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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（DGK）は，脂質メッセンジャーであるDGとPAの細胞
内濃度を調整する脂質代謝酵素である．しかしながら，その生理・病理学的重要性にもかかわらず，未だ構造生
物学的理解は乏しい．本研究では，DGKαを昆虫細胞により初めて大量発現させ，活性を保持した試料を高純
度・高収率に精製することに成功した．さらにDGKα N末端の活性制御領域であるDGKα EFのCa2+結合型の結晶
構造を新規に決定するとともに，Ca2+が結合するとDGKα EFがプロテアーゼ耐性のあるリジッドな構造へと変化
することを生化学・物理化学的手法を用いて明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol kinases (DGKs) modulate the levels of lipid messenger, DG and
 PA, thus function as a molecular hub for cellular signaling. To date, however, little progress has 
been made for the structural biology of DGKs including the structural basis for its catalytic 
function and regulation. In this study, we have produced a full-length DGKα using 
baculovirus-insect cell expression system. The purified protein was found to be a monomer and 
enzymatically active, demonstrating that this approach is very promising to produce DGKα for future
 functional and structural studies. Furthermore, we have determined the first crystal structure of 
the N-terminal EF-hand motifs (DGKα-EF) in its Ca2+ bound form. Our biochemical and biophysical 
analyses also reveal that DGKα-EF adopts a protease-susceptible “open” confirmation and 
cooperative binding of two Ca2+ ions induce substantial conformational changes, likely regulates 
intramolecular interactions responsible for the activation of DGKα.

研究分野： 蛋白質科学，構造生物学，生化学

キーワード： ジアシルグリセロールキナーゼ　脂質キナーゼ　マルチドメイン蛋白質　構造解析　昆虫細胞・バキュ
ロウイルス 　EFハンド
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研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質キナーゼであるDGKに関する構造生物学的理解は乏しく，活性が確認されて以来約60年，DGK触媒領域の構造
は不明のままである．特に，がん免疫治療の標的の一つとして近年注視されているDGKαの構造基盤の解明は，
構造に指南された阻害剤開発のためにひも必要である．本研究で初めて確率した昆虫細胞によるDGKα試料の大
量発現・精製法およびN末端EFハンドドメインの構造決定と構造変化の解析は，これまで遅れていたDGKの構造研
究を進展させるものである．



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景 
ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）は，ジアシルグリセロール（DG）をリン酸化しホス
ファチジン酸（PA）を産生する脂質キナーゼである．DGKは，これらの脂質セカンドメッセン
ジャーの細胞内濃度を緻密に調節することにより，シグナル伝達の制御因子として機能してい

る．哺乳類では，これまで10種のDGKアイソフォームが同定されており，各DGKアイソフォー
ムが細胞の生存，増殖，分化など，多彩な生理機能および病態に関与していることが報告され

ている． 
 
申請者の研究グループは，DGKαアイソザイムががん細胞において高発現し，がん細胞の増
殖を促すことを見出した．一方で，免疫細胞（T細胞）では，RasGRPを活性化するDGをDGKα
が消費し，T細胞の非応答状態（anergy）が誘導されることが報告されている．近年，申請者
のグループは，この「がん細胞を増殖させ，逆にT細胞を不活化する」という極めてユニーク
なDGKαのはたらきに着目し，DGKα阻害剤のスクリーニングを行った．その結果，DGKαに
特異的な阻害剤CU-3を同定し，CU-3による阻害が，がん細胞のアポトーシスを誘導し，Tリ
ンパ球を活性化することを明らかにした．このことは，DGKα阻害剤が「がん細胞の増殖を
抑制し，かつ，がん免疫の活性を亢進する」という二重の効果を持つ画期的な抗がん剤とな

り得る可能性を示しており，DGKαは，国内外でも新規のがん免疫治療ターゲットとして注
視されている．しかしながら，その生理学的・創薬学的重要性にもかかわらず，がん細胞と

免疫細胞において逆の効果をもつDGKαについては，下記のようにその立体構造および相互
作用蛋白質を含め，蛋白質分子レベルでの理解が未だ乏しい． 
 
(1) DGKは生体膜脂質のなかでも疎水性が高く露出が少ないDGを認識してリン酸化する．し
かしながら，1959年にDGK活性が見つかって以来，他のアイソフォームも含め，DGKの立体
構造は未決定のままであり，基質認識と触媒機構についての構造生物学的理解はほとんど進

んでいない．今後の合理的な創薬のためにも，DGKαの立体構造情報が求められている． 
 
(2) これまで申請者のグループは，DGKαが関与するシグナル伝達経路（NF-kB経路, Ras/ERK
経路）を明らかにしてきたが，Srcチロシンキナーゼの一例を除いては，DGKαと直接相互作用
するタンパク質はほとんど明らかにされていない． 
 
２．研究の目的 
DGKαの酵素機能を原子レベルで解明するため，そして新規に同定したCU-3をリード化合物と
して，今後さらに効果的な阻害剤を設計していくためには，DGKの立体構造情報が不可欠で
ある．本研究ではX線結晶構造解析によりDGKα（N末端制御領域とC末端触媒領域，図１）の
立体構造を決定し，分子内活性制御機構および触媒機構を原子レベルで明らかにすることを目

的とした．なお，上記（2）の相互作用蛋白質については，今後の研究課題としたい． 
 

 

図 1. DGKαのドメイン構造 
 
３．研究の方法 
(1) DGKα触媒領域および全長試料の発現と精製	
構造解析，相互作用解析で使用するヒト由来DGKα触媒ドメインを種々の可溶化タグを付加し，
大腸菌にて発現した．さらに，DGKα触媒ドメイン及び全長の試料をバキュロウイルス-昆虫細
胞発現系において発現させ，その後 Ni-affinity，ゲル濾過クロマトグラフィーで精製し，解析
に用いた． 
	



(2) DGKα全長試料の活性測定と構造解析	
ADP発光検出系を用いた活性測定系を用いて，精製した全長 DGKαの活性を測定し，DGK活
性の Ca2+，ATP，DG依存性を調べた．全長 DGKαの円偏光二色性スペクトル測定による二次
構造解析，結晶化スクリーニングを行った． 
 
(3) DGKα-EFの結晶化と構造解析	
大腸菌により発現し，その後精製した DGKα N末端の EFハンド領域（DGKα-EF）の結晶化を
行った．得られた結晶を用いて X線構造解析を行い，Ca2+結合型の立体構造を決定した． 
	

(4) DGKα-EFの Ca2+結合能，コンフォメーション変化の生化学・物理化学的解析	

DGKα-EF とその変異体を用いて，Ca2+結合の親和性，結合様式を等温滴定型カロリメトリー

（ITC）により調べた．さらに Ca2+結合によるコンフォメーション変化を物理化学・生化学的

手法により解析した．	

	

４．研究成果	

(1) 昆虫細胞による DGK大量発現系の構築	
初めに種々の可溶化タグ（GST, MBP, Sumo）を付加した DGKα触媒ドメイン(DGKα-CD）を作
成し，大腸菌にて発現させたが，全てのコンストラクト（24種）が，不溶性の封入体，或いは
可溶性の凝集体を形成することが明らかになった．次に，バキュロウイルス・昆虫細胞（Sf9）
発現系を用いて DGKα-CD の発現を試み，Ni2+アフィニティ，ゲル濾過クロマトグラフィー

（SEC）による精製を進めたが，この場合も DGKα-CD は Sf9 由来の夾雑蛋白質とともに可溶
性の凝集体を形成した．これらに対して，全長 DGKαは，昆虫細胞で発現後，ゲル濾過クロマ
トグラフィーにより単量体として高純度に精製することができた（図 2）．収量も細胞培養 1L
あたり 1.3mgであり，結晶化スクリーニング，物理化学的解析，相互作用蛋白質探索のための
DGKα試料を充分得ることができた. 
（論文⑥）  

 

図 2. 昆虫細胞を用いた DGKαの発現・精製 
 
また，精製した DGKαは活性を保持しており，DG, ATPに対する濃度依存性も，ブタ胸腺から
精製された DGKαおよび Cos7細胞で発現させた DGKαと差異のない結果が得られた．さらに
本研究成果を活かし，DGKζアイソザイムの発現系も構築した．（論文②） 



 
DGKα 試料を濃縮し，結晶化のスクリーニングを試みたが，これまで結晶は得られていない．
引き続き結晶化を進めるとともに，収量・結晶化能向上のための試料の改変を行い，X線構造
解析のための良質な蛋白質結晶を得る必要がある． 
	

(2) Ca2+結合型 DGKα-EFの立体構造解析とコンフォメーション変化の解析 
X線回折法により Ca2+結合型 DGKα-EFの立体構造を 2.1Åの分解能で決定した（図 3）．一見，
DGKα-EFは，標準的な EF-hand構造をとっているが，リガンド様ヘリックスと呼ばれる付加的
なヘリックス（LM-helix）を EF-hand の疎水性コアにパッキングさせていることが明らかにな
った．さらに，物理化学・生化学的解析により，DGKα-EFは Ca2+の非存在下でトリプシンがア

クセスしやすいオープンな構造を保持し，二量体を形成することを明らかにした．DGKαは Ca2+

により活性化されることがこれまで明らかになっている．本研究では，Ca2+結合が誘導する

DGKα-EF の顕著な構造変化を明らかにし，それに付随する分子内（個々のドメイン間）相互
作用の変化が活性化のために重要であることを構造生物学的観点から示唆することができた

（論文③）． 
今後，本研究で得られた DGKα-EF の立体構造と構造変化に関する知見を起点として，DGKα
の分子内活性制御機構の分子基盤をさらに解明していく予定である． 
	

	

図 3. DGKα-EFの立体構造 
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