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酸（PA）に変換する酵素が DGキナーゼ，DGKである．
PAも二次メッセンジャーとして近年注目されている
（図 2）．細胞膜のイノシトールリン脂質代謝系におい
て，PLCにより PIP2からイノシトールという大きな
リングが外れた後には，DGがある領域に集中して一
種のマイクロドメインとして存在し，PKCなどの活
性化を行う場となると考えられる．そして DGKが
DGをリン酸化して PAに変換することにより，今度
はこの領域がPAによる活性化を引き起こす場となる．
つまり，DGKは単にDGをリン酸化する酵素ではなく，
DGと PAという 2つの二次メッセンジャーを量的に，
空間的に制御することによって細胞内シグナル伝達に
関与していると考えられる（図 2）．
筆者は DGKという酵素に注目し，DGKの発現細

胞や細胞内の局在を解析して，その機能について疾患
の関連を含めて研究を進めている．以前筆者が所属し
ていた教室は，ラット脳 cDNAライブラリーから 5

種の DGKアイソザイム，DGKα, -β, -γ, -ζ, -ιをクロー
ニングしてきた（図 3）2-6）．筆者が大学院生として研
究を始めた際は，各 DGKアイソザイムの脳での発現
は mRNAレベルで明らかにされており，その脳での
発現の多様性が示されていた（図 4左）7,8）．しかし，
タンパクレベルで発現局在が明らかにされていたの
は，特異抗体が確立されていた DGKαのみで，その
他の DGKアイソザイムに対する特異抗体はその当時
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は じ め に

神経伝達物質や成長因子，ホルモンなどの 1次メッ
センジャーは細胞内シグナルへとつながり，カルシウ
ム，cAMP，cGMP，inositol 1,4,5-trisphosphate（IP3）
そしてジアシルグリセロール（DG）といった二次メッ
センジャーへとその情報が伝えられる．そのような二
次メッセンジャーは protein kinase A（PKA），Ca2+/

calmodulin-dependent protein kinase（CaMK），protein 

kinase C（PKC）といったプロテインキナーゼを活性
化する．また，いくつかのシグナルは受容体型チロシ
ンキナーゼを介してMAPキナーゼを活性化する．こ
れらは，細胞内シグナル伝達の多くがタンパク質のリ
ン酸化につながることを示している（図 1）．細胞膜
でイノシトールリン脂質代謝系により産生される DG

は PKCを活性化する二次メッセンジャーとして知ら
れている1）．この DGをリン酸化してホスファチジン
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確立されたものがなかった．筆者は中枢神経系での
DGKの重要性に興味を持ち，タンパクレベルでの
DGKの細胞内発現と局在をさらに明らかにしたいと
考え，大学院での研究課題として DGKに対する特異
抗体の作製に取り組んだ．そして現在までに 5種の
DGKアイソザイム，DGKβ, -γ, -ε, -ζ, -ιに対する特異

抗体を確立し，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（図 4右）．また，
DGKは中枢神経系のみならず様々な器官で発現して
おり，網膜，下垂体，副腎，膵臓における DGKの発
現局在解析を行い，その細胞内発現や局在の多様性を
明らかにした9-12）．これらの特異抗体は他の研究者に
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図 2.　 イノシトールリン脂質代謝回転と細胞内シグナル伝達系
DG : diacylglycerol, PA : phosphatidic acid, PI : phosphatidylinositol, PIP : phosphatidylinositol phosphate, 
PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate

図 1.　リン酸化につながる細胞内シグナル伝達系
AC : adenylate cyclase, ER : endoplasmic reticulum, G : G protein, IP3 : 1,4,5-trisphosphate, MAPK : mitogen-activated 
protein kinase, P : phosphate, PLC : phospholipase C, Y : tyrosine
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供与され，様々な器官での DGKファミリーの発現局
在および細胞内における機能解析が進められてき 

た13-16）．
本稿ではこのうち，線条体に強い発現がみられる

DGKβおよび基質特異性を持つ DGKεについて，形態
学的解析からみえてきた各 DGKアイソザイムの細胞
内機能について概説する．

β（ベータ）型ジアシルグリセロールキナーゼ
（DGKβ）

DGKβ mRNA発現は，線条体に強く認められるとい
う特徴がある（図 4）．特異抗体を用いて免疫組織化
学染色を行うと，mRNAの発現パターンと同様に，
DGKβタンパクは線条体と海馬に強い発現が認められ

図 4.　ラット DGKアイソザイムの脳内発現
Cb : cerebellum小脳，CP : caudate-putamen 線条体，Cx : cerebral cortex 大脳皮質，Hip : hippocampus 海馬，
OB : olfactory bulb 嗅球

図 3.　ラットジアシルグリセロール（DGK）アイソザイムの構造（模式図）
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た．DGKβの神経細胞内での局在を詳細に検討するた
めに，包埋前金コロイド銀増感免疫電子顕微鏡法を
行った．その結果，DGKβの局在を示す黒い反応構造
物は，線条体投射ニューロンの樹状突起と棘突起の細
胞膜上や膜直下に認められた（図 5上）．さらに反応
構造物の中心と細胞膜までの距離をそれぞれ測り，統
計学的な解析を行った．抗体として使用される IgGの
長さは約 35 nmとされ，40 nmを指標にしてそれ以内
であれば細胞膜にあると判定することが出来る．その
結果，dendrite（樹状突起）および spine（棘突起）の
各領域では，細胞膜と反応構造物中心の距離が 40 nm

である割合が高く，統計学的にも DGKβが細胞膜上
に局在あるいは非常に近接して局在することが明らか
となった（図 5下）．次に棘突起，特にシナプス後膜
肥厚における分子の局在を解析する方法である包埋後
金コロイド免疫電子顕微鏡法を施行した．細胞膜上の
金コロイド中心とシナプス後膜肥厚の端までの距離を
測定したところ，DGKβがシナプス後膜肥厚内部には
ほとんど存在せず，シナプス外のシナプス後膜肥厚近
傍，いわゆるペリシナプスに高い割合で局在していた

（図 6）．以上の研究から，電子顕微鏡レベルで DGKβ
が線条体投射ニューロンの細胞膜，特に棘突起ではペ
リシナプスの細胞膜に局在することが明らかとなっ 

た17）．
次に，DGKβノックアウトマウスを用いて，孤立性

にニューロンが描出される Golgi鍍銀法を使って線条
体投射ニューロンの形態解析を行った（図 7）．一見
すると違いがないように見えるが，樹状突起に注目す
ると，棘突起の数が DGKβノックアウト（KO）マウ
スで減少していた．形態計測で，樹状突起の分岐ごと
の区域に分けて棘突起の数を統計的に解析したとこ
ろ，細胞体に近い近位部の樹状突起の棘突起の数に差
は見られなかったが，入力により棘突起の数が変化す
る遠位部の樹状突起において，DGKβ-KOマウスで棘
突起の数が減少していた．この結果は DGKβが可塑
性に富む遠位部の樹状突起で，棘突起の形成に重要で
あることを示唆するものである18）．また，遺伝子工学
的な手法により，野生型 DGKβと酵素活性を欠失す
る DGKβの変異体ベクターを作製して海馬初代培養
細胞に遺伝子導入して解析したところ，点状に樹状突

distance from the cell membrane distance from the cell membrane distance from the cell membrane 

  

図 5.　線条体投射ニューロンにおける DGKβ の微細局在（包埋前金コロイド銀増感免疫電子顕微鏡法）（文
献 17）
DGKβの局在を示す黒い反応構造物は，線条体投射ニューロンの樹状突起と棘突起の細胞膜上や膜直下に認
められる（上の画像）．統計学的にも DGKβが細胞膜上に局在あるいは非常に近接して局在することが明ら
かとなった（下のグラフ）．
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起の細胞膜上に認められた野生型 DGKβと異なり，
酵素活性欠失型 DGKβは樹状突起の細胞質にびまん
性に局在し，野生型とは局在が全く異なっていた．こ
のことから，DGKβの酵素活性の変化により，細胞内
情報伝達系に異常が起こる可能性が示されている19）．

ε（イプシロン）型ジアシルグリセロール 
キナーゼ（DGKε）

DGKεはグリセロール骨格の sn-2の位置にアラキ
ドン酸を含むジアシルグリセロールを特異的にリン酸
化する基質特異性を持っており，アラキドノイル
DGKとも呼ばれる．この基質特異性は，他のDGKファ

図 7.　Golgi鍍銀法による DGKβ ノックアウト（KO）マウス線条体解析（文献 18）
遠位部の樹状突起において，DGKβ-KOマウスで棘突起の数が減少する．

図 6.　線条体投射ニューロンにおける DGKβ の微細局在（包埋後金コロイド免疫電子顕微鏡法）（文献 17）
DGKβはシナプス後膜肥厚内部にはほとんど存在せず，ペリシナプスの細胞膜に高い割合で局在する．
PSD : postsynaptic density, Sp : spine
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ミリーにはない特徴である．一方，同じこの DGを代
謝する酵素として，DGリパーゼ α（DGLα）が挙げ
られる．この分子は脳内マリファナとして働く 2-ア
ラキドノイルグリセロールを産生する主要な酵素とさ
れている．この両者は基質を共有することから，
DGKεは 2-アラキドノイルグリセロールの量的な制御
にも関与する可能性が示唆されている（図 8）．特異
抗体で脳内での DGKεタンパクの発現をみてみると，
mRNA発現パターンとほぼ一致して嗅球，大脳皮質，
線条体，海馬と，脳全体に広く認められ，特に小脳に
強く認められた（図 8）．この小脳に注目すると，
DGKεの反応はプルキンエ細胞層と分子層に認めら
れ，多くはプルキンエ細胞の樹状突起の表層部に，粗
大な顆粒状に認められた（図 9矢印）．細胞内小器官
への DGKεの局在を検討する目的で包埋前金コロイ
ド銀増感免疫電子顕微鏡法を行なった結果，DGKεの
反応はプルキンエ細胞の樹状突起で，細胞膜直下の滑
面小胞体である表面下槽（subsurface cistern）の内部
に認められた（図 10矢印）．表面下槽は細胞外から流
入したカルシウムにより，カルシウムを細胞内に放出
する役割を持っている．表面下槽へのDGKεの局在は，
DGKεがカルシウムの細胞内への放出に関係している
可能性を示す20）．また，基質を共有する DGKεと
DGLαの局在を共焦点レーザー顕微鏡で解析したとこ
ろ，DGLαはプルキンエ細胞の樹状突起の表層部に数

珠状構造として認められた．一方，DGKεの反応は
DGLαの反応と隣接し，その深層部に認められた20）．
DGLαは棘突起の根本である頸部の細胞膜に局在する
と報告されており21），両者が細胞膜近傍で隣接して機
能する可能性が示された．

DGKε喪失の個体への影響を検討するため，DGKε- 

KOマウスを用いて行動解析の 1つであるロータロッ
ド試験を行った．ロータロッド試験は回転棒にマウス

mRNA   
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図 9.　小脳における DGKεの発現および局在（文
献 20）
DAB染色による免疫組織化学染色．DGKε免疫反
応は小脳プルキンエ細胞の樹状突起の表層部に，
粗大な顆粒状に認められる（矢印）．Gr : granular 
layer, Mo : molecular layer, Pu : Purkinje cell layer

図 8.　アラキドノイル DGK（DGKε）の脳内発現
Cb : cerebellum 小脳，CP : caudate-putamen 線条体，Cx : cerebral cortex 大脳皮質，Hip : hippocampus 海馬，
OB : olfactory bulb 嗅球
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をのせ，棒の回転速度を徐々に上げていって，マウス
が落下するまでの時間を測定する．これを 1日 1回，
連続 5日間行った．野生型マウスは回を重ねるごとに
回転棒に乗っている時間が長くなっていて学習効果が
認められたが，DGKε-KOマウスは回を重ねても回転
棒に乗っている時間が短いままで，DGKε-KOマウス
は協調運動の学習能力が低下していた（図 11）20）．形
態学的な解析と合わせて，DGKεは小脳のプルキンエ
細胞の表面下槽で DGLαと隣接して協調運動に関係
して機能する可能性があり，現在 KOマウスを用いた
形態解析を進めている（図 12）．

DGKとヒト疾患

ヒト DGKβの解析により，双極性障害患者の前頭
葉に特異的に DGKβの C端側を欠失するスプライス
変異体が発現していることが報告されている22）．また，
DGKεを抑制すると，ハンチントン舞踏病の病因とな
るタンパクを作るカスパーゼ 3の活性が抑制されるこ
とが報告され，DGKεの抑制がハンチントン舞踏病の
治療に有効である可能性が示唆されている23）．このよ
うに DGKは，アイソザイムごとに疾患と関連する可
能性が明らかになりつつあり，今後は DGKをはじめ

としたイノシトールリン脂質代謝関連分子とヒト疾患
の関連を常に念頭に置き，研究を進めたいと考えてい
る．

お わ り に

これまでの研究をふまえ，分子の発現の多様性や細
胞内局在を知ることがその分子の機能解明につながる
と考え，広く特異抗体を用いた免疫組織化学染色を行
い，各種顕微鏡を駆使して形態学による研究を推進し
ていきたい．

図 10.　小脳プルキンエ細胞における DGKεの微細
局在（包埋前金コロイド銀増感免疫電子顕微鏡法）
（文献 20）
DGKεはプルキンエ細胞の樹状突起で，細胞膜直下
の滑面小胞体である表面下槽（subsurface cistern）
の内部に認められる（矢印）．

図 12.　DGKεと DGLαの局在と機能（文献 20の図
を改変）
CB1 : cannabinoid receptor type 1

図 11.　DGKε-KOマウスを用いたロータロッド試
験（文献 20）
DGKε-KOマウスは協調運動の学習能力が低下す
る．
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