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研究成果の概要（和文）：生体膜リン脂質の代謝過程において産生されるジアシルグリセロール（DG）は細胞内二次伝
達物質として機能すると同時に様々な脂質代謝経路の主要な中間産物でもある。DGキナーゼ（DGK）によるDGのリン酸
化は、全細胞に普遍的に存在する酵素反応であるが、その機能的意義には未だ不明な点が多い。本研究では、DGKζの
発現減少により炎症応答の主要な転写因子NFkBの活性が増加し、炎症応答が亢進する現象を見出した。また、DGKεは
免疫電顕解析により小脳プルキンエ細胞の滑面小胞体に検出されること、そして小胞体への局在化にはN末端近傍の３
つのロイシン残基からなる疎水性パッチが重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Membrane lipid turnover generates diacylglycerol (DG), which serves not only as a 
second messenger but also as an intermediate product of lipid metabolism. DG kinase (DGK) is an enzyme 
that phosphorylates DG to phosphatidic acid. This enzymatic reaction occurs ubiquitously in cells, 
although much of the functional role remains undetermined. In this study, we found the following results: 
1) downregulation of DGKzeta upregulates an activity of the major inflammatory transcription factor NFkB, 
thereby enhancing an inflammatory reaction. 2) By immunogold electron microscopy, DGKepsilon is localized 
to the smooth endoplasmic reticulum (ER) of cerebellar Purkinje cells. 3) Three leucine residues, Leu22, 
L25 and L29, which form a hydrophobic patch in the N-terminus, play a necessary role in targeting of 
DGKepsilon to the ER.

研究分野： 解剖学
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１．研究開始当初の背景 
（１）生体膜脂質の微量成分であるイノシト
ールリン脂質の代謝過程において産生され
るジアシルグリセロール（DG）は、細胞内
二次メッセンジャーとして作用することが
知られている。 
 
（２）これまで DGはプロテインキナーゼ C
の活性化因子として注目され、DG-PKC経路
の過剰活性化と発癌メカニズムの関連性に
ついて報告されてきたが、一方で DGは様々
な脂質代謝経路の主要な中間産物であり、ま
た生体貯蔵エネルギーのトリグリセリド
（TG）の前駆体であることも事実である。 
 
（３）DGキナーゼ（DGK）による DGのリ
ン酸化は、全細胞に普遍的に存在する酵素反
応であるが、この酵素反応の機能的意義には
未だ解明されていない点が多い。 
 
２．研究の目的 
（１）我々は、脂質性二次伝達物質ジアシル
グリセロール(DG)のリン酸化酵素 DG キナ－
ゼ(DGK)の遺伝子クローニングにより、分
子・発現局在・機能の多様性を解析してきた。 
 
（２）その結果、DGK ファミリーは各々特
有の細胞内局在を示し、各細胞内小器官の機
能制御に関与することが明らかになりつつ
ある。 
 
（３）本研究では、我々が得てきた知見をさ
らに発展させ、各 DGK 分子の生体機能に関
し、生体細胞における細胞内局在を電子顕微
鏡レベルで解析する。細胞内小器官ごとに焦
点を絞り、DGK ファミリーの機能分化を追
求する。 
 
３．研究の方法 
（１）DGKζをノックダウンした HeLa 細胞お
よび DGKζノックアウト	 (KO)	 マウス由来の
マウス胎児線維芽細胞	 (MEF)	 を用いて、炎
症性サイトカイン TNF-α	 および IL-1β	 の
刺激による NF-kB	 p65 サブユニットの細胞内
局在を共焦点レーザー顕微鏡で経時的に観
察した。また、NF-kB 活性に関わるタンパク
質の発現をウエスタンブロット法により解
析し、NF-kB の転写活性をルシフェラーゼレ
ポーター法により検討した。	 
	 
（２）種々の DGKε変異型を GFP 発現ベクタ
ーにサブクローニングし、共焦点レーザー顕
微鏡を用いて遺伝子導入細胞における細胞
内局在解析を行った。また、DGKεをノック
ダウンした NIH3T3 細胞および DGKε-KO マウ
ス由来 MEF	 を用いて、Thapsigargin および
Tunicamycin 誘導小胞体ストレス下における
細胞生存率の測定、アポトーシスや小胞体ス
トレス関連タンパク質の発現を検討した。	 
	 

（３）DGKζの機能解析を目的に質量分析法
を用いて結合蛋白の検索を行った結果、新規
DGKz結合蛋白として DEAD-box	 protein	 5	 
(DDX5)	 を同定した。DDX5 は当初、 RNA	 
helicase 活性を持つ分子として同定され、
種々の転写因子に対する調節因子としての
役割が報告されているが、未だ不明な点が多
いので、HeLa 細胞および HEK293 細胞を用い
て、DDX5 の細胞内局在解析や DDX5 ノックダ
ウン細胞における NF-kB	 p65 サブユニットの
細胞内動態を形態学的に解析した。また、IkB
と p65 サブユニットの発現およびリン酸化を
ウェスタンブロット法を用いて、そして
NF-kB 転写活性をルシフェラーゼアッセイを
用いて検討した。	 
	 
（４）DGKεに対する特異抗体を作製し、主
に小脳について免疫組織化学法および免疫
金コロイド電子顕微鏡法を用いて発現局在
解析を行った。また、DGKε-KO マウスを用い
て協調運動機能解析法であるロータロッド
試験（回転棒テスト）を行った。	 
	 
（５）ラット副腎における DGK アイソザイム
および他の PI 代謝関連分子の発現局在につ
いて、免疫組織化学染色法を用いて蛋白レベ
ルで解析した。	 
	 
４．研究成果	 
（１）転写転写因子 nuclear	 factor-kB	 
(NF-kB)	 は、免疫応答や炎症、細胞増殖、細
胞生存、癌化等の制御において中心的な役割
を担うことが知られている。NF-kB は、阻害
タンパクファミリーの 1つである IkB と複合
体を形成し、不活性型として細胞質に係留さ
れているが、細胞外の様々な刺激によって
IkB がリン酸化・分解されると、抑制解除を
受けた NF-kB は細胞の核に移行し標的遺伝子
の転写を行う。本研究では、炎症応答におい
て、ゼータ型（DGKζ）が NF-kB 経路に及ぼ
す影響について細胞レベルの検討を行い以
下の結果を得た。	 
	 DGKζをノックダウンした HeLa 細胞および
DGKζ	 KO	 MEF のいずれにおいても、コントロ
ールと比較して p65 は迅速に細胞質から核内
に移行し、核内での滞在時間も遷延すること
が判明した。また、DGKζ	 ノックダウン HeLa
細胞および DGKζ	 KO	 MEF では、p65 サブユニ
ットを細胞質に係留する IkB の分解が促進し、
その回復も遅れることが明らかとなった。こ
の時、IkB および p65 のリン酸化を担う IkB	 
kinase	 (IKK)	 の活性が上昇し、p65 の転写活
性増強に関与すると考えられている Ser	 536
リン酸化の亢進も認められた。また、これら
の結果に一致して NF-kB 転写活性も亢進し、
NF-kB の標的遺伝子の 1 つである TNF-α	 の
mRNA レベルも上昇した。	 
	 以上より、炎症応答において DGKζは NF-kB
経路に抑制的に働く可能性が示唆された。こ
の経路において、DGKζは IKKβ	 の上流に作



 

 

用し、IkB のリン酸化・分解と p65 サブユニ
ットの活性を調節することにより NF-kB の転
写活性を抑制していると考えられた。今後、
IKK 複合体	 上流カスケードにおける DGKζの
作用点を解明し、生体現象との関連を追求す
る。	 
	 
（２）イプシロン型 DGK(DGKε)	 は全てのア
イソザイムに共通する亜鉛フィンガーと触
媒領域を有する分子量 64kDa の小さなアイソ
ザイムである。これまでの研究により、DGK
ε活性は小胞体画分に認められ、その局在は
培養細胞への遺伝子導入実験において小胞
体マーカーと一致することが報告されてい
るが、その局在化メカニズムおよび機能は不
明である。本研究では、DGKεの細胞内局在
化機構のおよび小胞体ストレス下における
機能的役割を解析し、以下の結果を得た。	 
	 遺伝子導入 HeLa 細胞において、野生型 DGK
εは小胞体マーカーの局在と一致した。また、
種々の欠失型	 DGKεの導入実験により、N端
側	 DGKε	 (aa.1-55)	 も小胞体に局在するこ
とが判明した。さらに、DGKε	 (aa.1-55)	 に
含まれる疎水性の高い 21 残基の領域 DGKε	 
(aa.20-40)	 のみで小胞体に局在することか
ら、いくつかの疎水性アミノ酸の置換実験を
行った。その結果、最小疎水性アミノ酸 Ala
に 置 換 し た 変 異 体 DGK ε	 
(aa.20-40/L22A,L25A,L29A)	 は小胞体に局
在するが、親水性アミノ酸 Gln に置換した変
異体 DGKε	 (aa.20-40/L22Q,L25Q,L29Q)	 は
細胞質および核内にび慢性に認められた。よ
って、DGKεの小胞体局在化には、アミノ末
端近傍のαへリックス構造内の３つのロイ
シン残基（Leu22、Leu25、Leu29）からなる
疎水性領域が重要な役割を果たすことが明
らかとなった。	 
	 小胞体ストレス実験において、DGKεノッ
クダウン細胞および DGKε-KO	 MEF ではコン
トロールと比較し細胞生存率の低下が認め
られた。また、DGKε-KO	 MEF において小胞体
品質管理機構分子の発現パターンが野生型
MEF と異なっており、アポトーシスの早期進
行が観察された。	 
	 以上より、DGKεの小胞体局在化には、疎
水性アミノ酸に富む 20-40 アミノ酸領域が重
要な役割を果たす。DGKεノックダウンおよ
び DGKε-KO 細胞は小胞体ストレスに対して
脆弱性を示すことから、DGKεは小胞体スト
レスの制御機構に関与すると考えられる。	 
	 
（３）ゼータ型 DGK	 (DGKζ)の機能解析を目
的に質量分析法を用いて結合蛋白の検索を
行った結果、新規 DGKζ結合蛋白として
DEAD-box	 protein	 5	 (DDX5)	 を同定した。DDX5
は当初、RNA	 helicase 活性を持つ分子として
同定され、種々の転写因子に対する調節因子
としての役割が報告されているが、未だ不明
な点が多い。最近の研究により DGKζは、炎
症応答に主要な役割を果たす NF-kB 経路に抑

制的に作用することが明らかになっている
ことを踏まえ、本研究では DDX5 による NF-kB
制御機構について解析を行い、以下の結果を
得た。	 
	 HeLa 細胞において、内在性 DDX5 は DGKζ
とともに主として核内に認められたが、その
他細胞質にも検出された。また DDX5 ノック
ダウン細胞において、TNF-α刺激による
NF-kB	 p65 サブユニットの経時的な細胞内動
態は、コントロール細胞と比較し、大きな変
化を示さなかった。また、TNF-α刺激による
IkB の発現は、コントロール細胞と DDX5 ノッ
クダウン細胞において大きな変化は認めら
れなかった。これらの結果から、DDX5 の発現
減少は IkB および p65 サブユニットの細胞内
発現動態に影響を及ぼさないと考えられた。	 
	 次に DDX5 ノックダウン細胞における p65
サブユニットのリン酸化レベルを解析する
と、Ser	 311 で大きく減少することが明らか
となり、Ser	 468、Ser	 536 においても減少傾
向が認められた。また NF-kB 転写活性は、コ
ントロール細胞に比べて DDX5 ノックダウン
細胞では約 50%減少した。この結果、DDX5 の
発現低下によって、p65 サブユニットのリン
酸化を介する転写活性が抑制されることが
示唆された。また TNF-a刺α下での蛋白間結
合を解析すると、p65 サブユニット、DGKζ、
DDX5 の間に顕著な変化は認められなかった。	 
	 これまでの報告により、TNF-α刺激による
NF-kB 活性化機構において DGKζノックダウ
ンは、p65 サブユニットの核内移行とリン酸
化を促進することにより、NF-kB 転写活性を
亢進させることが示されている。本研究では、
DDX5ノックダウンがp65サブユニットのリン
酸化を抑制することにより、NF-kB 転写活性
を低下させることが明らかになった。すなわ
ち、DGKζと DDX5 は NF-kB 経路に対して相反
する作用を及ぼす可能性が示唆される。
TNF-a刺激による p65 サブユニット、DGKζ、
DDX5 の蛋白間結合に変化が認められなかっ
たことから、DDX5 は直接的な結合を介して
DGKζの働きを抑制する可能性は低いと考え
られた。今後これらの分子メカニズムの解析
を進める予定である。	 
	 
（４）DGKεmRNA は脳、特に小脳に豊富に発
現し、生化学的にはアラキドン酸を含む DG
を特異的にリン酸化する特徴を有している。
DAB および蛍光多重染色による解析を行った
ところ、DGKε免疫反応は大脳皮質、海馬、
線条体および小脳の投射ニューロンにおい
て顆粒状構造物として検出された。更に小脳
について包埋前金コロイド銀増感免疫電子
顕微鏡法を施行したところ、DGKεはプルキ
ンエ細胞の樹状突起形質膜直下の滑面小胞
体である subsurface	 cisterns	 （表面下槽）	 
内部に検出された。またロータロッド試験で
は、DGKε-KO マウスは野生型マウスに比べ、
協調運動の学習能力が低下していた。以上よ
り 、 DGK ε は 小 脳 プ ル キ ン エ 細 胞 の



 

 

subsurface	 cisterns に局在し、小脳機能に
関与する可能性が示唆された。	 
	 
（５）副腎組織における DGK アイソザイムの
発現局在を、免疫組織化学染色法にて蛋白レ
ベルで解析した。DGK アイソザイムおよびイ
ノシトールリン脂質代謝関連酵素であるフ
ォスフォリパーセ Cβや PKC などの分子は、
副腎皮質球状帯細胞と副腎髄質クロム親和
性細胞に豊富な発現が認められた。さらに細
胞内小器官マーカーを用いた二重染色法に
より、DGKγはゴルジ体、DGKεは細胞膜、DGK
ζは核内、DGKιは細胞質にそれぞれ局在す
ることが明らかとなった。また副腎髄質のク
ロム親和性細胞では、DGKγおよび DGKζはア
ドレナリン細胞のみに発現し、DGKιはアド
レナリン細胞およびノルアドレナリン細胞
の両者に発現が認められた。	 
	 以上より、DGK アイソザイムおよびイノシ
トールリン脂質代謝関連分子は、副腎の細胞
において異なる細胞発現パターンと細胞内
局在を示すことが明らかとなり、炎症応答に
重要な役割を果たす副腎皮質ステロイドホ
ルモンやカテコールアミンの副腎からの合
成・分泌機構に関与する可能性が示唆された。	 
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