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研究成果の概要：上皮増殖因子受容体のシグナル伝達において、脂質リン酸化酵素ジ

アシルグリセロールキナーゼ (DGK)δがどのような役割を果たしているかを解明する

ために、本研究では DGKδとアダプター蛋白質 RACK1 (receptor for activated C kinase 
1)の結合の解析を行った。その結果、RACK1 は II 型の DGK アイソザイムに選択的

に結合し、I 型とは結合しないこと、また複数の DGK アイソザイムと RACK1 の結

合が細胞外刺激によりダイナミックに調節されていることが明らかになった。  
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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)をリン酸化して
ホスファチジン酸(PA)を産生する酵素であ
る。基質の DG および反応産物の PA のどち
らも生理活性脂質としてよく知られている
ことから、DGK はこれらの生理活性脂質の
濃度を調節している細胞内情報伝達系にお
けるキーエンザイムの一つと考えられてい
る。哺乳類の DGK は現在まで 10 種類のアイ
ソザイムの cDNA がクローニングされ、これ

らのアイソザイムはそのドメイン構造の違
いから５つのサブグループ(I～V型)に分類さ
れている。 

II 型のサブグループにはδ、η、κの３つの
アイソザイムが含まれており、δ及びηにはそ
れぞれ N 端、C 端の配列が異なるスプライス
バリアント(δ1、δ2 及びη1、η2)が存在する。
II型アイソザイムはすべてのアイソザイムに
共通の触媒ドメインと亜鉛フィンガーの他
に、pleckstrin homology ドメイン、コイル
ドコイル構造、sterile α-motif (SAM)ドメイ
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ン(η1、κアイソザイム以外)を持っている。こ
の SAM ドメインを介して II 型アイソザイム
はホモあるいはヘテロオリゴマーを形成し
ており、特に DGKδ1 のホモオリゴマーは細
胞をホルボールエステルで刺激することで
モノマーに変換し、細胞膜へと移行する事が
明らかになっている。 

最近、DGKδのノックアウト(KO)マウスの
研究から、DGKδがプロテインキナーゼ C 
(PKC)の活性を抑制することにより、上皮増
殖因子(EGF)受容体のシグナル伝達を正に制
御していることが明らかになった。しかし、
その詳細な機構は明らかになっていない。 

KO マウスの作製とは別に、我々は酵母の
two-hybrid 法により DGKδと結合する蛋白
質として RACK1 (receptor for activated C 
kinase 1)をクローン化した。RACK1 は複数
の PKC アイソザイムを含む種々のシグナル
蛋白質と結合することが報告されているア
ダプター蛋白質である。DGKδと RACK1 の
結合がどのような生理機能に関与している
かは不明であるが、DGKδによる EGF 受容
体シグナル伝達の調節に RACK1 が関与して
いることも考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、EGF 受容体、PKC、DGKδ及び
RACK1 の相互作用の詳細な解析を行うこと
により、EGF 受容体シグナル伝達における
DGKδの機能の詳細を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養及び発現–COS-7 は 10%ウシ胎
仔血清を含む D’MEM 培地で培養した。各種
プラスミド DNA をトランスフェクションし、
以後の実験に用いた。 
 
(2) 免疫沈降実験–細胞溶解液に抗体を加え
インキュベートし、プロテイン A/G アガロー
スを加えさらにインキュベートした。アガロ
ースビーズを洗浄したのち、ウェスタンブロ
ッティングに用いた。 
 
(3) 蛍光顕微鏡観察–蛍光蛋白質を発現させ
た細胞を刺激した後、共焦点レーザー顕微鏡
で観察した。 
 
 
４．研究成果 
(1) 哺乳動物細胞での DGKδと RACK1 の結
合–酵母 two-hybrid 法でクローン化した
RACK1 と DGKδの結合について哺乳動物細
胞を用いてさらに検討した。COS-7 細胞に
DGKδ1あるいはδ2とRACK1を共発現させ、
一方の免疫沈降を行うと、もう一方も共沈し

てきた。また、他の DGK アイソザイムと
RACK1 との共沈実験を行ったところ、II 型
のη、κアイソザイムとはいずれも RACK1 は
共沈したが、I 型のα、γアイソザイムとは共
沈しなかった。これらのことから、RACK1
は II 型 DGK と選択的に結合することが明ら
かになった。しかし、RACK1 と DGKδがど
の 領 域 で 結 合 し て い る の か を 酵 母
two-hybrid 法及び免疫沈降実験で検討した
が、いずれの実験からもその領域を特定する
ことができなかった。 
 DGKδと RACK1 の両者はいずれも複数の
PKC アイソザイムと結合することから、
DGKδ、RACK1、PKC のいずれかが他の２
つの蛋白質の結合に影響を与えるかを免疫
沈降実験により検討したが、これらの３つの
蛋白質の過剰発現はいずれも他の蛋白質の
結合には影響を与えなかった。また、RACK1
の過剰発現はDGKδの酵素活性にも影響を与
えなかった。 
 
(2) DGKδと RACK1 の共局在 –DGKδと
RACK1 が共沈してくることから、DGKδ/ 
RACK1 複合体が細胞内のどこに局在してい
るかを検討した。過剰発現させた DGKδは
RACK1 の発現の有無にかかわらず、そのほ
とんどがクラスリン被覆小胞に局在してい
た。しかし、過剰発現させた RACK1 は DGKδ
が発現していない時は細胞質や核に広く存
在していたのに対し、DGKδを共発現させる
ことにより RACK1 はその一部がクラスリン
被覆小胞に移行し、DGKδと共局在した。ま
た、内在性の DGKδと RACK1 が細胞内小胞
で共局在することも確認できた。 
 
(3) ホルボールエステル刺激による DGKδ1
とRACK1の結合調節–DGKδ1はホルボール
エステル刺激により細胞膜へと移行するこ
とから、DGKδと RACK1 の結合に対するホ
ルボールエステルの影響を検討した。DGKδ1
と RACK1 を共発現した細胞をホルボールエ
ステル刺激後、DGKδ1 の免疫沈降を行った
ところ、共沈してくる RACK1 の量は未刺激
時に比べて減少した。この時、両蛋白質の細
胞内局在を観察すると DGKδ1 は細胞膜へと
移行していたが、RACK1 は移行していなか
った。しかし、DGKδ2 と RACK1 の共沈及
び共局在にはホルボールエステル刺激は影
響を与えなかった。これらのことから、
DGKδ1と RACK1 の結合はホルボールエス
テルにより調節されることが示された。 
 
(4) DGKηと RACK1 の結合–DGKηはストレ
ス刺激で細胞質から初期エンドソームに移
行することから、DGKη2 と RACK1 の結合
に対するストレス刺激の影響を検討した。未
刺激の細胞では両者は細胞質に広く存在し



 

 

ていたが、ストレス（浸透圧）刺激により両
者はクラスリン被覆小胞とは異なる細胞内
顆粒、一部は初期エンドソーム、に移行した。
このことから、DGKη2/RACK1 複合体は
DGKδ1/RACK1 複合体とは異なる調節を受
けることが示された。 
 
(5) 以上の結果から、DGK と RACK1 との結
合は DGK アイソザイムに選択的であること
が明らかになった。さらに、DGKδ1 及びη2
と RACK1 の複合体形成は細胞外刺激により、
ダイナミックに調節されていることも明ら
かになった。しかし、残念ながら今回の研究
では当初の目的である EGF 受容体のシグナ
ル伝達における DGKδと RACK1 の結合の役
割は明らかにできなかった。今後さらなる検
討が必要である。 

RACK1 はアダプター蛋白質として種々の
シグナル蛋白質と結合することから、II 型
DGK が RACK1 を介して様々な（特定の）
シグナル伝達に関与することによりその生
理機能を果たしていると考えられる。本研究
からもホルボールエステルやストレス刺激
において DGK アイソザイムと RACK1 の結
合及び共局在が変化することから、これらの
刺激の際の細胞応答に DGK/RACK1 複合体
が関与していることが推測される。また、今
回行わなかった III、IV、V 型アイソザイム
においてもその生理機能に RACK1 が関与し
ている可能性があることから、これらのアイ
ソザイムについても今後検討が必要である。 
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