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緒緒  言言  

 
ドコサヘキサエン酸（DHA、22:6（X：Y＝炭素数：二重結合数）、ω-3）の摂取は不安やうつ、認知症に効果がある

ことが報告されている。しかし、その効果は長年、膜流動性亢進や抗酸化作用を介すると説明されてきた。これらは間

接的・物理化学的・非特異的なものばかりであり、万人が納得できるものではなかった。 
ジアシルグリセロール（DG）キナーゼ（DGK）は DG をリン酸化してホスファチジン酸（PA）を産生する酵素で

ある。DGK のδアイソザイム（DGKδ）はマウスにおいて神経ネットワーク形成が盛んな生後1～4 週齢の間の脳で

発現が顕著に上昇する。最近、脳特異的なDGKδ-ノックアウト（KO）マウスを作製し、脳におけるDGKδの機能を

個体レベルで、世界に先駆けて解析した［1］。種々の行動解析の結果、強迫性障害（OCD）様行動（統合失調症にも類

似）が顕著に増大することが明らかになった［1］。更に、OCD治療薬 fluoxetine（セロトニントランスポーター（SERT）
阻害剤）を投与したところ、上記のDGKδ-KOマウスの強迫性障害様行動が顕著に抑制された［1］。そして、一連の

研究により、DGKδが、SERTと相互作用してSERT蛋白質の減少（不安定化）を誘導し［2］、且つ、セロトニン量

を増大させ［2］、また、そのSERTの不安定化はPraja-1 E3ユビキチン（Ub）蛋白質リガーゼを介するUb化による

ものであることを明らかにした［3］。更に、転写制御によるセロトニンの合成酵素トリプトファンヒドロキシラーゼ

（TPH）-2の発現量の増加とセロトニン代謝分解酵素モノアミンオキシダーゼ（MAO）-Aの発現量の減少を連動して

制御していることを見出した［2］。 
PA分子種は脳内に50種以上存在するが、我々は最近、DGKδが選択的にDHA含有PA（18:0/22:6-PA）を産生し、

18:0/22:6-PAはPraja-1に特異的に結合して活性化することを明らかにした［4］。従って、DGKδ–18:0/22:6-PA系は

セロトニン神経系制御系の中心的因子として機能し、本系において極めて重要な役割を果たすことが初めて明らかにな

った。 
SERTの過剰な活性・量や、セロトニン量の異常が関与する精神疾患・障害として、OCD、うつ病、アルツハイマー

型認知症、統合失調症等がある。従って、DGKδ–18:0/22:6-PA系によるSERT及びそれと連動する系の動態制御を分

子レベルで知ることは、これらの精神疾患・障害の発症の分子機構解明や治療戦略立案へ向けての有用な知見となる可

能性が出てきた。他方、上述の様に、長年 DHA（22:6）の摂取が不安やうつ、認知症に効果があるとされているが、

そのメカニズムは未だハッキリしていない。我々の今回の発見で［1～4］、その効果が DHA そのもの（間接的・物理

化学的・非特異的な作用）ではなく、DHAを取り込んだPA（18:0/22:6-PA）を介した直接的・生物学的・特異的な作

用であることが強く示唆された。しかし、DGKδ–18:0/22:6-PA系による脳神経系（セロトニン神経系）制御の分子メ

カニズムの詳細は未だ明らかではないことも多い。そこで、DGKδ–18:0/22:6-PA系によるSERT量制御の分子機構、

及び、それと連動する系を明らかにすることを試みた。 
 

方方  法法  

 
11．．蛋蛋白白質質--脂脂質質相相互互作作用用解解析析  
以前に報告したリポソーム沈降法［4］を用いて行った。ホスファチジルコリン（PC、中性リン脂質コントロール）、

上原記念生命科学財団研究報告集, 36 (2022)
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ホスファチジルグリセロール（18:0/22:6-PG、 酸性リン脂質コントロール）、または、18:0/22:6-PA含有リポソームを

凍結融解法によって作製した。各種蛋白質を発現したCOS-7細胞破砕物溶液をPC、18:0/22:6-PG、18:0/22:6-PA含有

の各リポソームとインキュベートし、その後、超遠心分離により、リポソームを沈降させた。沈降物を再懸濁し、上清

画分（S）と沈降画分（P）に含まれる蛋白質を SDS-PAGE により分子量毎に分離し、抗FLAG 抗体を用いたウエス

タンブロット法によって検出した。結合強度をバンドの強度からP÷（S＋P）×100によって求め、各結合強度を比較

した。 
22．．蛋蛋白白質質‐‐蛋蛋白白質質相相互互作作用用のの解解析析  
以前に報告した免疫沈降法［3］を用いて行った。COS-7細胞に3×FLAG-tagを融合した蛋白質とEGFP-tagを融

合した蛋白質を共発現させた。次に、細胞を回収して超音波破砕を行い、その上清に抗GFP抗体とprotein A/G protein
を添加し、EGFP-tag 融合タンパク質を沈降させ、沈降物中のタンパク質をウェスタンブロッティング法（抗GFP 抗

体、および、抗3×FLAG-tag抗体）で検出および定量した。 
33．．DD44--pphhoosspphhaattaassee活活性性のの測測定定  
生成された遊離リン酸をマラカイトグリーンホスファターゼアッセイを使用して測定した［5］。 
 

結結  果果  

 
11．． PPrraajjaa--11のの1188::00//2222::66--PPAA結結合合部部位位のの同同定定  

SERTのE3 Ub蛋白質リガーゼPraja-1は、18:0/22:6-PA と相互作用して活性化されることを報告している［4］。
そこで、Praja-1 の 18:0/22:6-PA 相互作用領域を同定することを試みた。N 末領域（NN）、中間領域（NC）とC 末

領域（C）の 3 つの領域に分け（要旨図参照）、18:0/22:6-PA との結合を測定した。その結果、N 末領域（NN）を介

して相互作用することが明らかになった（図1）（要旨図参照）。更に、NN中の幾つかの塩基性アミノ酸残基に点変異

を導入して解析したところ、Lys144が結合に重要であることが明らかになった（要旨図参照）。  

 
図1．Praja-1はN 末領域（NN）を介して18:0/22:6-PA と相互作用する 

Praja-1のN 末領域（NN）は18:0/22:6-PA と強く結合するが、コントロールの

ホスファチジルコリン（PC、脂肪酸は混合物）や18:0/22:6-ホスファチジルグリ

セロールとは弱くしか結合しなかった。平均±標準偏差（n＝3）、 統計処理法：

ANOVA-Tukey、*** P＜0.005、** P＜0.01。 
  

22．． PPrraajjaa--11ととDDGGKKδδのの結結合合領領域域のの同同定定  
既に我々は、Praja-1 が 18:0/22:6-PA 産生酵素 DGKδと相互作用することを報告している［4］。N 末領域（NN）

と中間領域（NC）を合わせた領域（N）とC末領域（C）の2つの領域に分け（要旨図参照）、DGKδとの結合を測定

した。その結果、Praja-1はそのC末領域（C）を介してDGKδと結合することが分かった（図2）（要旨図参照）。ま

た、DGKδを様々な領域に分けた変異体を作製してPraja-1-Cとの結合を測定した。その結果、DGKδは主にN末側

の触媒領域（C4-a）を介してPraja-1と結合することが分かった（要旨図参照）。 
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図2．Praja-1はC 末領域（C）を介してDGKδと相互作用する 

Praja-1 の全長とC 末領域（C）はDGKδと強く結合するが、N 末領域（NN）

と中間領域（NC）を合わせた領域（N）と殆ど結合しなかった。平均±標準偏差

（n＝3）、統計処理法：ANOVA-Tukey、*** P＜0.005、** P＜0.01。 
 

33．． 1188::00//2222::66--PPAA  ののSSyynnaappttoojjaanniinn--11（（SSYYNNJJ11））ととのの結結合合ととそそのの活活性性制制御御［［55］］  
マウス脳を用いて 18:0/22:6-PA に対する結合タンパク質をスクリーニングしたところ、パーキンソン病関連蛋白質

の一つである SYNJ1 を同定した。SYNJ1 は phosphatidylinositol 4、5-bisphosphate（PI(4,5)P2）の inositol 環の

D4-/D5-phosphataseであり、神経終末のclathrin依存性シナプス小胞輸送・リサイクリングを促進する（要旨図参照）。

リポソーム沈降法により SYNJ1 の脂質結合能を検証した結果、SYNJ1 は調べたリン脂質のうち PA のみに強く結合

した。更に、PA分子種の中でも18:0/20:4-PAおよび18:0/22:6-PAなどの多価不飽和脂肪酸含有PAと選択的に強く結

合し、一方、16:0/16:0-PA、16:0/18:1-PA、18:1/18:1-PA、18:0/18:0-PAなどの飽和脂肪酸/一価不飽和脂肪酸含有PAと

は結合しなかった。更に、18:0/22:6-PA は、N 末端に位置し D4-phosphatase 活性を有する SAC1 ドメインを介して

SYNJ1 に結合した。また、18:0/22:6-PA は SYNJ1 の SAC1 ドメインに結合することで SAC1 ドメインの D4-
phosphatase活性を選択的に亢進し（図3）、一方、D5-phosphatase活性に影響しなかった。 

 

図3．18:0/22:6-PAはSYNJ1のD4-phosphatase活性を亢進する 
16:0/16:0-PA、16:0/16:0-ホスファチジルセリン（PS）、18:1/18:1-PS、18:1/18:1/18:1/18:1-カル

ジオリピン（CL）、18:0/20:4-PIまたは18:0/22:6-PA-リポソームの存在または非存在下において

PI(4)Pと転倒混和したSYNJ1を発現するCOS-7細胞溶解物から生成された遊離リン酸を測定

した。平均±標準偏差（n＝3）、統計処理法：ANOVA-Tukey、*** P＜0.005、* P＜0.05。 
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44．． 1188::00//2222::66--PPAA  のの ccllaatthhrriinn  ccooaatt  aasssseemmbbllyy  pprrootteeiinn  AAPP118800ととのの結結合合ととそそのの機機能能制制御御［［66］］  
Clathrin coat assembly protein AP180は神経終末の clathrin依存性エンドサイトーシス・小胞輸送・リサイクリン

グを促進する（要旨図参照）。AP180は調べたリン脂質の中で18:0/22:6-PAとPI(4,5)P2にのみ強く結合し、両者に対

する親和性は同程度であった。更に、18:0/22:6-PA とAP180 との結合領域を検証したところ、N 末端領域（1～289）
の lysine-rich motif（K38-K39-K40）が結合に不可欠であることが分かり、PI(4,5)P2と共通の結合領域を有すること

を明らかにした。興味深いことに、18:0/22:6-PAは、AP180と clathrinの相互作用を大幅に減衰させたが、PI(4,5)P2
はそのような効果を示さなかった（図 4）。また、lysine-rich motif の Lys38、Lys39、Lys40 を Glu に変えた変異体

AP180-KE では 18:0/22:6-PA の clathrin との相互作用阻害効果はなかった。更に、DGKδは細胞内で clathrin や初

期エンドソームマーカーと強く共局在していた。 
 

 
 

図4．18:0/22:6-PAはAP180と clathrinの相互作用を阻害する 
16:0/18:1-PC、18:0/22:6-PA、または、16:0/16:0-PI(4,5)P2-リポソームの存在下または非

存在下においてAP180と clathrin heavy chain（CH）の相互作用を測定した．AP180-
KE（K38E-K39E-K40E）でも同様に測定した。平均±標準偏差（n＝3）、統計処理法：

ANOVA-Tukey、*** P＜0.005、** P＜0.01。 
 

考考  察察  

 
今回の研究によって、DGKδ–18:0/22:6-PA系によるPraja-1 E3 Ub蛋白質リガーゼを介したSERT量制御の機構

の分子レベルでの理解が一歩進んだ。更に、SERT量制御と連動する系として、DGKδ–18:0/22:6-PA系がSYNJ1と

AP180 の活性を制御する可能性が示された。これらの制御によって、シナプス小胞のリサイクリングが促進され、セ

ロトニンのシナプス間隙への分泌が亢進することが予想される。従って、DGKδ–18:0/22:6-PA 系は SERT 量の減少

［2～4］、セロトニン量の増加（セロトニン産生酵素TPH-2の発現量増加とセロトニン代謝分解酵素MAO-Aの減少）

［2］、シナプス小胞のリサイクリングの促進（セロトニンのシナプス間隙への分泌亢進）を連動させて、セロトニン神

経系の活性を亢進していると考えられた。 
今後、更に研究を進めることで、これまで脳神経系の鍵因子として全く知られていなかった DGKδ・18:0/22:6-PA

系を起点とした、DHA の栄養学的価値の再評価や、DHA によるセロトニン神経系制御に関する別視点の新奇知見を

得ることができると考える。また、 DHA-PA、又は、DGKδ蛋白質量の増加による脳機能亢進法の開発も目指し、上

記の脳機能の障害・精神的疾患の治癒や予防の可能性も探って行きたい。現代社会はストレス社会で、不安やうつ病・
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うつ傾向を示す働き盛りの人々が増える一方であることが大変大きな問題となっている。また、超高齢化社会を迎え、

高齢者のアルツハイマー病やそれに伴う認知症の増加も大変大きな問題となっている。従って、DHA-PA がセロトニ

ン神経系機能を高めることでこれらを予防することができれば、ストレス社会及び超高齢化社会に有用性が極めて高い

ものとなるに考えられる。 
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