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　神経な どの 細胞機能 は、細胞内情報伝達 に お け る

多種類 の シ グ ナ ル 分子 か ら構成 さ れ る複数 の シ グ ナ

ル 経路 が お 互 い に ク ロ ス トークする こ と に よ っ て 、
巧妙 に 調節 さ れ て い る。こ れ ま で に 多 くの シ グ ナ ル

経路 の 存在が報告され て きたが 、そ れ ぞ れ の シ グ ナ

ル が 「何時」、「何処 で」伝達さ れ る か、あ る い は ク

ロ ス トーク す る か とい っ た 時 間 的 ・空間的 な解析は

十分 に は行 われ て い な い c，我 々 は、情報伝達分子の

中で 特 に リ ン 酸化酵素に焦点をあて 、情報伝達ネ ッ

トワーク の イ メ ージ ン グ解析 を行 っ て き た。そ の 結

果、類似 した酵素学 的特性 をもつ 分子で あ っ て も、
刺激 に対す る応答は、時間経過、局在の 点に お い て、
明 らか に 異 なる こ とが 示 さ れ た。た と えば、プ ロ テ

イ ン キナ
ーゼ C （PKC ）の 構造上類似 し た サ ブ タ

イプは、サ ブ タ イプ に よ り刺激 に応 じて移動する細
胞内部位 ・時間経過 は 異 な っ て お り、さ ら に 同一

の

分子 で あ っ て も、刺激 に 応 じて 異な る部位 へ 移動す

る こ とが示 され た。こ れ らの結果か ら、PKC をは

じめ とす る情報伝達因子 は、同
一

の 分 子 で あ っ て も、
上流か らの 刺激 に応 じて、時間的 ・空間的 に異な る

応答 を示 し、異 なる シ グ ナ ル を下 流 に伝達 し、異な

る 細胞応答 を導 く機能 （タ ーゲ テ ィ ン グ 機能） を 持

つ と推測され る 。

　本 ワーク シ ョ ッ プで は、培養細胞 に お け る PKC
タ ーゲ テ ィ ン グ が 、サ ブ タ イ プ特 異的、刺激特異 的

で あ り、か つ タ
ー

ゲ テ ィ ン グ の 違 い に よ り異な る細

胞応答を引 き起 こ す こ とを報告する。さ らに、脳部
位特異的 に PKC −GFP を発現す る トラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク

マ ウ ス を用 い た組織 レ ベ ル の イメ ージ ン グ に よ っ て

明 らか に な っ たPKC ターゲ テ ィ ン グ に つ い て も最近

の 成果を紹介す 急 ，また、PKC の 活性制御 を行 う

と 考え られ て い るジ ア シ ル グ リ セ ロ ール キ ナ ーゼ

（DGK ） との 分子相 関 に つ い て、時間的 ・空間的な

観点から得 られた 結果を報告す る 予 定 で あ る。

　粒子状異物 の 細胞内へ の 貪食 （phagocytosis ）は，
細胞表層で の 膜と ア ク チ ン細胞骨格 の 動 きに よ っ て

引 き起こ され る 局所的細胞運動 で あ る 、， こ の 過程 に

は，ア クチ ン 線維 の 重 合，脱重 合，架橋，再配列，収縮運

動に働 く多くの ア ク チ ン 結合蛋 白質お よ び ミ オ シ ン

が 関与して お り，こ れ ら は複雑 な シ グナリ ン グ経路 に

よ り時 間空 間的制御 を受 けて い る と考え られ る 。こ

の ワ
ーク シ ョ ッ プ で は，蛍光バ イオ イ メ

ージ ン グ に よ

る マ ク ロ フ ァ
ージ貪食過程 の ア クチ ン細胞骨格機能

と脂質 シ グ ナ リ ン グ に つ い て の 所見 を紹介す る 。

1GFP −actin で 　 た ha　 oc 　tlc　cu 　 s　 ueezin

　IgGオ プ ソ ニ ン 化赤血 球 （lgCrE ）を貪食中 の マ ク

ロ フ ァ
ージ を 走 査 電顕 で 観察す る と，正 常 な い し

PI3kinase阻害マ ク ロ フ ァ
ージで は phagocytic　cup は

IgG−E表面 に 密着 して お りIgG−E を締 め 付 けて い るよ

うに 見 え る、、しか し，MLCK 阻害剤 （ML −7）に よ り

myosin 　H を 阻害した と きの phagocytic　cup はlgG−E 表

面 に 沿 っ て お らず．開い た 状態にな っ て い た ，， GFP−
actin 発 現 細胞 の video 　microscopy に お い て も，正 常の

貪食過程で は，phagocytic　cup を取 り巻 くF−actin の 帯

が lgG−Eを 締 め 上 げ る動 きが観察された 。 この 締 め L
げ はML −7で 阻害 さ れ，　PI3kinase阻害剤 で は 影響 を受

け な い こ とか ら，PI3kinase非依存性の myosin 　rlに よ

るphagocytic　cup 　squeezing と考え られた 。

2 　 シ グ リ ン グ の ロ 　 と 、 空

　膜脂質性 の phosphoinositide シ グ ナ ル 分子 で あ る

PIP2，　 PIP3は，膜輸送，ア クチ ン細胞骨格 の 制御 をお

こ な うこ と が知られ て い る。我 々 は，PIP2 ，　 PIP3 に

そ れ ぞ れ 選択 的に 結合す る phospholipase 　 C と

BrutonFs　tyrosine　kinaseの pleckstrin　homology （PH ）

domain−yellow　f【uorescein 　 protein （YFP ）融合 キ メ

ラ をマ ク ロ フ ァ
ージ に発現 さ せ，貪食過程 で の PIP2 ，

PIP3 シ グ ナ ル 動態解析 を お こ な っ た 。
　 PIP2 は

phagocytic　 cup 形 成時 に 偽 足 の 細胞膜 で 局所的 に 高

濃度に な りtphagosome と し て 細胞内に取 り込まれ る

とた ちまち減少，消失す る 。 PIP3は，　PIP2よ り少 し遅

れ て phagocytic　cup に増加し，　phagosome に 取 り込 ま

れ た後 しば ら くして 減少 して い っ た、，この こ とか ら，
PIP2が ア ク チ ン 結合蛋白質を制御す る こ と に よ り偽

足 の 伸 展．phagocytic　cup 形 成 を も た ら し，　PIP2 が

PI3kinaseに よ りリ ン 酸化さ れ て 生 じ たPIP3 が そ の 後
の 過程を制御し て い る こ とが推測 さ れ る 。
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