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研究成果の概要（和文）：ジアシルグリセロール（DG）キナーゼ(DGK)には 10 種のアイソザ

イムが存在する．それらの生理機能はこれまで殆ど不明だったが，最近申請者らは，DGK アイ

ソザイムそれぞれが，多様なシグナル伝達系を決定的に制御し，難治病態形成において重要な

役割を担う可能性を示した．そこで，DGK アイソザイムが制御するシグナル伝達機構の詳細

と新規生理機能を明らかにすることを計画した．まずそのための方法論を複数確立した．また，

DGKα，γ，δとηの生理病理機能・活性制御に関して興味ある知見が得られた． 
 
研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol (DG) kinase has ten isozymes. We have recently 
found that DGK isozymes play pivotal roles in a wide variety of signal transduction 
pathways and are involved in pathogenesis of refractory diseases. Thus, we planed to 
reveal the mechanisms of regulation of signal transduction pathways by DGK isozymes 
and their novel patho-physiological functions. To this end, we first established several new 
analytical methods. Moreover, we obtained interesting results concerning the 
patho-physiological functions and the activity regulation of DGKα, γ, δ and η. 
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１．研究開始当初の背景 

ジアシルグリセロール（DG）キナーゼ
（DGK）は DG をホスファチジン酸（PA）
に変換する酵素であり，10 種のアイソザイム
が存在する．DGK の基質 DG とその代謝物

PA は共に細胞内セカンドメッセンジャーで
あることから，DGK アイソザイムはこれら
二つのメッセンジャーの代謝制御を行う鍵
酵素群であることが示されている．そして，
個々のアイソザイムの発現や活性の恒常的
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変動による DG/PA の代謝異常は 2 型糖尿病
やがん，精神遅滞などを引き起こすことが知
られている〔雑誌論文 7〕． 
 ホスファチジルイノシトール（PI）代謝回
転が様々な生理病理現象に関与することは
良く知られており，従来漠然と，DGK の基
質の DG は PI 代謝回転の PI 由来であるとド
グマの様に信じられてきた．しかし，申請者
は以前から，in vitro で DGKε以外の 9 種の
アイソザイム（α, β, γ, δ, ζ, η, ι, θ, κ）は PI 由
来の DG(グリセロールの 2 位がアラキドン
酸（20:4（脂肪酸炭素総数：不飽和結合総数））)
に特異性が無いことを常々不思議に感じて
いた．加えて，PI 由来 DG に特異性を示さな
い DGKα, γ, δ, ηが，重要なホルモン・サイト
カイン受容体シグナル伝達経路や難治病態
形成（2 型糖尿病や難治性癌等）において枢
要な位置を占める鍵因子群であることを強
く示唆する結果を得た．即ち，1. DGKαは
メラノーマ(悪性黒色腫)に強く発現し，腫瘍
壊死因子-α〜nuclear factor-κB 系を正に制
御してアポトーシスを阻害する； 2. DGKγ
が Rac1 の上流で負の制御因子として働き，
糸状仮足(促進)や葉状仮足(抑制)形成など
の細胞形態変化に重要な役割を果たす；3. 
DGKδはインスリン受容体活性を正に制御す
る．2 型糖尿病患者での本酵素の発現の半減
がインスリン抵抗性を引き起こしている可
能性が高い；4. DGKηは大腸癌や胃癌で発現
が亢進し，癌細胞の上皮増殖因子受容体〜
B-Raf〜C-Raf〜MEK〜ERK〜細胞増殖系
を正に制御している．このことは，DGK に
よって制御される「PI 代謝回転とは独立した
新規シグナルグリセロ脂質代謝系」が存在す
れば，それは生体内で想像以上に重要な位置
を占める可能性を示している． 
 
２．研究の目的 
そこで，我々は，その発現低下が 2 型糖尿病
の増悪化に関与する DGKδに着目し，その細
胞内での DG 脂肪酸鎖選択性を明らかにする
ことを試みた（1）．また，PI 代謝回転とは独
立した DG 代謝経路を利用する可能性の高い
4 種のアイソザイム（α, γ, δ, η）に関して，そ
の機能や動態，制御機構を解析した（2）． 
 
３．研究の方法 
(1)細胞培養およびトランスフェクション 
各培養細胞は適切な培地中で培養した．低分
子干渉 RNA（siRNA）や cDNA はエレクトロ
ポレーションやリポソーム法で都タンスフ
ェクションした． 
(2) 細胞内局在性 
共焦点レーザー顕微鏡によって観察した． 
(3) 脂質結合アッセイ 
脂質結合はオーバーレイ法で測定した． 
 

４．研究成果 
(1)「PI 代謝回転とは独立した新規 DG 代謝
経路」の探索・同定 

我々は最近，既法では不十分だった PA 分
子種の安定的，且つ，定量的な分離・同定を
可能にする液体クロマトグラフィー（LC）/
質量分析法（MS）を確立した〔雑誌論文 5〕

（図 1）．この LC/MS を用いて PA 分子種を
分離・同定したところ，DGKδ-ノックアウト
マウスに由来するマウス胎仔線維芽細胞
（MEF-DGKδ (–/–)）において，飽和脂肪酸
（SFA）と一価不飽和脂肪酸（MUFA）のみ
を含有する PA 分子種（30:0, 32:0, 32:1, 34:0, 
34:1（脂肪酸炭素総数：不飽和結合総数）な
ど）が野生型細胞に比べて顕著に減少してい
ることが明らかになった〔投稿準備中〕．更
に，siRNA を用いて DGKδをノックダウンし
た場合も同様の結果が得られた．DGKδ活性
はグルコース刺激（細胞外高濃度グルコー
ス）によって上昇するが，グルコース刺激に
より野生型細胞では上記の SFA/MUFA-PA
分子種が増加した一方で，MEF-DGKδ (–/–)
ではそれらの増加は認められなかった．
DGKδの一過性及び安定過剰発現 MEF 株は
非発現株に比べ上記の SFA/MUFA-PA 分子
種の割合が増加していた．また，siRNA で
DGKδをノックダウンした C2C12 筋芽細胞
（糖を取り込む主要臓器は骨格筋である）を
用いてグルコース刺激実験を行った場合も，
MEF-DGKδ (–/–)と同様の傾向を示した． 

以上の結果から，アラキドン酸を含有する
DG 分子種に選択性を示す DGKεとは異なり，
細胞内で DGKδは SFA/MUFA-DG 分子種に
選択性を持つことが強く示唆された．また，
この結果は，DGKδは PI 代謝回転とは独立し
た DG 代謝系から供給される DG 分子腫を利
用する可能性を支持している．今後，2 型糖
尿病を含む様々な病態・代謝異常との関連を
含めて，この DG 代謝系の詳細を明らかにし
たい． 
 (2)DGK アイソザイムのシグナル伝達系に
おける役割・位置づけ，動態調節機構の解析 
①DGKδ：DGKδが細胞外高濃度グルコース
に応答（インスリン受容体シグナル伝達系を
介する）して，迅速に，且つ，一過的（5 分
でピーク）に細胞質から細胞膜に移行するこ

図 1 LC によるリン脂質の分離 



とが明らかになった〔雑誌論文 6〕（図 2）．
また，その移行には pleckstrin homology ド
メインと C1 ドメインが必要であることが分
かった． 

②DGKα：「Recoverin homology ドメイン＋
EF-hand モチーフ」による「C1 ドメイン＋
触媒ドメイン」のマスク及び Ca2+によるマス
クの解除が DGKαの活性化と密接に連関し
ていることが明らかになった〔雑誌論文 4〕
（図 3）．また，DGKαはas-Raf-MEK-ERK
経路の活性化によりヒト肝細胞がんの進行
を促進することを示した〔雑誌論文 3〕．
DGKαは T リンパ球やメラノーマ，肝細胞が
んに強く発現しているが，網膜の神経節細胞
の核にも発現していることを見出した〔雑誌
論文 10〕．c-Abl チロシンキナーゼは Tyr-218
のリン酸化によって DGKαの血清誘導性の
核から細胞質への移行を制御していること
を明らかにした〔雑誌論文 2〕． 

 更に，ハイスループット DGK 活性測定法
の開発に成功した〔雑誌論文 11〕．また，既
に，本法と化合物ライブラリーを用いて
DGKα特異的活性制御化合物をスクリーニ
ング中であり，複数の有望化合物が得られて
いる． 
③DGKγ：DGKγは神経モデル細胞（N1E-115
細胞）において，細胞膜に局在し神経突起形

成を正に制御していることを見出した〔雑誌
論文 8〕． 
 これまでに特異性と親和性の高い PA 結合
蛋白質の報告は無く，従って，PA の細胞内
動態をモニターできる良い PA 可視化プロー
ブも無かった．今回，DGKγは PA（及び構造
が類似したセラミド 1-リン酸）に対して選択
性を持つ脂質結合蛋白質であること，更に，
EF-hand ドメインがその結合に重要である
ことが明らかになった〔投稿準備中〕．今後，
点変異を導入するなどして，PA に対する選
択性を高めたいと考えている． 
④DGKη：DGKηは sorbitol を用いた高浸透
圧ストレス刺激に応じて，細胞内で顆粒状に
局在化することを見出しているが，更に生化
学的解析を進めたところ，本アイソザイムは
pleckstrin homologyドメインとC1ドメイン
を 介 し て 脂 質 ラ フ ト と は 異 な る
detergent-insoluble membrane 画分に局在
していることが明らかになった〔雑誌論文 9〕． 
 以上の結果は，DG α, γ, δ, ηが関与する新
規 DG 代謝経路が存在すれば，それらが様々
なシグナル伝達経路において重要な位置を
占めること，また，それらの発現・活性変動
が難治性病態形成（例えば，2 型糖尿病や難
治性がんなど）に関与する可能性を示してい
る． 
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