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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）はプロテインキナーゼ C の生理的活性調節因子と考

えられ近年、その機能的役割として癌や細胞死のシグナル伝達への関与が注目されている。こ

れまで我々は、DGKアイソザイムのうちζ型DGK（DGKζ）が核移行シグナルを有し核内に

局在すること、そしてラット脳虚血実験にて海馬錐体ニューロンの核内から細胞質へ移行しア

ポトーシスの初期過程に関わる可能性があることを明らかにしてきた。本研究では、ストレス

応答における DGKζの役割および細胞周期との関連を検討した。その結果、DGKζは癌抑制

因子としてよく知られDNA損傷に応答してアポトーシスを誘導する転写因子 p53と結合する

ことを見出した。また細胞質に移行した DGKζは p53 タンパク発現を強力に抑制し、アポト

ーシスを減少させることが明らかとなった。一方神経細胞において、ストレス応答による核内

DGKζの減少は、細胞周期関連蛋白の発現増加によってアポトーシスを誘導することが分かっ

た。以上の結果から、DGKζは細胞質および核内の両コンパートメントにおいて、p53の制御

に関わっている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：
Diacylglycerol kinase (DGK), an enzyme that phosphorylates diacylglycerol to phosphatidic acid, 
is involved in many pathophysiological cellular responses, such as cancer and apoptosis. Our 
previous studies show that DGKζ, which contains a nuclear localization signal, is localized in the 
nucleus of hippocampal neurons but rapidly translocates from the nucleus to the cytoplasm and 
disappears in the early phase of ischemia, suggesting its implication in an apoptotic process. In this 
study we investigated the functional link between DGKζ cytoplasmic translocation and p53 that 
acts as the hub of various stress pathways. We found that cytoplasmic DGKζ induces cytoplasmic 
localization of p53 after DNA damage and suppresses p53 induction. In neurons, down-regulation 
of nuclear DGK after excitotoxic stress leads to aberrant cell cycle reentry, which results in cell 
death. These findings suggest that DGKζ cytoplasmic translocation exerts distinct effects on signal 
transduction both in the cytoplasm and the nucleus.
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１．研究開始当初の背景
(1) 生体膜は、種々の蛋白分子を含有する脂
質二重層から構成されており、細胞内外ある
いは細胞内の各コンパートメントを境する
バリアーとして働くのみならず、情報の変換
部位としても重要な役割を果している。

(2) 近年、細胞膜脂質の主要構成成分である
リン脂質が、情報伝達系に深く関与している
ことが明らかになってきた。

(3) 申請者は、この生体膜の微量成分である
イノシトールリン脂質の分解産物である脂
質性二次伝達物質 DG のリン酸化酵素 DGK に
注目し研究を行っている。これまで、ラット
脳から５種の DGK アイソザイム(α, -β, -
γ, -ζ, -ι)を単離し、その分子多様性と
遺伝子発現の多様性を明らかにしてきた。

(4) しかし、これら DGK アイソザイムの機能
的役割については未だ不明な点が多い。申請
者は、生体ストレスの誘因として日常、最も
頻繁かつ重要と考えられる虚血・低酸素によ
る生体応答について、脂質性二次伝達物質代
謝酵素であるDGKを指標として解析を行うこ
とにより、脂質代謝を介するストレス応答に
ついて探りたいと考えている。

２．研究の目的
(1) これまでの研究により、ラット脳一過性
虚血実験において DGKζが海馬錐体ニューロ
ンの核内から細胞質へ移行する現象を見出
した。

(2) 本研究では、この DGKζの核-細胞質移行
の現象とストレス応答、また細胞周期との関
連を検討した。

３．研究の方法
(1) DGKζの核-細胞質移行の分子メカニズム
解析を目的として、DGKζの遺伝子導入細胞
を用いた免疫沈降法および質量分析法によ
り、DGKζ結合蛋白を探索した。

(2) DGKζのニューロンにおける核-細胞質移
行の現象を精査するために、海馬スライスを
用いた解析を行った。

(3) 細胞のストレス応答に重要な役割を果
たすp53の制御機構にDGKζの核-細胞質移行
の現象がどのような関わりを持つか検討し
た。
(4) ニューロンにおける DGKζの機能的役割

を解析するために、siRNA を用いた DGKζの
ノックダウン法および DGKζノックアウトマ
ウスを用いて、ストレス応答を解析した。

４．研究成果
(1) HEK293細胞にタンデムアフィニティータ
グを融合した DGKζを発現させ結合タンパク
質群を精製し TOF-MS 解析を行った結果、
Nucleosome assembly protein 1-like1 
(NAP1L1)および-like4 (NAP1L4)を同定した。
DGKζの変異体を用いた解析により、NAP1L1
は DGKζの N 末端側を中心とした全体的な構
造を認識して結合し、NAP1L4 は DGKζの N末
側のみに結合することが明らかとなった。
DGKζは主として核局在を示すが、一方、NAP
は主に細胞質に局在することが報告されて
いる。各々の遺伝子を HEK293 細胞に共発現
させると DGKζは細胞質局在を示すようにな
った。また、最小結合領域である DGKζの N
末端領域も同様に NAP1L1 および NAP1L4 との
共発現により細胞質に観察されるようにな
った。以上より、NAP1L1 および NAP1L4 は DGK
ζを細胞質にアンカリングし、その働きを空
間的に制御する可能性が示唆された。

次に、NAP1L1 および NAP1L4 に対する特異
抗体を作製し、ラット脳（大脳皮質、小脳、
海馬）における局在を免疫組織化学的に検討
した。大脳皮質におけるNAP1L1およびNAP1L4
免疫反応は、ほぼ全ての神経細胞の細胞体に
びまん性に検出された。一方、小脳において
は両者の局在は大きく異なっており、NAP1L1
はバーグマングリアの細胞体に、NAP1L4 はプ
ルキンエ細胞の細胞体と樹状突起に優位な
局在が認められた。また海馬において、
NAP1L1 は投射ニューロンと介在ニューロン
に検出されたが、NAP1L4 は介在ニューロンで
の発現が優位であった。

(2) 脳虚血負荷実験をシミュレートするた
めにラット海馬スライスに酸素グルコース
欠乏負荷（oxygen-glucose deprivation：OGD）
を与え、DGKζの細胞内局在の経時的変化を
詳細に検討した。DGKζは動物モデル実験と
同様、OGD 負荷 20 分後から徐々に核外に移行
し、その後、酸素グルコースを含む通常培養
条件下に戻しても再び核内に戻ることはな
かった。一方、OGD 負荷 10 分後では DGKζの
核外移行は認められないが、その後、通常培
養条件下に戻すと 60 分後にはζ型 DGK が完
全に核外へ移行することが明らかとなった。
以上より、10 分間の OGD 負荷により細胞死カ
スケードが作動し、DGKζの核外移行が誘導
された可能性が示唆された。



さらにグルタミン酸毒性との関連性を追
求するために、通常培養条件下において NMDA
を添加すると DGKζの核外移行が誘導され、
一方 OGD 負荷時に NMDA 受容体を阻害すると
DGKζの核外移行は認められなくなった。ま
た、細胞外 Ca2+をキレートし OGD 負荷を行う
と DGKζの核外移行は起こらなかった。以上
より DGKζの核外移行には、NMDA 受容体刺激
による細胞外 Ca2+の細胞内流入が重要であ
ると考えられた。

(3) 癌抑制因子としてよく知られDNA損傷に
応答してアポトーシスを誘導する転写因子
p53 との関連を検討したところ、DGKζは p53
と結合することが明らかとなった。また、
HeLa 細胞を DNA損傷因子である Doxorubicin
で処理すると p53タンパクが核内に増加し細
胞死が誘導されるが、細胞質型 DGKζを遺伝
子導入するとp53タンパク発現誘導が強力に
抑制さることが明らかとなった。このタンパ
ク発現誘導の抑制は、プロテアソーム阻害剤
MG132 の添加により認められなくなること
から、p53 の発現抑制はユビキチン－プロテ
アソーム系を介するタンパク分解系の促進
によることが示唆された。さらにこの時、細
胞質局在型 DGKζを過剰発現させると、細胞
死が抑制されることも判明した。以上の結果
から、細胞質型 DGKζは p53 の核移行阻害な
らびにユビキチン‐プロテアソーム系によ
る分解系を調節することにより、p53 を介し
て細胞の生死をコントロールすることが示
唆された。

さらに新規 DGKζ結合タンパクとして同定
した NAP1L1 および NAP1L4 が DGKζを核から
細胞質へ移行させる際、HeLa 細胞の DNA 損
傷モデルにおいて、p53 の発現制御を介して
細胞死を抑制することが明らかになった。ま
た、DGKζ をノックダウンすると NAP1L1/
NAP1L4 の過剰発現による p53 の発現制御は
生じないことがわかった。以上の結果から、
NAP はDGKζ の細胞質移行を介してp53の発
現を抑制し、細胞の生死をコントロールする
ことが示唆された。

(4) 虚血ストレスはニューロンに対して興
奮毒性をもたらすと考えられているので、培
養ニューロンを用いて興奮性伝達物質であ
るグルタミン酸の添加実験を行った。高濃度
グルタミン酸（１mM）を 30 分添加後に通常
メディウムに置換すると、24 時間後にニュー
ロンはアポトーシスを呈した。この実験系に
おいて DGKζの細胞内局在を観察すると、一
過性虚血ストレスと同様に、DGKζは核から
細胞質へ移行することが明らかとなった。さ
らに細胞質に移行した DGKζはユビキチン・
プロテアソーム系により分解を受け、その後
アポトーシスマーカーの上昇が認められた。

また siRNA により DGKζをノックダウンした
ニューロンでは、コントロールと比較して、
より早期にアポトーシスを呈した。個体レベ
ルの実験では、カイニン酸誘導痙攣モデルに
おいて、DGKζノックアウトマウスの海馬ニ
ューロンでは野生型と比較し、アポトーシス
の進行が早期に認められた。この時、非分裂
細胞であるニューロンにおいて細胞周期マ
ーカーの増加が認められることから、DGKζ
の核-細胞質移行とその後の消失は、ニュー
ロンの細胞周期と密接に関連してアポトー
シスの制御に関わることが示唆された。
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