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研究成果の概要（和文）：中枢神経系において、野生型と比べDGKbノックアウト(KO)マウスの線条体投射ニュー
ロン樹状突起における棘突起数が減少していた。また、DGKbとAMPA型グルタミン酸受容体のサブユニットの１つ
であるGluA2は、DGKbのカルボキシル端で結合していた。さらにDGKb-KOマウスの線条体において野生型に比して
減少する分子が認められ、DGKbはGluA2を介して棘突起形成に関与する可能性が示唆された。次に、中枢神経系
におけるDGKeの機能解析を行い、DGKeが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）に局在することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Results show that striatal medium spiny neurons (MSNs) of DGKb-KO mice 
exhibited lower dendritic spine density at distal dendrites than wild-type mice did. We identified 
the GluA2 AMPA receptor subunit as a novel DGKb binding partner. In addition, DGKb-deficient brain 
exhibits significant reduction of TARPg-8. These findings suggest that DGKb regulates the spine 
formation at distal dendrites in MSNs. Next, we investigated the cellular expression and subcellular
 localization of DGKe in the brain using specific DGKe antibody. In Purkinje cells, DGKe was 
localized to the subsurface cisterns. Behaviorally, DGKe-KO mice exhibited hyper-locomotive 
activities and impaired motor coordination and learning. These findings suggest that DGKe plays an 
important role in neuronal and brain functions through its distinct neuronal expression and 
subcellular localization, and also through coordinated arrangement with other molecules involving 
the phosphoinositide signaling pathway.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 特異抗体　免疫組織化学染色　免疫電子顕微鏡法　表面下槽　TARP　行動解析　ラット　ノックアウト
マウス
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
イノシトールリン脂質代謝系により産生され
るジアシルグリセロールジアシルグリセロー
ル(DG)は、プロテインキナーゼ C の数種のサ
ブタイプを活性化する。この DG をリン酸化す
る酵素が DG キナーゼ（DGK）であり、申請者
が以前所属していた教室では、現在までラッ
ト脳 cDNA ライブラリーから５種の DGK アイ
ソザイム(DGKa,	-b,	-g,	-z,	-i	)をクローニ
ングした。	
	 申請者は自らが確立した抗DGKb抗体を用い
た免疫電子顕微鏡法により、DGKbは線条体	
投射ニューロンおよび海馬ニューロンにおい
て、興奮性シナプスを構成する棘突起のシナ
プス後膜肥厚に非常に近接した細胞膜領域に
局在すること、また DGKbのニューロンの発達
における機能的役割を報告してきた。申請者
はまた DGKeに対する特異抗体作製にも成功し
た。	
	 さらに申請者は、末梢器官における DGK ア
イソザイムの発現局在解析を行い、網膜にお
ける発現局在について以下の２点について報
告した。	
①	DGKbは外網状層（OPL）に強く発現が認	 	
			められ、双極細胞および水平細胞に局在		
			する。	
②	DGKeは外境界膜（OLM）に発現する。また	
			DGKeは DGK アイソザイムのうち唯一、光受	
			容細胞に発現する DGK である。	
 
２．研究の目的 
上述したデータより、DGKbと DGKeは両者とも
中枢神経系ならびに末梢感覚受容細胞におい
て各々の局在領域で機能する可能性が高いが、
詳細な細胞内局在や機能的役割は未だ不明で
ある。本研究ではこの点に関し、細胞内での
普遍的および細胞特異的な機能における DGK
の生理学的および病態学的役割を追求するこ
とを研究課題とする。	
１）神経細胞と網膜における DGKbと DGKeの	 	
	 	 詳細な局在の比較検討	
	 ①DGKbと DGKeの神経細胞内微細局在およ	
	 	 び網膜における発現局在解析	
	 	 	 DGKb：網膜における詳細な細胞内微細	
	 	 	 	 	 	 局在解析を行う。	
	 	 	 DGKe：小脳および網膜における発現細	 	
	 	 	 	 	 	胞の同定および細胞内微細局在	
	 	 	 	 	 	解析を行う。	
	 	 DGKeは sn-2 にアラキドン酸を有する DG	
	 		を特異的にリン酸化する特異な特徴を	
	 	 持つ。これは、DGKeが内在性カンナビノ	
	 	 イド（脳内マリファナ）である 2-AG を	
	 	 産生する主酵素・	ジアシルグリセロー	
	 	 ルリパーゼa（DGLa）と基質を共有する	
	 	 可能性を示唆する。よって、小脳および	
	 	 網膜における DGKeと DGLaの相互関係に	 	
	 	 ついても解析する。	
②	明暗条件下での DGK の網膜における発現	
	 	局在変化の解析	
	 	 光刺激による、DGKbや DGKeを含めた DGK 

	 	 や他の関連分子の局在変化を検討する。	
２）DGKbおよび DGKe-KO マウスの神経細胞	
	 	 および網膜の形態学的解析	
	 	 	 DGKbおよび DGKe-KO マウスを用いて、	 	
	 	 	 神経細胞および網膜における野生型	 	
	 	 	 マウスとの形態学的相違につき検討	
	 	 	 する。また DGK 関連分子の局在変化の	
	 	 	 解析を行う。	
３）DGKbおよび DGKeの細胞内シグナル伝達系	
	 	における役割の解析	
	 	 DGKbは GluA2(GluR2)との結合部位の同	 	 	
	 	 定を行う。DGKeについて、特異抗体を用	 	
	 	 いた免疫沈降法による質量分析・ウェス	 	
	 	 タンブロット解析を行い、結合タンパク	 	
	 	 の同定を行う。	
４）本研究計画の学術的な特色・独創的な点	 	
	 	 及び予想される結果と意義は、以下の点	
	 	 である。	
	 ①	DGKb抗体および DGKe抗体を用いた形態	
	 	 学的解析により、神経細胞および網膜で	
	 	 の細胞内シグナル伝達における両者の	 	
	 	 詳細な作用点の解明が進むと予想され	
	 	 る。	
	 ②	共通起源を持つとされる中枢神経系と	 	
	 	 網膜が、共有あるいは各々独自に有する	 	
	 	 細胞内情報伝達機構の解明の一助とな	 	
	 	 ることが期待される。	
	 ③	DGKbのスプライス変異体が躁鬱病患者	
	 	 の脳で報告されており、躁鬱病の発症メ	 	
	 	 カニズムや病態解明の一助となること	
	 	 が期待される。また DGKeに関しては、脳	 	
	 	 内マリファナとして機能する 2-AG 産生	 	
	 	 の調節機構との関連が興味深い。	
	
３．研究の方法	
<要旨>	
①	DGKbと DGKeの神経細胞および網膜におけ	 	 	
	 	る発現・微細局在解析	
②	DGKbおよび DGKeの網膜における明暗条件	
	 	下における局在変化の解析	
③	DGKb-KO と DGKe-KO マウスの神経細胞およ	 	
	 	び網膜の形態変化に関する比較解析	
④	特異抗体を用いた DGKbおよび DGKeのシグ	 	
	 	ナル伝達複合体の解明	
<平成２６年度>	
１.野生型マウスにおける DGKeの神経細胞内	
	 	発現および微細局在解析	 	
	 	 DGKeの発現細胞同定と神経細胞内微細	
	 	 局在解析を行う。	
	 １）蛍光多重染色法による解析	
	 	 主に DGKeが豊富に発現する小脳に注目	
	 	 し、共焦点レーザー顕微鏡で蛍光多重染	
	 	 色法を行う。	
	 	 各種マーカーは以下の通りとする。	
	 	 シナプス前終末：VGluT1,	VGluT2,	VGAT	
	 	 シナプス後終末：PSD-95,	Homer1	
	 	 投射ニューロン（プルキンエ細胞）：	 	 	
	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 	 calbindin	
	 	 抑制性介在ニューロン：GAD	
	 	 バーグマングリア：GLAST	



	 	 細胞内小器官：IP3R（小胞体）	
	 	 イノシトールリン脂質代謝関連分子：	
	 	 	 	 	 mGluR1,	Gaq/11,	PLCb3,	PLCb4		
	 	 DGKeは、内在性カンナビノイドである	 	
	 	 2-AG を産生する主な酵素 DGLaと基質を	
	 	 共有すると考えられるので、DGKeと DGLa 
	 	 の神経細胞内局在を比較検討する。	
	 ２）免疫電子顕微鏡法による解析	
	 	 包埋前 DAB・銀増感免疫電子顕微鏡法と	 	
	 	 包埋後免疫電子顕微鏡法により、DGKeの	 	
	 	 神経細胞内微細局在の解析を行う。	
<平成２７年度>	
１.DGKbと DGKeの網膜における微細局在解析		
			と明暗条件下での発現および局在変化の		
	 	解析	
	 １）DGKbと DGKeの網膜における細胞内微細	 	
	 	 	局在解析	
	 	 包埋前 DAB・銀増感免疫電子顕微鏡法と	 	
	 	 包埋後免疫電子顕微鏡法により、双極細	
	 	 胞と水平細胞樹状突起については DGKb	  
	 	 の、また光受容細胞においては DGKeの	 	
	 	 細胞内局在の解析を行う。	
	 ２）明暗条件の相違による DGKbと DGKeの	 	
	 	 	 網膜内発現および局在変化の解析	
	 	 申請者の免疫組織化学的解析から、イノ	 	
	 	 シトールリン脂質代謝系シグナル伝達は	 	
	 	 哺乳動物網膜で駆動すると考えられる。	 	
	 	 関連分子のうち Gq タンパクなどの網膜	 	
	 	 における発現および局在が、明暗条件下	 	
	 	 の相違により変化することが報告されて	 	
	 	 いる。DGKbおよび DGKeの明暗条件下にお	 	
	 	 ける発現局在の変化について検討する。	
２.特異抗体を用いた DGKbおよび DGKeのシグ	 	
	 	ナル伝達複合体の解明	
	 １）DGKb：	GluA2 との結合部位の同定	
	 	 	 申請者は DGKbが GluA2と結合すること	 	
	 	 	 を見出している。DGKb変異体発現ベク	 	
	 	 	 ターを用い、GluA2 との結合部位を探	
	 	 	 索する。	
	 ２）DGKe：	結合タンパクの同定	
	 	 	 DGKe特異抗体を用いて免疫沈降法を行	
	 	 	 い、得られた免疫複合体に対して質量	
	 	 	 分析を行う。	 	
	 	 各 KO マウスをコントロールに用いて正	
	 	 確を期す。	
<平成２８年度>	
１.DGKb-KO,	DGKe-KO マウスの神経細胞およ	 	
	 	び網膜の形態比較解析	
	 １）神経細胞の解析	
	 	 ①ゴルジ渡銀法による解析	
	 	 	 DGKe-KO マウス脳にゴルジ渡銀法を施	
	 	 	 行し、小脳プルキンエ細胞の棘突起数	
	 	 	 や形態変化を解析する。	
	 	 ②初代培養細胞による解析	
	 	 	 EGFP-Tgマウスとの掛け合わせにより、	 	
	 	 	 EGFP を発現する DGKe-KO マウスを作製	
	 	 	 する。EGFP で細胞形態が描出される小		
						脳プルキンエ細胞を初代培養し、		
						pDsRed2-ER 等の ER 内発現ベクターに	  
	 	 	 より ER を描出し、樹状突起と棘突起	

	 	 	 内における sER の変化を解析する。	
	 	 ③電子顕微鏡による解析	
	 	 	 電子顕微鏡にて DGKbおよび DGKe-KO マ	 	
	 	 	 ウスの細胞および細胞内小器官の形	
	 	 	 態変化を、野生型マウスと比較検討す	
	 	 	 る。	
	 ２）網膜形態の比較解析	
	 	 ショウジョウバエにおいて、DGK の網膜	 	
	 	 変性への関与が報告されている。共焦点	
	 	 レーザー顕微鏡および電子顕微鏡によ	
	 	 り、DGKbと DGKe-KO マウスを用いて、網	
	 	 膜における細胞の形態変化の解析を行	
	 	 う。	
	
４．研究成果	
１）中枢神経系における DGKbの機能解析	
	 ①	形態解析	
	 	 申請者は DGKb-KO マウスを用いたゴルジ	 	
	 	 鍍銀法による解析から、野生型に比して	 	
	 	 DGKb-KO マウスの線条体投射ニューロン	 	
	 	 樹状突起における棘突起数が減少して	 	
	 	 いることを、形態学的、統計学的に明ら	 	
	 	 かにした（図１）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 ②	シグナル伝達系	
	 	 免疫沈降法により、DGKbと AMPA 型グル	 	 	
	 	 タミン酸受容体のサブユニットの１つ	 	
	 	 である GluA2 の結合を見出している。さ	 	
	 	 らに培養細胞へのタンパク発現実験お	 	
	 	 よび免疫沈降法により GluA2は DGKbのカ	 	
	 	 ルボキシル端側と結合することが明ら	 	
	 	 かとなった（図２）。	
	
	
	
	
	
	
	 	 また、DGKb欠失による線条体における関	 	
	 	 連分子の量的変化につき検討したところ、	 	
	 	 GluA2の量的変化は認めなかったものの、	
	 	 DGKb-KO マウスにおいて Gq タンパクaサ	 	
	 	 ブユニットのうち Gaq/11、また AMPA 型	 	
	 	 グルタミン酸受容体の機能制御を行う	 	
	 	 TARPg-8 の発現が有意に減少しているこ	 	
	 	 とが明らかとなった（図３）。	
	 以上より、DGKbは線条体 MSN の棘突起にお	 	
	 いて GluA2 と結合し、GluA2 を介して棘突	 	
	 起形成に関与する可能性が示唆された。	
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２）中枢神経系における DGKeの機能解析	
	 ①	形態解析	
	 	 特異抗体を用いた DAB および蛍光多重染	 	
	 	 色による解析において、DGKe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。さらに１型イノシトー	 	
	 	 ル三リン酸	 受容体（IP3R1）と DGKeが	 	
	 	 共存すること、また基質を共有すると考	 	
	 	 えられるジアシルグリセロールリパー	
	 	 ゼa（DGLa）と DGKeが非常に近接して局	 	
	 	 在することが明らかとなった。DGKeが豊	 	
	 	 富に発現する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、DGKe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（図４）。ゴルジ鍍銀法に	 	
	 	 より DGKe-KO マウス小脳プルキンエ細胞	 	
	 	 を解析したところ、棘突起の数が野生型	 	
	 	 マウスに比べ増加している傾向が認め	 	
	 	 られた（図５）。DGKb-KO マウスの線条体	 	
	 	 投射ニューロンの棘突起は野生型に比	 	
	 	 べ減少することが報告者により明らか	 	
	 	 になっており、DGKeの機能解明をさらに	 	
	 	 進める上で非常に興味深い。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	 ②	シグナル伝達系	
	 	 形態的に IP3R と DGKeが共存することが	 	 	
	 	 明らかになったが、さらに免疫沈降法に	 	 	
	 	 より、IP3R と DGKeが結合することを見出	 	
	 	 した（図６）。また、DGKe-KO の行動解析	 	
	 	 において、DGKeを欠失すると協調運動の	 	
	 	 学習能力が低下していた（図７）。	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	 以上より、DGKe欠失により細胞の形態に変	 	
	 化が生じることによって細胞内シグナル	 	 	
	 伝達が変化し、個体の運動機能に影響をお	 	
	 よぼす可能性が示唆された。	
３）DGKbおよび DGKeの網膜における局在解析	
	 特異抗体を用いた免疫電子顕微鏡法によ	
	 り、DGKbが双極細胞および水平細胞樹状突	 	
	 起におけるシナプス領域に局在する可能	
	 性が示唆された。電子顕微鏡を用いた	 	
	 DGKb-KO および DGKe-KO マウスの神経細胞、	 	
	 網膜構成細胞における細胞内小器官の形	 	
	 態変化については、野生型マウスとの間に	 	
	 差は認められなかった。明暗条件の違いに	 	
	 よる DGK アイソザイムの発現局在変化につ	 	
	 いて解析したところ、試行した条件下では	 	
	 局在にに変化を認めなかった。	
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〔学会発表〕（計 6件） 
（国内） 
① 第１２２回日本解剖学会総会・全国学術集
会（２０１７年３月３０日	 長崎市・長崎
大学）	

	 ラット糖尿病モデルの膵臓ランゲルハン
ス島における DGKzの局在変化（ポスター） 

	 ○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	
②	第６２回東北・北海道連合支部学術集会
（２０１６年９月４日	 帯広市・帯広畜産
大学）	

	 ラット糖尿病モデルの膵臓ランゲルハン

ス島における DGKzの局在変化（口演）	
	 ○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	
③	第１２１回日本解剖学会総会・全国学術集
会（２０１６年３月３０日	 福島市・福島
県立医科大学）	

	 副腎におけるイノシトールリン脂質代謝
関連分子の発現局在解析（ポスター）	

	 ○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	
④	第６１回東北・北海道連合支部学術集会
（２０１５年８月２９日	 盛岡市・岩手医
科大学）	

	 副腎におけるイノシトールリン脂質代謝
関連分子の発現局在解析（口演）	

	 ○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	
⑤	第１２０回日本解剖学会総会・全国学術集
会/第９２回日本生理学会大会	 合同大会
（２０１５年３月２１日	 神戸市・神戸国
際会議場）	

	 ベータ型ジアシルグリセロールキナーゼ
は線条体投射ニューロンの遠位樹状突起
領域における棘突起形成に関与する（ポス
ター）○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	

⑥	第６０回東北・北海道連合支部学術集会
（２０１４年９月７日	 福島市・福島県立
医科大学）	

	 ベータ型ジアシルグリセロールキナーゼ
はGluR2を介して線条体投射ニューロンの
棘突起形成に関与する（口演）	

	 ○八月朔日	 泰和、後藤	 薫	
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