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研究成果の概要（和文）：PKCδSVを高発現させた神経細胞では、スーパーオキサイド、過酸化水素、過酸化DAGなどの
種々の酸化ストレス刺激による細胞傷害に対して抵抗性となることが判明した。また、酸化ストレス負荷によって過酸
化DAGが増加した脳・肝臓などの組織中においてPKCδSVの発現が著明に増加していることが明らかとなった。これらの
結果から、酸化ストレスにより誘導されるPKCδSVは細胞傷害抑制分子であることが明らかとなり、生体中にはRNAスプ
ライシングを制御することにより酸化ストレス傷害を防御するメカニズムが存在することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Diacylglycerol (DAG) is a physiological activator of protein kinase C (PKC). We 
reported that oxidized diacylglycerol (DAG-OOH) had a remarkably stronger PKC-activating action than 
un-oxidized DAG. DAG-OOH also induces neuronal cell injury through the over-activation of PKC delta 
molecule. On the other hand, PKC delta splicing variant (PKCSV) could prevent DAG-OOH-induced neuronal 
cell injury. In this study, the action of PKCSV to prevent oxidative stress- induced neuronal cell injury 
was analyzed and the expression of PKCSV under various oxidative stress arising was observed. In 
consequence, PKCSV over-expressing neuronal cells resistance to cell injury evoked by superoxide radical, 
hydrogen peroxide and DAG-OOH. Furthermore the expression of PKCSV significantly increased in oxidative 
stress models These result suggested that PKCSV has a protective action against oxidative stress-induce 
cell injury and the cell defense mechanism through the RNA splicing may exist.

研究分野： 分子病理学

キーワード： 酸化ストレス　RNAスプライシング　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
Diacylglycerol（DAG） は protein kinase 

C （PKC）の活性化作用を有する脂溶性情
報伝達物質であり、PKC の活性化を介して
様々な生体反応に関与している。我々は酸化
ストレスにより DAG が過酸化された際に生
じる過酸化 DAG が native DAG の約３倍の
PKC 活性化作用を持つ強力な活性化物質で
あることを証明し、機能性脂質（DAG）の過
酸化による PKC 過剰活性化と蛋白質リン酸
化反応の異常亢進による病変発生の可能性
を示唆した。生体内には活性化剤に対する感
受性や局在部位などが異なる１１種の PKC
アイソザイムが存在する。我々は、過酸化
DAGがこれら既存のPKCアイソザイムの中
でもδ分子種を特異的に強く活性化すると
いうユニークな特性を明らかにした。更に、
PKCδ分子種を高発現させたラット胎児大
脳皮質初代培養神経細胞に過酸化 DAG を作
用させると MAPK カスケードの過剰活性化
とともに tau 蛋白の過燐酸化を生じ細胞変
性・細胞死に至ることが判明した。過酸化
DAG による神経細胞傷害の機序を追求する
過程で、我々は PKCδ（シグナル伝達促進性）
と同様に過酸化 DAG に強い結合性を有する
がシグナル伝達特性の全く異なる新しい
PKC 分子（PKCδSV：シグナル伝達抑制性）
が存在することを見いだし、本研究を着想す
るに至った。PKCδSV は、PKCδ分子の制
御領域（活性化物質の結合部位）のみからな
る alternative splicing variantとして報告さ
れている分子と同一のものであることが判
明しており、過酸化 DAG に強く結合するが
蛋白リン酸化活性を持たないことから過酸
化 DAG による情報伝達異常亢進を抑制
（dominant negative 効果）しうる分子であ
ることが強く示唆される。一方、ごく最近、
筋萎縮性側索硬化症（ALS：酸化ストレスが
発症原因の一つとして考えられている疾患）
の病変部位に生じる ubiquitin 陽性封入体の
形成に関わる分子とされる peripherin の 3
つの alternative splicing variant の発現の
ratio が過酸化水素刺激により変動し、これが
ubiquitin 封入体形成に重要な役割を果たす
ことが報告され（Brain Res. 2011: 1422: 
57-65）、酸化ストレスによるスプライソソー
ムの機能（RNA スプライシング）調節と病
変発生の関連性が浮かび上がってきている。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、脂溶性情報伝達経路の中

核に位置するジアシルグリセロール（DAG）
の過酸化とそのプロテインキナーゼ C
（PKC）活性化作用の変質（過剰亢進）によ
り誘導される病変に対し「特異的に応答する
RNA スプライシング反応」の分子機構を厳
密に検証し、酸化ストレス防御システムとし
てのシグナル伝達制御の役割を追求する。異
なるシグナル伝達特性を有する PKC 分子種
が発現している実際の in vivo 組織中におい

て、過酸化 DAG により誘導される病変の解
析をシグナル亢進（PKCδ）およびシグナル
抑制（PKCδSV）の正負の役割を有するシ
グナル伝達分子を中心に検証することはき
わめて重要であると考えられる。 

 
３．研究の方法 
本研究の目的「過酸化 DAG による PKC 活性

化作用の過剰亢進により誘導される病変に
対し、特異的に応答する RNA スプライシング
反応の分子機構を in vivo 脳組織内において
厳密に検証し、酸化ストレス制御システムと
してのシグナル伝達制御の役割を追求する」
を達成するための下記の検討を行った。 
（１）種々の酸化ストレス負荷動物モデルに
おける PKCδSV の mRNA および蛋白分子レベ
ルでの詳細な発現解析を行う。 
（２）過酸化 DAG による PKCδ過剰活性化を
介して誘導される神経細胞傷害とPKCδSVに
よる細胞傷害抑制作用の検討を行う。 
 
４．研究成果 
RT-PCR 法および新に開発した PKCδSV 

mRNA の real-time RT-PCR 法による測定系を
用い、四塩化炭素短期投与および脳虚血再潅
流により酸化ストレスを負荷したモデル動
物組織における PKCδSV 発現解析を行った。
その結果、酸化ストレス傷害をきたした組織
では PKCδSV mRNA が著明に増加しているこ
とが判明した（図１、２）。このことから種々
の酸化ストレスモデル動物の組織において
PKCδ分子のalternative splicing が亢進し
ていることが明らかとなった。 
 
図１ 四塩化炭素投与による肝組織内にお
ける PKCδSV 発現促進：(a)RT-PCR 法による
解析結果、(b)real-time PCR 法による解析結
果 

 
 

 
スーパーオキサイドラジカルを発生させる
薬剤であるmenadioneにより酸化ストレスを
負荷した神経細胞（PC12 細胞）では過酸化
DAGの増加とともに PKC過剰活性化→MAPK カ

(a) 

(b) 



スケード活性化→tau 過剰リン酸化を経て細
胞傷害が誘導された。この神経細胞傷害は、
PKCδSV を過剰発現させることにより有意に
抑制された（図３）。また、PKCδSV を髙発現
させた神経細胞では、過酸化 DAG、過酸化水
素による神経細胞傷害作用に対しても抵抗
性となることが判った。 
 
図２ 脳虚血再灌流部位におけるPKCδSVの 
発現： (a)RT-PCR 法による解析結果、
(b)real-time PCR 法による解析結果 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ PKCδSV 発現誘導による酸化ストレス
誘導性神経細胞傷害の抑制：(a)menadione 投
与による PC12 細胞の形態変化、(b)PKCδSV
発現誘導による細胞傷害抑制 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
一方、短期および長期間四塩化炭素を投与

したマウス肝組織における細胞傷害の分子
機構を詳細に解析した結果、「PKCαおよびδ
の過剰活性化→NF-kappa B活性化→TGF-β産

生促進」を介して肝組織傷害が亢進している
ことが明らかとなった。また、長期間四塩化
炭素を投与したマウス肝組織では、過酸化
DAG が線維化促進物質となっている可能性が
示唆された。過酸化 DAG が四塩化炭素投与ラ
ット肝組織中において著明に増加している
ことが判明した。この結果により酸化ストレ
ス負荷により過酸化DAGが増加することがin 
vivo 動物モデルにおいて初めて証明された
（ Toriumi K, Takekoshi  S, et al, 
Laboratory Investigation. 2013 93:218-29, 
Takekoshi S, et al., Acta Histochemca 
Cytochemica  2014 Aug 29;47(4):155-64）。
また、四塩化炭素投与により atypical PKC
（aPKC）の活性化を介して細胞極性の異常が
引き起こされていることも明らかとなった
（ Horikoshi Y, Takekoshi S, et al, 
American Journal of Pathology. 2015 85 
(4) : 958-968）。現在のところ酸化ストレス
により aPKC の活性化が誘導される分子機構
は不明であるが、aPKC の活性化物質である
phosphatidyl serine の酸化物が関与してい
る可能性が強く示唆された。 
PKCδSV タンパク質の発現解析系を確立す

べく、PKCδSV に特異的なアミノ酸配列をも
つペプチドを用いて特異抗体の作成を試み
た。PKCδ遺伝子から Alternative splicing
により産生される PKCδSV は、PKCδの wild 
type とは異なるアミノ酸配列を有する。この
PKCδSV 特異的アミノ酸配列部の中から遺伝
子データベースを参考に他の分子との相同
性を持たない 2つの配列を選択し、ペプチド
を合成した。このペプチドに KLH をコンジュ
ゲーションしたものを用いてウサギに免役
し抗体作成を行った。作成した抗体と PKCδ
の C末側および N末側を認識する市販を用い
て、酸化ストレスモデル動物組織（四塩化炭
素投与マウス肝臓、虚血再灌流ラット脳）を
用いて蛋白質の発現解析を施行した。その結
果、酸化ストレスモデル動物の組織中では
PKCδSV が蛋白レベルで発現が亢進している
ことが判明した。 
以上の結果から、酸化ストレスによって誘

導されるPKCδSVは酸化ストレス防御分子で
あることが判明した。また、生体中には RNA
スプライシングを制御することにより酸化
ストレス傷害を防御する機構が存在するこ
とが示された。 
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