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研究成果の概要（和文）：正常モルモット蝸牛におけるDGKアイソザイムのRT-PCRを施行したところDGKα、DGK
ε、DGKζが強く発現していた。正常モルモット蝸牛において、DGKζは内有毛細胞と支持細胞の核内に強く検出
されるのに対し、外有毛細胞の核内では弱いシグナルであった。FLAGタグつきDGKεプラスミドを作成し、免疫
沈降を行い、銀染色を行い、検出したタンパク質を質量分析に提出したが、小胞体に存在するDGKεの結合タン
パクの同定には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：The results of RT-PCR of DGK isozymes revealed that DGKζ, DGKε and DGKα 
were strongly expressed in the cochlea of normal guinea pigs. DGKζ was strongly detected in the 
nucleus of inner hair cells and supporting cells, but only weakly found in nuclei of outer hair 
cells. DGKε plasmids with FLAG tag were prepared, immunoprecipitated, silver stained, and the 
detected proteins were submitted to mass spectrometry. However, DGKε was not found to bind to 
protein in the endoplasmic reticulum in this study.

研究分野： 耳科学
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１．研究開始当初の背景 
(1)進行性感音難聴の原因として小胞体スト
レスとの関連が示唆されている。 
 
(2)細胞内情報伝達機構において、細胞内セ
カンドメッセンジャーであるジアシルグリ
セロール(DG) のリン酸化酵素 DG キナーゼ 
(DGK)は分子多様性ならびに生体臓器におけ
る遺伝子発現の多様性を示し、様々な病態に
関与すると考えられるがいまだ不明な点が
多い。 
 
(3)本研究では、細胞のストレス応答（タン
パク合成障害や DNA 損傷など）において、脂
質代謝酵素であるジアシルグリセロールキ
ナーゼ（DGK）の役割を解析し、小胞体スト
レス因子とアポトーシスの制御機構を解明
する。さらに内耳における局在を解析し進行
性感音難聴との関連について解析する。 
 
 
２．研究の目的 
(1)正常モルモット蝸牛における DGK の発現
の有無を確認する。 
 
(2)正常モルモット蝸牛における DGK の局在
を同定する。 
 
(3) DGK は、その酵素自体のキナーゼ活性よ
りもむしろ他のタンパク質と結合し、他のタ
ンパク質の働きを調節している報告がある。
申請者はDGKεが小胞体に局在しその機能を
報告した (Matsui et al. BBA- Molecular and 
Cell Biology of Lipids, 2014) 。そこで、
DGKε の結合タンパクを見つけるため免疫沈
降を行った。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 正常モルモット蝸牛におけるDGKアイソ
ザイムの RT-PCR を施行した。 
 
(2) 正常モルモット蝸牛を縦断切片である
Cryosection 法で観察した。正常コルチ器に
おける DGKζなどの発現を免疫染色して、共
焦点レーザー顕微鏡で観察した。 
 
(3) DGKε の結合タンパクを見つけるため
FLAG タグをつけた DGKε を作成した。免疫
沈降を行い、銀染色を行い、検出したタンパ
ク質を質量分析に提出した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 正常モルモット蝸牛における DGK（アイ
ソザイムの RT-PCR を施行したところ DGKα、
DGKε、DGKζが強く発現していることが明ら
かとなった。DGKι でも弱い発現は見られた
が、DGKβ、DGKγは検出感度以下であった。 
 

 
図の説明：蝸牛における DGK アイソザイム
mRNA の発現 正常モルモット蝸牛から採取
した mRNA を RT-PCR にて解析したところ、
DGKα、DGKε、DGKζ の強い発現が認められ
た。また DGKιも弱く発現していたが、DGKβ
と DGKγは検出感度以下であった。 
 
（2）正常モルモット蝸牛を縦断切片である
Cryosection 法で観察すると、1 列の内有毛
細胞と 3列の外有毛細胞、そしてそれらを下
支えする支持細胞の配列が見られた。有毛細
胞マーカーの抗カルモジュリン抗体を用い
て、内有毛細胞の細胞質、外有毛細胞の不動
毛、クチクラ板における発現を確認した。正
常コルチ器にけるDGKζ免疫反応は内有毛細
胞、支持細胞の核内に強く検出された。また
DGKζ 免疫陽性反応は外有毛細胞の核内にも
認められたが、内有毛細胞、支持細胞に比べ
ると、その反応は弱いものであった。 
コルチ器全体を Whole mount 法で解析すると
DGKζ 免疫反応は内有毛細胞の核内に強く検
出されるのに対し、外有毛細胞の核内では弱
いシグナルであった。さらに支持細胞マーカ
ーである Sox2 と多重染色を行うと、有毛細
胞の深層に位置する Sox2 陽性の支持細胞の
核はDGKζ免疫陽性反応を示しており、DGKζ
は支持細胞の核内にも局在することが明ら
かとなった 。 

図の説明：正常コルチ器における DGKζの局
在 Calmodulin： 有毛細胞マーカー OHC: 



outer hair cell, IHC: inner hair cell 
 
(3) pcDNA3-FLAG-rDGKε(全長プラスミド）
およびpcDNA3-FLAG-rDGKε(制御部位のZinc 
fingers ドメインのみの変異プラスミド）を
作成した。内耳のタンパク質は免疫沈降を行
う量として、不十分であった。そこで、マウ
スおよびラットの脳神経細胞を可溶化し、そ
れを基質として免疫沈降を行った。また、
HEK293 細胞を用いて、DGK を遺伝子導入し過
剰発現系でも免疫沈降を行った。いずれも電
気泳動を行い、銀染色を行った。いずれも、
コントロールと比べて、異なる複数のバンド
がいずれも認められた。しかし、バンドを切
り出し、質量分析を行ったが、新規結合タン
パクは見つけられなかった。今後、モルモッ
ト内耳細胞を取り出し、タンパク量を増やし
ての免疫沈降を行う予定である。また、耳細
胞における DGK の働きについて、小胞体スト
レス試薬などの刺激負荷によって、小胞体ス
トレス応答シグナルやアポトーシスの因子
の変化について検討する予定である。 
 

図の説明 免疫沈降し、電気泳動を行い、銀
染色を行った。いずれもコントロールと比べ
て異なる複数のバンドを認められた。 
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