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KOマウス：cre +/– loxP +/+の遺伝子を持つ脳特異的 DGK" –/–マウス 

LoxPマウス：cre –/– loxP +/+の遺伝子を持つ DGK" +/+マウス 
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PBS：phosphate-buffered saline 
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TBS：tris-buffered saline  

TBS-T：0.1% Tween含有 TBS 

TLC：thin layer chromatography  

TNF：tumor necrosis factor 

WTマウス：cre –/– loxP –/–の遺伝子を持つ野生型（wild type）の DGK" +/+マウス
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【要約】 

脂質代謝酵素ジアシルグリセロール（DG）キナーゼ（DGK）は DG のリン酸化を

触媒してホスファチジン酸（PA）を産生する酵素である．我々は DGK の!アイソザイ

ムはマウス脳に高発現することを明らかにしているが，DGK!の脳における機能や神経

疾患との関連は未だほとんどわかっていない．そこで，その解明のための基礎的知見を

得るために，まず，1~32 週齢の発達中のマウスの脳における DGK!の蛋白質・mRNA

の局在を解析した．その結果，DGK!は大脳皮質に最も強く，次いで嗅球，海馬，小脳

に多く発現すること，さらに，DGK!蛋白質の発現量は神経突起が盛んに形成される生

後 1~4週齢に急激に増加することがわかった．次に，最近作製した脳特異的 DGK!欠損

マウスの行動解析を行った．強迫性障害の指標となるビー玉埋め試験を行ったところ，

DGK!欠損マウスはコントロールに比べより多くのビー玉を埋める傾向があった．また，

新規物体探索試験から，物体に対して不合理で過剰な接触行動をとることがわかった．

これらの結果は，本マウスが強迫性障害様の表現型を示すことを強く示唆している．更

に，この DGK!欠損マウス由来の神経初代培養細胞は，3本以上の長い神経突起を持つ

細胞の割合がコントロールに比べ有意に増加することがわかった．また，DGK!の発現

を低下させた Neuro-2a 神経芽腫細胞でも同様の傾向が確認された．以上の結果から，

DGK!は大脳皮質や海馬，小脳において神経突起の本数を負に制御し，DGK!の発現低

下は脳神経の過剰なネットワーク形成を誘導し，強迫性障害様の行動を引き起こすこと

が示唆された．
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【序章】

ジアシルグリセロールキナーゼ（DGK）は脂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）へと変換する脂質代謝酵素である (図 I-1). DG及び

PA はトリアシルグリセロールやリン脂質の生合成の中間体であるだけでなく，様々な

生理機能に関与する脂質セカンドメッセンジャーとしての役割を持つ．例えば，DGは

conventional protein kinase C (PKC)，novel PKC，RASグアニルヌクレオチド放出タンパ

ク質（Ras-GRP），Unc-13 などの複数のシグナル分子を活性化しており [1~3]，一方で

PA も Ras-GTPase 活性化蛋白質 [4] や，ホスファチジルイノシトール-4-リン酸 5-キナ

ーゼ [5, 6]，哺乳類ラパマイシン標的蛋白質 [7] などの様々な標的蛋白質を持つ．この

ように生理活性に重要な役割を持つ脂質である DGと PAの濃度は，その代謝酵素であ

る DGKによって厳密に制御されており，近年その裏付けとなる研究として，DGKが癌，

自己免疫疾患，II型糖尿病，双極性障害などに関与することが明らかとなっている [8]．

すなわち，DGKは DGを介したシグナリングを減弱化し，PAを介したシグナリングを

活性化することで，DG と PA のバランスを制御し，様々な生命活動に重要な役割を担

っていると考えられている [9~13]． 

現在までに，哺乳類の DGKには 10種類のアイソザイム（!, ", #, $, %, &, ', (, ), *）が

存在する事が確認されている (図 I-2) [8, 11]．DGKのアイソザイムは特徴的な機能ドメ

インを持ち，その構造によって I から V 型の 5 つのグループに分けられている．DGK

は我々の先の研究にもあるように，現在までにその生理機能や制御機構などが解明され

つつあるが，その中でも 3 つの DGK アイソザイム$，&，(からなる II 型 DGK は，癌

や II 型糖尿病，双極性障害等の精神疾患など，難治性の疾患に関与する可能性が報告

されている[13]．II型 DGKのうち$と&は，それぞれ$1, $2 [14] 及び，&1，&2 [15] のス

プライスバリアントを持つ．II 型 DGK は図 I-2 に示す様にプレクストリン相同ドメイ

ン，亜鉛フィンガー様ドメイン，触媒部位，コイルドコイル構造，sterile ! motifドメイ

ンを共通に持つ [8, 11]．また，DGK$2は，N末端側に proline richな特徴的な配列を持

つ． 

我々は，DGK$はグルコース刺激時のインスリン受容体シグナル伝達を正に制御す

ることを明らかとしている [16, 17]．まず，細胞外グルコース濃度の急激な増加がある

と，DGK$は細胞質から細胞膜へ移行し，活性化する [18]．また，DG を消費すること

により，カスケード下位に位置する DGにより活性化される酵素である PKC!の活性を

低下させる [16]．PKC!はインスリン受容体をリン酸化し不活性化するため，DGK に

よる DGの PAへの変換による PKC!活性の減弱により，インスリン受容体のシグナル

伝達は促進され，最終的にグルコースの取り込みが促進される．我々のグループは，II 
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型糖尿病患者の骨格筋においては DGK!発現量が半減することを見出しており [16]，

DGK!の発現低下によって PKC活性が上昇しインスリンシグナル伝達経路が減弱化す

ることで II型糖尿病の増悪化を引き起こすることが強く示唆されている． 

近年までに，DGK の制御機構の解明のために DGK ノックアウト（KO）マウスが

数種作製されているが [19~23]，その中でも DGK!を欠失させたマウスは特徴的な表現

型を示す．Conventional（全身の）DGK!-KOマウスは，まぶたがない状態で出生し，体

重も野生型マウスに比べ少なく，出生後 24時間以内に死亡する [23]．この conventional 

DGK!-KOマウスの生化学的解析から，DGK!は PKCの活性を負に制御し，上皮細胞の

増殖シグナル伝達を正に制御することが解明された．しかしながら，このマウスは生後

24時間以内に死亡するため，その詳細な表現型解析は未だ十分に行われていない． 

一方で DGK!遺伝子を部分欠損（DGK! +/–）したヒト患者が，てんかんや自傷行動，

学習能力の低下などの神経症状を示したことが報告されている [24]．更に，genome-wide 

association studyから，DGK!遺伝子がアルツハイマー病，クローン病，脳梗塞に関与す

る可能性が報告されている（http://www.gwascentral.org/）．また，我々は DGK!はマウス

の脳に最も強く発現することを明らかとしている [25]（図 1-1A）．そのため，DGK!は

脳においても何らかの重要な役割を担っていることが推察されるが，現在までに DGK!

の脳における生理機能はほとんど明らかになっていない（図 I-3）．それどころか，DGK!

の脳における詳細な発現部位も十分に報告されていなかった． 

そこで，まず DGK!蛋白質及び mRNA の脳における詳細な発現部位の同定を，同

じ II 型に属する DGK"と比較しつつ行った（第 1 章）．また，DGK!は出生時にはすで

に脳に発現していることから（図 1-2A），発生時にも重要な役割を担っていることが推

察されたため，胎仔期での DGK! mRNAの発現分布も調べた．さらに，DGK!は脳に次

いで雌雄生殖器での発現が多いため，生殖器での発現分布解析も行った．DGK!の脳に

おける機能の解明は，DGK!が関与する神経疾患の治療のための基礎的知見となること

が期待出来る．しかし，conventional DGK!-KOマウスは生後間もなく死亡するため，脳

神経系の異常を解析する事が出来ない．そのため我々は近年新たに脳特異的な

conditional DGK!-KOマウスを作製した（第 2章）．DGK!の脳における役割の解明を目

的として，本 KOマウスの個体レベル・組織レベル・細胞レベル・分子レベルでの解析

を行った．まず，脳特異的 DGK!-KOマウスの行動解析を行い，恐怖心，社会性，記憶

力，攻撃性，鬱状態の程度，認知力，強迫性障害について解析した（第 2 章）．また，

脳特異的 DGK!欠損マウス脳組織の構造異常の解析のために，脳のヘマトキシリン・エ

オシン染色と Golgi-Cox染色を行った（第 3章）．次に，DGK!欠損時のより詳細な神経

突起形成異常について解析するために，脳特異的 DGK!-KOマウスから得た大脳皮質神 
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経初代培養細胞の形態を観察した（第 4章）．さらに，マウス神経芽腫由来の Neuro-2a

細胞を用いて DGK!ノックダウン時の神経突起の形態変化を調べた．第 5章では，DGK!

が選択的に代謝する DG分子種の解明のために，脳特異的 DGK!-KOマウスの脳と

Neuro-2a細胞の PA分子種の測定を行った．さらに，脳特異的 DGK!欠損マウス脳また

は DGK!ノックダウン Neuro-2a細胞での種々のシグナル分子, 疾患マーカー，神経マー

カーの発現量の変化をウェスタンブロッティングで検出し，DGK!が関与するシグナル

の探索を行った． 
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第 1章 

DGK!の発現部位の解析 
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1-1 緒言 

我々は近年脳特異的 DGK!-KOマウス (Usuki, T., et al. unpublished work) を作製し

たが，この KOマウスの脳における表現型の解析と機能の解明のためには，DGK!の脳

における発現部位を同定することが不可欠であった．しかしながら，DGK!の脳におけ

る詳細な発現パターンは現在までに報告されていなかった．また，DGK!の週齢依存的

な発現も明らかとなっていなかった．そこで，今回初めてマウスの発達中の脳における

DGK!の蛋白質及び mRNA の発現部位の同定を，ウェスタンブロットと in situ 

hybridization 法を用いて行った [25]．また，DGK!は出生時にはすでに脳に発現してい

ることから（図 1-2A），発生時にも重要な役割を担っていることが推察されたため，胎

仔期での DGK! mRNAの発現分布も調べた．また，比較のため DGK"の発現分布につ

いても同様に解析した．さらに，DGK!は脳に次いで雌雄生殖器での発現が多いため，

生殖器における発現分布解析を行った [26]．  
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1-2 試薬と実験手法 

1-2-1 動物種及び組織摘出 

C57BL/6Nマウスは日本SLC株式会社より購入した．組織は断頭後直ちに摘出した．

全ての動物実験は，「千葉大学が定めた動物実験の適正な実施に向けたガイドライン」

に沿って行った． 

 

1-2-2 ウェスタンブロット 

全ての組織は，cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostic) を

含む lysis buffer (50 mM HEPES (pH 7.2), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2) 中でホモジェナイ

ズした．1,000 × gで 5分遠心した後，上清の蛋白質濃度を Bicinchoninic Acid Protein 

Assay Kit (Thermo Scientific)を用いて測定した．組織ライセート（蛋白質 20または 30 µg）

は sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) によって分離し，

polyvinylidene difluoride membrane (Pall Life Sciences) に転写した．メンブレンは 5%スキ

ムミルク／0.1% Tween20含有 phosphate-buffered saline（PBS: 137 mM NaCl, 2.67 mM KCl, 

8.09 mM Na2HPO4・12H2O, 1.47 mM KH2PO4）（PBS-T）でブロッキングし，それぞれ抗

DGK!抗体（1:1,000希釈）[14]，抗 DGK"抗体（13873-1-AP, ProteinTech Group）（1:3,000

希釈），または抗#-actin抗体（A2066, Sigma-Aldrich）（1:5,000希釈）を用い，4℃で 16

時間インキュベートした．蛋白質は，ペルオキシダーゼ結合抗 rabbit IgG 抗体

（111-036-045, Jackson ImmunoResearch Laboratories）（1:10,000希釈）を用い ECL Western 

Blotting Detection System （GE Healthcare Bio-Sciences）により検出した．抗体の希釈で

は 5%スキムミルク／PBS-T を用いた．一次抗体及び二次抗体反応後はメンブレンを

PBS-Tで 3分 × 5回洗浄した． 

 

1-2-3 Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

マウス脳を QIAzol lysis reagent (Qiagen) を用いてホモジェナイズし，全 RNA を

RNeasy Lipid Tissue Midi Kit (Qiagen) により単離した．cDNAは，0.5 µgのRNAと random 

hexamer primersを用いて Transcriptor First-Strand cDNA Synthesis Kit (Roche Diagnostics) 

により合成した．DNAの PCR増幅には KOD–Plus (Toyobo) と下記のマウス DGK!遺伝

子に対するオリゴヌクレオチドプライマーを用いた．DGK! primers: forward primer 

(nucleotide positions 4506–4527, 5’-CGGGATCCGGAAGTGACATATGCCATGAGA-3’); 

reverse primer (nucleotide positions 5484–5505, 

5’-GGGGTACCTCCTTCATTCTATCCCTCTCCA-3’)．PCR条件: 94℃ for 3 min, 35 cycles 
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of 94℃ for 30 sec, 56℃ for 30 sec, and 68℃ for 1.5 min, and 68℃ for 5 min．DGK! 

primers: forward primer (nucleotide positions 2417–2436, 

5’-GGGAATTCCGGGAGCTACTACAGAGATC-3’); reverse primer (nucleotide positions 

3224–3243, 5’-GGGGGTCGACCTCCACAGAGTGTAAGGCAC-3’)．PCR条件: 94℃ for 3 

min, 35 cycles of 94℃ for 30 sec, 58℃ for 30 sec, and 68℃ for 2 min, and 68℃ for 5 min. 

PCR 産物はそれぞれ，pBluescript SK (+) vector (Stratagene-Agilent Technologies)の

BamHI/KpnI または EcoRI/SalI サイトに挿入した．コントロールとして，マウス

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNAも増幅した．GAPDH-specific 

oligonucleotide primers: forward primer (nucleotide positions 103–128, 

5’-TCGGTGTGAACGGATTTGGCCGTATT-3’); reverse primer (nucleotide positions 

1056–1079, 5’-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3’). PCR 条件: 94°C for 3 min, 35 

cycles of 94°C for 30 sec, 45°C for 30 sec, and 72°C for 1 min, and 72°C for 5 min. PCR産物

はエチジウムブロマイド (Wako Pure Chemical) 含有アガロースゲル電気泳動にて分離

し，365 nmの UV照射により検出した． 

 

1-2-4 ジゴキシゲニン標識プローブ作製 

環状プラスミドは直鎖状にするために，DGK" mRNAのプローブ作製では制限酵素

Asp718 (Roche Diagnostics) （センス鎖の作製）または BamHI（アンチセンス鎖の作製）

で処理し，DGK! mRNAのプローブ作製のために，SalI（センス鎖の作製）または EcoRI

（アンチセンス鎖の作製）で切断した．DGK! mRNAのアンチセンスプローブは DGK!1, 

-!2どちらも認識する．Digoxigenin (DIG) -labeled プローブの作製は，3 µgの直鎖化DNA

と T3または T7 RNAポリメラーゼ (Promega)を用い，DIG RNA Labeling Kit protocol 

(Roche Diagnostics) に従って行った． 

 

1-2-5 In situ hybridization 

単離したマウス脳は直ちにヘキサンドライアイス内で 100% OCT compound 

(Tissue-Tek Sakura Finetek USA, Inc.) 内に包埋した．凍結脳から 25 µmの切片を Leica 

CM 1800を用いて作製し，APS（アミノシラン）-coatedスライドガラス (Matsunami) に

のせた．切片は 4% paraformaldehyde (PFA) /PBS（Wako Pure Chemical）で 10分間固定

した後，塩基性蛋白質を 0.5% acetic anhydride in 0.1 M triethylamine (pH 8.0) でアセチル

化した．アセチル化の前後にスライドガラスを PBS で洗浄した．プレハイブリダイゼ

ーションはリボプローブ非含有ハイブリダイゼーションバッファー (40% deionized 

formamide, 10% dextran sulfate, 1 × Denhard’s solution, 4 × SSC (1 × SSC: 0.15 M 
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NaCl, 15 mM sodium citrate), 10 mM dithiothreitol, 1 mg/mL tRNA from baker’s yeast, 1 

mg/mL boiled deoxyribonucleic acid from salmon sperm) を用い，室温 20分で行った．ハ

イブリダイゼーションは，80℃で 5分間変性させた 0.25 mg/mL DIG-labeled リボプロー

ブ含有ハイブリダイゼーションバッファーで 72℃, 16時間行った．インキュベート後，

切片を 72℃の 1 × SSC, 0.2 × SSC, 0.1 × SSC, 0.05 × SSCで段階的に洗浄した．そ

の後切片を Blocking Reagent Solution (Roche Diagnostics) で 1 時間ブロッキングし，

anti-DIG Fab fragments conjugated with alkaline phosphatase（Blocking Reagent Solutionで

1:5,000 希 釈 ） で 4℃ , 16 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た ． 染 色 は ， Nitroblue 

terazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate (NBT/BCIP) Staining Solutionを用い，DIG 

Nucleic Acid Detection Kit protocol (Roche Diagnostics) に従って行った． 
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1-3 結果 

1-3-1マウス脳における DGK!蛋白質の発現 
マウスの各臓器における DGK!蛋白質の発現量を確認するため，マウス脳，肺，肝

臓，腎臓，脾臓，骨格筋，心臓，胃，小腸，大腸，精巣，卵巣に発現している DGK!

蛋白質を，我々が作製した抗 DGK!抗体 [14] を用いたウェスタンブロッティングによ

り検出した．DGK!2 は様々なマウス臓器で幅広く発現していたが，その発現は脳にお

いて最も強く検出された（図 1-1A）．また，精巣，脾臓，肺，卵巣にも強く発現してい

た．DGK!2 のスプライスバリアントである DGK!1（130 kDa）はマウス脳では検出さ

れなかった． 

DGK!の脳におけるより詳細な発現分布を解析するために，マウス脳を大脳皮質，

小脳，脳幹，嗅球，海馬，その他の部位（中脳や視床下部を含む）に分け（図 1-1B），

ウェスタンブロッティングにより DGK!を検出した．その結果，12週齢のマウスでは，

DGK!は大脳皮質に最も強く, 次いで，嗅球，海馬，小脳に多く発現することがわかっ

た（図 1-1C）．  

 

1-3-2 マウス脳における週齢依存的 DGK!蛋白質・mRNAの発現 
次に，DGK!のマウス脳における週齢依存的な発現を調べた．そのために，生後 0

日から 32 週齢のマウス全脳における DGK!の発現量をウェスタンブロッティングによ

り検出した．図 1-2A に示すように，DGK!は生後 0 日のマウス全脳に，わずかではあ

るが既に発現していた．さらに，興味あることに，その発現量は生後増加し，4週齢で

急激に上昇しほぼ最大量に達することがわかった．脳部位別の週齢依存的な DGK!の発

現量を検出したところ，大脳皮質では全脳と同様に生後 4週齢までに発現量が増加して

いた（図 1-2B）．しかしながら，小脳，嗅球，海馬では週齢依存的な DGK!の発現量の

変化はみられなかった（図 1-2C~E）．DGK!は脳のそれぞれの部位で異なった，特に大

脳皮質では特異的な週齢依存的発現パターンを示すことがわかった．このことから，

DGK!の全脳での生後 4週齢までの発現量の増加は，大脳皮質での発現量の増加が強く

影響しているものと考えられる． 

次に，DGK!のより詳細な発現分布を調べるために，組織染色を行った．我々は以

前 DGK!の抗体を 3種類作製しているが [8, 27]，非特異的な染色が強かったため，組織

染色には使用することが出来なかった．そのため，mRNAを検出する in situ hybridization

法を用いて DGK!の発現分布を解析した．1, 4, 12, 32週齢のマウスの脳の凍結切片を作 
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製し，DGK! mRNAのアンチセンス RNAプローブ（mRNAはセンス鎖なのでハイブリ

ッドを形成する）とハイブリダイズさせ，NBT/BCIP発色反応により検出した．大脳皮

質では DGK!蛋白質は強く発現していたが，mRNAレベルでも大脳皮質に広く発現が確

認出来，大脳皮質の IIから VI層（II：外顆粒層，III：外錐体細胞層，IV：内顆粒層，

V：神経細胞層，VI：多型細胞層）に発現が確認された（図 1-3A, -4A）．一方で，I層

目の分子層では DGK!は検出されなかった．また，DGK! mRNAは小脳，嗅球，海馬で

も検出された．小脳では DGK! mRNAは顆粒層のみに発現し，プルキンエ細胞層では

検出されなかった（図 1-3B, -4B）．嗅球では，僧帽層，糸球層，顆粒層に発現が確認さ

れた（図 1-3C, -4C）．さらに，海馬の歯状回，CA1~3の錐体層で発現することがわかっ

た（図 1-3D, -4D~G）．しかしながら，これらの部位での DGK! mRNAの週齢依存的な

発現パターン変化は確認されなかった． 

 

1-3-3 マウス脳における DGK"蛋白質の発現 
DGK!の発現分布と比較するために，同じ II型 DGKである"アイソザイムのマウス

脳における発現を調べた．DGK"には"1と"2のスプライスバリアントがある（図 I-2）．

まず，市販の抗 DGK"抗体を用いて検出されるバンドを，野生型および DGK"欠損マウ

ス脳（DGK"のバンドは検出されない）で比較することで，DGK"1が 130 kDa, "2が 135 

kDaに発現することを確認した（図 1-5）．DGK!蛋白質と同様に，DGK"1, -"2はどちら

も他の臓器に比べ脳に強く検出された. また，肺や卵巣でも DGK!と同様に強く発現し

ていたが，一方で，DGK!と異なり小腸や大腸，胃にも多く発現していた（図 1-6A）．

脳の部位別での発現パターンも DGK!とは異なっていた（図 1-6B）．DGK"1 は，12 週

齢のマウスの大脳皮質，小脳，海馬に非常に強く検出されたが，嗅球や脳幹での発現は

非常に弱かった．一方で，DGK"2 は大脳皮質や嗅球，海馬，小脳などに発現がみられ

たが，DGK"1に比べ発現量は非常に少ないことがわかった（図 1-6B）． 

 

1-3-4 マウス脳における週齢依存的 DGK"蛋白質・mRNAの発現 
 DGK"1 と"2 の週齢依存的な脳での発現を検出したところ，それぞれ異なった特

異的な発現パターンを示すことがわかった．DGK"1と"2どちらも生後 0日でマウス脳

に発現しており，DGK"1 は DGK!と同様に，生後 4 週齢までに急激に発現量が増加し

て最大量に到達することがわかった（図 1-7A）．一方で，DGK"2 の発現は生後 5 日で

最大量に達し，その後は DGK"1の発現増加と反比例するように，32週齢まで減少する

ことがわかった．脳の各部位における発現を検出したところ，DGK"1の発現は，大脳 
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皮質（図 1-7B），小脳（図 1-7C），海馬（図 1-7E）で 1週齢から 4週齢にかけて増加し

ていた．反対に，DGK!2は大脳皮質（図 1-7B）と海馬（図 1-7E）で週齢依存的な発現

変化が見られ，その発現は 1週齢で最も強く，その後は急激に減少することがわかった．

小脳と嗅球では，DGK!1の週齢依存的な発現変化はみられたが，DGK!2の発現は変化

しなかった（図 1-7C, D）．DGK!の発現パターンは脳の部位によって異なること, さら

に，出生時には DGK!2の発現量より DGK!1の発現が多いが生後 1~4週齢で DGK!1

は発現が減少し，反対に DGK!2は発現が増加することが分かった．DGK"は DGK!1

と同様に大脳皮質において 1週齢から 4週齢に発現が増加するが，出生後発現が低下す

る DGK!2の発現とは全く異なることが明らかになった． 

次に，DGK!の発現分布を調べるために，in situ hybridization法による脳組織染色を

行った．DGK! mRNAは大脳皮質，小脳，嗅球，海馬に強く検出された．1~32週齢の

大脳皮質では，DGK! mRNAは IIから VI層に広く発現しており，DGK"と同じ発現分

布を示した（図 1-8A, -9A）．一方で，小脳，嗅球，海馬では DGK"とは異なった部位に

発現していることがわかった．小脳では，DGK! mRNAは 4 ~32週齢のプルキンエ細胞

に強く発現していた（図 1-8B, -9B）．DGK!蛋白質は 4~32週齢の小脳ではスプライスバ

リアント 1 が主に発現していることから，小脳で検出された mRNA は主に DGK!1 の

ものだと考えられる．また，DGK" mRNAの発現がみられた顆粒層では，DGK! mRNA

は全く検出されなかった．DGK" mRNAは嗅球の僧帽層，糸球層，顆粒層に発現してい

たが（図 1-3C, -4C），DGK!では 1~32週齢の僧帽層と非常に弱く糸球層での発現がみら

れた（図 1-8C, -9C）．海馬では，DGK! mRNAは非常に特徴的な発現パターンを示した．

1週齢の CA領域では，DGK! mRNAは CA1~3領域に広く発現していたが，4から 32

週齢では CA3領域ではほとんど発現しておらず，CA1, 2の領域に発現することが分か

った（図 1-8D, -9D~F）．DGK!蛋白質の発現パターンと比較すると，1から 4週齢の間

に減少した CA3領域での発現は DGK!2のものだと考えられる．歯状回では，1週齢で

は CA領域と同レベルの DGK! mRNAの発現がみられたが，4週齢以降では，CA領域

での発現に比べて歯状回で DGK!が非常に強く発現することがわかった（図 1-8D，-9G）．

DGK!1の蛋白質は 1週から 4週齢の間に発現が増加するため，歯状回では主に DGK!1

が発現していると考えられる．DGK" mRNAと! mRNAは大脳皮質では同じ発現パター

ンを示すが，小脳，嗅球，海馬では異なった発現分布を示すこと，DGK" mRNAは週齢

依存的な発現パターンの変化は示さないが，DGK! mRNA は海馬と歯状回において週

齢依存的に特徴的な発現パターンを示すことが分かった． 
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1-3-5 DGK!, " mRNAのマウス胎仔における発現 
さらに DGK! mRNA のマウスの発達期の発現部位を網羅的に調べるために，胎齢

17.5日のマウス胎仔の全身の凍結切片を作製し，in situ hybridizationを行った．アイソ

ザイム間の比較のために，DGK" mRNAに関しても同様の実験を行った．DGK!と"蛋

白質は，生後 0日の脳にすでに発現していることを明らかとしているが（図 1-2A），胎

齢 17.5日の頭部においても，DGK!と" mRNAどちらも脳に広く分布していた．その中

でも嗅脳に強く発現がみられた（図 1-10A, B）．また，三叉神経節と考えられる部位に

も DGK!, " mRNAはどちらも検出されており，特に DGK" mRNAは非常に強く検出さ

れた（図 1-10A, C）．マウスの上体部分では，DGK! mRNAは顎下腺に発現がみられた

が，DGK" mRNAは検出されなかった（図 1-11A, B）．また，褐色脂肪においても DGK! 

mRNAのみの発現がみられた（図 1-11A, C）．後根神経節では DGK!, " mRNAどちらも

検出された（図 1-11A, C）．マウス腹部では，微量ではあるがどちらの mRNAも，十二

指腸に発現していた（図 1-12A, B）．更に，DGK!蛋白質は生殖器に強く発現すること

を明らかとしているが（図 1-1A），精巣になる髄質の精細管においても，DGK! mRNA

は非常に強く検出された（図 1-12A, C）．DGK! mRNAと" mRNAはどちらも胎仔期の

マウスの脳や神経系の組織に強く発現しており，一方で，顎下腺や褐色脂肪などには

DGK! mRNAのみが特異的に発現することがわかった． 

 

1-3-6 DGK! mRNAのマウス生殖器における発現 
DGK!蛋白質は，脳に次いで精巣に強く発現する（図 1-1A）．また，胎齢 17.5日で

DGK! mRNA はすでに精細管に非常に強く発現していることが明らかになった（図

1-12C）．そこで，10, 12週齢のマウスの雌雄生殖器における DGK!蛋白質と mRNAの発

現を調べた．まず，マウス各生殖器における DGK! mRNA と蛋白質の発現を調べた．

図 1-13Aに示すように，DGK! mRNAから RT-PCRにより増幅された 999 bpの cDNA

は，精巣，卵巣に非常に強く，また子宮にも強く発現していることがわかった．また，

各組織における DGK!蛋白質の発現をウェスタンブロッティングにより検出したとこ

ろ，DGK!2 が精巣に非常に強く，次いで，卵巣，子宮にも発現していることがわかっ

た（図 1-13B）．DGK!1は生殖器ではその発現は検出限界以下であった． 

次に，in situ hybridization法を用い精巣における DGK! mRNAの分布を調べた．そ

の結果，DGK! mRNAは主に一次精母細胞に発現していることがわかった（図 1-14A, B）．

また，精原細胞にも発現がみられ，次いで，二次精母細胞にも検出された．しかしなが

ら，円形精子細胞や伸長精子細胞，ライディッヒ細胞での発現はほぼ検出されなかった． 
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次に，雌生殖器での DGK! mRNAの発現を調べた．図 1-15A, Bに示すように，卵巣で

は，DGK! mRNAは一次，二次，成熟卵胞と黄体に広く発現していることがわかった．

また，髄質と卵管上皮細胞にも弱い発現がみられた．子宮では，管腔上皮に弱く発現し

ているのみであった（図 1-16A, B）．DGK! mRNAはマウスの雌雄生殖器に強く，かつ

部位特異的に発現していることから，生殖機能にも関与する可能性が考えられる． 
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1-4 考察 

我々は近年脳特異的 DGK!-KOマウス (Usuki, T., et al. unpublished work) を作製し

たが，この KOマウスの脳における表現型の解析，機能の解明のためには，DGK!の脳

における発現部位を同定することが不可欠であった．しかしながら，DGK!の脳におけ

る詳細な発現パターンは現在までに報告されていなかったため，今回初めて DGK!脳に

おける発現部位の同定を行った [25]．また，比較のため DGK"についても同様に解析

した． 

DGK!と"はマウス脳においてそれぞれ非常に特徴的な発現パターンを示した．図

1-3 から，DGK!は 1 から 32 週齢のマウス大脳皮質の II-VI 層，海馬，歯状回，嗅球の

僧帽層，糸球層，顆粒層，小脳の顆粒層に強く発現することを明らかにした．DGK!は

以前，成熟マウスの新皮質錐体神経細胞，海馬，小脳の顆粒層に発現することが報告さ

れており[24]，今回の結果と一致することがわかった．DGK"は 1~32週齢のマウス大脳

皮質の II-VI層，海馬，歯状回，嗅球の僧帽層，糸球層，小脳のプルキンエ細胞層に強

く検出された（図 1-8）．DGK のその他のアイソザイムの脳における発現パターンは，

現在までに以下のように報告されている．DGK#： 脳梁，小脳の髄質 [28]，DGK$：

尾状核被殻，海馬，嗅結 [29, 30]，DGK%：海馬，小脳のプルキンエ細胞と顆粒細胞 [29, 

31]，DGK&：海馬，歯状回，小脳のプルキンエ細胞と顆粒細胞 [32]，DGK'：灰白質 [33]．

一方で，DGK!は大脳皮質の II-VI層，海馬，歯状回，嗅球の僧帽層，糸球層，顆粒層，

小脳の顆粒層に発現していた．このように，DGK は脳においてアイソザイムごとにそ

れぞれ異なった特徴的な発現パターンを示しており，このことから，DGK は脳におい

てアイソザイムごとに特徴的な役割を担うことが推察される． 

マウス脳における DGK!の週齢依存的なウェスタンブロットの発現パターンの解

析から，DGK!は生後すぐの時点ですでに発現しており，その発現量は脳においてシナ

プスが形成される時期である生後 1~4 週齢の間に劇的に増加することがわかった（図

1-1）．したがって，DGK!は脳の発達に関与する可能性が考えられる．非常に興味深い

ことに，DGK"2 の発現量は生後 5 日に最大量に達し，5 週齢までに減少することがわ

かった．一方で, DGK"1の発現量は，DGK!と同様に生後 1~4週齢に最大量まで増加し

ており，DGK"2とは正反対の発現パターンを示すことがわかった（図 1-7）．このよう

な発現の逆転は，DGK"1 と"2 の発現の多い大脳皮質，小脳，海馬での神経の発達に，

それぞれアクセル役とブレーキ役として重要な役割を担う可能性が考えられる．図 I-2

に示すように，DGK"1と"2の構造を比較すると DGK"2のみが sterile α motif domain

を持つことがわかる．そのため，神経発達の初期の段階では，この sterile α motif domain
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の有無が重要な意味を持つ可能性が推察される． 

DGK!と"の脳における機能の詳細は未だ明らかとなっていない．Leachらによって，

以前 DGK!遺伝子が部分的に欠損している女性の患者が発見されており，この患者はて

んかん性発作を示すこと，更に様々な精神疾患の症状を示すことが報告されている 

[24]．海馬は側頭葉てんかんで損傷する最も一般的な部位であり，てんかん性発作では

海馬の萎縮や硬化を示すことが多い [34]．側頭葉てんかんでは海馬の神経ネットワー

クの欠陥が引き起こされることが報告されている [35]．一方で，DGK!が強く発現して

いた小脳の顆粒層（図 1-4B）もまた，てんかん性発作に重要な部位である．小脳の顆

粒層の発育不全が神経ネットワークの異常を引き起こし，てんかん性発作を引き起こす

ことが報告されている [36]．そのため，DGK!の海馬または小脳の顆粒層での発現異常

が，てんかん性発作を引き起こすことが推察された．DGK#は小脳のプルキンエ細胞層，

海馬の錐体細胞，嗅球の僧帽層に発現するが，このアイソザイムもまた，てんかんに関

与することが分かっている [21, 37]．DGK#と DGK!の脳における発現部位は異なって

いるため，これらのアイソザイムはそれぞれ異なったメカニズムによっててんかん性発

作に関与すると考えられる．また，第 2章に記すように，脳特異的 DGK!欠損マウスは

強迫性障害様の行動異常を示すことがわかった．強迫性障害の患者では，大脳皮質の島

皮質でセロトニントランスポーター（神経細胞から放出されたセロトニンを細胞内に取

り込む蛋白質）が減少していることが報告されている．DGK!は大脳皮質での発現が多

く，これらのことを踏まえると，DGK!が大脳皮質においてセロトニントランスポータ

ーの発現量を正に制御している可能性が考えられる [38]． 

我々の研究グループは以前ヒト腎臓でDGK"1, -"2 mRNAは脳より強く発現するこ

とを報告している[15]．しかしながら，今回の結果では，マウスにおいては DGK"1 と

"2は他のどの臓器よりも，脳に特に強く発現していた（図 1-6A）．この結果の相違は，

解析した臓器がヒト由来かマウス由来であるかに起因している可能性が高い．また，そ

れぞれの年齢・週齢の違いも影響している可能性がある． 

DGK" mRNAは，1週齢ではマウス海馬 CA3領域に発現していたが，4週齢以降の

CA3領域での発現はほとんど検出されなかった．生後 1週齢では DGK"1蛋白質が強く

発現していることから，CA3 領域に発現する DGK"はスプライスバリアント 1 である

と考えられる．一方で，CA1，CA2領域，歯状回では，DGK" mRNAは CA3に比べ非

常に強く検出された（図 1-8D）．グルココルチコイド受容体は，マウス脳に広く発現し

ているが，海馬では特徴的な発現パターンを示すことがわかっている．グルココルチコ

イド受容体の CA3での発現は，CA1や CA2領域，歯状回に比べ非常に弱く [39, 40]，

DGK" mRNAの海馬での発現パターンに類似している．興味深いことに，Klauckら [41] 
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や我々（Murakami ら）[15] は，グルココルチコイド刺激は細胞での転写レベルで

DGK!1の発現量を著しく増加させ，DGK!2の発現量を減少させることを報告している．

そのため，DGK!1と!2 mRNAの海馬での発現は，少なくとも一部は，グルココルチコ

イドによって制御されることが示唆された．グルココルチコイドは，恐怖や不安，精神

疾患に関与することが知られており，グルココルチコイド受容体の発現異常はヒトで鬱

や不安様の症状を示す [42, 43]．さらに，脳特異的グルココルチコイド受容体欠損マウ

スは，視床下部-垂体-副腎軸を介した神経内分泌系に異常を示し，不安行動の増加を示

す [44, 45]． 

Genome-wide association studyにより，DGK!と双極性障害が関連する可能性が報告

されている [46, 47]．また，双極性障害の患者では，DGK! mRNAの発現量が増加する

ことがわかっている [48]．DGK! mRNA は海馬の CA 領域よりも歯状回に強く発現す

ることを図 1-8D に示した．歯状回の形成異常は双極性障害を引き起こすことが報告さ

れており[49, 50]，DGK! mRNAの歯状回での発現異常が双極性障害の発症に関与して

いる可能性が考えられる．DGK!は一方で，小脳のプルキンエ細胞にも強く発現してい

た（図 1-9B）．プルキンエ細胞は，脳の様々部位からの情報を統合しており，運動記憶

などの小脳の役割において極めて重要な役割を担っていることから，DGK!は小脳の機

能においてなんらかのキーとなる制御を担っていることが推察される．プルキンエ細胞

もまた双極性障害との関連が示唆されており[51]，DGK!との双極性障害との関与につ

いて，DGK!欠損マウスを用いた詳細な研究が求められる． 

DGK"，-!は生後 0日のマウスの脳に既に発現していたが，胎齢 17.5日のマウス胎

仔脳でも DGK"と!の mRNA は脳に広く発現していることがわかった（図 1-10A）．ま

た，どちらの mRNA も三叉神経節と後根神経節に強く検出された．三叉神経節は眼神

経，上顎神経，下顎神経の三神経からなる体性運動性と知覚性の混合神経であり，脳神

経の中で最大の神経である．後根神経節は，脊髄背根に位置し，末梢からの感覚情報の

中間地点としての役割を持つ神経である．このことから，DGK"と!は，脳においての

役割だけではなく，中枢神経以外の神経においても重要な役割を担っていることが考え

られる． 

DGK"は成熟期のマウスだけでなく，マウス胎仔における精細管でも強く発現する

ことが明らかとなっているが，雌雄生殖器での発現パターンや機能は未だ明らかとなっ

ていなかった．成熟マウス生殖器における in situ hybridizationにより，DGK" mRNAは

精巣の精原細胞と一次精母細胞に発現することがわかった（図 1-14）．精子形成では，

精原細胞が有糸分裂を行うことで，一次精母細胞となる [52, 53]．その後，減数分裂を

経て，一次精母細胞から二次精母細胞が作られる．一方，II型 DGKである DGK# mRNA
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は一次及び二次精母細胞に，DGK! mRNA は二次精母細胞と二次精母細胞から第二減

数分裂によって作製される円形精子細胞に検出された [26]．このことから，II型の DGK

はそれぞれ精子形成の段階ごとに異なる役割を持っており，その中でも DGK"2は初期

の精子形成段階である精原細胞の有糸分裂に関与する可能性がある．このために，胎仔

期の精細管では，DGK" mRNAは強く，DGK! mRNAは弱く検出されたと推察される

（図 1-12C）．雌性生殖器では，DGK"は一次，二次，成熟卵胞の顆粒膜細胞と黄体，子

宮の管腔上皮に発現することがわかった（図 1-15, -16）．卵巣顆粒膜細胞と管腔上皮は

発情サイクルの間に増殖する [54]．管腔上皮には上皮成長因子受容体が強く発現する

ことがわかっている [55]．DGK"は PKC の不活性化を通して，上皮増殖因子受容体

（epidermal growth factor receptor, EGFR）を活性化することが分かっており，このこと

から，DGK"は管腔上皮の EGFRを介して細胞の増殖を制御している可能性が考えられ

る． 

以上，DGK"と!のマウスの脳における空間的，週齢依存的な発現解析から，DGK"

は同じ II型 DGKである DGK!とは異なった発現パターンを示すことがわかった．また，

DGK"は，マウスの発達中の脳や神経節だけでなく，生殖器において II型 DGK の中で

も特徴的な役割を担うことが推察された. 
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第 2章 

脳特異的 DGK!欠損マウスの行動解析 
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2-1 緒言 

DGK!の conventional欠損マウスは，生後 24時間以内に死亡することを我々のグル

ープは明らかにしている [23]．そのため，マウス生体内での DGK!の各臓器における詳

細な役割は今までにほとんど解明されていない．今回我々は，DGK!の発現が強い脳に

特異的な conditional DGK!欠損マウスを cre-loxP システムを用いて作製し，DGK!の脳

における機能の解明のためにその行動解析を行った．DGK!欠損マウスの行動解析では，

恐怖心（高架十字試験とオープンフィールド試験），社会性，記憶力（八方十字迷路と

バーンズ迷路），攻撃性（cotton bud biting試験），鬱状態の程度（尾懸垂試験），認知力

（新規物体探索試験），強迫性障害（ビー玉埋め試験）を解析するための試験を行った． 
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2-2 実験手法 

2-2-1 マウスの飼育 

全てのマウスは，通常状態ではマウス・ラット飼料（飼育・各種試験用）F-2（フ

ナバシファーム）を与えて飼育した．交配期間は雄マウスと雌マウスを同ケージに入れ

てから 2~4日とし，交配開始から出産後 4週間はマウス・ラット飼料（近交系維持・繁

殖専用）F-1（フナバシファーム）を与えた．仔マウスは，出生後 4 週齢で母マウスか

ら分けて雄雌別に飼育した．交配には 8週齢以降のマウスを用いた． 

 

2-2-2 脳特異的 DGK!ノックアウトマウスの作製 

脳特異的 conditional DGK!-KOマウスの作製には cre-loxP systemを用いた．DGK!

の配列に loxPを組み込んだ DGK!遺伝子を導入したマウス（理化学研究所 発生・再生

科学総合研究センター 変異マウス開発ユニットとの共同研究により作製）を掛け合わ

せる事で loxP +/+（cre –/– loxP +/+）マウスを得た．DGK!の配列に loxPを組み込んだ

DNAコンストラクトを図 2-1に示した．次に，loxP +/+マウスと，脳で特異的に発現す

る calcium/calmodulin-dependent protein kinase II "（CaMKII "）の promoterと creの遺伝

子を融合した DNAを導入した C57BL/6-TgN (a-CaMKII-nlCre) /10マウス（以後 cre +/– 

loxP –/–と記す，理化学研究所バイオリソースセンター実験動物開発室より購入）と掛

け合わせ，遺伝子組み換えを誘発する事で，脳特異的な conditional DGK!-KOマウス(cre 

+/– loxP +/+)を得た（図 2-2）．本 KOマウスは C57BL/6Nと 5回戻し交配を行い，更に，

backgroundが C57BL/6である cre +/– loxP –/–とかけ合わせて作際したので，C57BL/6の

backgroundの割合は 96.8%である． 

 

2-2-3 ジェノタイピング 

各マウスのジェノタイプは，マウス尾から抽出した DNAに対して PCRを行うこと

で決定した．尻尾を 3 mm程度切断回収し，50 mMの NaOHを 180 µl加えて 95℃で 30

分加熱した．ボルテックスで撹拌した後，1M Tris-HCl（pH 8.0）を 20 µl加えて中和さ

せ，再度ボルテックスで撹拌した．室温 12,000 rpm で 10 分遠心後，上清 1 µlを PCR

反応に用いた．LoxPの挿入確認のための DNAの PCRには，以下のプライマーを用い

た（図 2-1）．Forward primer : 5'-TCCTACCTCTCTCTCCATTCCC-3'（loxPに挟まれた floxed 

arm内の配列）; reverse primer : 5'-AAGGTGTTGAATAATACTCTGTGAC-3'（floxed arm

の下流の配列）．PCR産物はエチジウムブロマイド含有アガロースゲル電気泳動にて分

離し，検出した．LoxP –/–マウス（野生型）では 348 bpの増幅バンド，loxP +/+マウス 
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では 549 bp，loxP +/–マウスでは 348 bpと 549 bpの両方のバンドが検出される．PCR条

件: 94℃ for 3 min, 32 cycles of 94℃ for 30 sec, 58℃ for 30 sec, and 72℃ for 2 min, and 

72℃ for 5 min. Creの DNAに対する PCRには，以下のプライマーを用いた．Forward 

primer : 5'-ACGGGAACAGGGCGTTTCGGAGGTGGTTGC-3'（CaMKIIの promoterの配

列）; Reverse primer : 5'-CTAATCGCCATCTTCCAGCACGG-3'（creの配列）．このプライ

マーを用いた PCRでは，cre +/–では，1300 bpのバンドが検出されるが，cre –/–ではバ

ンドは検出されない．なお，PCRが正常に行われていることを確認するためのコント

ロールとして以下のプライマーも用いた．Control forward primer : 

5'-TGAGCGAGCTCATCAAGATAATCAGGT-3' ; Control reverse primer : 

5'-GTTAGCATTGAGCTGCAAGCGCCGTCT-3'．PCR条件: 94℃ for 3 min, 32 cycles of 

94℃ for 30 sec, 60℃ for 30 sec, and 72℃ for 1.5 min, and 72℃ for 5 min. このコントロ

ールでは 500 bpの DNAが増幅される．Creの遺伝子型は+/–でも十分に loxPの遺伝子

組み換えを誘発し，DGK!を検出限界以下まで発現低下させるため，本研究では creの

遺伝子型は+/–に統一した． 

 

2-2-4 高架十字試験 

マウスは通常では壁のある走路（closed arm）より壁のない走路（open arm）に対し

恐怖を感じるため，高架十字試験では open arm に侵入する事が，恐怖心が少ないこと

の指標となる．図 2-3のような一方の走路に高さ 15 cmの壁を設けた高さ 50 cmの木製

の高架式迷路を作製し，床にアクリル板を敷いた．Open arm 側に頭の向きを統一して

壁のある走路（closed arm）との交差部分 5 cm × 5 cmにマウスを置き，10分間マウス

の行動を撮影した．マウスが open arm に進入する回数，open arm に滞在する時間を 5

分毎に解析した．測定ごとに 70%エタノールでアクリル板を拭いてから試験を行った．

実験には 10~21週齢の脳特異的DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+，脳特異的DGK! –/–，

以下 DGK!-KOマウスとする）を用い，コントロールとして同腹子の cre –/– loxP +/+マ

ウス（DGK! +/+，以下 loxPマウスとする）の行動解析を行った． 

 

2-2-5 オープンフィールド試験 

オープンフィールド試験では中央領域に滞在する事が，恐怖心が少ない・新規環境

への適応性が高い・活動性が高いことなどへの指標になる．図 2-4のような高さ 40 cm，

底面が 60 cm四方の木製のオープンフィールドを作製し，5 cm四方ごとに線を引いた

アクリル板を底に敷いた．マウスを頭の向きを統一して底面の中央に置き，30 分間マ

ウスの行動を撮影した．底面の中央 30 cm × 30 cmを中央領域とし，マウスの中央領 
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域への 5分ごとの進入回数，滞在時間を測定した．なお，本実験では全ての行動観察は

マウスの四肢が完全に領域に侵入した状態を領域進入とした．各実験終了後は 70%エタ

ノールでアクリル板を拭き，十分に乾かした後次の試験を行った．実験には 10~21週齢

の脳特異的 DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の

loxPマウス（cre –/– loxP +/+）の行動解析を行った． 

 

2-2-6 社会性試験 

本試験ではマウスの他のマウスに対する興味を測定することで，社会性の異常を調

べることが出来る．図 2-5のように 17 cm × 28 cm × 15 cmのプラスチックケージの

端に刺激マウスをワイヤーケージに囲われた状態で設置した．試験マウスを刺激マウス

と点対称的な位置から入れ，試験マウスが刺激マウスを覆う網の 3 cm以内に鼻先を入

れた回数と時間を 10分間撮影し，そのうちはじめの 3分間のみ解析した．刺激マウス

には，試験マウスと週齢が近く，同性かつ，試験マウスと一度も接触したことのない

C57BL/6Nマウスを用いた．試験後はケージを 70%エタノールで拭いた．10~21週齢の

脳特異的 DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の loxP

マウス（cre –/– loxP +/+）の行動解析を行った． 

 

2-2-7 八方十字迷路試験 

八方十字迷路では空間参照記憶と空間作業記憶の異常を調べることが出来る．本試

験は体重調整期間・慣らし期間・トレーニング期間からなる．体重調整期間では，2日

間かけてマウスの体重を試験前の体重の 80~90%に調節し，マウスを空腹状態にした．

慣らし期間は 1日のみで，8つの全ての armに 0.1 g以下に砕いた餌を置いた（図 2-6）．

迷路の 3つの armの壁には，それぞれ異なる色・形の色紙を貼ることで空間参照記憶の

手がかりとした．頭の向きを arm 1の向きに統一して中央領域にマウスを置き，30分間

マウスを探索させた．1時間後，同様に 2回目の慣らしの作業を行った．トレーニング

期間では，各試行で arm 2, 3, 6, 8に餌を置いた．頭の向きを arm 1に統一して中央領域

にマウスを置き，20分間マウスを探索させ撮影した．1時間後，同様に 2回目の試行を

行った．トレーニングは 4 日間行い，マウスが全ての餌を食べるまでの時間（試行 20

分間における割合で示した（%）），元から餌の入っていない armに入った回数（空間参

照エラー），餌を食べた arm に再び入った回数（空間作業エラー）をカウントした．各

試行後は 70%エタノールで床に敷いたアクリル板を拭いた．13~34 週齢の脳特異的

DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の loxPマウス

（cre –/– loxP +/+）の行動解析を行った． 
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2-2-8 バーンズ迷路試験 

マウスが不快な状況において，逃避箱に入るまでの探索時間と逃避箱を見つけるま

でのミスをカウントすることで，空間参照記憶を検証する．円盤に 20 個の穴を等間隔

に作り，高さ 90 cmの位置に設置した（図 2-7）．穴の 1つの下に逃避箱を設置し，空間

参照記憶の手がかりとするために，円盤を取り囲む壁に 3つのオブジェクトを設置した．

部屋の電気は付けず，卓上用ライトを二つ用いて円盤上を十分に明るい状態とした．試

験は 4 日間行い，25 分の間隔を開けて 1 日 3 回行った．マウスを円盤の中央にワイヤ

ーの筒に入れて置き，10秒後に放った．その後 3分間円盤を探索させ撮影した．3分以

内に逃避箱を見つけることが出来なかった場合は手で優しく逃避箱へと誘導した．逃避

箱に入った時点でライトを消して円盤上を完全に暗くし，１分放置した．逃避箱に入る

までの時間と逃避箱が設置された穴以外の穴を覗き込んだ回数を測定した．なお，1日

目に，試験を行う前にマウスを逃避箱に 3分間入れ，逃避箱に慣らした．空間参照記憶

以外の要因を排除するために，円盤本体のみ毎日回転させ（逃避箱とオブジェクトの位

置は変えない），また，周囲の環境の影響を最小限に抑えるため円盤を高い壁で囲った．

各試行後は 70%エタノールで円盤上及び逃避箱内部を拭き，十分に乾かした．10~20週

齢の脳特異的 DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子

の loxPマウス（cre –/– loxP +/+）の行動解析を行った． 

 

2-2-9 Cotton bud biting試験 

保定されている状態で，マウスが顔前に差し出しだされた綿棒に対して攻撃する回

数をカウントすることで攻撃性を測定する．手でマウスの首を掴んで保定し，マウスの

身体を床と垂直にした状態でマウスの口元にオートクレーブ済み綿棒を差し出した．5

回試験を行い，マウスが綿棒に噛み付いた割合を示した．10~35 週齢の脳特異的

DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の loxPマウス

（cre –/– loxP +/+）の行動解析を行った． 

 

2-2-10 尾懸垂試験 

図 2-8のようにドラム缶にマウスの尻尾先端から約 1.5 cmの部分をガムテープで固

定し，頭を下に向けた状態で懸垂した．10 分間のマウスの行動を撮影し，懸垂下での

呼吸を除く行動の不動時間を測定した．不動時間が長いことが鬱の指標になる．8~17

週齢の脳特異的 DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹

子の loxPマウス（cre –/– loxP +/+）を解析した． 
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2-2-11 新規物体探索試験 

本試験では慣らした objectと新規 objectに対する興味の度合いを接触行動から測定

する．マウスは慣れた物体より新規物体に興味を示すため，本試験の結果は新規物体へ

の認知力の異常を調べる指標となる．また，objectに対する興味の強さ（執着，不合理

な接触）は強迫性障害の指標にもなり得ると考えられる．まず，32 cm × 30 cm × 26 

cmのプラスチックの箱で 5分間マウスを探索させた．10分後，同じ箱に 2つの同じ object

（以下 object Fとする．今回は約 4 cm × 4 cm × 4 cmの黄色いアヒルの人形を用い

た）を図 2-9Aの位置に置いた状態で，マウスを 10分間探索させた（慣らし，図 2-9A）．

10分後，object Fのうち一つを novel object（以下 object Nとする．今回は約 4 cm × 4 cm 

× 4 cm の円錐状の無色透明のガラスを用いた）に置き換え，マウスを 10 分間探索さ

せ撮影した（試験，図 2-9B）．マウスを箱に入れる時は，図 2-9のように頭が objectと

反対を向くように壁沿いに置いた．試験中にマウスが各 objectの周辺 2 cm以内に鼻を

入れた回数，時間を測定した．各試験後は 70%エタノールで床及びオブジェクトを拭き，

完全に乾燥させてから次の試験を行った．10~21週齢の脳特異的 DGK!-KOマウス（cre 

+/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の loxPマウス（cre –/– loxP +/+），cre

遺伝子のコントロールとして cre +/– loxP –/– (DGK! +/+，以下 creマウスとする)マウス

及び cre –/– loxP –/–マウス(DGK! +/+，以下WTマウスとする)の行動解析も行った． 

 

2-2-12 ビー玉埋め試験 

17 cm × 28 cm × 15 cmのプラスチックケージに床敷を厚さ 3 cm程度敷き詰め，

マウスを 30分間探索させた．マウスを一旦取り出し，図 2-10のように等間隔にビー玉

15 個を押し込んだ．その後，マウスをビー玉を設置したケージに入れ，30 分間放置し

撮影した．マウスが床敷で表面の 50%以上を隠したビー玉の数をカウントした．隠した

ビー玉の数が多いほど，強迫性障害の傾向を示すと考えられている．10~21週齢の脳特

異的 DGK!-KOマウス（cre +/– loxP +/+）を用い，コントロールとして同腹子の loxPマ

ウス（cre –/– loxP +/+），cre遺伝子のコントロールとして creマウス（cre +/– loxP –/–）

及びWTマウス（cre –/– loxP –/–）の行動解析も行った． 
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2-3 結果 

2-3-1 脳特異的 DGK!欠損マウスの作製 
2-1-1に示すように脳特異的 DGK!欠損マウスの作製を行った．DGK!に関するプラ

イマーを用いた PCRでは，loxP遺伝子が挿入されていない DNAでは 348 bp（図 2-11A

右），loxP遺伝子が導入されている遺伝子では 549 bpのバンドが増幅された（図 2-11A

左）．なお，loxPヘテロ型では 348 bpと 549 bpの両方のバンドが検出された．また，cre

遺伝子に関するプライマーを用いた PCRでは，creが挿入されていない DNAではコン

トロールの 500 bpのみが（図 2-11B右），cre遺伝子が導入されている遺伝子ではコン

トロールと creの 500 bp, 1300 bpの DNAが検出された（図 2-11B左）．したがって，脳

特異的 DGK!-KOマウスの尾部から抽出した DNAからは，loxPの有無を調べる PCRで

は 549 bpの，creの有無を調べる PCRでは 500 bpと 1300 bpのDNA断片が増幅された．

また，本 KO マウスの脳ライセート蛋白質を抗 DGK!抗体で検出したところ，DGK!2

の発現量は検出限界以下であることが確認された（図 2-11C）．一方，野生型脳ライセ

ートでは，DGK!2は 135 kDaに検出された．このことから，今回作製した DGK!欠損

マウスは cre遺伝子（ヘテロ）と loxP遺伝子（ホモ）を持ち，脳において DGK!がノッ

クアウトされていることが確認出来た．また，この欠損マウスの精巣（図 2-11C）や腎

臓（data not shown）では DGK!蛋白質の発現が検出されたことから，脳特異的に DGK!

が欠損していることが確認された． 

 

2-3-2 一般的初見 
脳特異的 DGK!欠損マウスは出生から死亡まで健康状態に顕著な異常はみられな

かった．また，DGK!欠損マウスの体重を生後 5 週齢と 14 週齢で同腹子のコントロー

ル loxPマウスと比較したところ，これらの週齢では体重には有意な差はなかった（data 

not shown）．また，出生するマウスの遺伝型や雄雌の出生率はメンデルの法則に従って

おり有意な差はなかった（data not shown）． 

 

2-3-3 高架十字試験 
DGK の"や#アイソザイムの欠損マウスは双極性障害様の行動を示し，恐怖心が増

加することが明らかとなっている [20, Isozaki, T., et al. 論文投稿中]．そこで，まず脳特

異的 DGK!-KOマウスの恐怖心の異常を調べるために，高架十字試験を行った．高架十 



 58 

 



 59 

字試験では，通常マウスは壁のない open armに対しては恐怖を感じるため，壁のある

closed armでの滞在時間が長くなる傾向を示す．そのため，open armでの侵入回数や滞

在時間が長いマウスは恐怖心が低下していると考えられる．脳特異的 DGK!-KOマウス

の open armへの侵入回数は，コントロールとする loxPマウスと比べて有意な差は認め

られなかった（図 2-12A）．Open armに滞在する時間に関しては，脳特異的 DGK!-KO

マウスに増加の傾向はあるものの loxPマウスと比べて有意な差は認められなかった（図

2-12B）．この試験の結果から，特異的 DGK!-KOマウスには顕著な恐怖心の異常はない

と考えられる．  

 

2-3-4 オープンフィールド試験 
次に，恐怖心の異常に加えて，新規環境への適応性や活動性を広く観察することが

出来るオープンフィールド試験を行った．オープンフィールド試験では，マウスが恐怖

心を感じるオープンフィールド内の中央領域での滞在時間と侵入回数をカウントする

ことで，恐怖心・新規環境への適応性・活動性の異常などを調べた．5分ごとのマウス

の中央領域への滞在時間と侵入回数を解析した．しかしながら，脳特異的 DGK!-KOマ

ウスの侵入回数及び滞在時間は，コントロールである loxP マウスと比べ大きな差はな

かった（図 2-13A, C）．また，30分間の合計侵入回数または合計侵入時間を比較したが，

有意な差は認められなかった（図 2-13B, D）．高架十字試験の結果に加え，オープンフ

ィールド試験からも，脳特異的 DGK!-KOマウスの恐怖心には異常がないことが示唆さ

れた． 

 

2-3-5 社会性試験 
社会性の低いマウスは，統合失調症様の状態と類似すると考えられている．

Genome-wide association studyにより，DGKの"アイソザイムは統合失調症との関連が示

唆されていることから [43]，DGK!-KOマウスの社会性の異常について検討した．ワイ

ヤーケージに入った新規の刺激マウスに対し，試験マウスが近付いた回数を測定した．

刺激マウスに対する接触回数が少ないマウスは社会性が低いと考えられる．脳特異的

DGK!-KOマウスの刺激マウスに対する接触回数は，loxPマウスの接触回数とほぼ同じ

であった（図 2-14A）．接触時間は DGK!-KOマウスでは減少する傾向があったものの，

顕著な差は認められなかった（図 2-14B）． 
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2-3-6 八方十字迷路試験 
DGK!はマウス脳で海馬に強く発現することがわかった（図 1-1C）. 海馬は長期記

憶を制御している [67]．そこで，次に，本 KOマウスの記憶力の異常の有無について八

方十字迷路試験を用いて調べた．八方十字迷路試験では，マウスが周囲の様子から餌の

置かれている armを記憶する空間参照記憶力と，餌回収後もマウスを探索させることで，

餌を回収したことへの空間作業記憶力を検討することが出来る．DGK!-KOマウスとコ

ントロール loxPマウスの，全ての餌を食べ終わるまでの時間（図 2-15A），空間参照エ

ラーの回数（図 2-15B），空間作業エラーの回数（図 2-15C）を比較したが，有意な差は

認められなかった．  

 

2-3-7 バーンズ迷路試験 
空間参照記憶力を検討するために，八方十字迷路試験に加えバーンズ迷路試験を行

った．バーンズ迷路試験では，繰り返し試験を行い，マウスが円盤上の複数の穴から逃

避箱が設置された穴に入るまでの時間とエラー回数を測定することで，マウスの空間参

照記憶力を解析した．DGK!-KOマウスはコントロールに比べエラー回数または逃避箱

に入るまでの時間が少ない傾向があったが，顕著な差はなかった（図 2-16A, B）． 

 

2-3-8 Cotton bud biting試験 
DGK!-KO マウスを含む複数の同腹子の雄を一つのケージで飼育した場合，

C57BL/6Nの複数の雄を飼育する場合に比べ，喧嘩が多くなる傾向があった．そのため，

DGK!-KOマウスの攻撃性について検討するために，cotton bud biting試験を行った．測

定は連続 5回行い，そのうちのマウスが綿棒に噛み付いた割合を解析した．コントロー

ル loxP マウスと比較したところ脳特異的 DGK!-KO マウスの攻撃性の増加は認められ

なかった（図 2-17）． 

 

2-3-9 尾懸垂試験 
DGK!と同じ II 型 DGK である DGK"は，双極性障害の発症に関与することが

genome-wide association studyや DGK"欠損マウスの行動解析から示唆されている [45]．

これを踏まえ，脳特異的 DGK!-KOマウスの鬱の状態を検討するために，尾懸垂試験を

行った．尾懸垂試験は鬱の有無を調べるために広く用いられている方法であり，鬱状態

を示すマウスは尾懸垂時の不動時間が長くなることが分かっている．尾懸垂試験の結果， 
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脳特異的 DGK!-KOマウスの不動時間は，コントロール loxPマウスと比べても差は認

められなかった（図 2-18）．このことから，脳特異的 DGK!-KOマウスには鬱状態はみ

られず，DGK!は鬱には関与しないことが示唆された． 

 

2-3-10 新規物体探索試験 
マウスは慣れた物体よりも新規の物体に強く興味を示すが（新規物体嗜好性），認

知力の低いマウスは，新規であること認識することが難しく，新規物体嗜好性が低い．

脳特異的 DGK!-KOマウスの認知力について調べるために，新規物体探索試験を行った．

興味深いことに，DGK!-KOマウスが novel objectまたは familiar objectに接触する様子

をコントロールと比較すると，本 KOマウスはどちらの objectに対しても接触する回数

が非常に増加しており，また，objectへの接触時間も長いことがわかった（図 2-19A, B）．

このことから，脳特異的 DGK!-KOマウスは物体に対し極めて強い興味を示すと考えら

れる．このような物体に対する不合理な接触は，強迫性障害様の行動と関連付けられる

と考えられる．コントロールWT, creマウスの接触量は loxPマウスの接触量と比べ有意

な差はないことが確認された（data not shown）． 

Novel objectへの接触量が familiar objectへの接触量と同等またはそれ以下である場

合には，新規物体嗜好性が低く認知力が低いと考えられる．しかしながら，DGK!-KO

マウスの新規物体嗜好性（novel object に接触した回数または時間／novel object と

familiar objectに接触した回数または時間の合計）は，コントロール loxPマウスと比べ

ほとんど差がないことがわかった（図 2-19C, D）． 

 

2-3-11 ビー玉埋め試験 
ビー玉埋め試験では，マウスが無害であるビー玉を床敷で埋め隠した数を測定する

ことで，強迫性障害の傾向を検討することが出来る．図 2-20Aにビー玉埋め試験の代表

的な試験の結果を示した．大変興味深いことに，図 2-20A, B に示すように，ビー玉埋

め試験では，脳特異的 DGK!-KO マウスはコントロール loxP マウスに比べ，より多い

数のビー玉の数を埋めることがわかった．また，DGK!-KOマウスはコントロールマウ

スに比べ床敷を激しく掘り返しており，そのことによって，より多くの数のビー玉を埋

めると考えられた．この実験結果と新規物体探索試験の結果（図 2-19A, B）から，脳特

異的 DGK!-KOマウスには，強迫性障害様の傾向があることが示唆された．また，コン

トロールWT, creマウスが埋めたビー玉の数は，loxPマウスが埋めるビー玉の数と比べ

有意な差はないことが確認された（data not shown）． 
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2-4 考察 

我々のグループの以前の研究により，DGK!の conventional 欠損マウスは，生後 24

時間以内に死亡することが明らかとなっている [23]．そのため，マウス生体内での

DGK!の各臓器における詳細な役割は今までにほとんど解明されていない．今回我々は，

DGK!の発現が最も強い脳に特異的な DGK!欠損マウスを作製し，その行動解析を行っ

た．その結果，脳特異的 DGK!-KOマウスは恐怖心，社会性，記憶力，攻撃性，鬱状態，

認知力に異常は認められなかった．しかし，物体に対して過剰に接触行動を取ること（図

2-19A, B），さらに，ビー玉埋め試験でコントロールマウスに比べより多くのビー玉を

埋めることから（図 2-20）強迫性障害様の行動を示すことがわかった（表 1）． 

強迫性障害は，不合理な行動を繰り返し行ってしまう障害であり，ビー玉埋め試験

においてマウスが無害なビー玉を繰り返し覆い隠そうとする不合理な行為と類似する

と考えられているため，ビー玉埋め試験は強迫性障害の指標として広く用いられる 

[57]．強迫性障害の発症メカニズムはほどんど解明されていないが，皮質-線条体-視床-

皮質回路の異常が関与するという報告がある [58~60]．Welch らは線状体で高発現して

いる興奮性シナプスにおけるシナプス後足場蛋白質を欠損させることで，強迫性障害モ

デルマウスを作製したが，このマウスはビー玉埋め試験の異常に加え，毛繕いの回数が

増加し，オープンフィールド試験，明暗箱試験，高架十字試験で不安様の行動が大幅に

増加した [61]．このように，強迫性障害モデルマウスでは，しばしば不安行動の増加

がみられる．また，強迫性障害の薬物療法では抗不安薬，抗精神薬，抗鬱剤などが用い

られており，実際に，強迫性障害モデルマウスでは，その表現型が抗鬱剤で軽減される

ことが報告されている [61]．しかしながら，強迫性障害様の行動を示した脳特異的

DGK!欠損マウスは，高架十字試験，オープンフィールド試験，明暗箱試験（data not 

shown）から不安行動には異常を示さないと考えられた（図 2-12, -13）．また，通常状態

では，DGK!欠損マウスには異常な毛繕いは観察されなかった（data not shown）．Thomas

らは以前，10 種類の近交系マウスで明暗箱試験，オープンフィールド試験を用いて不

安行動とビー玉試験の結果との相関性を検討しているが，これらの不安行動試験とビー

玉試験で埋めたビー玉の数には相関性が無いことを報告している [62]．また，一般に

不安行動を解析する試験では，一度試験を行いその恐怖環境を体験してしまうと，再度

同じ試験を行ってもその恐怖環境に対する慣れが生じ恐怖の程度が最初の試験より小

さくなる．このことに関して Thomasらは，ビー玉埋め試験では，複数回試験を行って

マウスをビー玉に慣れさせても，埋めるビー玉の数が減少しないことから，本試験は新

規物体に対する恐怖とは無関係であると報告している．また，マウスの穴掘り行動と埋 



 72 



 73 

めるビー玉の数が相関性を持つ可能性も示唆しており，不合理な穴掘り行動を繰り返す

ことは強迫性障害の指標となり得る．したがって，脳特異的 DGK!欠損マウスは，不安

様の行動には異常がない新たな強迫性障害のモデルマウスとなることが期待出来る．ま

た，新規物体探索試験より，DGK!-KOマウスはコントロールマウスと同様に新規物体

嗜好性があり，認知力には異常がないことがわかったが（図 2-19C, D），非常に興味深

いことに，DGK!欠損マウスは 10分間慣らした object，新規 objectどちらの物体に対し

ても，コントロールに比べ接触頻度と接触時間が増加していることがわかった（図

2-19A, B）．このような objectに対する不合理な接触から DGK!-KOマウスは物体に対す

る強迫性障害を示す可能性が示された．今後は，脳特異的 DGK!欠損マウスに強迫性障

害の治療薬として用いられる塩酸フルオキセチンを投与し，ビー玉埋め試験と新規物体

探索試験の結果の改善を確認することで，DGK!と強迫性障害との関連を更に確かなも

のとする．一方で，物体に対して過剰な接触を行うという表現型と現在までに報告され

ている精神疾患との決定的な関連はまだ不明であり，複合的な精神疾患の表現型である

可能性も考えられる． 

DGK!と同じ II型に属する DGK"は，genome-wide association studyやヒト患者の組

織から，その発現異常が統合失調症や双極性障害を引き起こす可能性が報告されている 

[45~47]．また，我々の研究室では conventional DGK"欠損マウスを作製しており，この

マウスは双極性障害様の行動を示すことを近年明らかにしている（Isozaki, T., et al. 論

文投稿中）．双極性障害では，躁状態又は不安様の行動と鬱症状の増加がみられるが，

DGK!-KOマウスでは，高架十字試験，オープンフィールド試験，尾懸垂試験では異常

がなく，恐怖心の異常と鬱状態は観察されなかったことから，双極性障害様の表現型は

示していないと考えられる．また，統合失調症の症状である社会性と攻撃性についても，

社会性試験，cotton bud biting試験を用いて検討した．しかしながら，DGK!-KOマウス

の社会性，攻撃性についての顕著な異常は観察されず，DGK!が統合失調症に関与する

可能性も低いことが示された． 

海馬は記憶や空間学習能力に関わり，長期記憶を制御する．DGK!は海馬での発現

が強いことから（図 1-1C），八方十字迷路試験及びバーンズ迷路試験を行った．しかし，

DGK!-KOマウスの記憶力・空間学習能力には異常が無かったことから（図 2-15，-16），

DGK!は記憶・学習のメカニズムには強く関与しないことが示唆された．また，DGK!

遺伝子の部分欠損の患者がてんかん性発作を示すことが報告されているが [24]，平常

状態では脳特異的 DGK!欠損マウスにてんかん性発作は観察されなかった．今後はてん

かん誘発剤ペンチレンテトラゾールの腹腔内投与によりてんかんを誘発し，DGK!-KO

マウスのてんかんの重症度を解析することで，DGK!-KOマウスとてんかん性発作との
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関連をより詳細に解析する． 

DGKの欠損マウスは現在までに数種類作製されている．DGKはアイソザイムごと

に脳での発現部位が異なり，その欠損マウスまたは genome-wide association studyの解析

から，次に示すように様々な脳神経疾患に関与することが報告されている．DGK!：双

極性障害 [20]，DGK"：てんかん [21]，DGK#：統合失調症と双極性障害（Isozaki, T., et 

al. 論文投稿中），DGK$：パーキンソン病 [63]．今回明らかにした脳特異的 DGK%欠損

マウスの行動異常は，他の DGKのアイソザイムとは明らかに異なる表現型である．そ

のため，強迫性障害を含め今までに報告されていない DGKの脳における新たな機能の

解明に繋がることが期待出来る． 
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第 3章 

脳特異的 DGK!欠損マウスの脳組織の形態観察 
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3-1 緒言 

第 2章で，DGK!欠損マウスは強迫性障害様の行動異常を示すことが示唆されたが，

神経疾患様の表現型を示すマウスは脳の構造の一部に異常を持つことがある [64, 65]．

そこで DGK!欠損が引き起こす脳の構造異常の解明のために，脳特異的 DGK!欠損マウ

スの脳の構造をヘマトキシリン・エオシン染色を用いて観察した．また，DGK!欠損脳

の神経細胞の観察のために，Golgi-Cox染色を行った．  

 

 



 77 

3-2 試薬と実験手法 

3-2-1 マウスの飼育・作製・ジェノタイピング 

2-2-1, -2, -3に示した． 

 

3-2-2 ヘマトキシリン・エオシン染色 

マウス脳は摘出後，3分割し，4% PFA/PBSで 4℃，20時間固定した．脳を PBSで

4時間洗浄した後，15時間 30%（w/v）スクロース溶液で置換した．その後，スクロー

ス溶液を交換して再び 15時間置換し，ヘキサンドライアイス内で OCT compoundに包

埋した．凍結切片は 7 µmの厚さで作製した．切片を約 30分風乾後，PBSで 3分間 × 

2回洗浄した．切片に 45℃に温めたマイヤーヘマトキシリン液（Wako Pure Chemical）

を滴下し，5分間インキュベートした．45℃の脱イオン（DI）水で 2回洗浄した後，45℃

の DI水で 3分間洗浄した．次に，1%エオシン液（1%エオシン Y（Wako Pure Chemical）

／0.1%酢酸／DI水）で 5分間染色した．95，100%エタノールで各 1分 2回ずつ脱水し

た．最後にキシレンで 3 分間 × 3 回透徹し，非水溶性マウント剤 VECTA MOUNT

（VECTOR Laboratories）で封入した． 

 

3-2-3 Golgi-Cox染色 

5%（w/v）二クロム酸カリウム 50 mL，5%（w/v）塩化水銀（II）50 mL，5%（w/v）

クロム酸カリウム 100 mLを混合し（以下この混合溶液をゴルジ液とする），遮光して 1

週間静置した．マウス脳は摘出後 3分割し，PBSで洗浄した後，ゴルジ液が十分に入っ

たガラスバイアル瓶に入れ常温で遮光保存した．2 日後にゴルジ液を交換し，2 週間静

置した．2 日間ゴルジ液を 30%（w/v）スクロース溶液に置換した後，ヘキサンドライ

アイスで凍結した．切片は 60 µm で作製し，APS-coated スライドガラスにのせた．切

片は DI水で 4分間 × 2回洗浄し，その後 20% NH4溶液を滴下し, 30分遮光して反応

させた．DI 水で 3 分間 × 2 回洗浄し，75，95，100%エタノールで段階的に各 3 分ず

つ脱水した．最後にキシレンで 3 分間 × 3 回透徹し，非水溶性マウント剤 VECTA 

MOUNT（VECTOR Laboratories）で封入した．
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3-3 結果 

3-3-1 ヘマトキシリン・エオシン染色による脳の形態観察 
ヘマトキシリンは細胞核など好塩基性の組織を青紫色に染め，エオシンは，細胞質

などの好酸性の組織をピンク色に染色する．脳特異的 DGK!-KOマウスの脳組織の形態

変化を解析するために，まず，ヘマトキシリン・エオシン（HE）染色を行った．DGK!

の発現は大脳皮質，小脳の顆粒層，嗅球，海馬に多いため，DGK!-KOマウスとコント

ロール loxP マウスの脳切片のこれらの部位に着目して比較した（図 3-1A~D）．しかし

ながら，HE 染色では DGK!の強い発現がみられた海馬の萎縮などの構造異常は観察さ

れなかった（図 3-1D）．また，小脳の顆粒層の構造異常もみられなかった（図 3-1B）． 

 

3-3-2 Golgi-Cox染色による脳の形態観察 
次に，Golgi-Cox染色を行った．Golgi-Cox染色では，ごく限られた神経細胞を，細

胞体だけでなく樹状突起まで明瞭に染色することが出来る．DGK!-KOマウスとコント

ロール loxPマウスの Golgi-Cox染色切片の大脳皮質を図 3-2に示した．DGK!-KOマウ

スの脳は，コントロールマウスの脳に比べ神経ネットワークが密である印象を受ける．

しかしながら，細胞の密度が高く, 細胞数や神経突起伸長の変化を定量することが難し

かった．そこで，DGK!欠損による神経細胞への影響を細胞レベルで観察した（第 4章）． 
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3-4 考察 

神経疾患様の表現型を示すマウスは脳の構造の一部に異常を持つことがある [64, 

65]．そこで脳特異的 DGK!欠損マウスの脳の構造変化をヘマトキシリン・エオシン染

色を用いて観察した．DGK!は大脳皮質，小脳，嗅球，海馬に強く発現する（図 1-1C）．

しかしながら，HE 染色では DGK!欠損マウス脳の海馬の萎縮や，大脳，小脳，嗅球の

形態変化が観察されなかった（図 3-1）．ビー玉埋め試験より，脳特異的 DGK!-KOマウ

スは強迫性障害様の行動異常を示すことがわかった（図 2-20）．強迫性障害では，皮質-

線条体-視床-皮質回路に異常を示す可能性が報告されており，脳特異的 DGK!-KOマウ

スの線状体の構造に関して今後検討する必要がある．  

また，Golgi-Cox染色によって検出された神経細胞を図 3-2に示したが，DGK!-KO

マウスの脳の方がコントロールマウスの脳に比べ神経ネットワークが密である印象を

受ける．しかし，神経ネットワークが非常に混み合っていたため，神経細胞や神経突起

を定量的に解析することが出来なかった．そこで，次に，細胞レベルでの DGK!欠損に

よる神経細胞の形態変化を解析した． 
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第 4章 

DGK!欠損細胞の形態解析 
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4-1 緒言 

第 3 章に示した通り，Golgi-Cox 染色では，DGK!-KO マウス脳の神経細胞の形態

変化を定量的に解析出来なかった．そこで，DGK!の欠損が引き起こす神経細胞の形態

変化をより詳細に解析するために，DGK!-KOマウス脳由来の神経初代培養細胞とマウ

ス神経芽腫細胞株 Neuro-2a細胞を用いた細胞レベルでの解析を行った．DGK!-KOマウ

スから得た大脳皮質神経初代培養細胞の神経突起を抗"-III tubulin抗体を用いて染色し，

神経突起伸長を観察した．次に，siRNA を用いて DGK!をノックダウンした Neuro-2a

細胞の神経突起の形態を解析した． 
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4-2 試薬と実験手法 

4-2-1 大脳皮質神経細胞の初代培養 

胎齢 13~14 日のマウスの胎仔の大脳皮質細胞の初代培養を行った．Opti-Mem

（Gibco-Life Technologies）の中でマウス胎仔を子宮から取り出した後，断頭し，身体部

分をジェノタイピング用に 1.5 mL tube に移した．顕微鏡を用いて頭蓋骨を剥き，大脳

皮質のみをピンセットで摘出し，3 mLの Opti-Memを入れた 50 mL tubeに入れた．オ

ートクレーブと乾熱滅菌済のパスツールピペット（IK-PAS-9P, IWAKI/ASAHI TECHNO 

GLASS 株式会社）の先端をガスバーナーで加熱して先端の切り端を丸め，このパスツ

ールピペットで数十回ピペッティングし，細胞を懸濁した．B27 Supplement（Gibco-Life 

Technologies），100 unit/mLペニシリン，100 mg/mLストレプトマイシン含有 Opti-Mem

を培地とし，poly-L-lysineコートした 12 well plate（IWAKI/ASAHI TECHNO GLASS株

式会社）に 1.5 × 104 cells/well播種した．培養は 7日間行い，5日目に半量の培地を新

しい培地に交換した．  

 

4-2-2 Neuro-2a細胞の培養 

マウス神経芽細胞腫細胞株 Neuro-2a細胞は，10%ウシ胎仔血清（FBS），100 unit/mL

ペニシリン，100 mg/mLストレプトマイシン（Wako Pure Chemical）を含む高グルコー

ス含有ダルベッコ改変イーグル培地（D-MEM, Wako Pure Chemical）で，37℃，5% CO2

の条件で培養した．前継代から 48時間後に Trypsin/EDTAによって細胞を剥離し培地で

懸濁した後，60 mm dish（IWAKI/ASAHI TECHNO GLASS株式会社）に 5 × 105 cells

播種して継代を行った．神経細胞の分化誘導は，siRNA をトランスフェクションした

24時間後に 20 µMのレチノイン酸を添加した 2% FBS，100 unit/mLペニシリン，100 

mg/mL ストレプトマイシン含有 D-MEM 培地に交換することで行い，48 時間後に新し

い分化誘導培地に交換した．分化誘導は 72 時間行った．実験に用いる細胞は

poly-L-lysine コートした dish に播種した．共焦点顕微鏡での観察のための培養には，

poly-L-lysine コートしたカバーガラスを 4枚敷いた 60 mm dishを用いた． 

 

4-2-3 siRNA 及びプラスミドの細胞導入 

siRNAはエレクトロポレーションを用いて導入した．800 pmolの control-siRNAま

たは DGK!-siRNAを，4 mm cuvette，350 V，300 µF，∞Ωの条件で Gene Pulser XcellTM 

Electroporation System (Bio-Rad Laboratories) を用いてエレクトロポレーションした．60 

mm dishあたり 2 × 105 cells播種した． 
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Stealth RNAi duplexes (Invitrogen) は以下のものを使用した．DGK!-siRNA: 

5'-UACUCACAGAGACUGAGGUGCUCCA-3' ， 

5'-UGGAGCACCUCAGUCUCUGUGAGUA-3'; control-siRNA: 

5'-UGGCACCUCUGACUCUGUAGAGGUA-3' ，

5'-UAUCUUUGCAUCCAAGCCAAUGCCA-3'. 

 

4-2-4 ウェスタンブロット 

1-2-2に示した．Neuro-2a細胞は PBSで洗浄し，cOmplete, EDTA-free Protease Inhibitor 

Cocktail (Roche Diagnostic)，Phosphatase Inhibitor Cocktail 2（Sigma-Aldrich），Phosphatase 

Inhibitor Cocktail 3（Sigma-Aldrich）及び phenylmethylsulfonyl fluoride含有 lysis buffer（50 

mM HEPES (pH 7.2), 150 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1% Nonidet P-40, 1 mM dithiothreitol）を

用いて回収した．回収した細胞溶液を超音波破砕後，13,800 × g で 5 分遠心分離し，

上清を cell lysate とした．EGFP tag の検出には，抗 GFP 抗体（sc9996, Santa Cruz 

Biotechnology）を用いた． 

 

4-2-5 免疫染色 

細胞を PBS で洗浄し，3.7%ホルムアルデヒド／PBS で 5 分，遮光しながら固定し

た．0.1% TritonX-100/PBSを加え，5分間遮光放置した．次に，2% bovine serum albumin 

(BSA)/PBSで 30分間，室温，遮光でインキュベートした．一次抗体には抗"-III tubulin

抗体（T2200, Sigma-Aldrich）（1:800希釈）を，二次抗体には FITC標識抗 Rabbit IgG抗

体（sc2099, Santa Cruz Biotechnology）（1:400希釈）を用いて，それぞれ一時間，室温，

遮光状態でインキュベートした．その後，1 µg/mL 4', 6-diamidino-2-phenylindole 溶液

（DAPI, Sigma-Aldrich）で 15分間反応し，核を染色した．細胞の封入にはVECTASHIELD

（VECTOR Laboratories）を使用した．一次抗体及び二次抗体は 2% BSA/PBSで希釈し

た．各試薬または抗体の反応後は，カバーガラスを PBS で洗浄した．共焦点蛍光顕微

鏡は FV1000-D (Olympus) を用いた． 

初代培養では，各解剖でそれぞれの genotype あたり 2~6 匹の胎仔を用い，免疫染

色では各胎仔あたり 15~35 cells を観察した．Neuro-2a 細胞の免疫染色では，control 

siRNA または DGK! siRNA を導入した細胞のうち，細胞体が他の細胞体と接していな

い細胞を各実験で 250~650 cells観察した．細胞体から直接伸長している神経突起の中で，

初代培養細胞では細胞体の 2倍以上の長さの神経突起を，Neuro-2a細胞では細胞体の等

倍以上の長さの神経突起の本数をカウントした．なお，複数の神経突起が細胞体の同じ

部位から伸長しているものは 1本と数えた．
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4-3 結果 

4-3-1 脳特異的 DGK!欠損マウスの神経初代培養細胞の形態変化 
第 3 章に示した通り，Golgi-Cox 染色では，DGK!-KO マウス脳の神経細胞の形態

変化を定量的に解析することが出来なかった．DGK!はマウス脳では大脳皮質に最も強

く発現するため [25]，次に，DGK!-KOマウスから得た大脳皮質神経初代培養細胞の形

態を解析した．神経初代培養細胞は播種後 7 日間培養し，抗"-III tubulin 抗体を用いて

染色した（図 4-1A）．染色された神経突起のうち，1細胞あたりの細胞体の 2倍以上の

長さの細胞体から直接伸長する神経突起の数を測定した．図 4-1B に示すように，

DGK!-KOマウスから得た大脳皮質神経初代培養細胞は，長い神経突起が 2本以下の神

経細胞の割合はコントロール細胞と比べ有意な差はなかったものの，長い神経突起を 3

本以上持つ神経細胞の割合が有意に増加していた． 

 

4-3-2 DGK!ノックダウン Neuro-2a細胞の形態変化 
脳特異的 DGK!-KOマウスから得た大脳皮質神経初代培養細胞は，コントロールの

細胞に比べ長い神経突起を 3 本以上持つ神経細胞が増加する傾向があることがわかっ

た．そこで，次に siRNA を用いた DGK!ノックダウン時のマウス神経芽細胞腫由来

Neuro-2a細胞の神経突起の形態を解析した．Controlの siRNAまたは DGK!の siRNAを

エレクトロポレーション法で Neuro-2a細胞に導入し，24時間後に分化誘導培地に置換

した．エレクトロポレーションから 72時間後に培地替えし，分化誘導開始から 72時間

で細胞を回収した．DGK!の発現をウェスタンブロット法により検出したところ，DGK!

の発現が顕著に低下していることが確認された（control siRNAに比べ約 50%の発現量）

（図 4-2A）．図 4-2Bに示すように，DGK!ノックダウン細胞では，コントロールに比べ，

神経突起の本数が多い細胞が増加する傾向が認められた．定量したところ，神経突起を

3 本以上持つ神経細胞の割合が，コントロールと比較すると 2 倍以上増加しており，

DGK!欠損神経初代培養細胞と同じ傾向を示すことが確認された（図 4-2C）．  
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4-4 考察 

我々のグループは，ヒト胎児腎臓細胞 HEK293 細胞, ヒト子宮頸部癌細胞 HeLa 細

胞, マウス筋芽細胞 C2C12 細胞では，DGK!1 は平常状態では細胞質に発現し，高濃度

グルコース刺激により細胞膜へ移行することを明らかとしている [18]．また，DGK!2

は細胞内では顆粒状に発現するという予備的知見を得ている．しかしながら，現在まで

に DGK!の欠損が引き起こす神経細胞の形態変化については報告されていなかった．ま

た，神経細胞における DGK!の生理機能や動態についても明らかとなっていない．今回

の実験では，脳特異的 DGK!欠損マウスから得た大脳皮質神経初代培養細胞を用いるこ

とで，DGK!欠損細胞では長い神経突起を 3本以上持つ細胞の数がコントロールに比べ

増加することを明らかにした（図 4-1）．また，siRNAを用いて DGK!をノックダウンし

たマウス神経芽腫培養細胞株 Neuro-2a においても同様の結果が得られた（図 4-2）．こ

のことから，初代培養細胞と培養細胞株のどちらの神経細胞においても，DGK!の発現

低下は，神経突起の伸長を促進することが示された．我々は以前，DGK!は上皮系の細

胞において PKCを介して EGFRシグナルを正に制御しており，conventional DGK!欠損

マウスから得たケラチノサイト初代培養細胞では transforming growth factor-"刺激時の

EGFRシグナルが減弱化されることを明らかとしている [23]．DGK!の欠損は DGによ

って活性化される PKC の不活性化を促進し，上皮増殖シグナル伝達を抑制することが

わかっている [23]．通常，細胞の増殖と分化は同時には起こらず，両立しない．細胞

の増殖と分化のバランスは様々な要因によって協調的に制御されており，特に，神経細

胞においてはその協調機構は厳密に制御されている．これらのことから，DGK!発現低

下細胞では，増殖因子受容体シグナルが減弱化され細胞増殖が負に制御されることで，

細胞の増殖と分化のバランスに異常が生じ，神経細胞の分化が促進される可能性が推察

された．また，第 2章では脳特異的 DGK!欠損マウスが強迫性障害様の行動異常や新規

物体に対して過度に興味を示すことを示した（図 2-19A, B, -20）．脳特異的 DGK!-KO

マウスでは，脳神経細胞の分化が促進されて神経突起の本数が増加することにより，神

経のネットワーク形成が過剰になり，このような行動異常を示すことが推察された．ま

た，脳の神経細胞は，胎仔期に過剰な樹状突起を形成し，生後不要な樹状突起を除去し

残った樹状突起の枝分かれを増加させることで神経回路を形成する．DGK!発現低下細

胞はコントロールに比べ神経突起の本数が多かったことから，DGK!が樹状突起を除去

する因子を制御している可能性も考えられる．  
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第 5章 

DGK!欠損によって引き起こされる 

分子レベルでの変化 
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5-1 緒言 

第 2，3章より，DGK!は大脳皮質や海馬，小脳などの発現の強い部位において神経

突起の本数を負に制御すること，DGK!の発現低下は脳神経の過剰なネットワーク形成

を誘導し，強迫性障害様の行動を引き起こすことが示唆された．次に，DGK!が制御す

る神経突起伸長のメカニズムと，DGK!の脳における生理機能の分子レベルでの解明を

目的とした実験を行った. まず，脳特異的 DGK!欠損マウスの脳および DGK!ノックダ

ウン Neuro-2a 細胞における種々の脂質量を質量分析法と薄層クロマトグラフィーを用

いて解析した． 

次に，各種シグナル分子の発現量の変化をウェスタンブロットを用いて検出した．

Akt-glycogen synthase kinase (GSK) 3"シグナルは, 神経伸長や生存を制御しており，この

シグナル経路の異常は精神疾患を引き起こすことが明らかになっている．さらにDGK", 

#欠損マウスでは，リン酸化 Aktとリン酸化 GSK3"の発現が低下することで Akt-GSK3"

シグナリングが減弱化していることが報告されている [20, Isozaki, T., et al. 論文投稿

中]．そこで，DGK!の発現低下が引き起こす神経突起形成と Akt-GSK3"シグナルとの

関連を検討するために，DGK!発現低下時の Akt, GSK3"の発現量とそのリン酸化の程度

をウェスタンブロットで検出した．さらに，我々のグループは以前，DGK!は PKC活性

を制御していることを明らかとしているため，DGK!発現低下時の PKC発現量とそのリ

ン酸化量を調べた． 

DGK のアイソザイムは炎症やアポトーシスに関与する可能性が報告されている．

そこで，DGK!欠損時の抗アポトーシス蛋白質 Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large)，炎

症性サイトカイン TNF-$変換酵素 TACE (TNF-$ converting enzyme) の発現量の変化を

調べた．また，DGK!遺伝子は genome-wide association studyでアルツハイマー病と関与

する可能性が報告されていることから，アルツハイマー病のマーカー蛋白質の発現量を

検出した．さらに，様々な神経関連マーカーの抗体を用いて，DGK!発現低下時の神経

の異常を分子レベルで探索した．



 93 

5-2 試薬と実験手法 

5-2-1 質量分析 

マウス脳：マウス脳を摘出し，DI 水でホモジェナイズした．蛋白濃度測定後，蛋

白量 500 µgの組織ホモジェネートから Bligh-Dyer法により脂質を抽出し，我々が開発

した PA に特化した質量分析法 [66] により PA 分子種を調べた．18 週齢の脳特異的

DGK!-KO雄マウスを用い，コントロールとして同腹子の loxPマウスを解析した． 

Neuro-2a細胞：PBSで回収した細胞の総脂質を Bligh-Dyer法により抽出し，300 ng

の内部標準試料 (28:0-PA) を加えた．窒素乾固した後 75 µLのクロロホルム／メタノー

ル (2:1) に溶解し，各サンプル 10 µL中に含まれる PA分子種を液体クロマトグラフィ

ー質量分析で解析した．各 PA分子種は，内部標準試料 (28:0-PA) のピーク面積に対す

る相対値を，モリブデンブルー法から求めた各サンプル中のリン量で補正した値で示し

た．Neuro-2a細胞の質量分析解析は当教室の水野悟氏に依頼した． 

なお，PA 分子種は“2 本の脂肪酸炭素総数：不飽和結合総数”の表記で表した．

例えば 34:1は，2本の脂肪酸炭素総和数が 34かつ 1つの不飽和結合を持つ事を意味す

る． 

 

5-2-2 薄層クロマトグラフィー 

脂質は 5-1-1と同様にマウス脳（蛋白質 500 µg）から Bligh-Dyer法を用いて抽出し

た．抽出した脂質は適当量のクロロホルム／メタノール（2:1）に溶解し，Silica Gel 60 high 

performance thin layer chromatography plates (TLC, 10 × 20 cm, Merck) の下から約 2 cm

のところに 0.5 cm 幅でスポットした．TLC を用いた PA の分離のために，酢酸エチル

／2,2,4-トリメチルペンタン／酢酸／DI水（90:50:20:10, v/v）を混合し，30分間静置し

た後，水層のみ除去したものを展開溶媒として用いた．DG，トリアシルグリセロール，

コレステロールの分離では，ヘキサン／ジエチルエーテル／酢酸（75:25:1, v/v）を展開

溶媒として用いた．展開後，プレートを風乾させ，10%（w/v）硫酸銅溶液／8%リン酸

を噴霧し，180℃で脂質が検出されるまで加熱した．16 週齢の若年期または 65 週齢の

高齢期の雌のコントロール loxPマウスと脳特異的 DGK!欠損マウスの脳を用いた． 

 

5-2-3 ウェスタンブロット 

ウェスタンブロットの方法は 4-2-4に示した．抗リン酸化 Akt, GSK3"抗体を用いた

ウェスタンブロットでは，メンブレンのブロッキングに 5%スキムミルク／0.1% 

Tween20含有 tris-buffered saline（TBS: 10 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl (pH7.4)）（TBS-T），
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一次抗体の希釈に 5% BSA/TBS-T，二次抗体の希釈に 5%スキムミルク／TBS-Tを用い

た．一次抗体は 4℃で 16時間インキュベートした．メンブレンの洗浄には TBS-Tを用

い，ブロッキング後は 5分，一次抗体及び二次抗体のインキュベート後は 3分 × 5回

洗浄した． 

抗 Akt抗体（sc8312，Santa Cruz Biotechnology），抗リン酸化 Akt抗体（Ser473）（9271，

Cell Signaling Technology），抗 Glycogen synthase kinase (GSK) 3!抗体（sc9166, Santa Cruz 

Biotechnology），抗リン酸化 GSK3!抗体（Ser9）（93365, Cell Signaling Technology），抗

PKC"（610108, BD biosciences）, !#（sc8049, Santa Cruz Biotechnology）, !##（sc210, Santa 

Cruz Biotechnology）, $（610398, BD biosciences）, %（610086, BD biosciences）, &（sc211, 

Santa Cruz Biotechnology）, '（P20520, Transduction Laboratories）, µ（sc935, Santa Cruz 

Biotechnology）, (（P15120, Transduction Laboratories）, )（sc216, Santa Cruz Biotechnology）

抗体, 抗 pPKC"/!##（9375S, Cell Signaling Technology）, )/*（9378S, Cell Signaling 

Technology）, !##/ $（sc11760, Santa Cruz Biotechnology）抗体, 抗 B-cell lymphoma-extra 

large (Bcl-XL) 抗体（sc8392, Santa Cruz Biotechnology）, 抗 Tumor Necrosis Factor (TNF) ! 

converting enzyme (TACE) 抗体（sc13973, Santa Cruz Biotechnology）, 抗 amyloid precursor 

protein (APP) 抗体（MAB348, Millipore）, 抗 soluble NSF attachment proteins (SNAP) 25

抗体（sc7538, Santa Cruz Biotechnology）, 抗 myelin basic protein (MBP) 抗体（sc13914, 

Santa Cruz Biotechnology）, 抗 NeuN抗体（bs-1613R, Bioss）, 抗 Tau抗体（610672, BD 

biosciences），ペルオキシダーゼ結合抗 mouse IgG抗体（A90-116P, Bethyl Laboratories, Inc.）

を用いた．  
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5-3 結果 

5-3-1 DGK!欠損脳における脂質量の解析 
DGK!欠損による各種脂質量の変化を調べるために，16 週齢及び 65 週齢マウスの

全脳から抽出した脂質を，薄層クロマトグラフィーによって分離した．図 5-1A に示す

ように，若年期と高齢期のどちらの週齢の脳においても，DGK!欠損による PA 量の大

きな変化はみられなかった．また，図 5-1B に示すように，DG，トリアシルグリセロ

ール，コレステロールの量も，DGK!欠損による顕著な変化は検出されなかった．  

 
5-3-2 DGK!欠損脳における PA分子種の解析 
マウスの脳におけるDGK!のDG分子種選択性の解析のために，脳特異的DGK!-KO

マウス脳における PA 分子種量（DGK による DG のリン酸化物）を質量分析法により

解析した．しかしながら，コントロール loxPマウスと DGK!-KOマウスの全脳の PA分

子種を比較したところ，いずれの PA分子種においても顕著な減少または増加は見られ

なかった（図 5-2）．  

 

5-3-3 DGK!欠損脳における各種シグナル分子の変化 
4 章から，DGK!-KO マウスから得た神経初代培養細胞は神経突起形成に異常を示

すことがわかった．DGKのアイソザイム"欠損マウスは，リチウム感受性の行動異常を

引き起こすことが分かっており，DGK"-KO マウスの脳では，リン酸化 Akt（Ser473）

とリン酸化 GSK3"（Ser9）の発現が低下することで Akt-GSK3"シグナリングが減弱化

していること，さらに，大脳皮質のスパインの密度が減少することが報告されている 

[20]．Akt-GSK3"シグナルは, 神経伸長や生存を制御しており，このシグナル経路の異

常は精神疾患を引き起こす．またホスファチジルイノシトール 3-キナーゼは Akt-GSK3"

シグナルを直接的に制御している．以上のことから，DGK!の発現低下が引き起こす神

経突起形成が Akt-GSK3"のシグナルに関与する可能性を検討するために，脳特異的

DGK!欠損マウス脳の lysateの Akt，リン酸化 Akt（Ser473），GSK3"，リン酸化 GSK3"

（Ser9）の発現量をウェスタンブロッティングによって調べた．DGK!欠損マウス脳サ

ンプルのコントロールは，WT（cre –/– loxP –/–），loxP（cre –/– loxP +/+），cre（cre +/– loxP 

–/–）マウスの脳サンプルとした．図 5-3に示すように，脳の全ての部位において DGK!

欠損によって total Aktの発現量は変化していなかった．また，リン酸化 Akt（Ser473）

の量も DGK!の欠損によってほとんど変化しておらず，顕著な差はみられなかった（図

5-3）．次に，マウス脳の GSK3"の発現を検出した．Total Aktと同様に，total GSK3"の 
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発現量は DGK!の欠損によって大きく変化しなかった．また，リン酸化 GSK3"（Ser9）

の量は，コントロールであるWT，loxP，creマウスでのばらつきが大きく，DGK!欠損

脳でのリン酸化 GSK3"量と比較することが難しいことがわかった（図 5-3）．そのため，

脳内では GSK3"（Ser9）のリン酸化への DGK!の関与については解明することが出来な

かった． 

我々のグループは以前，DGK!は PKC活性を制御していることを明らかとしている 

[23]．そこで，脳特異的 DGK!欠損マウスの脳の PKC#, "I, "II, !, $, %, &, µ, ', (の発現量

をコントロール loxP マウスと比較した．図 5-4 に示すように，DGK!欠損マウス脳の

PKC#, "I, "II, !, $, %, ', (の発現量は，コントロールと比較したところ有意な差は観察さ

れなかった．PKCµは，DGK!欠損時に loxP マウスと比べ，大脳皮質，小脳，海馬で増

加していたが，同様の傾向がコントロールである WT と cre を比較した際の，cre マウ

スの脳でも認められた（data not shown）．このことから，DGK!欠損時の PKCµの増加は，

cre遺伝子の影響を受けている可能性があり，DGK!との関与は検討出来なかった．PKC &

はマウス脳では検出されなかった．次に，リン酸化 PKC#/", (/), "II/!の量（活性化の程

度を示す）を調べた．リン酸化 PKCは，DGK!欠損時に大脳皮質と小脳において量が増

加しているようにみられたが（図 5-4），コントロール creマウスにおける発現量もWT

と比較すると同様に増加していたため，DGK!欠損による影響は顕著ではないと考えら

れた． 

DGK はアイソザイムごとに異なる生理機能を持つことが近年明らかとなっており，

それぞれ炎症やアポトーシスに関与する可能性が報告されている．そこで，DGK!欠損

脳における，抗アポトーシス蛋白質 Bcl-XL 及び炎症性サイトカイン TNF#変換酵素

TACEの発現量の変化を調べた．また，DGK!遺伝子は genome-wide association studyで

アルツハイマー病と関与する可能性が報告されており，更に神経突起の伸長異常はアル

ツハイマー病で多くみられることから，アルツハイマー病のマーカー蛋白質である APP

の発現量も調べた．その結果，Bcl-XLと APP の発現量は DGK!の欠損によって大きく

変化しないことがわかった（図 5-5A, B）．TACEの発現量は嗅球と海馬で増加していた

が，"-actin の発現量と比較したところ，この増加は"-actin 量とほぼパラレルであった

ため，TACEの発現量も DGK!の欠損によって変化しないと考えられる（図 5-5A）． 

次に，種々の神経関連マーカーの抗体を用いて，DGK!欠損時の神経の異常を探索

した．ミエリンマーカーである MBP，シナプスで神経伝達物質放出に中心的な役割を

持つ SNAP25，成熟神経核マーカーである NeuN，微小管結合蛋白質である Tau の

DGK!-KO のマウス脳における発現量をウェスタンブロットで調べた．Tau は中枢神経

細胞に多量に存在し，軸索の輸送機能を調節しており，この Tau蛋白質の異常により， 
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認知症などを引き起こすことが報告されている．しかしながら，MBP, SNAP25, NeuN, 

Tauの発現量は DGK!欠損ではほとんど変化しないことがわかった（図 5-6）． 

 

5-3-4 DGK!ノックダウン Neuro-2a細胞における PA分子種量の変化 
5-3-2 に示したように，マウス脳を用いて PA 分子種量の変化を検出することは困

難であった．そのため，次に，siRNA を用いて DGK!の発現を低下させた Neuro-2a 細

胞の PA 分子種の解析を行った．その結果，図 5-7 に示すように，DGK!発現低下細胞

では，コントロールに比べ 30:0-と 32:0-PA 分子種の量が有意に増加することがわかっ

た． 

 

5-3-5 DGK!ノックダウン Neuro-2a細胞における各種シグナル分子の
変化 

マウス脳では，DGK!欠損による Akt-GSK3"シグナル経路への影響を検出すること

が出来なかった．そこで，siRNA 導入によって DGK!の発現を低下させた Neuro-2a 細

胞の Akt，リン酸化 Akt（Ser473），GSK3"，リン酸化 GSK3"（Ser9）の発現量をウェス

タンブロッティングによって調べた．Neuro-2a 細胞に siRNA を導入したところ，顕著

に DGK!の発現が低下したことが確認された（図 5-8）．DGK!ノックダウン Neuro-2a細

胞においても，total Aktの発現量及びそのリン酸化量はほとんど変化しておらず，DGK!

欠損マウス脳と同様の結果が得られた（図 5-8）．また，total GSK3"とリン酸化 GSK3"

（Ser9）の発現量も DGK!の発現低下によって変化しなかった（図 5-8）．以上のことか

ら，DGK!が Akt-GSK3"シグナル経路へ関与する可能性は低いと考えられる． 
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5-4 考察 

DGK!はマウス筋芽細胞 C2C12細胞において，グルコース刺激時にホスファチジル

コリン特異的ホスホリパーゼC由来のパルミチン酸含有DG分子種を選択的代謝するこ

とが明らかとなっている [67]．しかしながら今回 DGK!欠損マウス全脳の PA分子種を

質量分析法で解析したところ，マウス脳における DGK!欠損による PA分子種の量変化

はみられなかった（図 5-2）．また，薄層クロマトグラフィーによる DGK!欠損マウス脳

の脂質の分離でも，PA量の変化はみられなかった（図 5-1A）．PAは DGK以外の経路

からも様々な経路から合成されている．また，脳では DGK!が発現していない細胞が多

くあると考えられる．そのため，マウス脳においては DGK!が産生する PA量が，他の

経路によって産生される PA 及び DGK!が発現していない細胞の PA 量に比べ相対的に

微量であったために，PA分子種の変化が検出されなかった可能性が推察された．また，

DGK!が欠損し特定の DG 分子種が蓄積する場合には，他の DGK のアイソザイムによ

ってその DG分子種が代謝されることも考えられる． 

図 4-1, -2 より，DGK!発現低下により神経突起の本数が増加することがわかった．

Akt-GSK3"シグナルは神経伸長を制御することがわかっており，また，DGK"の欠損マ

ウスでは Akt-GSK3"シグナルが減弱化していることが分かっている．そのため，DGK!

欠損による神経突起形成の異常がこのシグナル経路に関与することを仮定し，DGK!欠

損マウスの脳におけるリン酸化 Akt, リン酸化 GSK3"の量を解析した．しかしながら，

リン酸化 Akt量の変化は検出することが出来なかった（図 5-3）． 

DGK!は，上皮系の細胞において PKCシグナルを介して EGFRを正に制御している

が [23]，DGK!欠損マウスの脳では PKC，リン酸化 PKC の発現量の変化は検出されな

かった（図 5-4）．このことから，DGK!の神経細胞における機能は，上皮系の細胞とは

異なった機構で制御されている可能性が推察された．また，DGK!欠損マウス脳におい

て Bcl-XL，APP，TACEの発現量の変化は検出されなかったため（図 5-5A, B），DGK!

が炎症，アポトーシス，アルツハイマー病に関与する可能性は低いと考えられる．さら

に，MBP, SNAP25, NeuN, Tauの発現量においても有意な差は検出されなかった（図 5-6）． 

DGK!の欠損によるこれらのシグナル分子への影響は，マウス脳においては他の経路や

細胞の影響と比べて相対的に微量であったために検出出来なかった可能性がある． 

上述の様に，DGK!が発現している神経細胞以外の細胞の影響によって，脳の神経

細胞内の DGK!欠損による微量なシグナル分子の変化を観察することが困難となった

可能性が考えられたため，siRNA を用いて DGK!の発現を低下させた Neuro-2a 細胞で

の脂質量の変化と Akt-GSK3"経路への影響を解析した．DGK!発現低下 Neuro-2a細胞で
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は，マウス脳と同様に DGK!欠損による Akt，GSK3"発現量及びそのリン酸化量の変化

は認められなかった（図 5-8）．このことから，DGK!は Akt-GSK3"シグナル伝達系以外

の経路を介して神経突起の形成を制御していると考えられる．図 5-7 に示すように，

DGK!発現低下 Neuro-2a 細胞では，30:0-，32:0-PA 分子種が control-siRNA を導入した

Neuro-2a細胞に比べ有意に増加していた．PA の増加は神経突起伸長を著しく促進する

ことがわかっている [68]．そのため，DGK!の発現低下によって生じる神経突起の本数

の増加（図 4-1, -2）は，PA量の増加によって引き起こされる可能性が考えられた．ま

た，DGK#ノックダウン Neuro-2a細胞では 30:0-，32:0-PA分子種量が減少しており，神

経突起の伸長が抑制されることが明らかとなっている（Mizuno, S., et al. unpublished 

work）．DGK!の発現低下が，DGK#の発現を促進／活性化することで（もしくは DGK#

を介さずに），30:0-，32:0-PA 分子種の増加を引き起こし，神経突起の本数を増加させ

る可能性が推察された．DGK は DG を代謝し PA を産生するにもかかわらず，我々の

実験では，DGK!の発現低下によって Neuro-2a細胞では PA分子種が増加するという意

外な結果が得られた（図 5-7）．DGK の脂質代謝に関するこのような事実は未だ報告さ

れたことが無く，DGK!が神経細胞においてユニークな機能を担っていることを示唆し

ている．今後は DGを含む関連脂質量のより詳細な解析を行い，そのメカニズムの解明

を行う． 
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してご指導頂きました．長年学生生活を暖かく見守って下さいました本学化学科の先生

方に心より感謝すると共に，辛抱強く指導し研究生活を支えて下さった堺弘道博士や本

研究を支援して下さった高戸珠恵氏をはじめとする研究室の皆さま方に厚く御礼申し

上げます． 

 


