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研究成果の概要（和文）：脂質性二次伝達物質であるジアシルグリセローゼ(DG)を代謝するDGキナーゼ(DGK)お
よびホスファチジン酸(PA)を産生するホスホリパーゼD(PLD)について、新規に確立した特異抗体を用いてタンパ
クレベルで組織分布と細胞内局在を検討した。その結果、DGKアイソザイムのうちDGKγとDGKιが、PLDアイソザ
イムのうちPLD1とPLD2が中枢神経系に豊富に存在することが明らかとなった。また各酵素はタンパクレベルで細
胞内小器官で異なる局在を示していた。この結果は、脂質性二次伝達物質とその代謝・産生酵素が中枢神経系に
おいて重要な機能を有する可能性を示唆している。

研究成果の概要（英文）：We investigated the tissue distribution and subcellular localization about 
DG kinase (DGK), which metabolizes diacylglycerol (DG) and phospholipase D (PLD), which produces 
phosphatidic acid (PA) at the protein level using newly established specific antibodies. As a 
result, it was revealed that DGKγ, DGKι, PLD1, and PLD2 are abundant in the central nervous 
system. In addition, each enzyme showed different localization in intracellular organelles at the 
protein level. This result suggests that lipid secondary messengers and their metabolizing/producing
 enzymes may have important functions in the central nervous system.

研究分野： 組織学

キーワード： ホスホリパーゼD　ジアシルグリセロールキナーゼ　特異抗体　免疫組織化学染色　免疫細胞化学染色　
中枢神経　スプライスバリアント　細胞膜

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脂質性二次伝達物質であるジアシルグリセロールの代謝酵素であるジアシルグリセロールキナーゼと、同じく脂
質性二次伝達物質であるホスファチジン酸の産生酵素であるホスホリパーゼDが中枢神経で豊富に発現すること
が明らかとなった。DGKgは小脳において協調運動に関与し、PLD1とPLD2は小胞輸送に関与してがんやアルツハイ
マー病との関連が報告されている。また本研究により各酵素のタンパクレベルでの細胞内局在が明らかとなり、
各酵素の細胞内小器官における役割が見出された。当研究成果は中枢神経疾患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。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
(1)イノシトールリン脂質代謝系で産生されるジアシルグリ

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。DG キナーゼ（DGK）は DG をリン酸化し
ホスファチジン酸（PA）に変換する酵素である(図１)。近
年、PA が PKCzなどの制御に関与していることが報告され
ており、DG のみならず PA も二次メッセンジャーとして機
能することが強く示唆されている。よって、DGK は単に DG
を代謝してリン酸化するだけでなく、DG と PA という２つ
の二次メッセンジャーを量的あるいは空間的に制御する 
ことにより細胞内シグナル伝達に関与すると考えられる。 

(2)報告者は DGK の脳内 mRNA 発現の多様性から中枢神経系での DGK の重要性に興味を持ち、タ
ンパクレベルで DGK の細胞内発現と局在を明らかにしたいと考えた。そして現在までに 5種
のラット DGK アイソザイム：DGKb, -g, -z, -i, -e に対する特異抗体を自ら確立し、脳にお
ける DGK 発現の多様性をタンパクレベルで明らかにしてきた。また脳以外の各臓器における
DGK の発現局在をタンパクレベルで解析し、その機能について疾患の関連を含めて研究を行
ってきた。確立した特異抗体は学内外の研究者に供与し、DGK や他分子の形態学的・生化学
的解析の重要なツールとなっている。DGK アイソザイムのうち DGKgは脳特異的に発現し DGKi
も脳に豊富な発現を示すが、DGKgおよび DGKiの脳内発現と神経細胞内局在は不明であった。 

(3)主要な DG 産生経路には、ホスホリパーゼ C（PLC）によるイ
ノシトールリン脂質成分 PIP2 の加水分解で産生される経
路と、ホスファチジルコリン（PC）がホスホリパーゼ D（PLD）
により変換された PA が脱リン酸化されて産生される経路
が存在する(図１)。この時、PIP2と PC 由来の DG は各々特
徴的な脂肪酸組成からなることが知られており、この構成
脂肪酸の違いは脂質である DG に「DG における異なる分子
種」という特徴を与えている。また、多くの細胞において
刺激に応じて産生される DG は二相性を示すと言われる。
PIP2に由来する第１相目は刺激直後に一過性に上昇し、続 
く PC 由来の第２相目は緩徐なピークを示す(図２)。これは同じ DG でも PIP2由来のものと
PC 由来のものでは、その機能が異なる可能性を示唆している。 

(4)PLD のうち PLD1 と PLD2 が多くの細胞で機能していると考えられている。PLD1 と PLD2 に対
する市販抗体が数編の論文で使用されているが、論文間で抗体の反応性が全く異なっている
ことが指摘されている(Barber et al.Adv Biol Regul.2018;67:141-147)。特異抗体が確立
されていないことにより、本研究の開始以前はタンパクレベルでの PLD1 と PLD2 の組織分布
および細胞内局在は明らかになっていなかった。 

 
 
２．研究の目的 
上述したデータより、DG を代謝する DGK および DG 産生に重要な酵素である PLD は各臓器におい
て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った。本研究では特
異抗体を用いた形態学的解析により神経細胞および末梢臓器での普遍的または特異的な機能に
おける DGK と PLD の生理学的・病態学的役割を追求することを研究課題とした。 
(1)神経細胞における DGKgと DGKiの発現・微細局在解析 

脳における DGKgと DGKiの神経細胞内微細局在解析と発現細胞の同定を行う。神経細胞にお
いて核に局在する DGKzと同じ構造を有する DGKiは、培養細胞において細胞質に局在するこ
とが明らかになっている。一方、DGKgはゴルジ体への局在が培養細胞において報告されてい
る。脳部位特異的な局在の相違についても免疫組織化学染色法を用いて明らかにする。 

(2)神経細胞および他の末梢臓器における PLD1 と PLD2 の発現・微細局在解析 
脳と他の末梢臓器における PLD1 と PLD2 の細胞内微細局在解析および発現細胞の同定を行
う。報告者は本研究開始前に PLD1 および PLD2 に対する特異抗体を新規に確立した。この
新たに確立した特異抗体を用いてタンパクレベルでの発現局在解析を行う。 

(3)PLD1 と PLD2 の脳内発現変化および神経細胞内局在変化を生じる分子や刺激の探索 
PLD2 のマウス脳内発現量がカイニン酸注入や虚血により増加するとの報告がある(Kim et 
al.J Neuropathol Exp Neurol.2004;63:812-820,Min do et al.Acta Neuropathol. 
2007:114:157-162)。確立した PLD1 や PLD2 に対する特異抗体で各 PLD アイソザイムの発現
や局在変化を生じる分子や刺激の探索を行う。これにより、PLD アイソザイムの神経細胞に
おける細胞特異的な機能解明につなげる。 

(4)特異抗体を用いた DGK および PLD のシグナル伝達複合体の解明 
DGKg・DGKiおよび PLD1・PLD2 の特異抗体で免疫沈降法を行い、免疫複合体を構成する分子
を解析する。これにより、DGK および PLD が神経細胞内シグナル伝達においてどのような分

図１：イノシトールリン脂質代謝系 

 

図２：DG の二相性上昇 

 



子と関連して機能しているかを検討する。 
(5)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自ら確立した DGKg・DGKiおよび PLD1・PLD2 抗体による形態学的解析から、細胞内シグナ
ル伝達におけるジアシルグリセロールの代謝と産生メカニズムの解明が進む。 
②PLD1 と PLD2 のタンパクレベルでの発現および局在解析は、中枢神経系とその他の臓器
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。 
③PLD1 と PLD2 はがんやアルツハイマー病との関連が報告されている(Nelson et al.J 
Lipid Res.2015;56:2229-2237)。PLD1 と PLD2 の各臓器や細胞における詳細な発現局在
解析が、疾患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。 

 
 
３．研究の方法 
（概要） 
本研究では DG の代謝を行う DGK および DG・PA の産生を担う PLD の組織分布と細胞内局在を、
新規に確立した特異抗体を用いて免疫組織化学染色法により明らかにした。 
(1)DGK アイソザイム(DGKg・DGKi)および PLD アイソザイム(PLD1・PLD2)の中枢神経系における組
織発現と細胞内局在解析【令和２年度〜３年度】（八月朔日，吉川） 
①蛍光多重染色法による解析（共焦点レーザー顕微鏡）：八月朔日，吉川 

DGK アイソザイムはラット脳について、PLD アイソザイムはマウス脳の各領域について
蛍光多重染色を行う。各種マーカー、比較対象分子は以下の通りとする。 
シナプス前終末：VGluT1, VGluT2, VGAT バーグマングリア：GLAST 
シナプス後終末：PSD-95, Homer1 細胞内小器官：IP3R（小胞体） 
投射ニューロン（プルキンエ細胞）：calbindin  
投射ニューロン（海馬・大脳皮質錐体細胞）：MAP2 
投射ニューロン（線条体）：dopamine D1 receptor,dopamine D2 receptor 
抑制性介在ニューロン：GAD,nNOS,CHT1,calretinin, parvalbumin  
イノシトールリン脂質代謝関連分子：mGluR1,mGluR5,Gaq/11,PLCb1,PLCb3,PLCb4  
DGK：小脳−DGKg,DGKi,DGKe 大脳皮質・海馬−DGKg・DGKi，線条体−DGKi・DGKb 

②免疫電子顕微鏡法による解析：八月朔日 
包埋前（DAB・銀増感）および包埋後免疫電子顕微鏡法により、DGKg・DGKiおよび PLD1・
PLD2 の神経細胞内微細局在の解析を行う。 

(2)PLD1・PLD2 の脳内発現および局在変化を生じる分子や刺激の探索【令和３年度】 
カイニン酸注入や虚血刺激による PLD2 のマウス脳内発現量や神経細胞内局在の変化を
特異抗体で確認する。さらに、PLD1 と PLD2 の発現や局在変化を生じる新規分子や刺激
の探索を行う。（八月朔日，吉川） 

(3)PLD1・PLD2 の末梢臓器における組織発現と細胞内局在解析【令和３年度〜４年度】 
ウェスタンブロット法によりマウス各臓器における PLD1・PLD2 のタンパクレベルでの
発現を解析する。それを元に PLD1 と PLD2 抗体で免疫組織化学染色を行い、各種顕微鏡
により各臓器における発現細胞や細胞内局在を解析する。（八月朔日，吉川） 

(4)DGK および PLD のシグナル伝達複合体の解明【令和４年度】 
脳タンパクを抽出し、DGKg・DGKiおよび PLD1・PLD2 の特異抗体で免疫沈降法を行う。得
られた免疫複合体にイノシトールリン脂質代謝関連分子が含まれるか、ウェスタンブロ
ット法で解析する。（八月朔日） 

 
 
４．研究成果 
(1)中枢神経系における DGKgの発現局在解析 
① 生化学的局在解析 

ラット脳タンパク質の遠心分画法で生化学的に DGKgの細 
胞膜/細胞内膜系小器官への発現が明らかとなった(図３)。 

② 形態解析 
DGKgの免疫反応は DGKg-mRNA 発現パターンと類似
して、海馬と小脳に強く認められた(図４)。 
ラット脳の大脳皮質と海馬において,DGKgは MAP2
陽性および陰性ニューロンの両者に発現してい
た。もっとも強く DGKgが発現する小脳について、
共焦点レーザー顕微鏡を用いた多重蛍光染色法
と免疫電子顕微鏡法にて組織分布および発現細
胞同定、細胞内における局在を観察した。その結
果、DGKg免疫反応は小脳プルキンエ細胞および分 
子層に分布する介在ニューロンに検出された。またプルキンエ細胞軸索に DGKgの発現を
認めなかった(図５)。 

 

図３：生化学的な DGKgの局在 

 

図４：ラット脳 DGKg発現 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
免疫電子顕微鏡法により、DGKgがプ
ルキンエ細胞の滑面小胞体に局在
することが明らかとなった(図６)。 

形態学的解析から、DGKgが生体脳
において興味深い局在を示すこと、
また他の DGK アイソザイムと異な
る発現パターンを示すことが示さ
れた。 
 

(2)中枢神経系における DGKiの発現局在解析 
① 生化学的局在解析 

ラット脳タンパク質の遠心分画法で生化学的に
DGKiの細胞膜/細胞内膜系小器官への発現が明らか
となった。 

② 形態解析 
DGKiの免疫反応はDGKg-mRNA発現パターンと類似し
て認められた(図７)。高倍率像では DGKi免疫反応は
ニューロンの細胞質にびまん性に検出された。 

 
(3)PLD1 と PLD2 の組織分布および細胞内発現局在解析 
① 生化学的局在解析 

RT-PCR法にてマウス由来のNIH3T3細胞および3T3-
L1 細胞に PLD1 と PLD2 の発現が確認された。新規
に確立した PLD1 と PLD2 抗体を用い、siRNA法にて
抗体の特異性を確認した(図８)。PLD1 と PLD2 抗体
はコントロールで各推定分子量付近にバンドを検
出した。siRNA導入細胞では、各バンドの減弱を示
し、確立した両抗体の特異性が確認された。 
 RT-PCR法により、マウス由来培養細胞である NIH3T3 細胞と 3T3-L1 細胞およびマウス臓
器における PLD1 と PLD2 スプライスバリアントの発現を解析した(図９)。その結果、マウ
ス由来培養細胞では PLD1 は PLD1bが優位に発現し、PLD2 は PLD2bの発現を認めたものの、
PLD2aの発現は検出限界以下であった。一方、マウス各臓器における発現はほぼマウス由来
培養細胞と同様であったが、心臓では PLD1a が優位に発現し、培養細胞と異なる結果であ
った。心臓における PLD1aの特異的な機能が推察された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 生体内におけるタンパク質発現を、PLD1 と PLD2 が豊富に発現すると考えられたマウス脳
および肺でウェスタンブロット解析を用いて検討した(図１０)。PLD1、PLD2 ともにマウス
脳と肺に豊富な発現が検出された。 
 

図５：ラット小脳における DGKg発現・局在（共焦点レーザー顕微鏡） 

図６：ラット小脳における DGKg発現・局在（電子顕微鏡） 

図８：siRNA 導入実験 

図９：RT-PCR 解析(PLD1 および PLD2 スプライスバリアント) 

図７：ラット脳 DGKi発現 



② 形態解析 
GFP融合タンパク質発現実験を、各 PLD アイソザイムおよびスプ
ライスバリアントについてNIH3T3細胞を用いて行った(図１１)。
各GFP融合 PLDタンパク質は細胞内で顆粒状・点状に検出され、
一部は細胞膜への局在が認められたが、詳細な細胞内局在は不
明であった。 
 次に、内在性タンパク質の細胞内局在を検討するため、新規に
確立した PLD1 および PLD2 特異抗体を用い、mRNA 発現が確認さ
れた NIH3T3 細胞と 3T3-L1 細胞で免疫細胞化学染色を行なった
(図１２)。その結果、PLD1 免疫反応は細胞膜に点状に認められ
た。一方、PLD2 は点状に細胞内に検出された。PLD2 の免疫反応
は細胞内小器官における PLD2 の局在を推察させた。 
 マウス海馬における PLD1 および PLD2 の発現局在解析を行な
った(図１３)。PLD1 および PLD2 の CA3領域錐体細胞における発
現が検出され、樹状突起において PLD1 はびまん性あるいは点状
に、PLD2 はやや粗大な顆粒状に検出された(図１３   )。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

本研究における DGKg・DGKiおよび PLD1・
PLD2抗体による形態学的解析は、細胞内
シグナル伝達におけるDGおよびPAの産
生と代謝バランス制御の解明に寄与す
ると考えられる。また、PLD1 と PLD2 の
タンパクレベルでの発現および局在解
析により、PLD1が細胞膜に局在すること
が明らかとなった。PLDは癌細胞の増殖、
浸潤、転移、また神経系においては神経
伝達物質分泌に関与すると報告されて
おり、本研究の結果はそのメカニズムに
おける PLD の重要性を解明する一助に
なると期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図１０： 

マウス脳および肺における

PLD1・PLD2 タンパク質発現 

図１1： 

GFP 融合 PLD1・PLD2 タンパク質 

の細胞内局在 

図１２： 

PLD1 および PLD2 内在性タンパク質の培養細胞における 

細胞内局在 

図１３： 

PLD1 および PLD2 内在性タンパク質のマウス脳 CA3 領域に

おける細胞内局在 
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