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研究成果の概要（和文）：HeLa 細胞においてジアシルグリセロールキナーゼη (DGKη)を siRNA
によりノックダウンしたところ、細胞増殖が阻害された。さらに、DGKηは上皮増殖因子(EGF)
刺激の際の Ras/B-Raf/C-Raf/MEK/ERK シグナル経路を活性化した。EGF 刺激した HeLa 細

胞では DGKηは B-Raf や C-Raf の細胞質から膜への移行及び B-Raf と C-Raf のヘテロ二量体

の形成を調節していた。また、DGKηは EGF 依存的な C-Raf キナーゼ活性のみを活性化した。

これらの結果は、DGKηが ERK シグナル経路の新規の調節因子であることを示唆している。

また、DGKαが AKI メラノーマ細胞において、プロテインキナーゼ Cζ (PKCζ)による nuclear 
factor-κB (NF-κB)の p65 サブユニットのリン酸化(Ser311)による活性化を介して、腫瘍壊死因

子α (TNFα)によるアポトーシスを抑制することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：Knockdown of diacylglycerol kinase η (DGKη) using siRNA inhibited 
cell proliferation of the HeLa cells. Moreover, DGKη activateed the Ras/B-Raf/C-Raf/MEK/ 
ERK signaling pathway induced by epidermal growth factor (EGF). DGKη regulated 
recruitment of B-Raf and C-Raf from cytosol to membranes and their heterodimerization in 
EGF-stimulated HeLa cells. DGKη also activated C-Raf but not B-Raf in an 
EGF-dependent manner. These results suggest that DGKη acts as a novel critical 
regulatory component of the ERK signaling pathway. On the other hand, it is suggested 
that DGKα positively regulates tumor necrosis factor α-dependent nuclear factor-κB activation 
via the protein kinase Cζ-mediated Ser311 phosphorylation of p65 subunit in AKI melanoma cells. 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2009 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2010 年度 1,200,000 360,000 1,560,000 

2011 年度 1,100,000 330,000 1,430,000 

年度  

  年度  

総 計 3,600,000 1,080,000 4,680,000 

 
 
研究分野：生化学 
科研費の分科・細目：生物科学・機能生物化学 
キーワード：シグナル伝達、脂質、酵素 
 
１．研究開始当初の背景 
 DGK は生理活性脂質であるジアシルグリ
セロールとホスファチジン酸の細胞内濃度

を調節することにより細胞の生理機能を制
御していると考えられている。哺乳類の
DGK は現在まで 10 種類のアイソザイムの
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cDNA がクローニングされており、これらの
アイソザイムはすべてのアイソザイムに共
通の触媒ドメインと亜鉛フィンガー以外の
ドメイン構造の違いから５つのサブグルー
プ(１～５型)に分類されている。 
 DGKηはN末端にpleckstrin homology ド
メインを持ち、触媒ドメインが２つに分かれ
ている２型 DGK に属するアイソザイムであ
り、C 末端の配列が異なる２種類のスプライ
シング産物が存在する。DGKηは酸化ストレ
スや浸透圧ストレスでエンドソームに移行
することが報告されているが、その生理機能
に関してはほとんど判っていない。 
 また、DGKαは EF ハンドモチーフを持つ
１型 DGK に属するアイソザイムである。最
近、我々はヒトメラノーマ細胞において
DGKαが過剰に発現しているために NF-κB
が活性化され、TNFαによるアポトーシスが
抑制されていることを報告した。 
 
２．研究の目的 
 DGK アイソザイムの生理機能を解明する
ために、本研究では 1) DGKηによる ERK の
活性制御機構の解明、2) DGKαによる NF-κB
の活性制御機構の解明を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 RNAi–HeLa 細胞に 10 nM siRNA をトラン
スフェクトし、72 時間後に各種実験を行なっ
た。AKI 細胞には 10 nM siRNA をトランスフ
ェクトし、48 時間後に各種実験に用いた。 
 免疫沈降–細胞可溶化物を各種抗体とプロ
テイン G ビーズとインキュベートし、ビーズ
を洗浄した。免疫沈降物を各種実験に用いた。 
 In vitro Raf キナーゼアッセイ–HeLa 細胞可
溶化物から C-Raf を免疫沈降し、沈降物中に
リコンビナント MEK1 と ATP を加えてイン
キュベートした後、ウェスタンブロッティン
グで phospho-MEK1 を検出した。 
 NF-κB 活性–pNF-κB-Luc ベクターをトラン
スフェクトした AKI 細胞を刺激した後、細胞
を可溶化し、ルシフェラーゼ活性を測定した。 
 
４．研究成果 
1) DGKηによる ERK の活性制御機構 
 EGF などの増殖因子やサイトカインが細
胞膜受容体に結合すると Ras が活性化した後、
Raf、MEK1/2、ERK1/2 が順次活性化し、最
終的に核にシグナルが伝わり、細胞増殖など
が制御される。DGKηにより細胞増殖が制御
されていると考えられることから、DGKηに
よる EGF のシグナル伝達の制御機構の解析
を行なった。 
 DGKη特異的 siRNA をトランスフェクトす
ることにより DGKηの発現を抑制した HeLa
細胞は細胞増殖が阻害された。さらに、この
細胞では、EGF 刺激依存性の ERK1/2 のリン

酸化だけでなく、上流の MEK1/2 のリン酸化
も阻害された。このことから、DGKηは EGF
によって活性化される ERK 経路に対して促
進的に働くことが示された。しかしながら、
EGF刺激による Rasの活性化には影響がなか
ったことから、DGKηが Raf キナーゼを制御
していると考えられた。In vitro での Raf キナ
ーゼの活性を測定したところ、DGKηは EGF
依存的に C-Raf キナーゼ活性を促進的に制御
していたが、B-Raf キナーゼ活性は制御して
いなかった。さらに、DGKη発現抑制細胞で
免疫沈降実験を行なったところ、C-Raf と共
沈してくる B-Raf の量が著しく減少した。こ
のことから、DGKηが EGF 刺激依存性の
B-Raf と C-Raf のヘテロ二量体形成の制御を
していることも示された。ただし、DGKηと
B-Raf あるいは C-Raf は EGF 刺激非依存性に
相互作用していた。活性化 Ras からのシグナ
ルは B-Raf と C-Raf を膜へと移行させるが、
この際、DGKηは B-Raf と相互作用した状態
で C-Raf と活性化型 Ras が局在する細胞膜へ
と、そして（あるいは）、C-Raf と相互作用し
た状態で B-Raf と活性化型 Ras が局在する細
胞膜へと移行する可能性が示された。 
 以上のことから、DGKηは B-Raf 及び C-Raf
と結合し、Ras の活性化により細胞膜に移行
し、B-Raf と C-Raf のヘテロ二量体形成を促
進することにより、MEK1/2–ERK1/2 へのシ
グナルを増強し、細胞増殖を促進することが
推測された。 
 
2) DGKαによる NF-κB の活性制御機構 
 DGKα特異的 siRNA をトランスフェクト
することにより DGKαの発現を抑制した AKI
細胞（ヒトメラノーマ細胞株）では TNFα投
与時の NF-κB の活性を強く抑制した。また、
様々な PKC 阻害剤の影響を検討したところ、
nPKC (PKCζ, ι/λ)が DGKa による NF-κB の活
性制御に関与していることが示された。そし
て、PKCz によりリン酸化することが知られ
ている NF-κB の p65 サブユニットの Ser311
のリン酸化がDGKαの発現を抑制することに
より大きく減少した。一方、PKCζの発現抑制
あるいは過剰発現は NF-κB の活性を抑制あ
るいは亢進した。 
 以上のことから、TNFα–PKCζ–NF-κB 経路
においてDGKαが重要な制御因子であること
が示唆された。 
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