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研究成果の概要（和文）：組織損傷後、低体温環境が低酸素誘導因子 (HIF) を誘導することにより代謝エネル
ギー消費を抑制し、組織細胞損傷を軽減する可能性が考えられる。本研究では、細胞内二次伝達物質代謝酵素ジ
アシルグリセロールキナーゼ（DGK）によるHIF制御およびエネルギー代謝機構を解析した。その結果、ゼータ型
DGKを欠失させると、２４時間の１％低酸素負荷によって、１）HIF1α蛋白の発現が約５０％減少すること、
２）エネルギーセンサーAMPKの活性化が亢進すること、３）細胞内ATP量が増加することを明らかにした。以上
の結果より、ゼータ型DGKはHIFを介するエネルギー代謝機構に重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Upon tissue damage, hypothermia induces Hypoxia inducible factor (HIF), 
which suppresses energy expenditure and exerts a beneficial effect to damaged cells. In this study 
we examined the regulatory mechanism of the diacylglycerol kinase (DGK) family on HIF expression and
 energy metabolism. We found that after 24 h of 1% hypoxic conditions DGKzeta deficiency reduces 
HIF1alpha expression by 50%, activates energy sensor AMPK, and increases intracellular ATP levels. 
These results suggest that DGKzeta plays an important role in energy metabolism under hypoxic 
conditions.

研究分野： 解剖学、組織学、細胞生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 心肺蘇生で自己心拍が再開した患者も、
その後に生じる様々な臓器障害によって予
後を悪化させることが 2008 年に心肺蘇生後
症候群として報告された。心肺蘇生後の脳機
能障害は、循環・呼吸停止による低酸素スト
レスと心拍再開後の脳浮腫によって惹起さ
れると考えられている。 
 
(2) 近年、心拍再開直後の低体温療法により、
神経予後の改善が報告されているが、その明
確な脳保護作用は明らかではない。 
 
(3) Hypoxia-inducible factor-1（HIF-1）
は低酸素状態での遺伝子発現の制御を行っ
ており、エリスロポエチン、血管内皮増殖因
子(VEGF)、アドレノモジュリン、エンドセリ
ン、一酸化窒素合成酵素 2(NOS2)などの制御
を介して、低酸素に対する応答を制御する。
この時、HIF は消費エネルギーを抑制し、ス
トレス状態に対する耐性も増加させる可能
性が考えられる。 
 
(4) DGK は二次伝達物質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りファミリーを形
成するが、その中でゼータ型 DGK（DGKζ）が
HIF の機能発現制御に関与することが報告さ
れている。 
 
(5) 申請者らの研究により、DGKζは海馬ニ
ューロンにおいて、通常酸素下では核内に局
在するが、一過性の低酸素・低グルコース負
荷（OGD）を受けると、その後に通常酸素下
に戻しても、しだいに細胞質に移行し発現が
減少することが明らかとなった。 
 
(6) これらの結果は、DGKζの核から細胞質
への移行、そしてその後の発現減少が神経細
胞死と関連する可能性が指摘されている。し
かし DGKζによる HIF の制御機構は未だ解析
がなされていない。 
 
２．研究の目的 
(1) 細胞は、低酸素や細胞内 ATP 枯渇状態に
陥ると、HIF-1 や、AMP-activated kinase
（AMPK）等のセンサーが作動し、低エネルギ
ー環境への適応を開始する。また Sirtuin 1
（SIRT1）は NAD+依存性の脱アセチル化酵素
であり、リボソーム RNA 合成を抑制すること
により、ATP の消費を抑えることが報告され
ている。 
 
(2) 低体温療法では、HIF 発現誘導を介して、
エネルギー代謝を変化させることにより、細
胞保護効果を発揮すると考えられる。したが
って本研究では、これら代謝ホメオスタシス
に関連する HIF-1α、AMPKα、SIRT1 の制御
メカニズムにおける DGKζの機能的役割を解
析した。 

 
(3) また、ストレス環境下で機能する DGKζ
結合蛋白を同定し、低体温療法における役割
の解析を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) DGKζノックアウト（DGKζ-KO）マウス
由来のマウス胎児線維芽細胞（MEF）および
DGKζノックダウン HeLa 細胞を低酸素濃度
（1％）条件下に培養を行いた。HeLa 細胞は
10％ウシ胎児血清（FBS）、MEF は 20％FBS 含
有ダルベッコ改変イーグル培地（DMEM）で培
養した。インキュベーター内を 37℃、20％O2、
5%CO2 としたものを通常酸素条件とし、37℃、
1％O2、94％N2、5%CO2 に管理したものを低酸
素条件とした。 
 
(2) HIF-1α、AMPKα、SIRT1 および関連タン
パク質の発現をウェスタンブロット法およ
び RT-PCR により解析した。またホタル・ル
シフェラーゼ発光法を用いて、細胞内 ATP を
測定した。 
 
(3) 種々のストレス蛋白のうち、熱ショック
タンパク質（HSP）ファミリーに焦点を絞り、
免疫沈降法を用いて、DGKζと相互作用を示
す蛋白の同定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 低酸素負荷条件下における HIF-1αの発
現誘導 
 最初の実験として、低酸素負荷による
HIF-1α蛋白の発現誘導レベルの解析を施行
した。HeLa 細胞に control siRNA または DGK
ζ siRNA を遺伝子導入後、DGKζタンパく発
現がノックダウンされているのを確認後、正
常酸素または１％低酸素負荷条件下で 24 時
間培養を行った。 
 ウェスタンブロット解析の結果、正常酸素
条件下の培養では、コントロール細胞および
DGKζノックダウン細胞の両者ともに、HIF-1
α蛋白はほとんど検出限界以下であったが、
低酸素負荷により HIF-1α蛋白発現の増加が
認められた。しかしながら、HIF-1α蛋白発
現誘導は、DGKζノックダウン細胞において
有意に減少しており、コントロールと比較し
て約 50%程度であった。 
 
(2) 低酸素負荷条件下におけるSIRT1の発現
解析 
 次の実験として、カロリー制限等により誘
導される脱アセチル化酵素SIRT1の発現を解
析した。SIRT1 は、NAD+依存性に活性化され
るエネルギーセンサーとして働き、代謝を抑
えることによりATPの消費を抑制し低エネル
ギー状態への適応を促すことが報告されて
いる。野生型および DGKζ-KO 由来の MEF を
正常酸素ないし低酸素環境下で 24 時間培養
を行い、SIRT1 の蛋白発現および mRNA をウェ
スタンブロットと RT-PCR にて解析をした。 



 正常酸素条件下では、DGKζ-KO MEF の
SIRT1蛋白発現は野生型に比べて約50％に低
下していた。低酸素負荷によって、野生型お
よび DGKζ-KO MEF の両者ともに、SIRT1 の蛋
白発現は減少するが、DGKζ-KO MEF における
減少の程度が顕著であった。 
 RT-PCR による mRNA の発現を検討すると、
DGKζ-KO MEF における SIRT1 mRNA は、正常
酸素下ではコントロール MEF の約 80％に、低
酸素負荷条件下では、約 50％に減少すること
が判明した。この結果より、DGKζ-KO MEF に
おける SIRT1 発現は、転写レベルにおいて抑
制されており、さらに低酸素曝露によって顕
著に低下すると考えられた。 
 
(3) 低酸素負荷環境下における AMPKαの発
現解析 
 AMPK は細胞内の“エネルギーセンサー”と
しての役割を担っており、細胞内 ATP の消費
により増加した ADPおよび AMPに応答して活
性化される 5。活性化を受けた AMPK は、ATP
産生に働く異化作用を促進させると同時に、
エネルギーを消費する蛋白合成等の同化作
用を抑制することにより、低エネルギー環境
に適応する。 
 実験では、野生型および DGKζ-KO MEF を、
低酸素環境下で 0、6、24 時間培養を行い、
AMPKα抗体およびその活性化型を認識する
AMPKα-Thr172 リン酸化抗体を用いてウェス
タンブロット解析を行った。また、PCR 法を
用いて AMPKα mRNA の発現を検討した。 
 タンパクレベルにおいて AMPKαの発現は、
野生型においては低酸素負荷により時間依
存的に増加した。一方 DGKζ-KO MEF におけ
る AMPKα蛋白は、正常酸素圧で既に高い発現
レベルを示していたが、逆に低酸素負荷によ
り次第に減少することが判明した。AMPKα 
mRNA 発現は、正常酸素圧においては、野生型
および DGKζ-KO MEF には著しい差は認めら
れなかった。しかし低酸素環境下においては、
野生型と DGKζ-KO MEF の両者とも減少する
が、DGKζ-KO MEF での減少が顕著であること
が判明した。 
 次の実験として、リン酸化抗体を用いて活
性化型 AMPKαの発現を解析すると、野生型お
よび DGKζ-KO MEF 共に低酸素負荷により次
第に活性化型蛋白も増加するが、DGKζ-KO 
MEF においては、コントロールと比較してよ
り高い活性化が生じていることが判明した。 
 
(4) AMPKα活性化機構の解析 
 Thr172 のリン酸化による AMPKαの活性化
は、細胞内エネルギー枯渇に応答して活性化
されるLKB1により制御される。したがって、
LKB1 の活性化を検討する目的で、野生型およ
び DGKζ-KO MEF を正常酸素および低酸素負
荷条件下で 24 時間培養し、LKB1 の発現とリ
ン酸化をウェスタンブロット法により解析
した。 
 タンパクレベルにおいて LKB1 の発現は、

正常酸素下において野生型および DGKζ-KO 
MEF との間に差が認められず、また低酸素負
荷条件下において両者共にわずかに減少す
るものの、同程度のレベルであった。 
 また、LKB1 のリン酸化は、低酸素負荷によ
り野生型 MEF では著しく亢進するが、DGKζ
-KO MEF では野生型の約 40%と顕著に低下し
ていた。以上より、DGKζ-KO MEFにおいては、
低酸素負荷における LKB1 活性化が抑制され
ていると考えられた。 
 
(5) 細胞内 ATP の測定 
 上に述べた AMPKαおよび LKB1 活性化の解
析結果において、DGKζ-KO MEF では、低酸素
負荷により AMPK 自身の活性化が亢進するに
も関わらず、LKB1 の活性が抑制されるという、
相反する知見が得られた。LKB1 は細胞内 ATP
の減少に応答して活性化されるので、次に野
生型および DGKζ-KO MEF を正常酸素および
低酸素負荷条件下で 24 時間培養した後に、
ホタル・ルシフェラーゼ発光法を用いて細胞
内 ATP 測定を行った。 
 正常酸素圧において、DGKζ-KO MEF の細胞
内 ATP は、野生型の約 1.5 倍と著しい高値を
示すことが判明した。低酸素負荷条件下での
細胞内 ATP は両者とも正常酸素圧の約 50%程
度に減少した。この時、正常酸素圧の場合と
同様に、DGKζ-KO MEF の細胞内 ATP は野生型
の約 1.5 倍と高値を示した。 
 
(6) 熱ショックタンパク質（HSP）との結合 
 温度変化における細胞応答の変化は、HSP フ
ァミリーによって制御を受ける可能性があ
ることを考慮し、DGKζと HSP ファミリー間
のタンパク結合実験を行った。A549 細胞を回
収した後、DGKζ抗体を用いて免疫沈降を行
い、HSP90、HSP70、HSP40、HSP27 抗体でウエ
スタンブロット法を施行した。 
 その結果、DGKζは HSPファミリーの中で、
HSP27 と強く結合することが明らかとなった。
今後、低温、低酸素、低エネルギー環境下に
おける結合の変化、ならびに DGKζの機能的
役割の変化を解析する予定である。 
 
(7) まとめ 
 以上の結果をまとめると、DGKζのノック
アウトあるはノックダウン細胞において、低
酸素曝露により SIRT1 および HIF-1αの発現
誘導の減少が起こることが明らかとなった。
すなわち、DGKの発現減少により、これら 2
つのエネルギーセンサーを介する応答性が
低下する可能性が示唆される。これらの低エ
ネルギー応答経路の反応性低下は、DGKζ発
現減少により細胞内ATP量が増加する現象と
関連する可能性がある。一方、AMPKαを介す
る低エネルギー応答経路に関しては、ATP 量
増加を反映して上流の LKB1 の活性化（リン
酸化）レベルがコントロール細胞よりも低値
を示していると推測されるが、AMPKα自身の
活性化レベルはより高い状態にあるという、



相反する知見が得られた。このデータは、DGK
ζ発現減少細胞においては、細胞内 ATP 量が
増加しているにもかかわらず、AMPK センサー
を介するシグナルが増強している可能性を
示唆する。今後、このようなエネルギー代謝
調節におけるHSP27の役割も追求する予定で
ある。  
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