イを行い，PC-PLC 活性沈降能の強さを解析
した.PC-PLC 活性は CC による沈降物が最も
高く,	対照と比較して有意な差があり,	約
7 倍の活性を示した（Fig.	3）.	一方,	他
の変異体（PH,	C1,	CD,	SAM）では沈降した
PC-PLC活性が低く,	対照と有意な差は認め
られなかった.そして今後，DGKδ-CC	との
相互作用を利用して PC-PLC の分子実体の
解明を目指したい．	

	
(2)従来の PC-PLC 活性測定法では，バック
グラウンド活性が高く，弱い PC-PLC 活性を
定量性良く測定することが困難であった．
そこで，液体クロマトグラフィー/質量分析
を用いた，感度が高く定量性の良い測定法
を確立した[論文①]．すなわち，本法は従
来法に比べ，低いバックグラウンド活性	
(0.02%	対	91%),	高いシグナル/ノイズ比	
(7294	対	4.4),	高い感度（32 倍以上），
低い定量限界	(0.04	pmol	対	0.69	pmol	of	
PC-PLC)を持っていた．		
	
５．主な発表論文等	
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者
には下線）	
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権利者：国立大学法人千葉大学 
種類：特許権 
番号：特願 2017-090872 
出願年月日：平成 29年 4月 28日 
国内外の別：国内 
	
名称：ＤＧＫδ ノックアウトマウス及びこ
れを用いた方法 
発明者：坂根郁夫 
権利者：国立大学法人千葉大学 
種類：特許権 
番号：特願 2017-004729 
出願年月日：平成 29年 1月 13日 
国内外の別：国内 
 
名称：ＤＧＫη ノックアウトマウス及びこ
れを用いた方法 
発明者：坂根郁夫 
権利者：国立大学法人千葉大学 
種類：特許権 
番号：特願 2016-220080 
出願年月日：平成 28年 11月 10日 
国内外の別：国内 
	
〔その他〕	
ホームページ等	
http://sakane32.wixsite.com/biofunctionchemis
try 
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