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研究成果の概要（和文）：ラット大動脈構成細胞におけるジアシルグリセロールキナーゼ (DGK)
アイソザイムの発現を解析した。ラット大動脈平滑筋細胞（RASMC）にはα, ε, ζ型 DGK の

mRNA 発現が確認され、免疫細胞化学によってα型は細胞全体に、ε型は細胞骨格状に、ζ型は

核内にそれぞれ局在していることが明らかとなった。DGKεはファロイジンとの二重染色によ

りストレスファイバーに発現し、セロトニンによる収縮刺激を与えると細胞質へと局在が変化

することから、同アイソザイムが収縮制御に関わる可能性を示唆した。ラット大動脈血管内皮

細胞（RAEC）において、免疫細胞化学により DGKγがゴルジ体に発現すること、さらに IL-1β
で刺激すると DGKγ mRNA 発現が亢進することを明らかにした。本研究ではさらに IL-1βによ

り発現誘導される cyclooxygenase-2（COX-2）のラット大動脈および RASMC における発現解

析を行った。COX-2 は正常では主に外膜に発現が誘導されるが、内膜除去によって中膜にも発

現することを明らかにした。これらの結果は DGK アイソザイムの血管構成細胞における機能

解析をする上で重要な知見であり、DGK による TRP チャネル分子制御機構を解明するうえで

意義がある。 
研究成果の概要（英文）：In the present study, diacylglycerol kinase (DGK) expression in rat 
aortic cells was investigated. In rat aortic smooth muscle cells (RASMC), α, ε and ζ types of 
DGK isozymes mRNA were detected.  Immunocytochemical analysis revealed that 
DGKα, ε, ζ were localized in nucleus and cytoplasm, cytoskelton and nucleus, respectively. 
Phalloidin staining demonstrated that DGKε was localized to actin stress fibers. When 
RASMC were treated with serotonin, a contractile agonist, subcellular localization of DGKε 
was altered to be diffusely in cytoplasm. These facts indicate that DGKε functions in the 
regulatory mechanism of contraction in RASMC.  In rat aortic endothelial cells (RAEC), 
immunocytochemical analysis revealed that DGKγ was localized in Golgi complex. Present 
study demonstrated that up-regulated expression of DGKγ mRNA by IL-1β. We also 
investigated the expression of cyclooxygenase-2 (COX-2) which was induced by IL-1β. In 
endothelial denuded aortae, COX-2 expression was induced in tunica media, in addition to 
adventitia, whereas no expression was detected in tunica media of intact aortae. These 
facts can be significant to study functional role of DGK isozymes , for example regulation of 
TRP channels, in vascular cells.  
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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

てフォスファチジン酸（PA）に変換する酵素

である。DG はプロテインキナーゼ C や

transient receptor potential (TRP)チャネル

を活性化し、PA は mammalian target of 
rapamycine や hypoxia inducible factor-1α
などの2次メッセンジャーを活性化すること

から、DGK は細胞内情報伝達において重要

な役割を果たすと考えられている。ラット大

動脈壁を構成する平滑筋細胞や内皮細胞に

おいては前述の 2次メッセンジャーがその細

胞機能に特に重要な役割を果たしているが、

DGK アイソザイムの発現や機能に関する詳

細な報告は本研究以前にはなかった。よって

DGK による DG 作動性 TRP チャネルの制御

機構という観点の研究は報告されていない。 

 

 

4.  研究成果 

 

(1)血管平滑筋細胞における DGK 発現の解析 

 
ラット大動脈平滑筋細胞（RASMC）におけ

る DGK の発現解析を行った。RT-PCR 解析

により、DGKα, ε, ζの mRNA 発現が検出さ

れた。特異抗体による免疫細胞化学解析によ

り、DGKαは核および細胞質にびまん性に、

DGKεは細胞長軸に沿った細胞骨格状に、

DGKζは核内に顆粒状に免疫陽性反応が認め

られた。ファロイジンによる二重染色および

Rho キナーゼインヒビターの投与実験から、

DGKεはアクチンストレスファイバーに発現

することが明らかとなった。RASMC を収縮

アゴニストであるセロトニンで刺激すると、

細胞は収縮像を示し、DGKεはストレスファ

イバーから細胞質にびまん性へと局在が変

化した（上図参照）。さらにセロトニン刺激

によって DGKεのタンパクおよび mRNA 発

現が亢進することをイムノブロット法なら

び RT-PCR 法によって明らかにした。以上の

結果から、RASMC において DGKεはアクチ

ンストレスファイバーに局在し、細胞の収縮

制御機構に関与する可能性を示唆した。 

 
２．研究の目的 
 

ラット大動脈構成細胞（血管内皮細胞・平

滑筋細胞）における DGK アイソザイムおよ

び関連分子の mRNA/タンパク発現、細胞内

局在およびその機能的役割を明らかにして

TRP チャネル制御の分子機構解明への礎を

作る。 
 
３．研究の方法 
 

Wistar 系ラット大動脈および大動脈から単

離した血管平滑筋細胞および内皮細胞を培

養し、セロトニンや IL-1βなどのアゴニスト

によって刺激する。その後、これらの組織・

細胞における DGK アイソザイムおよび関連

分子として cyclooxygenase-2 （COX-2）の

発現・局在を以下の方法によって解析した。 

 

(2)血管内皮細胞における DGK 発現の解析 

① RT-PCR  

ラット大動脈内皮細胞（RAEC）における

DGK の発現解析を行った。RT-PCR 解析に

より、DGKα, γ, ζの mRNA 発現が主に検出

され、免疫細胞化学解析により、アイソザイ

ムはそれぞれ核および細胞質にびまん性、核

② 免疫細胞化学 

③ 免疫組織化学 

④ イムノブロット 

⑤ 細胞培養 

 



周部の細胞質に筒状・網状、核内に顆粒状に

免疫陽性反応が検出された。DGKγの局在部

位は GM130 や Golgin97 抗体などマーカー抗

体との二重染色により、ゴルジ体であること

が明らかとなった（次ページ図参照）。RAEC
を IL-1βで刺激すると、DGKγの mRNA 発現 

が亢進し、この亢進は p38MAP kinase イン

ヒビター存在下では抑制されることを明ら

かにした。この結果から、IL-1βによる DGKγ 
mRNA発現亢進は p38MAP kinaseにより調

節されていると考えられる。 
 

(3)血管平滑筋における COX-2 発現の解析 

 
DGKγと同様に IL-1βによって発現が亢進す

る cyclooxygenase-2（COX-2）の解析をラッ

ト大動脈組織および RASMC を用いて行っ

た。正常大動脈組織では IL-1βにより COX-2
は外膜構成細胞（線維芽細胞と一部のマクロ

ファージ）に発現が誘導される。我々は内皮

細胞を機械的に除去すると外膜に加えて中

膜平滑筋細胞にも COX-2 免疫陽性細胞が検

出されることを見出した。この内皮細胞除去

後に出現する COX-2 陽性平滑筋細胞は分裂

細胞マーカーである抗 PCNA 抗体で描出さ

れることから、細胞の形質が分裂型に変化し

ている可能性を示唆した。さらに RASMC を

ERK インヒビター存在下で IL-1β刺激を行

うと COX-2 の発現が抑制されることから、

RASMCにおけるCOX-2の発現はERK依存

性であることを明らかにした。 
 本研究の結果、DGK は血管平滑筋細胞、

内皮細胞ともに複数のアイソザイムが発現

していることが明らかとなった。これらの細

胞に発現しているαおよびγ型は一次構造中

にカルシウム結合部位である EF ハンドを有

し、ε型の関与が考えられる細胞収縮にはカル

シウムが重要な役割を果たす。よって、これ

らアイソザイムを中心としたDGKとTRPチ

ャネルの機能的結びつきを直接的に解析す

ことが次の課題である。 
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