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研究成果の概要（和文）：集中治療管理において、生体炎症の程度は病態の予後に大きな影響を与える。生体細胞を用
いて炎症等を定量的に解析することが出来れば、生体急性炎症メカニズムの解明ひいては臨床応用に非常に有用と思わ
れる。本研究では、生体急性炎症のモニター指標として血球細胞に着目し、細胞内情報伝達制御因子ジアシルグリセロ
ールキナーゼ(DGK)ファミリーの発現変化を検討した。ヒト血球系細胞株を用いて、DGKファミリーの発現パターン、な
らびにLPS、IL2刺激における発現変動を解析した。その結果、DGKファミリーのうち、DGKεが炎症応答初期に発現増強
を示すことが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：In the case of intensive care management, the prognosis depends on the severity 
of the inflammation. If we can quantitatively assess the inflammation using cell samples from patients, 
it would be useful in clinical practice. In the present study, we focused on human blood-derived cell 
line and investigated the expression levels of diacylglycerol kinase (DGK) family, an enzyme involved in 
intracellular signal transduction, under physiological and stimulatory conditions with LPS and IL2. We 
found that DGKepsilon is upregulated in the initial phase of inflammation, suggesting that this isozyme 
is intimately involved in the inflammatory process.

研究分野：麻酔科学、救急医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
外科的手術、種々の要因による人工呼吸管理、
および重症肺炎等において集中治療が選択
される場合、その過程における生体炎症の程
度が病態の予後に大きな影響を与えること
が少なくない。現在の周術期モニターシステ
ムは、薬物の投与時間と連動して血圧や血ガ
ス等の変動を経時的にモニタリングするこ
とを可能にしているが、惹起される炎症応答
は個体により大きく異なるので、生体細胞を
用いて炎症等を定量的に解析することが出
来れば、生体急性炎症メカニズムの解明ひい
ては臨床応用に非常に有用と思われる。 
 ジアシルグリセロールキナーゼ  (DGK) 
は、脂質性二次伝達物質であるジアシルグリ
セロール (DG) をリン酸化してホスファチ
ジン酸 (PA) に変換する酵素である。DGは、
ホスホリパーゼ C (PLC)によるホスファチジ
ルイノシトール 2 リン酸 (PIP2)の加水分解
により産生され、プロテインキナーゼ C 
(PKC) を活性化することにより、神経伝達や
細胞の分化･増殖に関与することが報告され
ている。DGK はこの DG を量的に調節する
ことで、PKC活性を制御する分子と考えられ
ている。またDGKの反応産物であるPAが、
近年新たに細胞内情報伝達分子としての作
用を有することが明らかになり、DGK は細
胞内情報伝達系における主要な制御因子で
あると考えられる。 
 近年、単離された髄鞘において、インター
ロイキン 2 (IL-2) の刺激によりDGKの酵素
活性が上昇することが報告され、DGK とサ
イトカインとの関連が示唆されている。一方、
マウス T 細胞において、DGKζが T 細胞受
容体の応答に抑制的に働くことが示され、
DGKζノックアウトマウス T 細胞のウイル
ス感染に対する反応性亢進が報告されてい
る。また白血病細胞株において、単球系細胞
への分化に伴い DGKγの発現が減弱すると
の報告もある。以上の知見は、DGK ファミ
リーが免疫機能の制御機構において重要な
役割を果たすことを示唆する。 
 
２．研究の目的 
本研究では、生体急性炎症のモニター指標と
して、生体免疫機能の最前線に位置し、生体
炎症応答を監視する血球細胞に着目し、炎症
応答の評価法を検討した。この時、細胞内情
報伝達機構において脂質性二次メッセンジ
ャー代謝酵素、ジアシルグリセロールキナー
ゼ(DGK)に着目し、その発現パターンおよび
変動を指標として炎症応答の指標とした。 
 
３．研究の方法 
DGK アイソザイムのプライマー設計： 
既報の塩基配列を基に、ヒト (DGKα、β、
γ、δ、η、ε、ζ、ι、θ)およびラット (DGK
α、β、γ、ε、ζ、ι)の各 DGK アイソザ
イムに対するプライマーを合成した。 
 

RT-PCR による mRNA 発現解析： 
TRIZOL Reagent (Invitrogen) を用いて、分
離した細胞およびポリトロンホモジェナイ
ザー破砕組織から、総 RNA を抽出した。総 RNA 
2 μg から、オリゴ (dT)プライマー と
Moloney Murine Leukemia Virus Reverse 
Transcriptase : M-MLV RT (Promega) を使
用した逆転写酵素反応 (反応系 50 μl) に
より、first strand DNA を得た。このうち
1.5 μlをテンプレートとして、KOD plus DNA 
ポリメラーゼ (Toyobo) の存在下で、各プラ
イマーセット (最終濃度 1.2 pM) を使用し 
94℃ 2 分前変性後、94℃ 30 秒／62℃ 30 秒
／68℃ 40 秒 33 サイクル の PCR 増幅 (反応
系 25 μl) を行った。上記反応系から 8 μl 
を エチジウムブロマイド含有 2% アガロー
スゲルで電気泳動し解析した。PCR は正常ラ
ット脾臓においてサイクル数の検討を行い、
linear phase である 33 サイクルで統一し、
バンドの輝度体積値をゲル撮影装置により
測定し、その値を GAPDH の輝度体積値で除し
たものを、Kruskal-Wallis の検定で解析し、
群間の有意差を検討した。LPS 誘発炎症反応
の確認には、炎症性サイトカインである IL-6
の mRNA を同様の方法で解析した。 
 
ヒト好中球、CD14、CD4、CD8、CD19 陽性細胞
の分離： 
健常成人からヘパリン添加末梢血採血し、1
／5量の 3%白血球分離用デキストラン含有リ
ン酸緩衝生理食塩水 pH 7.4 (PBS) を添加し、
1時間静置し、白血球を含む上清を回収した。
その上清を Ficoll-Paque Plus (Amersham) 
を 充 填 し た Leucosep 分 離 チ ュ ー ブ 
(Greiner) に添加後、1000×g、10 分の遠心
操作により、単核球層と多核球層に比重遠心
分離した。多核球層は 0.2%生理食塩水による
溶血操作後、0.9%生理食塩水に再浮遊させて
好中球分画(1〜3%の好酸球を含む)とした。
単核球層は PBS で洗浄後、2% ウシ胎児血清 
(FBS) 含有 PBS に再浮遊させ、細胞濃度
1×107 個／ml の単核球浮遊液に調節した。単
核球浮遊液 1 ml に、分離する細胞種に対応
した磁気ビーズ: Dynabeads M-450 CD4、M-450 
CD8、M-450 CD19 (Dynal) をそれぞれ 1×107

個加え、室温、30 分反応後、磁石 (magnetic 
particle concector MPC, Dynal) を用いて
ビーズに付着した細胞を磁気分離した。CD14
陽性細胞は、ヘパリン添加末梢血 20 ml 由来
のバッフィーコート (血小板・白血球層) に
Dynabeads M-450 CD14 を加え同様に分離した。
分離した細胞は磁気ビーズ結合細胞のまま
総 RNA 抽出を行い、上記の方法で RT-PCR を
行った。 
 
フローサイトメトリーによる細胞集団の解
析： 
分離した細胞を 10% FBS 含有 RPMI 培地に浮
遊させ、磁気ビーズ剥離試薬 (DETACHaBEAD, 
Dynal) を加え 37℃、1 時間処理後に、細胞



から剥離した磁気ビーズを磁石によって除
去した。その後に 2% FBS 含有 PBS に再浮遊
し、それぞれの細胞種を同定する抗体 
(Anti-CD14-FITC 、 Anti-CD4-FITC 、
Anti-CD8-FITC 、 Anti-CD19-FITC 、 Beckman 
Coulter) で標識し、フローサイトメーター
で陽性細胞の比率を測定した。 
 
LPS 誘導炎症動物モデル： 
動物実験には生後 10週齢の Wistar 系ラット
を使用した。ジエチルエーテル吸入麻酔下に
PBS 溶解 LPS 25 mg／kg 総量 200 μl を 26
ゲージの注射針で腹腔内投与した。LPS 投与
後、30 分、6時間、24 時間に脾臓を採取した。
生理食塩水 200 μl を同様に腹腔内投与し 6
時間後に脾臓を採取した生理食塩水投与群
と、腹腔内投与を行わない無処置群も含め、
各評価時間において3匹以上を実験に用いた。
ジエチルエーテル吸入深麻酔下に脾臓を速
やかに取り出し、液体窒素で急速に凍結後、
-80℃に保存した。 
 
血球系細胞株を用いた刺激実験： 
細胞株：KG-1、HUT102、Jurka を 10% 牛胎児
血清 (FBS) 含有 RPMI 培地にて、37℃、5% 二
酸化炭素、98%水蒸気の恒温器内で培養した。 
細胞密度 1×106個／ml の時点で、ヒトリコン
ビナントインターロイキン 2 (rhIL-2, 
Sigma) 200 U／ml、 大腸菌抽出 LPS (Sigma) 
200 ng ／ ml 、 12-O-tetradecanoylphorbol 
13-acetate (TPA, Cell signaling) 200 nM
を添加し、経時的に細胞から総 RNA 抽出を行
った。 
 
ウエスタンブロットによる蛋白発現解析： 
得られた細胞総抽出液を 10％ SDS-ポリアク
リルアミドゲルにて電気泳動を行った後、
PVDF-Plus 膜に転写し、5％ スキムミルク、
0.2％Tween20 含有トリス緩衝生理食塩水 
(TBS) でブロッキングした。一次抗体にマウ
ス抗 FLAG・M2 抗体 (１μg／ml、Sigma)、二
次抗体に西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP) 
標識抗マウス IgG 抗体 (1:20000、Amersham) 
を 用 い 、 ECL +Plus Western blotting 
detection Kit (Amersham) 検出した。TPA 刺
激実験におけるPKCのウエスタンブロット解
析では、刺激後経時的に細胞を採取し、上記
と同様に細胞抽出液を得た。さらに
100,000×g、30 分の遠心分離で、可溶性分画
と不溶性分画に分離した。一次抗体にウサギ
抗 PKC α / β 2 リ ン 酸 化 抗 体  (Cell 
Signaling)、二次抗体にHRP標識抗ウサギIgG
抗体 (Amersham) を用いた。 
 
４．研究成果 
正常ヒト免疫担当細胞におけるDGKアイソザ
イム mRNA の発現： 
9種のヒトDGKアイソザイムを検出するため、
各アイソザイムのプライマーセットを設定
した。すべてのアイソザイムが発現している

ヒト脳組織において、各アイソザイムの目的
塩基長の単一バンドが増幅されることを確
認した。次に、健常成人男性より末梢血を採
取し磁気ビーズを用いて、CD14 陽性細胞 (単
球、好中球の一部) 、CD4 陽性細胞 (ヘルパ
ー/インデューサー T 細胞) 、CD8 陽性細胞 
(サイトトキシック/サプレッサー T 細胞) 、
CD19陽性細胞 (B細胞) のサブタイプに分離
した。分離効率は CD14 陽性細胞では 78.1%、
CD4 陽性細胞では 97.6%、CD8 陽性細胞では
99.4%、CD19 陽性細胞では 98.0%と、いずれ
も高い値を示した。 
 これらの分離細胞におけるDGKアイソザイ
ム mRNA の発現を RT-PCR 法で検討したところ、
DGKα、δ、ε、ζ、θmRNA は、すべての細
胞種で発現が認められ、特に DGKαmRNA は T
細胞 (CD4 および CD8 陽性細胞) において強
く発現していた。DGKγmRNA は CD8 陽性細胞
以外のすべての細胞において発現が認めら
れ、特に単球 (CD14 陽性細胞) で強く発現し
ていた。DGKβ、ιmRNA はいずれの細胞種で
も発現が認められなかった。DGKηmRNA は
CD19 陽性細胞以外のすべての細胞において
発現が認められた。DGKβ、ιmRNA は、脳で
発現を認めるものの、免疫担当細胞では発現
が認められなかった。 
 
ラット LPS 誘導炎症モデルの解析： 
炎症反応下の免疫担当細胞におけるDGKアイ
ソザイムの役割を検討するため、正常および
LPS 誘導炎症モデルの脾臓において、DGK ア
イソザイム mRNA の発現変化をラット DGK ア
イソザイムプライマーセットを用いて
RT-PCR 法で検討した。正常ラット脾臓では
DGKα、γ、ε、ζmRNA の発現が検出され、
DGKβ、ιmRNA は検出限界以下であった。LPS
投与により、炎症反応が誘発されたこと確認
するため、炎症性サイトカインの代表である
IL-6 mRNA の発現を検討した。IL-6 mRNA の
コントロール GAPDH に対する発現量は、無処
置群と比較し、LPS投与後 30分群、6時間群、
24 時間群の 4群間で、有意な上昇を認め、炎
症反応が誘導されていることが確認された。
一方、生理食塩水投与後6時間群においても、
無処置群に比べ約 2 倍の IL-6 m RNA の増加
が認められた。 
 このような炎症反応下において、各 DGK ア
イソザイム mRNA の発現量を比較すると、無
処置群と比較し、DGKεは増加傾向を、一方
DGKγおよび DGKζは減少傾向を示した。また
DGKαではほとんど変化を示さなかった。こ
れらの変化を統計的に解析すると DGKεmRNA
は 5群間で有意に増加し、特に無処置群に対
し、LPS 投与 6 時間群では約 2 倍に上昇して
いた。また DGKγmRNA は 5群間で有意に低下
した。 DGKα、ζmRNA の発現量は、有意な変
化を示さなかった。DGKβ、ιmRNA は炎症反
応下においても発現が検出できなかった。 
以上のデータにより、LPS 誘導炎症モデルに
おいて、DGK アイソザイムが各々特徴的な変



化を示すことが示唆された。 
 
血球系細胞株を用いた刺激実験： 
細胞レベルでの刺激応答における、DGK アイ
ソザイム mRNA の発現変化を検討するため、
リンパ球系細胞株の HUT102 と顆粒球系細胞
株の KG-1 を用いた刺激実験を行った。刺激
物質は LPS、IL-2 と TPA の 3種を用いた。 
LPS 刺激に対して HUT102 および KG-1 いずれ
の細胞株においても、DGK アイソザイムのう
ち、DGKεmRNA は刺激早期に著明な増加を示
し、添加後 20 分でピークに達し、40 分及び
60 分では徐々に減少傾向を示した。また
HUT102 において、DGKαとδの mRNA が、刺激
後 20 分で減少し、その後、徐々に刺激前の
状態まで回復し、さらに増加する傾向を示し
た。他のアイソザイムは、刺激前後において
変化を示さなかった。 
 HUT102 に対する IL-2 刺激では、DGKεmRNA
が刺激後20分で上昇し、40分をピークとし、
60 分には減少に向かう傾向を示した。他のア
イソザイムは、刺激前後において変化を示さ
なかった。 
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