
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ５月２５日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：ヒトメラノーマ（悪性黒色腫）細胞では腫瘍壊死因子(TNF)αによる
アポトーシスが起こりにくいことが知られている。本研究ではその原因が、メラノーマで異常
に発現の多いジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）αがプロテインキナーゼ Cζを介して転写
因子 NFκB を活性化するためであることを示唆した。実際、マウス皮下にメラノーマ腫瘍を形
成させ、これに DGKα発現抑制剤（siRNA）および TNFαを投与したところ、腫瘍の成長速度は
有意に減少した。メラノーマ治療における新しい標的分子として DGKαはきわめて有望な候補
と考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）：Using human melanoma cells, we demonstrated that diacylglycerol 

kinase (DGK) alpha enhanced tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha)-induced activation 

of nuclear factor-kappaB (NF-kappaB) via protein kinase Czeta-dependent phosphorylation 

of a large subunit of NF-kappaB, p65/RelA. We found that the both of DGKalpha-specfic 

siRNA and TNF-alpha significantly attenuated the melanoma tumor growth in mice. DGKalpha 

is suggested to be a novel therapeutic target for melanoma. 
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１．研究開始当初の背景 
 
本研究の申請以前から我々は、脂質代謝酵素
̶特にジアシルグリセロールとホスファチ
ジン酸を相互変換するジアシルグリセロー

ルキナーゼ(DGK)およびホスファチジン酸ホ
スファターゼについて、その分子的性質およ
び生理機能について研究を続けてきた。そし
てDGKが少なくとも10種のアイソフォーム
からなる極めて大きなファミリーを形成し
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ており、これらアイソフォームが生命現象の
中でそれぞれ重要な役割を担っていること
を明らかにしてきた。 
 
こういった一連の研究の中、我々はメラノー
マ細胞における DGKαの機能の一部を明ら
かにした (Yanagisawa K et al, Biochim 
Biophys Acta, Vol 1771, pp462-474, 2007)。
この研究で明らかになったことは主に以下
の３点である̶(1) DGKαは正常のメラノサ
イトとではほとんど発現していないがメラ
ノーマ細胞株では広く発現していること、(2) 
腫瘍壊死因子α(TNFα)によって誘導される
アポトーシスは DGKαの活性によって強く
抑制されること、(3) このアポトーシス抑制
は、DGKαの作用による転写因子 Nuclear 
Factor-κB (NFκB)の活性化が原因であるこ
と。すなわち、メラノーマでは DGKαが過剰
に発現しているために NFκB が活性化され
ているという結論が得られた。 
 
メラノーマは比較的抗がん剤が効きにくい
ことで知られているが、その原因は不明であ
った。DGKαを介した NFκB 活性化が抗が
ん剤によるアポトーシスを阻害しているな
らば、DGKαはメラノーマ治療のきわめて有
効な標的分子となりうる。また、NFκB活性
化機構に関する研究はかなり詳細に行われ
ているにもかかわらず、DGKαの関与が予想
されるモデルは全く報告がなく、学術的にも
興味深い研究テーマと考えられた。これらの
事情を背景に、我々は本研究を計画した。 
 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究の目的として、(1) TNFαに応答した
NFκB 活性化機構の中で DGKαがどのよう
な役割を果たしているのか明らかにするこ
と、(2) DGKαの発現を抑制することにより
メラノーマを人為的にアポトーシス誘導で
きるかどうかをin vivo条件で確認すること、
の２点を設定した。 
 
 
 
３．研究の方法 
(1) DGKαを介した NFκB 活性化機構につ
いて 

以前我々はメラノーマ細胞において、TNFα
刺激に応答したNFκB活性化には DGKαの
酵素活性が必要であることを明らかにした。
DGKα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
酵素であるから、これら DG あるいは PA に
よって活性調節される分子がシグナル伝達
系に関与しているものと考えられる。 
 
文献調査により、上記条件に適合する分子の
有力な候補がプロテインキナーゼ C(PKC)で
あった。そこで様々な PKC 阻害剤による酵
素活性のブロックや、PKC アイソザイムの過
剰発現を行い、このとき細胞の NFκB 活性
化にどのような影響が出てくるかを調べた。 
 
(2) メラノーマ腫瘍の成長に対する DGKα
発現抑制の影響 

 
メラノーマ腫瘍に抗がん剤が効きにくいの
は DGKαの過剰発現によるものと仮定する
ならば、逆に言うと DGKαの発現を抑制して
やることによりメラノーマ腫瘍の成長を抗
がん剤で抑えることができるはずである。実
際我々は、AKIヒトメラノーマ細胞株のDKG
α発現を siRNA 導入法で抑制することによ
り、この細胞の TNFα誘導性アポトーシスが
より強く起こることを以前の研究で示した。 
 
そこで本研究では、上記 AKI 細胞をヌードマ
ウス皮下に接種して腫瘍を形成、これに
DGK-siRNAと TNFαを投与することにより
腫瘍成長が抑制されるかどうかを検討した。 
 
 
 
４．研究成果 

 
(1) DGKαによる TNFα応答性 NFκB 活性
化増大は PKCζを介している 

 
AKI ヒトメラノーマ細胞株を用いた TNFα
投与時の NFκB 活性化実験において、DGK
α-siRNA による DGKα発現抑制は NFκB
活性化を強く抑制した。この実験系を使い
様々な PKC 阻害剤の影響を調べた結果、
novel PKC（PKCζ、ι/λ）が DGKαを介
した NFκB 活性化シグナル伝達系に関与し
ていることが示唆された。実際、NFκB の



p65 サブユニットの Ser311 リン酸化（PKC
ζによることが知られている）は DGKα発現
抑制により大きく減少した。逆に、PKCζの
発現抑制や過剰発現は NFκB 活性化に大き
な影響を与えた。 
 
本研究成果は NFκB 活性化機構に脂質代謝
酵素が関与するケースを世界で初めて明ら
かにしたという点で極めて意義あるもので
ある。どのような形で DGKαがシグナル伝達
系に関わっているのか明らかにすることが
今後の課題として残った。 
 
 
(2) マウスにおけるメラノーマ腫瘍の成長は
DGKα-siRNAとTNAαの投与により抑制で
きる 
 

AKI 細胞をヌードマウス皮下に接種して形
成された腫瘍に対して DGKα-siRNA と
TNAαを同時に投与したところコントロー
ル siRNA 投与時と比べて有意な腫瘍成長速
度抑制が観察された（上図参照）。DGKα

-siRNA と TNAα、どちらか一方だけでは効
果が無いことも確認した。 
 
本研究成果はメラノーマの化学療法におけ
る新たな標的分子を提示したという点で極
めて重要な意味をもっている。今後はより詳
細な検討、例えば他のメラノーマ細胞腫瘍へ
の効果や TNFα以外の抗がん剤などの効果
について研究を深め、臨床への応用を探る必
要がある。 
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