
	 

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 23日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：Ras/B-Raf/C-Raf/MEK/ERK 経路（ERK 経路）は、細胞増殖を含む細胞

機能の制御に重要な役割を果たしている。HeLa 細胞に siRNA をトランスフェクトし、ジアシル

グリセロールキナーゼη（DGKη）の発現を抑制すると、上皮増殖因子（EGF）刺激によって誘

導される ERK 経路の活性化の阻害が認められた。また DGKηの発現は触媒活性非依存的に ERK

経路を活性化したことより、DGKηはアダプタータンパク質として機能していることが考えられ

た。B-Raf と C-Raf のキナーゼ活性を測定したところ、DGKηの発現抑制により C-Raf 活性のみ

が減少することが明らかになった。さらに DGKηの発現抑制によって、EGF 刺激によって誘導さ

れる B-Raf と C-Raf のヘテロ二量体形成も顕著に抑制された。また DGKηは B-Raf および C-Raf

と相互作用し、EGF刺激によって誘導されるB-RafおよびC-Rafの細胞膜への移行も制御した。

以上の結果は、DGKηは ERK 経路を制御する新規の因子であることを示唆している。	 

 
研究成果の概要（英文）：The	 Ras/B-Raf/C-Raf/MEK/ERK	 pathway	 (ERK	 pathway)	 is	 critical	 for	 

the	 control	 of	 many	 cellular	 processes	 including	 proliferation.	 Here	 we	 showed	 that	 

siRNA-dependent	 knockdown	 of	 diacylglycerol	 kinase	 η	 (DGKη)	 impairs	 the	 ERK	 pathway	 

activated	 by	 epidermal	 growth	 factor	 (EGF)	 in	 HeLa	 cells.	 The	 overexpression	 of	 DGK

η	 could	 activate	 the	 ERK	 pathway	 in	 a	 DGK	 activity-independent	 manner,	 suggesting	 that	 

DGKη	 serves	 as	 an	 adaptor	 protein.	 We	 revealed	 that	 DGKη	 activates	 C-Raf	 but	 not	 B -Raf.	 

Moreover,	 knockdown	 of	 DGKη	 inhibited	 EGF-induced	 heterodimerization	 of	 C-Raf	 with	 

B-Raf.	 DGK η	 physically	 interacted	 with	 B-Raf	 and	 C-Raf	 and	 regulated	 EGF-induced	 

recruitment	 of	 B-Raf	 and	 C-Raf	 from	 the	 cytosol	 to	 membranes.	 These	 results	 support	 that	 

DGKη	 acts	 as	 a	 novel	 critical	 regulatory	 component	 of	 the	 ERK	 signaling	 cascade. 
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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をリン酸化し、ホスフ

ァチジン酸に変換する酵素である。哺乳動物

細胞において、DGK には 10 種類のアイソザイ

ムが存在することが現在までに報告されて

いる。DGKηは、N 末端側に PH ドメインを持

ち、触媒部位が 2つに分かれている II 型 DGK

に属する。また DGKηには、分子量 128	 kDa

の DGKη1 と分子量 135	 kDaの DGKη2 の 2 種

類のスプライシング産物があり、酸化ストレ

スや浸透圧ストレスでエンドソームに移行

することが報告されている。しかしながら

DGKηに関する論文は数少なく、DGKηが生体

内や細胞内で何を行っているのか、というこ

とに関してほとんど分かっていない。本研究

では DGKηの生理的な機能および役割の解明

を行う。	 

 
２．研究の目的 
	 ERK 経路は、細胞外からのシグナルを核に

伝え、細胞増殖・分化・生存を制御すること

が広く知られている。増殖因子やサイトカイ

ンが細胞表面の受容体に結合し、低分子量 G

タンパク質である Ras が活性化される。セリ

ン／スレオニンキナーゼである Raf は、活性

化した Ras からのシグナルを下流の MEK1/2

に伝え、その結果 ERK1/2 を活性化する。Raf

の活性化メカニズムは複雑であり、活性化

Rasとの結合の他に、リン酸化、B-RafとC-Raf

のヘテロ二量体形成などが関与する。	 

	 DGKηの細胞機能における役割を明らかに

するため siRNA により DGKηの発現を抑制し

たところ、細胞増殖の阻害が観察された。本

研究では、DGKηによる細胞増殖制御に関連

して、DGKηによる ERK 活性制御機構の解析

を行った。	 

	 

３．研究の方法 
細胞培養とトランスフェクション-HeLa 細胞

に 10	 nM	 siRNA をトランスフェクトし、72 時

間後に無血清培地で 5 時間インキュベート

し、100	 ng/ml	 EGF で刺激した。	 

免疫沈降とウェスタンブロット解析-細胞溶

解液を調製し、抗 C-Raf 抗体と Protein	 G	 

Sepharose とインキュベートし、ビーズの洗

浄を行った。細胞溶解液もしくは免疫沈降物

中の phosphoERK1/2、ERK1/2、phosphoMEK1/2、

MEK1/2、DGKη、B-Raf および C-Raf は、それ

らに対する特異的な抗体を用いてウェスタ

ンブロット法で検出した。	 

In	 vitro	 Raf キナーゼアッセイ-細胞溶解液

を調製し、抗 C-Raf 抗体を用いて免疫沈降を

行った。免疫沈降物を6xHis-MEK1-K97RとATP

を含む反応溶液中で 30˚C、20 分間インキュ

ベートし、生成した phosphoMEK1 をウェスタ

ンブロット法により検出した。	 

細胞分画-細胞質画分と膜画分の分離は、

ProteoExtractTM	 subcellular 	 proteome 	 

extraction	 kit を用いて行った。	 

	 

４．研究成果	 

	 HeLa 細胞に DGKη特異的 siRNA をトランス

フェクトすることにより、DGKηの発現を低

下させた。DGKηの発現を抑制した細胞では、

EGF刺激に依存的なERK1/2のリン酸化が低下

していた。また ERK1/2 の上流のキナーゼで

ある MEK1/2 の EGF に依存したリン酸化も、

DGKη発現抑制により阻害された（図 1）。こ

れらことは、DGKηは EGF によって活性化さ

れる ERK経路に対して促進的に働くことを示

している。	 

	 

	 

図 1 	 DGKηは EGF 刺激で誘導された

MEK1/2 のリン酸化に必要である。	 

	 

	 EGF 刺激によって増加する Ras-GTP 量は

DGKηの影響を受けなかったため、DGKηによ

る Raf キナーゼ活性の制御が考えられた。し

たがって次にDGKηの発現を抑制したHeLa細



胞を EGF 刺激し、内在性の C-Raf を免疫沈降

し、in	 vitro	 で Raf キナーゼ活性を測定し

た。C-Raf のキナーゼ活性は、EGF 刺激によ

って著しく上昇した（図 2）。興味深いことに、

DGKηの発現抑制は EGF 依存的な C-Raf キナ

ーゼ活性を顕著に阻害した。しかしながら、

DGKηは B-Raf キナーゼ活性には影響を及ぼ

さなかった。これらのことは、DGKηが B-Raf

キナーゼ活性ではなく C-Raf キナーゼ活性を

制御していることを示している。	 
	 

	 
図 2	 DGKηは EGF に応答した C-Raf キナ
ーゼ活性化に必要である。	 
	 

	 活性型 Ras 依存的に C-Raf は B-Raf とヘテ

ロ二量体を形成することが近年報告されて

いる。また B-Raf は C-Raf の上流にあり、そ

れらのヘテロ二量体は強い Rafキナーゼ活性

を有することが知られている。DGKηの発現

を抑制した HeLa 細胞を EGF 刺激し、内在性

の C-Raf の免疫沈降を行い、B-Raf の共沈降

を見た。細胞を EGF で刺激することにより、

B-Raf の共沈降が著しく誘導された（図 3）。

また DGKηの発現抑制により、EGF 刺激に依

存した B-Raf の共沈降が顕著に阻害された。

これらのことより、DGKηが EGF 依存的な

B-Raf と C-Raf の相互作用の制御を行ってい

ることが明らかになった。	 

	 次に DGkηと B-Raf および C-Raf との相互

作用を検討した。HeLa 細胞に DGKηを発現さ

せ免疫沈降を行ったところ、EGF 刺激有無に

関わらず B-Raf および C-Raf の共沈降が観察

された。これらのことは、DGKηは細胞外か

らのシグナルに依存すること無く、B-Raf お

よび C-Raf と常時相互作用していることを示

している。	 

 
図 3	 DGKηは EGF に応答した B-Raf と

C-Raf の相互作用を制御する。	 

	 

	 

図 4	 DGKηは RasV12 による B-Raf およ

び C-Raf の膜移行に必要である。	 

	 

	 B-Raf と C-Raf の膜への移行は、活性化 Ras

からのシグナルを下流に伝達する上で重要

である。EGF 刺激および活性型 Ras（RasV12）

は B-Raf と C-Raf の膜への移行を促進したが、

DGKηの発現を抑制すると、B-Raf および

C-Raf の膜への移行が阻害された（図 4）。し

かしながら DGKηは、RasV12 と C-Raf の結合

には影響を及ぼさなかった。これらの結果は、

DGKηは自らと相互作用している C-Raf を活

性型 Ras と B-Raf の局在する細胞膜へ移行さ



せることを示唆している。同時に DGKηは、

B-Raf を活性型 Ras と C-Raf の局在する膜へ

移行させることが考えられた。	 

	 以上の結果より、DGKη は C-Raf と B-Raf

に相互作用し、Ras の活性化により細胞膜に

移行し、C-Raf と B-Raf の二量体形成を促進

し、MEK-ERK へのシグナルを増強し、細胞増

殖を促進することが考えられた（図 5）。	 

	 

	 

図 5	 DGKηによる ERK 経路活性制御機構

のモデル図。	 
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