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研究成果の概要（和文）：Protein kinase C (PKC)は、細胞内情報伝達系の Key 分子であり、

phosphatidyl serine あるいは diacylglycerol（DAG）などの脂溶性情報伝達物質に

よって活性化されることが大きな特徴である。最近、脂質の過酸化反応が細胞内

情報伝達系に及ぼすことが判明し、更に我々は DAG の過酸化物（過酸化 DAG）

が強力な人工的な活性化物質である PMA に匹敵する PKC 活性化作用を有するこ

とを明らかにした。本研究では、過酸化 DAG により引き起こされた PKC 分子の

過剰活性化により誘導される病変に対し特異的に対応する新しい防御機構を解

析することを目的として、四塩化炭素投与ラット肝臓および虚血再潅流ラット脳

における過酸化 DAG 量の変化と PKCδSV（PKC delta の splicing variant であ

り dominant negative 効果を有すると考えられる）の発現を観察した。さらに

PKCδSV を髙発現させた PC12 細胞の過酸化 DAG に対する防御作用を解析した。

その結果、過酸化 DAG は四塩化炭素投与ラット肝臓および虚血再潅流ラット脳

において有意に増加した。一方、PKCδSV の遺伝子を組み込んだアデノウイル

スベクターを作成し、このベクターを用いて PKCδSV を PC12 細胞に高発現さ

せたところ、この PKCδSV 高発現細胞では、PKC 活性化物質による PKC の過

剰活性化が抑制されることが判明し、PKCδSV は PKC 分子依存性シグナルに抑

制的に作用する分子であることが強く示唆された。以上の結果から、酸化ストレ

スが負荷された in vivo の組織中では過酸化 DAG が増大し、情報伝達異常・細胞

傷害が誘導されることが判明し、PKCδSV はその傷害作用に対して抑制因子と

して働いていることが強く示唆された。  
 
研究成果の概要（英文）：Protein kinase C (PKC) is a key molecule for intercellular 
signaling pathway in physiological conditions. PKC is an enzyme which is activated by 
calcium ion and lipids such as phosphatidylserine and 1,2-diacylglycerol (DAG). In 
recent years, many evidences that lipid peroxidation participates in intracellular 
signal transduction in physiology and pathology of aerobic organisms have been 
presented. We further demonstrated that 1,2-diacylglycerol hydroperoxide 
(oxidized-DAG) activated rat brain PKC as efficiently as phorbol ester, powerful 
artificial PKC activator . In this study, to elucidate the mechanism of novel and specific 
defence system against aberrant over-activation of PKC signaling by oxidized-DAG 
and subsequent to cell injury, we observed oxidized-DAG content and the expression of 
PKC δ SV (which is PKC δ splicing variant and may be considered as a dominant 
negative mutant of PKC δ molecule) in two animal models such as carbon tetrachloride 
(CCl4)-treated rat liver and ischemia-reperfusion (IR)-injured rat brain. In addition, 
the protective effects of PKC δ SV on oxidative stress were analyzed using PKCδ SV 
over-expressed PC12 cell. Oxidized DAG was significantly increased in both models. 
PKC δ SV was barely detected in normal and carbon tetrachloride-treated rat liver. On 
the other hands, PC12 cells over-expressing PKC SV resistant to over-activation of 



PKC signaling. These results suggested that oxidized-DAG is a key molecule for 
oxidative stress and PKC δ SV may have a specific function for the protection of 
oxidative stress caused by oxidized DAG. 
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１．研究開始当初の背景 

PKC は、イノシトール燐脂質情報伝達系の
key enzyme であり、種々の lipid mediator
の中でも DAG によって活性化されることに
より様々な細胞応答に重要な役割を果たし
ている。我々は DAG が過酸化されることに
より native DAG の約３倍の PKC 活性化作
用を持つ強力な活性化物質に変質すること
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
イムが存在することが知られている。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、アデノウイルスベクターを用いて PKC
δ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 MAP キナーゼカスケード（Raf→
MEK→ERK）の過剰活性化とともに、最終
的には tau 蛋白の過燐酸化を生じ細胞変性・
細胞死に至ることが明らかとなった。更に、
過酸化DAGが Phospholipid Hydroperoxide 
Glutathione Peroxidase（PHGPx）により還
元消去されることを見出し、過酸化 DAG に
よる細胞傷害を防御する因子としての
PHGPx の役割を示した。一方、過酸化 DAG
による神経細胞傷害の機序を追求する過程
で、われわれは 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。KCδSV 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。 
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対応する
新しいシグナル伝達制御の分子機構を 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。過酸化 DAG に対す
る応答性の異なる 2 種の PKC 分子種（PKC
δおよび PKCδSV）によるシグナル伝達促
進・抑制の分子機構を in vivo 脳組織内にお
いて精査し、酸化ストレス傷害におけるこれ
らの正負のシグナル伝達分子の役割を追求
する。 
３．研究の方法 
 (１)四塩化炭素投与あるいは虚血再潅流
により酸化ストレスを負荷したモデル動物
における過酸化 DAG 産生を検討する 
(２)１の動物モデルにおける PKCシグナル

伝達系（MAP キナーゼ）およびレドックスシ
グナル系の活性化の動態を観察する。 
(３)１のモデル動物組織における PKCδSV

の発現動態を解析する。  
(４)PKCδSVを高発現させたPC12細胞の過

酸化 DAG に対する感受性を検討する。 
 
４．研究成果 
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 四塩化炭素投与ラット肝臓では過酸化
DAG が有意に増加した（図１）。 
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虚血再潅流ラット脳でも同様に過酸化 DAG
の量が有意に増加していた。 
また、四塩化炭素投与により過酸化 DAG が
増大した肝組織では、PKCαおよびδ分子種
が活性化されていることが判明した。さらに
PKC の標的分子となることが報告されてい
る NfκB 分子の活性化が促進すると共に、
TNFαの発現量が増加することが免疫組織
化学および real-time RT-PCR 法により明ら
かとなった。しかし、PKC の標的分子として
知られている MAP キナーゼカスケードの分
子の活性化は認められなかった。 
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(2) 酸化ストレスを負荷した動物組織におけ

る PKCδSV の動態 
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 正常ラット肝臓および四塩化炭素を投与
したラット肝臓では PKCδSV の発現は殆ど
認められなかった。 
 
(3) PKCδSV を髙発現する細胞 
 アデノウイルスベクターを用いて PKCδ
および PKCδSV を髙発現させた細胞を作成
した。PKCδを髙発現する細胞では過酸化
DAGによるPKCの過剰活性化に対する感受
性が著しく増大した。一方、PKCδSV をこ
う発現させた細胞では、ホルボールエステル
などの強力な PKC 活性化剤によって誘導さ
れる作用を抑制することが判明した。以上
の結果から、酸化ストレスが負荷され
た in vivo の組織中では過酸化 DAG が
増大し、情報伝達異常・細胞傷害が誘
導されることが判明し、PKCδSV は
その傷害作用に対して抑制因子として
働いていることが強く示唆された。  
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