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研究成果の概要（和文）：脳梗塞モデルラットにおいて脂質代謝酵素群の１つである DGK]が核
から細胞質へ局在変化するが起こることを明らかにしてきたが、興奮性神経細胞死の過程にお

いてこの局在変化と共にユビキチン化によるタンパク質量の低下が引き起こされることを in 
vivo および in vitro において明らかにした。また、この発現量の低下は神経細胞においてサ
イクリンの発現を惹起しストレス応答性細胞死を引き起こすこと、DGK]のノックアウトマウス
では虚血性神経細胞死が増大することを明らかとした。 
 
研究成果の概要（英文）：In previous study, we demonstrated that diacylglycerol kinase (DGK) 
z which is distributed at nucleus in normal hippocampal neuron in vivo, is translocated 
to cytoplasm from nucleus by middle cerebral artery infarction in rat. But it is unclear 
that the mechanisms of ischemia induced translocation of DGKz and the physiological 
functions after localization in cytoplasm of DGKz. In this study, we demonstrated that 
DGKz nuclear export is regulated that calcium influx signaling after ischemia. Moreover, 
cytoplasmic DGKz is poly-ubiquitinated and degradated in hippocampal neuron in vitro and 
in vivo. This downregulation causes ER stress induced cell death following expression 
of cyclin D and cyclin E in neurons after ischema using DGKz deficient mice and siRNA 
knocdown study in vivo and in vitro. These datas suggest that DGKz is a downregulator 
of ischemic calcium signaling by inhibiting cyclin expression and cell cycle re-entry 
of neurons. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 (1) 虚血性脳神経細胞障害はグルタミン酸
受容体を介するシグナル伝達系の関与が示
唆されている。グルタミン酸受容体にリガン
ドであるグルタミン酸が結合することでカ
ルシウムイオンの流入が起き、細胞内カルシ
ウム濃度上昇が引き起こされ、種々の PLCな
どのリパーゼやプロテアーゼ、カイネースや
フォスファテースが活性化すること、またグ
ルタミン酸受容体の幾つかは G 蛋白質を介
してリン脂質代謝酵素の一つであるホスホ
リパーゼ C（PLC）を作動させることから、
PLC により産生されるジアシルグリセロー
ル（DG）とイノシトール３リン酸（IP3）を
起点とするシグナル伝達系が虚血障害時に
何らかの役割を果たすと考えられている。 
 
(2) DG の代謝酵素の１つであるジアシルグ
リセロールキナーゼ（DGK）]は脳では主に
神経細胞に発現し、核内に多く局在している。
中大脳動脈閉塞術を用いた脳梗塞モデルを
用いたラット海馬において、DGK]は速やか
に核から細胞質への局在変化が観察された
のち、その局在は細胞質に点状に認められる
ことを明らかにしてきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、脳梗塞に起因する虚血性神経

細胞死において、グルタミン酸受容体の下流
で働くリン脂質代謝酵素群のシグナル伝達
の分子機構を解明し、さらに発症後の神経細
胞死を軽減する方策を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 脳梗塞モデル・てんかん発症モデル・
DGK]ノックアウトマウスを用いた免疫染色、
ウエスタンブロッティングを中心としたタ
ンパク質の解析、および個体の性状解析を行
う。 
 
(2) ラットおよびノックアウトマウス海馬
スライス培養を用いた低酸素・低グルコース
処理を用いた系での様々なリン脂質代謝酵
素分子の局在解析を行う。 
 
(3) 野生型およびDGK]ノックアウトマウス
由来初代培養を用いた虚血ストレスおよび
ERストレスによる細胞死をウエスタンブロ

ッティングおよび免疫染色を用いた解析に
て検討する。 
 
(4) 培養細胞および初代細胞を用いたDGK]
の低酸素負荷における発現減少機構および
タンパク質分解機構を遺伝子導入系を活用
しタンパク質レベルで行う。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 中大脳動脈閉塞術を用いた脳梗塞モデル
ラットおよびカイニン酸腹腔内投与による
てんかん発症モデルマウスを用いた解析で、
海馬において DGK]は処理後、海馬ニューロ
ンの細胞核から細胞質に移行するだけでは
なく、その後 DGK]のタンパク質発現量が特
異的に低下することを明らかにした。 
 
(2) 初代海馬ニューロンにおいて虚血刺激に
準ずるグルタミン酸負荷を行うと DGK]は核
から細胞質へ局在変化を起こすことを見出
した。これにより in vitroでも同様の現象が存
在することを見出した。生体を用いた虚血負
荷において観察された DGK]のタンパク質量
低下は初代海馬ニューロンにグルタミン酸
負荷および神経芽細胞腫の一つである
SHSY-5Y 細胞やその他の培養細胞株（HeLa
細胞、HEK293細胞）を 5%以下の酸素濃度で
ある低酸素に曝露させた時も同様に観察さ
れた。このとき DGK]の mRNA量の減少は観
察されなかったこと、低酸素負荷によるタン
パク質の減少はプロテアソームインヒビタ
ーである MG132 処理で阻害されることから
虚血負荷時の DGK]量の低下はタンパク質分
解系、特にユビキチンを介したプロテアソー
ム分解系であることが示唆された。 
 
(3) HEK293 細胞および SHSY-5Y 細胞に
DGK]とユビキチン（Ub）を共発現させたの
ち MG132 で細胞を処理し DGK]を免疫沈降
してウエスタンブロッティングを行うと、
poly-ubiquitinationが引き起こされていること
が明らかとなった。また初代海馬ニューロン
においても、MG132処理により内在性 DGK]
が poly-ubiquitination されることを明らかに
した。この神経細胞における DGK]の
poly-ubiquitinationはグルタミン酸処理により
増加することが明らかとなった。 
さらに HEK293細胞を用いて DGK]の様々

な変異体を発現させ、その poly-ubiquitination
を比較すると、核内輸送シグナル配列を欠失
した変異体が特に強く poly-ubiquitination さ



れることがわかった。また、核外輸送を阻害
する抗生物質であるレプトマイシンBで野生
型 DGK]を発現させた細胞を処理することで
DGK]の核—細胞質間輸送を阻害し核内に留
めると、この poly-ubiquitinationが減少するこ
とが明らかとなった。 
これらの事から DGK]は核—細胞質間をシ

ャトリングし、核外に移行することで（細胞
質で）poly-ubiquitinationを受けることが培養
細胞株を用いた発現系、初代海馬ニューロン
を用いた系で明らかとなった。 
 
(4) 虚血負荷およびカイニン酸を用いたてん
かんモデルにより DGK]の発現が減少したマ
ウス海馬ニューロンでは、Rbのリン酸化が増
加し、それに伴いサイクリン D1、サイクリ
ン Eの発現量の増加が見られた。ノックアウ
トマウスを用いた実験において、野生型に比
べ負荷無しの定常状態からリン酸化 Rb およ
びサイクリン D1 の量が上昇しており、虚血
負荷によりサイクリンE量の上昇が野生型に
比べ顕著であることから、虚血負荷後の神経
細胞の細胞周期再回転が引き起こされてい
ることが示唆された。 
また、siRNAを用いた DGK]ノックダウン
を初代海馬神経細胞に施しDGKzの発現量を
低下させた後、グルタミン酸処理もしくはカ
ルシウム依存性の ER ストレスを引き起こす
タプシガルギンで処理すると、カスペースの
活性化およびその結果から引き起こされる
種々の基質の限定分解、およびその結果とし
ての細胞死がコントロールであるスクラン
ブル DGK]ノックダウンに比べより顕著に引
き起こされることが明らかとなった。また、
野生型および DGK]ノックアウトマウス由来
の mouse embryonic fibroblast (MEF)細胞を用
いた実験でも、ER ストレス応答性細胞死は
DGK]ノックアウト MEF 細胞がより顕著に
誘引されることから、カルシウム濃度依存性
細胞死において DGK]は重要な働きをしてい
ることが示唆された。 
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