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【目的 】 プ ロ テ イ ン キ ナ ーゼ C （PKC ）は ジ ア シ ル グ リセ ロ ー

ル （DAG ）に よ っ て 活 性 化 され、種 々 の 細 胞 応 答 を 担 う こ と

が 知 られ て い る。我 々 は 脂 質で あ る DAG の 酸化物 （DAG −

0（O）H）が 未酸化 の DAG よ り も強 力 な PKC 活性 化作用 を有

す る こ とや 、DAG −0 （0）H を神経細胞 に 添加 した場 合、情報

伝達系 の 異常 を 介 し た 細胞傷害 が誘導 され る こ とを 報 告 し

た。しか し、生体 で 実際 に DAG −0（0 ）H が 産 生 さ れ、な お

か つ PKC を強 く活性化 させ て い る こ と を示す知見は 未 だ 無

い 。そ こ で 本研究 で は 四塩化炭素 （CC ！4）投与 に よ り酸化ス

ト レ ス が 亢進 した ラ ッ ト肝臓 に お け る DAG −0 （0）H 量 の 変

動 と下 流 PKC 経路の 活性 化を 免疫組織化学的手法に よ っ て

検 刮 した。

【方 法 】 ウ イ ス タ ー系 ラ ッ ト を 用 い CCI4 を 投 与後経時的 に

肝 臓 を 採 取 し た 。脂 質過 酸化 の 指漂で あ る ヒ ド ロ キ シ ノ ネ

ナ
ール （HNE ）の 蓄積 を 免疫組織化学に よ り検討 し、肝臓 中

DAG −0（0）H 量 を HPLC に よ り測 定 した。さ らに PKC の 細

胞内局在 と NF −KB の リン 酸化を 検討す る た め に 抗 リ ン 酸化

抗体 を用 い た 免疫組織化学 を 行 い 、さ ら に 炎 症性 サ イ ト カ

イ ン で あ る TNF 一
α 、　IL−1βの 発 現 を解 析 し た 。

【結果
・
考察】CCI4 投 与 に よ り肝 小 葉中心 部特異的に 脂質

過 酸 化 が 亢 進 し、肝 臓 中 DAG −0 （0 ）H 量 が 有意 に 増加 した 。

また、PKC の 細 胞 膜 移 行 と、　 NF −KB の リ ン 酸化が 脂質過酸

化 と同 様 に 小葉中心 静脈周 囲 で 観察 さ れ、さ ら に TNF 一
α 、

［L −1β発現 が 上 昇 した。以 上 の こ と か ら、CCt4 刺激 に よ っ

て肝 小葉中心 部位 で 進行す る脂質過酸化 の 過程 で 生 じ る と

考 え られ る DAG ・0 （0）H は、　PKC −NF −KB シ グ ナ ル の 起点 と

して 炎 症性 サ イ ト カ イ ン の 発現を ヒ昇 さ せ 、肝細胞傷害 を

促す 可 能性 が 示 唆 され た。

　脂肪滴 （LD ）は 中 性 脂 質 の コ ア と リ ン 脂質
一

重膜か ら成

る。脂肪滴 に 局在す る 分 子 の うち、ADRP な ど
一

部 は ユ ビ

キ チ ン ープ ロ テ ア ソ
ーム 分解を 受 け る 事が 示 唆 さ れ て い る。

一
方肝細胞で は 脂肪滴 に 蓄 え られ て い た 脂 質成 分 が ER 内

腔 に 供給 され、ApoB と 結合 し て VLDL 合 成 が 行 わ れ る。

肝癌 由 来細胞株 Huh7 で は ApoB を含 む ER の 亜 領域 が LD

に 融 合 した 構造 （ApoB −crescent ）が プ ロ テ ア ソ
ーム 阻害、

DHA 処 理 な どに よ り増加 す る。プ ロ テ ア ソ
ーム 阻 害 時 に は

同構造 内 の ApoB が ユ ビ キ チ ン 化 さ れ、プ ロ テ ア ソ
ーム 分

解 系 の 標 的 とな る 事 が 示 唆 され た。

　脂肪 滴周 囲 で 起 こ る ApoB 分 解 の 分 子機構を 明 ら か に す

る た め 、Huh7 か ら 生化学的 に 精製 した 脂肪滴画分 を 材料

と し て、質量 分析法 に よ る 蛋白質 の 網羅的検索を行 っ た と

こ ろ、複数 の ユ ビ キ チ ン 化 関 連分 子 候補 が 同 定 され た。こ

れ ら の うち の
一

部の 分子 の 発現 を RNAi に よ り抑制す る と、

細胞内 ApoB 量及 び細胞 外 へ 分 泌 さ れ る ApoB 量 が 変動 し

た。ま た 脂肪滴画分 を 可溶化 し、免疫 沈降法 で 解析 す る と

一
部の 分子 が ApoB と共沈 し た 。 現 在個 々 の ユ ビ キ チ ン 化

関連分 子 に つ い て RNAi を 用 い た 発 現 抑 制 を 行 い 、　 ApoB ．

crescent 形 成、　 ApoB の ユ ビ キ チ ン 化、　 ApoB 分 解、並 び に

他 の 脂 肪 滴 蛋 白 質 代謝 に 対 す る 影響を 検討中で あ る。
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