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要旨

MAPキナーゼ(MAPK)は!日lUt)j細胞においては細胞坑にJII}{I:するが、 l';q91U凶rなどの様々
な外界凶rによって的性化すると、核へ移行する。またその後不iti'l't化されるに↑、|川、、
ll}び細胞質へ}II} イI~ を変化させる。これに刈しMAPKの i1I-YI:化凶子であるMAPキナーゼキ

ナーゼ(MAPKK)は、核外移行シグナル(nuclcarcxport signal; NES)をJ41つために見かけ L

は常に細11包貨に同れする。静止WJにおけるMAPKの細)j包1ifJI;} 在は、 MAPKKがMAPK と ll~(

J妥結合し、 MAPKの細胞質アンカーとして働いていることで実現しており、 MAPKが核

移行する時には両者の結合が解離することが知られている。

抑止まずMAPKの核移行に伴う MAPKK-MAPK複合体の解離が、 MAPKKによるMAPK

の活性化に必要な二つのリン酸化部位のーつである、チロシン残基のリン酸化によって

引き起こされることをIYjらかにした。また、 MAPKが核内へ移行する過程において、独

立した二つの機構、すなわち 1)二量体分子4のRan依存的な能動輸送、および2)単量体分子

の単純拡散、が関与していることを見い出した。

次に私は、 MAPKが核から細胞質へ再局イ1:する過程について、これは核内のMAPKを

MAPKKがそのNESを用いて運び出すことで実現されているのではないかという仮説を

立てた。そして、 I)MAPKの核外への移行が、 NES依存的な核外輸送の阻害剤であるレ

プトマイシンBによって阻害されること、 2)見かけ i二常に細胞質に局在しているMAPKK

が実際は細胞質と核の聞を常に往来していること、 3)MAPKの核外移行が過剰量の

MAPKKの存在ドで促進されること、 4)MAPKの核外移行はMAPKとMAPKKとの結合を

阻害することで抑制されることを明らかにした。従って、 MAPKの核外移行は、一過的

に核内に移行したMAPKKが校内でMAPKと結合し、そのNESをJIJ~ ~てMAPK とともに細

胞質へ移行することで実現していることが示唆された。
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MAPキナーゼ(mitogen-activatedprotein kinasc; MAPK)は、 1980年代後、1'--に様々 な細胞IMlfi

凶子によって共通にi!J-'I't化されるセリン/スレオニンキナーゼとして 1，iJ iとされた(Ray

and Sturgill， 1987; Hoshi et al.， 1988)0 ~ n与から、 I村角({刺激が細胞外から校内へどのように

伝わって遺伝f発現を引き起こし、細胞の14!?lqへと導くのかについては強い関心が持た

れていたが、このMAPKの発見が、その解rYJを進める糸[]となった。すなわちその後の

研究によって、まず

によつて引き起こされることが|ゆ明1珂JらカかEになり(Ah川net a札l.， 1991; Gomez and Cohen， 1991; 

Payne et al.， 1991; Posada and Cooper， 1992)、これがMAPキナーゼキナーゼ(MAPKkinase; 

MAPKK)とよばれるセリン/スレオニン/チロシンキナーゼによって行われていること

が見い出された(Kosakoet al.， 1992; N akielny et al.， 1992; Seger et al.， 1992)。さらにこの

MAPKKの活性化もまたリン酸化に依存することが示され(二つのセリン残基のリン酸

化)、 MAPキナーゼキナーゼキナーゼ(MAPKKkina~e; MAPKKK)の存夜カil:ifJらかになっ

た(Kosakoet al.， 1992; Matsuda et al.， 1992)。すなわちここにおいてMAPKの活性化に至る

MAPKKK-MAPKK-MAPKというキナーゼカスケード(MAPKカスケード)の存在が明らか

になったのである。そして癌遺伝子産物であるRaf-lがMAPKKKとして機能することが

見い出され(Dentet al.， 1992; Howe et al.， 1992; Kyriakis et al.， 1992; Alessi et al.， 1994)、また

さらに癌遺伝子産物の低分子量GTP結合蛋白質RasがMAPKの活性化を引き起こすことが

明らかになった(Hattoriet al.， 1992; Leevers and Marshall， 1992) 0 Raf-1 はRasのード流に{立置

して機能することも見いtBされ(Kolchet al.， 1991)、事実その後Ra部Sカがf浪Rafι刊'-1のj活百斤削，竹|

J接妥寄与与.していることが示さオれした(しカかEしその機情についてはオ木えだ議論が料絞t凸し、ている)

(Koωid仇eet al.， 1993; Zhang et al.， 1993め)0Raωsf自j身のj活舌丹削d性|

容イ体本-Gr巾b2乞-SoωS一RaおSという経路が印明jらカか当にされた(σSimonet al.， 1991; Margolis et al.， 1992)。

そして一方、 MAPKが遺伝子発現に重要な機能を持つElk-I，c-Myc，c-Fos，c-J unなどの転写

因子群を数多く invitroで、基質とすることが見い出され(Davis，1993)、特にEtsファミリー
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に属する Elk-lをm VIVOでリン般化することで、 I羽(円うF角州航[f山f町i凶 fによる SRE(s児er刊川u山u川1mr陀es叩ponse

ele口mentり)カかEらの4申転l1以lえ正♂;了戸"ηI

前、1γ|ドiにはI山i?円li71刑lHd山I'肉;1i凶fカか、らMAPK、そして核内で、のj宣伝r発現へと宅る道筋=シグナル伝達
抗日行が解明されたのである。これが細胞外の刺激が十五へ伝わる機怖がlりjらかになった故

初の例の」つであり、その広義は非常に大きいと三える(もちろんその後の研究によっ

てさらに多くの分fの|対'j.がはいt!'， され、より絞雑な;ji!Jfd:jJが行われていることがlijJらか

になっていることは言うまでもなし1)。

特記すべきは、この経路の解明において様々の呉なった系、異なった子法を用いて研

究が行われてきたことであり、事実、 IIIfj乳類土庁養細胞やアフリカツメガエル卵をf日し 3た

生化学的解析、および酵母やショウジョウパ工、線虫をJHいた遺伝学的解析が互いを補

うように並行して進められていたのである。そしてそれはとりも直さずMAPKの関与す

る生命現象が単なる増殖シグナルの伝達にとどまらない、多様なものであることを反映

していると言え、そのことがさらにMAPKの重要性を広く認識させることになった

(Sturgill and Wu， 1991; 1l1omas， 1992; Blenis， 1993; Nishida and Gotoh， 1993; Marshall， 1994; 

Robinson and Cobb， 1997; Lewis et al.， 1998)。ここに現在までに明らかになっている

MAPKの機能をいくつか挙げてみると、細胞周期で、のGl/S期の進行の制御といった細胞

増殖(Pageset al.， 1993; Cowley et al.， 1994; Lavoie et al.， 1996)、脊椎動物の減数分裂の制御

といった卵成熟(Kosakoet al.， 1994)、中佐葉誘導といった初期発生(Gotohet al.， 1995)、

線虫の陰門形成あるいはショウジョウパエの複眼形成といった器官形成(Lackneret al.， 

1994; Wu and Han， 1994; Biggs 3rd et al.， 1994)、PC12細胞のNGFによる神経様分化といっ

た細胞分化(Cowley et al.， 1994)、アポトーシスの抑制といった細胞生存(Xiaet al.， 1995) 

などのほか、最近ではシナプスの長期増強あるいは長期抑圧といった記憶ヤ学習

(English and Swcatt， 1996; Komhauser and Greenberg， 1997)、または附乳類での体内時計遺

伝子の概日周期的な発現の制御(Akashiand Nishida， 2000)といった、より複雑で高度な事

象への関与も知られている。そして今後の研究によってまださらに多くの機能が明らか

にされていくであろうことは想像に難くな "'¥0

~ 

".--.-. 

-方このような多本長な機能をJ与つことがIYJらかとなったMAPKだが、ここに米て一つ

の疑111Jカ'itBてくる。それは、細JJ包によるMAPKシグナルのk:符の特Ytr|ゾ1:はTII{I1JにHJIJfJIJさ

れているのだろうか、ということである。トiぃ換えれば、 • {本細胞はMAPKという qt

の分fにどのようにして多様な機能を持たせることができるのだろうか、そしてまたも

しそのような機能を持たせるイI:*ILみがあるならば、それらはどのように制御されている

のだろうか?現在までにこの[lljV 1に答える事例がし、くつかIljJらかにされている。

まずーっは、細胞によって異なる恭賀が発現しており、それによって細胞の応答が規

定されるというものである。このような例の一つが線~のMAPKカスケードの研究から

fYJらかにされた。未来虫ではMAPKカスケードは上述した陰門の形成のほか、{回{本のff:.{{、

雄の尾の形成、生殖細胞の成熟などへの関与が知られている(Lacknerand Kim， 1998)。

LIN-31はwinged-hclixファミリーに属する転写因子で、 invitroで線虫のMAPKである

MPK-lの基質となり、また遺伝学的にもMPK-1の下流で働くことが明らかにされた。し

かしながら、 LIN-31の変異株は陰門の形成にのみ異常を示し、 MPK-lの関与する他の現

象での異常は示さなかった。またその発現部位は陰門の細胞を除いてはMPK-Iの機能と

は無関係な場所であった。すなわちLIN-31はMPK-lの除門細胞のみにおける基質であり、

陰門におけるMPK-lの機能を特異的に発輝させるための機能を持つと考えられる(Tanet 

al.， 1998)。ただし、実際にはMAPKの基質として知られる分子の多くはほとんどの組織

の細胞に発現しており、このようなモデルがどの程j皮支一」叶骨般文引，性|

つつ日は、単一の細胞内でMAPK以外のシグナル伝達経路が同時に活性化され、その

経路がシグナルの特異性を決めるというもの O 実際、細胞を増殖凶子などで刺激した時

にはMAPKカスケードのみならず他の多くのシグナル経路が活性化することが知lられて

いる。また、生体内では細胞は A種類のみの束lJi%Iではなくいくつもの刺激をイ支に受け

ることを考えると、 MAPKカスケードが他のシグナル経路と1111らかの相互作JJJをするこ

とは十分に考えられる。このような考えは"シグナルのクロストーク"として最近注日

を浴びているが、いくつかの例も実際に見つかっている。例えば、エストロゲン受容体

は転写制御因子であるが、その活性化はエストロゲンの受容のみでは十分には起こらず、
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MAPKによるリン酸化を叉・けて初めて卜分なiti性化を起こす(Katoet al.， 1995)。

SRF(serul1l response factor)-Elk-l ilil~/iメ凶 f絞介{本による'iiよツの i r~- 'I''j:_ fヒには、 MAPK による

Elk-lのリン円安化の他に低分子此GTP *;'i {t" 1lf 11 J 1~[の午ITi Rhoからのシグナルも必裂である

(Maraiぉetal.， 1993; Hill et al.， 1995)0またTGF-sの lJjjiで働く SMAD(SMAD1，2，3など)のi!J-

↑ノ1:1ヒをMAPKのリン何変化が1fIJi!JIJすることが失11られている(Kretzschmaret al.， 1997)0これら

のモデルは」つIJのモデルと )'ilなり、細胞そのもののir:w-を必裂とせず、むしろ細胞外

から受けるシグナルの追いによってその応符に特異↑生を生じさせることができる機構で

あると言えるだろう。したがって、多くのシグナル分子がほとんどの種類の細胞に発現

していることを考えると、生体内においても比較的多くの細IJ包でこの機構を用いて特異

性が作られていることが予想される。

三つ目は、活性化するMAPKの、活性化の程度の遠いにより応答に差が生じる可能性。

ここで言う"程度"は、 一つの細胞内に存在する MAPK分子のうち何%が活性化状態と

なっているかという量的なもの(強度とよべる)と、 MAPKの活性(細胞内のMAPK分

子の総和についての活性)の持続する時間の長さについてのものとの二つを意味する。

そしてこの1111}者の要素を共に内包するものとして、上述のPC12細胞の神経様分化の例が

挙げられる。PCI2細胞はNGFで刺激すると神経様細胞に分化するが、一方EGFによる刺

激では細胞は増般を促進されるが分化はしない。この両者の違いを生じさせる原因とし

て、それぞれの刺激によるMAPKの活性化の程度の違いが決定的な役割を担っているこ

とが明らかになった。すなわちNGFによるMAPKの活性化は長時間にわたり持続し、比

較的強度も大きいが、 EGFでのMAPKの活性化は数分しか見られず一過的で、強度も小

さかった。そして重要なことは、 EGFによる刺激でも、強く与えることで神経様分化を

引き起こせたことである(Traverseet al.， 1994; Marshall， 1995)。なおこの場合、 最終的に

MAPK のj活舌台剖，性|

の場合とE印GF刊の場合とで基質そのものに違也し Eが知無帆tれし、と{仮反え定;できるなら、結局はMAPKの

リン酸化する基質の量の問題に還元できるだろう。このような、活性の程度による特異

化という機構はしかし、あまりこの他に例が失11られておらず、生体内で、どの位多く用い

〆-----
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られているかは不明で、ある。たとえこのモデルをj白川する例カτ他にあった としても、そ

れを尖!倹(I~ に三IElyJするにはその系におし3てMAPKの所内が(他のシグナル伝達主的に依

存せずに) [f_(抜去JJ~æ! に繋がっている必要があることや、細胞へMAPKの j斤1・t 化|且子を

'1'1)常的に過剰発組させたり、イ~ 111')主的な ml 詐斉iJを 111 し、た ~j~.I，~~~が多い 11 1 で、 iI~-↑'tの出trJsJや

持続H引iqといった制.'.¥は凡過ごされがちであることが尖己IE例の少ないJjj(凶として考えら

れる。

そして最後に、|可 aのMAPK分子であってもその活性化する細胞内の局イ1:の違いによ っ

て特異性が生じるという考え方がある。これには、他の分子と異なる局在をとることで

仁流から異なる制御を受け得るという側面と、異なる基質を持ち得るという側l而とがあ

る。後者については上記の-つ自の例と類似しているが、異なるのはたとえ細胞内に存

在する基質に差が無くとも、 MAPK自身の細胞内の分布に差を作り出せれば、そこで

MAPKの機能に特異性を持たせることが可能だという点である。

局在を利用している例を挙げると、 H甫乳類培養細胞において、体細胞分裂期の前期や

中期を中心とした時期には、活性化したMAPKの動原体における局在が児られ、そこで

何らかの基質をリン酸化することで細胞分裂朋の進行に寄与しているとされている(動

原体に局在するモーター蛋白質CENP-Eなどが基質の候怖として挙げられている)

(Shapiro et al.， 1998; Zecevic et al.， 1998)。また同様に、分裂期前中期に見られるゴルジ体

の断片化にはMAPKの活性が必要で、あり、実際MAPKがゴルジ体に局不正.し、それらが機

能を果たしているのではないかという報告がある(Acharyaet al.， 1998)。なおこのどちら

の例においても、 MAPKが何の刺激で活性化するかは知られていなし】o ---)j、比較的昔

から知られていたことに、細胞を増殖因子で刺激したときにみられるMAPKのーj目的な

細胞質から核への同夜の変化が挙げられる。すなわち、静11:則(間期j)の細胞において

MAPKは細胞質にのみ局在がみられるが、刺激によって活性化するとともに核への局在

がみられたのである(Chenet al.， 1992; Gonzalez et al.， 1993; Lenormand et al.， 1993)。静il二期j

での細胞質局在は上流からのシグナルをMAPKKから受存するために必要なことである

(MAPKKは見かけ上は1;~・に細胞質にのみ局在している(後述) )し、活性化とともに
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十五へJ;;j在することもMAPKが絞l人jの転写凶子昨を多く j点目として持つことを)5-えれば必

須である 。そして自立すべきは、 }"J{J~ のだ jE4 を{午るj-_で、あらかじめ特定の;首位に

MAPKの川イ1:を限定させず、代わりに移行させる能力をt.yたせている}，'，(で、ある 。これに

より、そのilllJfJ:IJさえ適切にわ:えれば、外界中|jjBIに付しより柔11次にMAPKの機能を発計Hさ

せることができると忠われる。なおこのような同イ1:の飢定あるいは干多行を不IJJIJした例は、

MAPKに|拠らず他のシグナル分rについても多く知lられている。
このように凡てくると、川イ1:の変化が女II{JIJにililJ御されているかが重要になってくる。

例えば 1--;主した MAPKの nlj 則における動以体やゴルジ体へのh~ 紅は、おそらくそこに

MAPKと相五イ'1:J-1I (結合)する分子(例えばMAPKのま質そのもの)が存在するからだ

として説明できるだろう。事実、 MAPKはその基質の多くと結合できることが失!Iられて

おり、それはリン酸化反応を効率良く行うためにも役立っている(Yanget aL， 1998; Gavin 

et a1.， 1999; Jacobs et aL， 1999; Smith et aL， 1999)。つまりMAPK分子が基本的に細胞内で動

的であり、その運動を妨げるものが無し、ならば、 MAPK分子が基質の存在する部位へ局

在するのは十分に可能である。しかし一方、細胞質から核への移行に際しては核!撲の通

過が必要であるから、そこにやiIらかの輸送機構が関与-しているはずである。

1引こタンパク質の細胞質ー核問輸送は核11英上に多数散在する核膜孔を介して行われ

る。分子量が40-60kD以下の分子は単純拡散によっておよ膜孔を通過できるとされている

が、それより大きな分子には能動輸送が必要となる。一般に能動輸送されるタンパク質

は核移行シグナル(nuclearlocalization signal; NLS)あるいは核外移行シグナル(nuclear ex port 

signal; NES)とよばれるシグナル配列を持ち、これをそれぞれの受容体が認識することで

核膜孔を通過できる。 NLSは正に荷電したアミノ酸(ArgまたはLys)のクラスターから成

る配列で、 一方NESは山つの疎水性アミノ酸(主にLeu，Ile)が特定の間隔で花んだ配列で

ある。そしてこれらの輸送過程では共に低分子量GTP結合蛋白質Ranが必安とされてい

る(Nigg，1997)0 MAPKはしかし、その一次配列ri'にシグナル配列は見いiiiされず、その

輸送機構については全く明らかにされていなかった。しかしここ数年の研究により、い

くつかの手掛かりが得られてきた。
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MAPKとはj14なりMAPKKは、そのjR'lfi:化状態によらず?;?に見かけ 1--は細胞質に日イ1:す

ることカf失11られていたが(Lenormandet aL， 1993; Zheng and Guan， 1994; Moriguchi et al.， 

1995)、これはMAPKKがそのN末端にNESをJ5つためであることがIYJらかにされた

(Fukuda et al.， 1996)。そしてMAPKKはMAPKとlf11主計if?することができ、それによりf1Jt-

11二期においてはMAPKは細胞質に仰まっていられることが不11変された(Fukudaet al.， 

1 997a)。すなわちMAPKKはMAPKの細胞質アンカーとして働くと考えられた。そして

MAPKが核へ移行するには1M者の結合が解離する必安があると考えられ、実際にMAPK

の核移行と相関してがi合の解離が観察された(Fukudaet al.， 1997a)。 一方、府養細胞への

変異型MAPKの過剰発現の実験から、 MAPKのリン円安化やMAPKのキナーゼ活性は

MAPKの核移行にそれぞれ必要でないと報告された(Lenonnandet a1.， 1993; Gonzalez et a1.， 

1993)。しかしその後MAPKはリン酸化されることでホモ二号体を形成し、そのことが何

らかの機構により核移行の促進に寄与しているのではないかという報告がUiされ、リン

酸化が何らかの意義を持つと考えられた(Khokhlatchevet al.， 1998)。このことはMAPKK

の活性化がMAPKの核移行に必要かつ十分であるという報告とも合致していた(Fukudaet 

aL， 1997 a; Lenormand et al.， 1998)。そしてまた、 MAPK経路の活性化によって核内に

MAPKを官める未知の物質(核アンカー)が合成され、その存在がMAPKの核への局作

に必要であるという報告もなされた(Lenormandet al.， 1998)。このように断片的な報告が

いくつか出されてきたが、しかしMAPKの細胞質ー核問の移行が実際にはどのように行

われているのか、まだ明確に思い描くことはできないだろう。これらの実験事実を統 一

的に一つのモデルの中に組み込んで、その全体像を明らかにできるだろうか?そのため

にはいくつか明らかにしなければならないことがあるだろう。

-細胞質アンカーであるMAPKKとMAPKとの結合はどのようにnJlj御されているのか

.校移行に際しMAPKはどのような機構で核膜孔を通過するのか

. MAPKのリン酸化状態とその局紅との関係は

. MAPKの二量体形成の意義は何か

-核アンカーはMAPKの核14イ(とどう関係するのか



/ー¥

t'~ 

. MAPKは核移行した後どのように細胞質へ反るのか

本研究において弘はこれらの点を考応し つつ、MAPKの細胞質一枚II¥J移行のilJlj待|付設備

について解析を行った。

11 
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トMAPKの核移行のilJlj任11機構の解析

1-1レプトマイシンBはMAPKの細JJ包質川在をlill詳し、十五移行を誘導する

MAPKKの細胞質)id在はそのNESによ って規定される (Fukudaet al.， 1996)。我々は以前

MAPKの静止則における細胞質局在は、 MAPKKのN末端にMAPKが結合することで実現

しているということを示唆する結果を得た(Bardwellet al.， 1996; Fukuda et al.， 1997a)。こ

のことをさらに検証するため、我々は静止期にあるA6細胞に、 NES依存的な核外移行の

阻害斉Ijであるレプトマイシン B(L恥a)(Fornerod et al.， 1997; Fukuda et al.， 1997b; 

Ossareh-Nazari et al.， 1997; Wolff et al.， 1997)を添加し、その効果を見た。その結果、 L恥ffi

処理により MAPKKは細胞質局在が阻害されて、核へも局在が見られた(図1B; Fukuda et 

al.， 1997b)。そして同時にMAPKの核への局在も観察された(図lA)。同様の結果は他の細

胞種(3Yl細胞)を用いても得られた(datanot shown)。この結果はMAPKKがMAPKの細胞

質アンカーとして働いていることを強く示唆する。

ト2MAPKKによるMAPKのチロシン残基のリン酸化がMAPKK-MAPK複合体の解離を引

き起こす

MAPKKはその活性化状態によらず見かけ上常に細胞質に局在するため(Lenormandet a1.， 

1993; Zheng and Guan， 1994; Moriguchi et al.， 1995)、MAPKが核移行する際には両者の結合

の解離が必要であると考えられる。実際、 MAPKの核移行の|療にMAPKKとの解離が生

じることが確認されている(Fulくudaet al.， 1997a)。そこで我々はこの結合の制御機構につ

いて解析を行った。以下の実験では、 COS7細胞にHAタグを付加したMAPKKをMAPKと

共に発現し、その細胞の懸濁液から抗HA抗体でHA-MAPKKを免疫沈降して、共沈する

MAPKの存在の有無を抗MAPK抗体によるイムノブロ ッテイングによって検討した。細

胞に刺激を加えないときは、 MAPKの野生~~!MAPKK との共沈が見 ら れた([GJ2A， lane 9)。
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ときには共沈するMAPKの;封抗d式:がi激B蚊iiむか減"i成I日liX記iした(1凶寸2A，lane 10的)0 ここでit立すべきは、 MAPKは

リン般化を受けるとSDS-PAGELで、ゲルシフトを生じるのだが、このときわず、かにJUt

が見られたMAPKは、 j百十f:1ヒしていないMAPKのみだったことである(似12A、lane10)。

方、 MAPKKはMAPKによってフィードバックリン円変化を受けることカf知lられていたカヘ

その意義は不明であった(Gotohet al.， 1994)。そこでフィードバックリン酸化の結合に対

する効果を検討するため、そのリン酸イヒ音!日ι(Thr388)に変異を導入したMAPKK(T388A

MAPKK)を井j"，て同様の実験をしたところ、聖子生別MAPKKを用いた時と同様の結果が

得られた(~文12A， lane 11および 12)。したがって、 MAPKによるMAPKKのリン酸化は結合

の制御とは無関係であると示唆された。しかし、次にMAPKKのMAPKKKによる活性化

に必要なリン酸化部位(Ser218，Ser222)に変異を加えたMAPKK(S218NS222AMAPKK)を

用しEたところ、 RasVal12の存在下で、もMAPKは腕1Eすることなく MAPKKと結合してし、る

ことが見い出された(図2A，lane 13および 14)。そしてキナーゼ、活性を消失させた変異型

MAPKK(K97S MAPKK)でも同様にRasVal12の発現によって結合の解離を起こさなかった

(data not shown)。この--種類のMAPKKは共にRasVal12によるMAPKの活性化を阻害する

ドミナントネガテイブ型MAPKKとして働くことから(r~2A， lane 7およびdatanot shown)、

これらの結果はMAPKのリン般化そのもの、あるいはリン酸化によって活性化した

MAPKのキナーゼ活性のいずれかが結合の解離に必要であることを示唆している。この

ことは、 j舌性型MAPKK(SDSEMAPKK; MAPKKKによる活性化に必要なリン酸化部位

Ser218とSer222をそれぞれAspとGluに置換したもの)によって誘導されるMAPKの解離が、

MAPK特異的なホスファターゼで細胞質に局在しているMKP-3(Mudaet al.， 1996)の共発

現によって、部分的にではあるが抑制されること左一致する(図2B)。

そして次にMAPKのリン酸化が重要なのか、それとも MAPKの活性が重要なのかを明

らかにするために、様々なMAPK変異体をHJ"，た実験を行った。すなわちMAPKKによ

る二つのリン酸化部位のうちの‘つであるThrl88を変異させたTAMAPK、同じくもう一

方のリン酸化部位Tyr190を変異させたYFMAPK、そしてキナーゼ不能型であるK57R

，，-、¥
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MAPKの三椛について、野'I:_J~~! MAP K KおよびSDSEMAPKKとの結合を検討した。まず、

これら全ての変~N)~~!MAPKは ~f}/!:_W!MAPKと111'11ぷにWf''1:. J~~!MAPKK と tliifTすることが見い

IBされた([文12C，lane 14，17，20および 23)。しかしSDSEMAPKKを111'"たJ劫介、 Wf'I:_J~~! 

MAPK、TAMAPK、K57RMAPKでは!抑制fカリ占られたカヘ YFMAPKでは!昨 I~H~ カfはられな

かった([文12C，lane 15，18，21および 24)。したがって、 MAPKのMAPKKからのf堺南Itには

MAPKのj川tは必要でなく、 MAPKのリン酸化そのもの、特にチロシン残jLのリン般化

が必要であることが示唆された。なおこれら三純の変異W!MAPKはいずれも !riJ位皮に

MAPKの活性を抑制するので、(datanot shown)、この結果がこれらの砂州MAPKのMAPK

活性への効果の差のためである可能性は否定できる。ただiE椛を則すならば、ごく弱く

残っているMAPKの活性が、解離に対して全く寄与しないとは完全には言い切れないか

もしれなし'0

次に、もしもMAPKのリン酸化がMAPKKとの解離に必要十分であるなら、 MAPKは

MAPKKからリン酸化を受けるとすぐにMAPKKから解離すると考えることができる。そ

こでMAPKK-MAPK複合体の状態をMAPKの活性化後時間を追って観察するために、

MAPKKKの一種であるB-Rafを、エストロゲンの添加あるいは除去ーによって白布に活性

化あるしEは不活性化できるLlli-Raf:ER細胞(Pritchardet al.， 1995)を用し=ることにした。す

なわちLlli-Raf:ER細胞にs-エストラジオールの桔抗阻害剤である4-ヒドロキシタモキシフェ

ン(4-HT;4・HTもこの細胞においてB-Rafを活性化する能力を有する)を添加後、時間を追っ

て細胞懸濁液を調整し、免疫沈降を行った。その結果、 4-HT添加l後わずか5分でほぼ

100%のMAPKの活性化が生じ(図20，lane 3)、同時にMAPKの解離が見られた([~120， lane 

9)。この結果はMAPKのリン酸化とそのMAPKKからの解離がほぼ同時に起こっているこ

とを示しており、 MAPKのリン酸化がMAPKK-MAPK抜合体の解離に必要卜分であると

いう我々の仮説と合致する。

1-3 MAPKのMAPKKからの解離がMAPKの核移行に必要である

もしMAPKKがMAPKのアンカーとして働くなら、Jlfu:fj.の解離を [~fitと:したときMAPKの核

14 



~ 

移行もまたド11存されるはずである。そこで政々は|文12CでtrJしヨたMAPK変具体の核移行能

を検討したo NIH3T3細!J包にtl!f' l!:. J~~! MAP KをSDSEMAPKKと共発現すると、 MAPKは強

く核へ濃縮した。 T188AMAPKやK57RMAPKもまた核への同夜が見られたが、しかし

Y190F MAPKは全く絞への移行が凡られなかった(!文13A)0T188AMAPKやK57RMAPKが

SDSE MAPKKから解離でき、 Y190FMAPKが全く制作できなかったことから(凶2C)、

MAPKはMAPKKから解自任することがその枚移行に必安であることが示唆される。この

結果をさらに検証するため、次に孜々は|人jイE性MAPKのリン般化をml害したときにそれ

が校移行に対しどのような影響を与えるかを検討した。 CLI00ル但くP-lはMAPK特異的ホ

スファターゼの可重で通常は核に局在する(Alessiet al.， 1993; Brondello et al.， 1995)。我々

はそこでHIV-lのRevの配列に由来したNES配列(Fischeret al.， 1995)をCLI00のN末端に付

加し、発現したとき細胞質にのみ局在するようにしたNES-CLI00のcDNAコンストラク

トを作製し、細胞質でMAPKのリン酸化を凹害できるようにした。 COS7細胞をTPAで刺

激すると刺激後5分で内在性MAPKの核移行が見られる(図3B，TPA-)。このときCLI00を

過剰発現しておいても核移行が阻害きれないが、 NES-CLI00の過剰発現では核移行が強

く[)日官された([立13B，TPA+)。このことから、 MAPKの細胞質におけるリン酸化がその核

移行に必要であることが示唆される。また同時に、核におけるMAPKのリン酸化は必ず

しも核移行に必要でないことも示唆される。留怠すべきは、これらの結果はMAPKの

MAPKKからの解離がMAPKの核移行に必要であるという我々の考えるモデルと合致す

るが、このことはMAPKのリン酸化がこれ以外にもMAPKの核移行に対し何らかの機能

を果たしているかもしれない可能性を除外するものではないということである。

(' 
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ト4MAPKの核移行はWGAやRanQ69Lで、阻害されなしE

MAPKの分子量は42-44kDと比較的小さいので、核脱孔を単純拡散で通過し符Fるかもし

れなし=。しかし、何らかの能動輸送機構が関与することも考えられる。そこで孜々は内

在性MAPKの核移行に対する、二種類の能動輸送の阻害斉iJの効果を検証することにしたo

WGAは核膜孔を構成する核膜孔複合体に結合し、 NLS依存的な核移行を間害する(Finlay

ct al.， 1987; Yoncda et al.， 1987)0 Ra叩nQ69Lは能長到励)J(的|内q核移fわ行rおよび十絞夫外移行に必必、2嬰:Z;とされて

いる(低1民Eυう分〉子;泣td止~~GTP討結j合d蛍flじ山'11民質q-Ra叩nのGTPaωおC引叩{r可干引，竹|

al.， 1994生;Klebe e剖ta札1.， 1円995幻)、シグナル配ダIJに依存する令ての核移行および核外移行を川

;i;:する(Dickmannset al.， 1996; Palacios et al.， 1996; Izaurralde et al.， 1997)。これらの1;11'[I;=斉Ij

が昨かにNLSの効果を/;Il存することは、 BSAにNLS配ダIjをあij合させ、 FITCラベルした輸

送タンパク 1~(FITC-NLS-BSA)をマーカー(TRITC-BSA)と共にA6細!J包のキlI1IJ包71にfl技量it人

したとき、コントロール (ml'ft干剤無し)で見られる FITC-NLS-BSAの核移行が7己全にr;1l

害されることから碓認された(図4Bおよびdatanot shown)。しかしながら、 WGAあるい

はRanQ69Lの微由主入によってlfJl清刺激依存的な内イeltMAPKの核移行はml害されなかっ

た(1~4A および 4B)。したがって、能動輸送機構はMAPK の核移行に必要でないのかも

しれない。この点をさらに検証するため、両阻害剤のMAPKの核移行に対する効果を血

清刺激後11寺rmを追って検討することにした。その結果、 WGAおよび、RanQ69Lの微量注入

は共にMAPKの核移行の速度を下げず、むしろ速めることが見L吋Hされた(図4C)。この

結果は以下のように解釈することができる。すなわち、これらのfUl害斉IJは細胞質への微

量注入によってRan依存的な核移行のみならず核外移行も 1115したので(datanot shown)、

NESによって細胞質に局在しているMAPKKもまたその細胞質局在が|担寄され、核へ局

在するようになると考えられる。したがって同時にMAPKKによって細胞質に留められ

ているMAPKもまた、血清刺激非存在下でも核へ局在するようになる([支14Cおよび data

not shown)。そのような効果があるので、血清刺激時においてもMAPKの核移行は、阻

害斉Ijの存在 Hj~ においてより促進されていると思われる。したがってこれらの結果を総合

的に解釈すると、 A6細胞における血清刺激依存的な内在性MAPKの核移行に対する能動

的輸送機備の寄与は、あったとしても低いと考えられる。

1-5 MAPKは単純拡散によって核に入ることができる

L~己の結果から判断すると、 MAPKは単純拡散によって核へ人ることができる nT 能性が

ある。このことを確認するために、細胞を低j日ドに tr'l~I.t )たり、あるいは細胞からATPを

〆。
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除去することで、エネルギーを必要とする能動輸送をIHi;存したときにMAPKが核へJ.iJ在

できるかを検討した。大jj持Itiに発現させて何られたMAPKの刺lみ換えタンパク貨を、

3Yl来日1I1包の細11包質に微;ltjii入し、 111日間後のMAPKのhげJ:を注目名手した。その結果、弱くで

はあるがiリjらかにMAPKの核へのJn]{I:が認められた(I文15，Control)。この結果は、細胞に

過剰発現させたときにはMAPKがIfll.1jiI刺激非存イ1:卜でも核同夜し得るという報公と 5文

する(Lenormandet al.， 1993; Fukuda et al.， 1997a)。そして細胞を低jill卜にii*'tくかあるいは

ATPを除去した場合にはより強く MAPK の核日イf が見られた (1~15 ， Coldおよび ATP

depletion)。 したがって、 MAPKは単純拡散によ って核へ移行する能力があると忠われる。

低沿下およびATP除去時により強く絞局在が見られたことは、これらの処理によって

MAPKKのNES依存的な細胞質局在もまた阻害されたためであると考えられる (datanot 

shown)。

ト6MAPKは能動輸送によって核移行され得る

能動的輸送機構の関与-についてさらに検討するため、我々はMAPKのN末端にs-ガラク

トシダーゼ(s-gal)を付加した s-gal-MAPKのcDNAコンストラクトを作製した 。

s-gal-MAPKは非常に大きな分子量を持つので(約160kD)、単純核散では核移行ができな

い。ここで、過剰発現したMAPKの核移行を刺激依存的に生じさせるために、再度

企B-Raf:ER細胞を用しEた。L¥B-Raf:ER細胞にHA-MAPKKと共に野性型MAPKあるいは

0・gal-MAPKを発現し、 4-HTで刺激した。その結果驚くべきことに、 s-gal-MAPKも刺激

依存的に核移行し、しかもそれは野生型MAPKよりも素早く、またより強く核へ濃縮し

た(図6Bおよび 6C)。したがって、 MAPKは単純拡散だけでなく、能動輸送によっても

核移行できることが示唆される。

そこで次にβgal-MAPKの核移行に対するWGAおよび、RanQ69Lの効果を検討-した o

dB-Raf:ER細胞の核にHA-MAPKKの発現ベクターと野生剖MAPKあるいはs-gal-MAPKの

発現ベクターを同時に微量注入し、 4時間インキユベートして各タンパク質の発現を誘

導した。そして再び同じ細胞の細胞質にWGAまたはRanQ69Lを微量注入し、すぐに

"，，__、

fヘ

4・HTで刺激を行った。その結果、 WGAおよびRanQ69Lは共にs-gal-MAPKの核移行を完

全にが11HIIJした(Iχ17)。したがって、 Ran依存的な能動輸送機構がMAPKの牧移行に関与す

ることが:iJミ峻された。ところで、 A6細川!包および、企B-Raf:ER制1]11包で、の1(11.df中山政または4-HT

中IJi放による MAPKの核移行は、刺j放後数11，):1H1経って故も強く I訪jJ2されるが(I文14Cおよび

6C)、3YI細胞でのTPA刺激による核移行はわずか5分で、肢も似者に制祭される。興味深

いことに、 3Y1細胞でのこの素早いMAPJくの核移行は、 WGAによ って部分的にではある

が顕著にが11ilJlJされた(l2414D)。したがって、ある場介には能動輸送機構が任かに関与し作

ると考えられる 。以上の結果をまとめると、能動輸送機構は必ずしも常'に必要という訳

ではないが、内在性MAPKの核移行に寄与していることが示唆された。

ト7MAPKのホモ二量体化がMAPKの能動輸送に必要である

Khokhlatchevらは、 MAPKはリン酸化を受けることでホモ二量体を形成し、そのことが

何らかの機序でMAPKの核移行の促進に寄与しているらしいと報告した(Khokhlatchevet 

al.， 1998)。その中で彼らは、 二量体形成が不能となる変異型MAPKをliiJII'Jに報缶した

(H 1 81 E lAA MAPK; MAPKのHis181をGlu，Leu338，341，346，349をAlaにそれぞれ置換した

もの)。そこで我々はこの変異型MAPKを作製し、その核移行について我々の実験系で検

証した。まずMAPKKとの結合について検討したところ、 H181ElAA MAPKは野生型!

MAPKと同様にMAPKKと結合し、またRasVal12による刺激に依存的に解離した(図2E)。

したがって、 MAPKKからの解離にはMAPKのリン酸化を必要とはするが(閃2A-2D)、リ

ン酸化によって誘導されるMAPKの二量体化は必要でないことが示唆された。またSDSE

MAPKKとの共発現によってH181ElAAMAPKの核への濃縮が観察された(1:613A)。したがっ

て、ホモ二量体化はMAPKの核移行に必ずしも必要でないことが示唆される。次に、刺

激依存的なH181ElAA MAPKの核移行を経時的に飢祭するために、.d.B-Raf:ER細胞を月j

いた。その結果、 4・HT刺激によ ってH181EL4A MAPKの校移行が観察されたが、その速

度は野生型MAPKよりも明らかに遅かった(r:g]6A)。なお、この時のH181E L4A MAPKお

よび野生型MAPKのリン般化の経時変化には大きな廷は見られなかった(datanot shown)。
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したがって、 MAPKのホモ:社体化はMAPKの核移行を初心注するために1rずらかの機能を

J-jzっていると考えられる。そこで次に代々はH181EL4A MAPKにβガラクトシダーゼを

付加したs-gal-H181 E LAA MAPKを作製し、 ~B-Raf:ER細胞においてその牧移行を検討し

た。興味深いことに、 s-gal-H181 E LAA MAPKは4-HT刺激後も全く核移行できなかった

( IえJ6Bおよび6C)。したがって、 MAPKの能動輸送による核移行にはMAPKのホモ;註体

化が必要であることがぶ11変された。

以上の結果をまとめると、 MAPKの核移行には二つの機構が関与しており、 -)jは二

量体形成に依存しない、 Ijii訂本分子の単純拡散による核移行で、もう A 方はホモ二量体

分子のRan依存的な能動的輸送機構による核移行である。

2. MAPKの核外移行の制御機構の解析

2-1核移行したMAPKの細胞質への再局在は核外移行によって行われる

増殖因子刺激などで見られるMAPKの核移行は一過的なものであり、その後再び細胞質

へ局在することが知られている。この細胞質への再局在は、核内のMAPKの核外移行に

よって行われるか、あるいは核内のMAPKは分解されて、代わりに新たに合成された

MAPKが細胞質へ局在することで実現するか、どちらかの可能性が考えられる c この点

を検討するために、蛋|当質合成ml害剤であるシクロヘキシミド(CHX)の効果を検証した。

A6細胞において、 MAPKの核移行は血清刺激後4時間で最も強く誘導される(図8b)。その

後血清を除去すると、 10分で再び細胞質へMAPKの局夜が見られる(図8c)。そこで、 A6

細胞に血清刺激後4時間でCHXを加え、 10分間インキュベートした。その後1f11~青を除去

し、さらにCHX存主下で10分間jインキュベー卜して|人j在性MAPKの局在を観察した。そ

の結果、 MAPKはCHX存イtドでも細胞質へ再局在していた(図8d)。したがって、 MAPK

の核から細胞質への再同夜は核外移行によって行われていることが明らかになった。

2-2 LMB はMAPKの核外移行を阻害する
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次に、 NES1i'ê存的な核外移行の lal'~;~斉IJ で、ある LMBの効果を検討した。 3Yl細 11包において、

MAPKはTPA刺激後5分で核移行し、刺激後10分で細胞質へ校外移行する(1:X19，TPA)。そ

こでLMB を TPA刺 i故後 5分で {{~)JII したところ、 10分 11 における核外移行が強く l íIl jι され

ていた(I文19，TPA+LMB) 0 IliJ ty{の結果は、 A6ネ111J胞を111し3た場介にもfUられた(datanot 

shown)。したがって、 MAPKの核外移行はNES1火イ{(l0な輸j五機十停を介して行われている

ことが示唆された。

2-3 MAPKKは細1]包質と核の問を常に往来している

MAPKfl身はNESt長の配列を持っていないため、我々はNESを持つ他のタンパク質が

MAPKを核から細胞質へ運び出すのではないかと考えた。 MAPKKはそのN末端にNESを

持ち、またMAPKに特異的に結合することが明らかになっている。そこでMAPKKがこ

の役を担っているのではないかとの仮説を立てた。

ところで、このような機能を発揮するにはMAPKKは少なくとも一過的に核へ移行で

きなければならないが、しかしながらこれまでの報告ではMAPKKは見かけ上は常に細

胞質に局在するとされていた。そこでMAPKKが本当に核へ移行し作るのかを検討する

目的で、我々は以下のような実験を行った。 lfil清飢餓により静止期にある3Yl細胞の核

にHA-MAPKKの発現ベクターを微量注入により導入した。またこのとき、同時に抗HA

抗体も微量注入した。そして5あるいは16時間後、微量注入した抗HA抗体の細胞内局花

を同定した。この実験はすなわち、発現ベクター導入により発現させたHAタグ付きの

MAPKKは、見かけ上は細胞質に局在しているが、もし a過的にでも核内に入り得るな

らば、核に微量注入した抗HA抗体と核内で結合し、複合体を作ることで、抗HA抗体を細

胞質へ運びliiすのではないかと考えて行ったものである。その結果、 HA-MAPKKのベ

クターと抗HA抗体を用いたときのみ微量注入した抗体の細胞質局在が観察され、空ベ

クターや非免疫のコントロール抗体を月Jv'たときは抗体は核内に併まったままだった

(図10Aおよび 10B)。したがって、 MAPKKは7i?に細!抱質に留まっている訳ではなく、核

との問を常に往来していることが示唆された。なおこの実!検系において、抗体の細胞質
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への}.ij{Eが 1 -分に観察されるようになるまでに比II!Q !'I0 長い I I.~:11¥1が掛かっているが、これ

はおそらく 1~授は注入した発現ベクターから HA-MAPKKが先刻するのに比'1史的長 11.): lI¥jを

要するこ と(約411.)=11¥1以上)と、微:lijji入したわL休のid:が多いためであると忠われるO 尖|際、

細胞をLMB処JIHしたときには約10分でMAPKKの校への)ldイピが見え始めることから

(Fukuda et al.， 1997b)、MAPKKはかなりぶ-!11.く校とのt111をftオとしていると考えられる。

JaaroらおよびTolwinskiらは、ある純の変W.W!MAPKK(NESおよびリン際化部位に変jt4

を導入したもの)を細胞に過剰発現して増殖凶子で刺激すると核へ集砧すること、しか

し野生型のMAPKKでは、このような京ljì~~1i~{{的な核移行は生じてはいるカ人おそらく

NESがあるために飢祭できないと考えられる、と字11(itした(Jaaroet al.， 1997~ Tolwinski et 

al.， 1999)。もしこのような刺激依存的なMAPKKの核移行の機構が存在するならば、我々

の示したモデルとも矛府しない。そこで、このような刺激依存的なMAPKKの核移行は

野生型MAPKKであっても見られるものなのか、またその移行は能動的輸送機構を介し

たものなのか、について調べるために、 s-galをMAPKKのN末端に付加した

βgal-MAPKKのcDNAコンストラクトを作製し、その細胞内局在を検討した。すなわち、

M3-Raf:ER細胞にHA-MAPKKあるいはHA-s-gal-MAPKKをMAPKと共発現し、 LMB存在

ドあるいは非存在下で4・HTによる刺激を加え、その局在の変化を調べた。その結果、

LMB非存在下では4-HT刺激を加えても野生型MAPKKの細胞内局在に変化は見られない

こと、またs-gal-MAPKKはLMB存在下で4-HTを加えても局在を変化させないことが見い

出された(医]10C)。 したがって、刺激依存的なMAPKKの核移行は、もし実際に生じてい

るのだとしても、能動的輸送機構を介したものではないことが示唆される。

2-4 MAPKKの核への微量注入によってMAPKの校外移行が促進される

もしMAPKKがMAPKを校外へ連れ出す機能を持つならば、過剰量のMAPKKが核内に存

在することによってMAPKの核外移行は促進されると考えられる 。この点を検証するた

めに、 3Yl細胞の核にMAPKのおiみ換えタンパク質を単独で、、あるし、はMAPKKの組み換

えタンパク質と共に微量注入し、その5分後の細胞内局在を観察した。その結果、まず
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単独で、微量注入した場介、 MAPKは校内にfZ まっていた([~II 1， Control)o ・方、 MAPKK

と共に微量注入した場合、 MAPKの核外への移行が者しく促進された(I刈11，His-WT 

MAPKK)。そして主要なことに、 NESを変呉させたMAPKKを微最注入しでも全く MAPK

の核外移行は{jtjibされなかった(凶11，His-LA MAPKK)。これらの結果より、 MAPKKは

そのNESの j斤I~t を不IJHJ してMAPK を核から細胞質へ泌びtI~すことができることが明 ら か

になった。

2-5 MAPKの核外移行は核内におけるMAPKKとMAPKとの結合を妨げ、ることで阻害され

る

もしMAPKKがMAPKの核外移行に必要とされるなら、核内における両者の結合を妨げ

ることによってMAPKの核外移行を阻害することができると考えられる。核内での結合

を間害するために、我々はMAPKK上のMAPK結合部位のGST融合タンパク質(GST-KK

卜60LA;MAPKKのト60番までのアミノ酸残基のGST融合タンパク質で、配列中に含まれ

るNESには変異を導入している)を作製した。まずA6細胞を4時間r(ll清刺激して|付夜性

MAPKの核移行を誘導した上で、 GST-KK卜60LAを核へ微量注入した。その後すぐにI血

清を除去し、 10分後のMAPKの局在を観察した。その結果、 GST-KKト60LAの微量注入

によって、コントロールのGSTの微量注入の場合と比較して有意にMAPKの核外移行が

阻害された(凶12Aおよび 12B)。したがって、 MAPKLのMAPKK結合部似と結合する他

の分子がMAPKを選び出している可能性を排除はできないが、これらの結果はMAPKの

核外移行がMAPKKを介して行われていることを強く示唆する。
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Time (min) MAPK DAPI 
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10 

30 
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B 
Time (min) MAPKK DAPI 

。

120 

[;g] 1 LMBはMAPKの核移行を誘導するご (A)A6紺lfl包を36UキfHJ1血j青|徐去し、 LMB(8ng/ml)を力11えた。細胞を

図に示した各時間後凶定し、 l件内人勺]昨昨刷f紅布削1主?引:デ引d性|

色で検出した O 実験は31支行い、いずれでも同様の結果を得た。 (B)A6細胞にHA-MAPKKをトランスフェ

クションし、 24日寺flI]1血清除去したo LMB(8 ng/ml)を加え、 2時間後細胞を固定し、抗日A抗体による細胞染

色を行った。
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凶2MAPKのリン酸化がMAPKK-MAPK複合体の解離に必要十分である。 (A)MAPKKへの変異導入の按合

体解離への効果 8 COS7細胞にMAPKおよびHAタグを付加した各MAPKK変具体を、 RぉVal12と共に、あ

るいはそれらだけでトランスフェクションした。細胞懸濁液のー部はそのまま泳動した(WholeExtract)。

残りは抗日A抗体による免疫沈降の後に泳動した(αHAIP)。そして抗HA抗体および抗MAPK抗体でイムノ

ブロ yテイングを行った。 (B)MKP-3の発現による複合体解離の部分的な抑制LCOS7細胞に図に示した各

コンストラクトをトランスフェクシヨンし、免疫沈降を(A)と同様に行った。 MKP-3CSはホスブアターゼ

活性を欠損した変異体である。 (C)MAPKへの変異導入の複合体解離への効果っ COS7細胞に悶に示した各

コンストラク卜をトランスフヱクションし、免疫沈降を(A)左同様に行ったじ (D)MAPKK-MAPK接合体解

離の経時変化っ ~B-Raf:ER細胞にMAPK と HA-MAPKK を jげを現した。 l討に心した各時 IIlJだけ4-HT(1μM) で

刺激し、免疫沈降を行った。 (E)MAPKの二量体形成変異導入の復合体解離への影響。 COS7細胞に図に示

した各コンストラクトをトランスフェクションし、免疫沈降を(A)と同様に行った。 (A)一(E)の各結果はそれ

ぞれ2-6回行った実験の代表的な例である口
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図4内在性MAPKの核移行へのWGAおよび‘RanQ69Lの効果。 (A)A6~HlJj包を 36時間血 J削除去し、細胞質にコ

ントロールの緩衝j夜(Control)またはWGA(2mg/ml)をマーカー(TRITC-BSA)と共に{数量i1:入した l(YYC/ FCS 
で4時間刺激した後、細胞を固定して抗MAPK抗体で、染色した円同様の条件卜で、 NLSを結合させた

BS A(FITC-NLS -BS A)の核移行は完全に阻害された(datanot shown)o (B) A6細胞を36時間血清除去し、細胞

質に緩衝液(Control)またはRanQ69L(9.3mg/ml)をTRITC-BSAと共に微量注入した。 1二l司の実験では

FITC-NLS-BSAも同時に微量注入した口 10%FCSで4時間刺激した後、細胞を固定して抗MAPK抗体で染色

した(下図)またはそのまま観察した(上図)0(A)-(B)の各実験は少なくとも3回行い、それぞれ同様の結果を

得た。 (C)A6細胞を36時間血清除去し、細胞質にコントロールの緩衝液(e，o)，WGA(2 mg/ml; .A.，ム)また
はRanQ69L(9.3mg/ml; .)をTRITC-BSAと共に微量注入したσ 細胞を無処理のまま(1'1抜き記号)、あるいは

109も FCSで刺激(黒い記号)して、 0， 1 ， 2 ， 4ß寺閥静置し、抗MAPK抗体で細胞染色した，~ MAPKの絞の染色が

細胞質での染色よりも強いか同じである細胞の割合を各時間において三!-iJllJし、グラフ化したコ 2同行った

実験の平均値を示す口各点において16-269の細胞を計測したロ (D)3Y I細胞を36時間血清除去し、細胞質に

縁衝液(Control)またはWGA(2mg/ml)をTRITC司BSAと共に微量注入した。 TPA(1 00 ng/ml)で、5分間刺激した

のち、細胞を同定し、抗ERK1抗体での細胞染色を行ったの実験は2回行い、それぞれ同様の結果を得た。
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図3MAPKの核移行にはMAPKKからの解離が必要である。 (A)MAPKKから解離できな¥"MAPK変異体は

核移行できなし'0NIH3T3細胞に、 n生型MAPK(~寸)， T188A MAPK(TI88A)， Y190F MAPK(Y190F)，キナー

ゼ不能型MAPK(K57R)，二量体形成不能型MAPK(H181 E L4A)をそれぞれ活性型MAPKK(SDSEMAPKK)と

共発現した。トランスフェクションの8時間後、細胞を固定し抗MAPK抗体での細胞染色を行ったロ (B)

MAPKのリン酸化を核ではなく細胞質でIUl害すると、 MAPKの核移行が問害される。 COS7細胞に

myc-NES-CLIOOまたはmyc-CL100をトランスフェクションした。 24時間血清除去し、そのまま(うあるいは

TP A(500 ng/ml)で、5分間刺激した後(+)、細胞を同定した。細胞は抗myじ抗体と抗ERKI抗体で染色した。[雪

中の矢頭はトランスブヱクションされた細胞を示す。 (A)ー(B)の各実験は3回行い、それぞれ同様の結果を

得た。
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図6二量体を形成したMAPKは能動的に核移行できる c (A) oB-Raf:ER細胞にHA-MAPKKと野生型MAPK

(.)またはHI81EL4A MAPK(O)を共発現したっ 4-HT(1ドM)で0，1，2人6時間刺激し、抗HA抗体および抗

MAPK抗体で細胞染色した。 HA-MAPKKとMAPKとが共に発現していた細胞のqlで、 MAPKの核の染色が
細胞質での染色よりも強いか同じである細胞の割合を各時間において計測し、グラフ化した。 2凶行った

実験の代表例を示すり作点において100の細胞を計測した D (BおよびC)oB-Raf:ER*1II胞にHA-MAPKKと野

生型MAPK、s-gal-MAPKまたはs-gal-H181 EいAMAPKを共発現して4-HT(1μM)で0，1，2，4，611捌刺激し、抗

日A抗体および抗MAPK抗体で細胞染色を行った。 (B)4・HT刺激後(はがi寺間後の代表的なMAPK染色像を示

す。 (C)HA-MAPKKと各MAPKとが共に発現していた細胞のI!lで、 MAPKの絞の染色が細胞質での染色よ

りも強いか同じである細胞の割合を各時間において計測し、グラフ化したo 2[f!j行った実験の代表例を示

す。 各点において 10附oの細胞を計計-i泊湖測R聞則|リjしたQ lPf生型MAPK削(0)，~β~ga‘aι1 
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図5MAPKは単純J広散で絞移行できる。 Hisタグ付きのMAPK(4.5mg/ml)をTRITC-BSAと共に3YI細胞の細

胞質に微量注入し、次¥，¥でそのまま (Control)、氷上で(Cold)、あるいはATPを除去した培地で(ATP

apletion)それぞれ1時間静置したc 細胞を同定し、抗MAPK抗体で細胞染色した。実験は3回行v¥、それぞ

れ同様の結呆を得た。
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図8MAPKの核から細胞質への再局在は核外移行によ っ て行われ る 。 抗MAPK抗体(aべ~)またはDAPI(f-j)によ

る染色像を示す。A6細胞を36日手間l血清除去 した(川)のち、 10%FCSで4時間刺激した(b.g):;そしてCHX(日)

μg/ml)で‘細胞を 10分間処理し、次いでi血清を除去しさらにCHX存配下で10分間静置したほi)か、あ るいは

コントロールの緩衝液で10分間処理し、次いで血清を除去しさら に緩衝液存在下で10分間静置した(c，h)。

lUl 清刺激無しにCHXまたは緩衝液で10分間処別してもMAPKの細胞内局紅に変化は無かったはltanot 

shown)口 Lcnom1andらが報告したように、 CHX(50!-Ig/m1)存在下でIOC7cFCSで411寺問刺激しでもMAPKは全

く核へ局在しなかった(c，j)ので、この細胞でこの濃度でのCHXには効果があることが確認された

(Lenom1and et al.， 1998)。実験は2凶行い、それぞれ同様の結果を得たt
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図7s-gaJ-MAPKの核移行はWGAおよびRanQ69Lで、阻害 される つoB-Ral氾R細胞の核にHA-MAPKKと

s-gal-MAPKの発現ベクターを微量:i主入し(それぞれ100!-Ig/ml)、411!j:IHl静置した。次いで同じ制111胞の細胞質
にWGA(2mg/ml)またはRanQ69L(14.4mg/ml)をTRITC-BSAと共に微量注入し、すぐに4-HT(1!-1M)で21J与問

刺激した。細胞をWI定し、抗札久抗体およびiJCMAPK抗体で、染色した。 (A)βgal-MAPKの代表的な染色像を

示す。(B)独立した3回の実験結果を統計 しグラブ化したものりHA-MAPKKとs-gal-MAPKとが共に発現し

て¥，，た細胞の中で、 MAPKの伎の染色が細胞質での染色よりも郎、か同じである細胞の割合を各時間にお

いて計測した。各々の実験において13・179の細胞を計測したc
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図10MAPKは細胞質と核の聞を往来する。 (AおよびB)ヌYI細胞を48時間血清除去した。如、で、核に抗

日A抗体(αHA，20 mg/ml)またはコントロールの非免疫の抗体(lgG，20.4 mg/ml)を、 HA-MAPKKの発現ベク

ター(HA-MAPKK，150μg/ml)またはコントロールの空ベクター(SRα，150μg/ml)と共に微量注入した口ま

た全ての微量注入においてFITC標識したデキストラン(FITC-Dextran，800 f..Iがml)を同時に微量注入してい

る。微量注入後月または 16時間後、細胞を同定してCy3標識した抗マウスIgG抗体で、染色したo (A)微量注

入後16時間後の典型的な染色像を示す。 (B)抗HA抗体を微量注入した'夫験についてのみ、結果を定量した

もの O 抗HA抗体の染色像の細胞内局在の違いを4段階に分類したぺ N>>C、染色像は核のみ、 N>C，校の染

まりが細胞質のそれより強い、 N三C 細胞質の染まりが核の染まりと rllJじかそれより強い、 N<<C，染色像

は細胞質のみ。 1回の実験で各条件において56-295の細胞を fd'il¥lJした 灰色のグラブ，微量注入後仰をtlIl、

黒色のグラフ，微量注入後16時間。 (C)oB-Raf:ER細胞にHA-MAPKKまたはHA-s-gal-MAPKKをMAPKと共

発現させた口次いで細胞をLMB(20ng/ml)および4-HT(1 トtM)で;51時間刺激し、 [~~l 定後抗HA抗体で染色したっ

実験は2回行い、それぞれ同様の結果を得た。
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図9LMBはMAPKの核外移行をIli害する口ヌYIキ1119包を36日手間血清除去したのち、 TPA(則的 ng/ml)のみで刺

激した(上段の図(A)‘O(B))か、 LMB(0.4ng/ml)をTPA処用後月分後に力[Jえた(rt1段の図(A)，口(B))か、または

LMBのみで処理した(ド段の凶(A)，ム(B))コ細胞をI!il定後、 t!CERKI抗体で細胞染色した。 (A)代表的な

ERKI染色像を示すり (B)代表的な実験の結果を統計したものリ内在性MAPK(ERKl)の核の染色が細胞質で

の染色よりも強いか同じである細胞の割合を各時間において計if1lJし、グラフ化した。 86・116の細胞を計測

した=実験は4同行い、それぞれ同様の結果を待た。
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図12MAPKの核外移行は核内でのMAPKとMAPKKとの結合を妨げることでlai古:される。A6細胞を36時間

l白j青除去したのち、 10%FCSで4時間刺激した。次いで核にGST(15.0mg/ml)またはNES配列に変異を導入

したMAPKKの卜60番目までのアミノ酸残基のGST融合タンパク質(GST-KKト60LA， 16.0 mg/mi)を、

TRITC-BSAと共に微量注入した。すぐに培地の血清を除去し、 10分間静置後、細胞を回定し抗MAPK抗体

で染色を行った口(A)典型的な染色像を 示す。(B)独立した3凶の実験結果を統計しグラフ化したものO 核

での染色が細胞質での染色よりも強いか同じの細胞の割合を計測した。1回の実験で各条件につき 133・262

の細胞を計測した。

ヌ4

同IIMAPKの核外移行は野生ft~!MAPKKを微量注入することで促進されるが、 NES変典型のMAPKKでは

{足進されなし¥;3YI細胞の核にTRITC-BSAとHisタグ付きのMAPK(5.0mg/ml)をi位独で'(Conlrol)、またはHis

タグ付きの野生型MAPKK(5.0mg/ml)と一緒に(His机寸 MAPKK)、あるいはHisタグ什きのNES変異型

MAPKK(5.0 mg/ml)と一緒に(His-LAMAPKK)それぞれ{放置a入したコラ分後半IIlJI包を同定し、抗MAPK抗体

で染色した。(A)典担的な染色像を示すG (B)独立した3凶の実験結果を統計しグ ラフ化したものの細胞質

での染色が核での染色よりも揺れ h細胞の割合を計測した。1問の実験で各条件につき76-272の細胞を計測

した。
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図13考えられるMAPKの絞移行の市Ij御機構のモデル図。詳しくは本文を参照。
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図14考えられるMAPKの核外移行の制御機構のモデル図。詳しくは本文を参照。
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考察

1. MAPKKはMAPKの細胞質アンカーである

本研究において孜々は、 MAPKの示す刺激依イヂl切な細胞質ー核1111移行についてそのi1i!J1il[1 

機構の解析を行った。まず、 MAPKKがMAPKの細胞質アンカーとして働くという政々

の似説を、 LMB処JIHによってMAPKKの細胞質Jrt]イ1:を11113したときに、!日Jn~: に内夜性

MAPKの核移行が誘起されたことから裏づけた(凶1)。そして事実、 MAPKKからの解離

はMAPKの核移行に必要であった(図3)。ここで注意すべきは、 LMB処理によってMAPK

の核移行が誘起されるときにMAPKK-MAPK抜合体の解離は生じてし￥なし=とし=うことで

ある(datanot shown)。すなわち、 MAPKKとMAPKの結合は可逆的であり、 LMB処理をし

たときにはこのftlJj者がそれぞれ単独で、単純拡散によって核内へ移行し、そこで再び結

合を牛じると思われる。つまりこのとき能動輸送は行われていないと考えられる。

2. MAPKのチロシン残基のリン酸化によってMAPKK-MAPK綾合体の解離が生じる

我々はMAPKのチロシン残基のリン酸化がMAPKのMAPKKからの解離に必要であること

を示した(図2)。事実、この一連の実験において我々は、リン酸化された野生型MAPKの

MAPKKとの結合を一度も観察しなかった。図2Cにおいて、リン酸化されたT188A

MAPKやK57RMAPKのMAPKKとの結合が見られるのは、 MAPKに変異を導入したため

に見られる非特異的な結合によるものであると考えている。一方、弱いMAPKの活性が

複合体の解離に寄与している可能性を完全には否定できないが、以下の事実によってそ

の可能性は非常に低いと考えられる。すなわち、 I)MAPKKは、そのMAPK結合部位内に

in vitroで、MAPKによってリン酸化され符るスレオニン残基(百1r23)を持っているが(datanot 

shown)、我々の実験ではこの部位に変異を導a入しでも複合体の形成あるいは解離に何の

影響も示さなかっ t-.:(datanot shown)o 2)MAPKKとMAPK(ただしMAPKの二つのサブタイ

プのうちのERKlのみ。本研究でJHいているMAPKはERK2に相当する)との結合を特異的

に促進するとされるMPlにはMAPKによってリン酸化され得る部位が無い(Schaefferet 

1""'" 

，...--.，.， 

al.， 1998)0 3 )MAPKはリン酸化を受けるのとほぼ[Iijll、?にMAPKKから角f仇lfするので([文120)、

ド流の凶 fのリン般化以IL，を合むljL象がIYJIj.するII!fII¥Jがほとんど111い、と忠われる。した

がって、 MAPKKによってリン般化を交けたMAPKの引き起こす(1身の次A的構造変

化(Canagarajahet al.， 1997)が、結介の解離の引き令になると考えられる。

3. MAPKのリン般化状態とMAPKの核移行との関係について

Lenormandらは、リン酸化部位に変異を導入し、リン際化を受けられなくなったMAPK

でも細胞へ過剰発現した場合に刺激依存的に核へ移行できたことから、 MAPKのリン酸

化はMAPKの核移行およびその核への濃縮に必要でないとしていた(Lenormandet al.， 

1993)。しかしながら、彼らはMAPKを単独で過剰発現してしミたため、 MAPKの核移行の

最初のステップであるMAPKKからの解離を必要としない系で実験を行っていたことに

なる。また彼らは最近、細胞への増殖刺激によって校内でMAPKを留める核アンカーが

合成され、それがMAPKを核内に濃縮させるのではないかという報白を出しており

(Lenormand et al.， 1998)、彼らの見い出した過剰発現した変異型MAPKの核への濃縮はこ

の核アンカーによって説明が可能である。したがって、 MAPKのリン際化はその核移行

に必要であり、リン酸化されたMAPKのみが核へ移行できるとも考えられる。しかし一

方、 Khokhlatchevらはリン酸化を受けたMAPKは非リン椴化型のMAPKとも二量体を形成

し、その核移行を促進し得ると報告している(ただし彼らの報告もまたMAPK単独の過

剰発現の実験を基にしている)(Khokhlatchev et al.， 1998)。したがって、もしリン酸化さ

れたMAPKがリン酸化を受けていないMAPKをMAPKKから引き離し、非リン円変化jlq

MAPKと二量体を形成することができるなら、 41:1)ン円変化引のMAPKでも核移行ができ

るかもしれない。この点についてはさらに検証が必要である。

ところで、多くの場合MAPKのリン般化は細胞への刺激後5-10分でピークとなる。に

もかかわらず、細胞によってはMAPKの核移行が最も強く見られるのは刺激後4-611.):rIU経っ

た後である。したがって、 MAPKはリン酸化を受けたからといって必ずしもすぐに核へ

濃縮できるわけではないということになる。しかし、 MAPKはリン酸化を受けるとすぐ

3X 
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にMAPKJくから解離するので(1~120) 、 MAPKKからの解lilt の段階は作述ではなし凡 -)J 1--

で述べたように、 MAPKの{安アンカ一がMAPKカスケ一ド.のj泊F市川iパd↑れ1-，‘

ことカがfサ札示:江l峻唆されている O したがって、 MAPKはリン般化を叉-けるとすぐにMAPKKから

解離し、核へ.jfi (10に移行できるが、 十分なii;:の校アンカーが令!えされない 11¥1はそこに

も7まることができず、すぐに核外移行機備によって細胞質へ排1Jl，されるのだと考えられ

る。

4. qi.系的よ散と能動輸送

Jえ々の実験により、 MAPKは単純拡散によってのみならず(I喝4および凶5)、WGA!惑受

性で、Ran依存的な能動輸送機構を介しでも核移行ができることが明らかになった(図6お

よび r-gJ7)。では何故このような独立した二つの機構が必要となるのだろうか。図4Cに示

したように、単純拡散による核移行は、 A6細胞などにおいて血清刺激によって誘導され

る、 4-6時問掛けた比較的ゆっくりとした核移行を説明するには十分なのかもしれない。

しかし、岡40で示したような、 3Yl細胞などにおいてTPAによって誘導される、 5分程度

で生じる素早い核移行は部分的にではあるが顕著にWGAによって抑制され、能動輸送

機構の関与が示唆された。 したがって、能動輸送機構は、 MAPKの核移行が素早く生じ

る場合があるならば、その時には必要になるのかもしれなし3。しかし、どのような場合

に素早い核移行が生じるのかは明らかではない。

また、 MAPKの二量体形成によって生じるRan依存的な能動輸送が、どのように行われ

るかについても明らかではない。ただ、 RanがNLS配列をもったタンパク質の能動的核

移行に必要とされていることを考えると、 ご.つの可能性が考えられる。~つは、二量体

を形成することによってNLSとして働く配列が形成される可能性。もう一つは、 二量体

形成によって初めてMAPKと結合する分子が存在:し、その分子がNLS配列を持つという

ものである。前者について言えば、一次配列 Lには存イEしないNLS配列が、 二量休を形

成することで初めて(三次元構造_L'こ)現れることを意味し、これまでにそのような分

子は知られていない。また後者についても、 MAPKが二量体を形成することで初めて

39 
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MAPK'こがiイ?できる分子はこれまでにtllられていない。したがってどちらの可能刊:につ

いても非'おに興味深く、この点についてもこれからのiT(~な1iJトクU1UUだろう 。

ところで、閃68および[~16C において、 ß-gal-MAPKの核移行が~!f'j:_ }~~MAPKの核移行よ

りも速度が速く、またその核への濃紺iの紅皮も大きかったりこのことは、 βガラクトシ

ダーゼがそれ 13身で凹iifイ本を形!ぷできるという宇liftカまあることを考えると、 s-ガラクト

シダーゼの凹id什~71ラ成のために細胞内で、のß-gal-MAPKliiJ _ 1: の会合が野中t~~!MAPK よりも

生じやすくなり、その結果能動輸送の寄与がs-gal-MAPKの場合は大きくなるからだと考

えられる。そしてこのことを泌用すると、細胞内におけるMAPKの濃度が上昇すると

MAPK同士の会合が生じやすくなり、それだけ能動輸送の笥:与が大きくなると考えられ

る。そして実際興味深いことに、過剰発現したMAPKは、内在性MAPKの核移行とは異

なり、その核移行がWGAやRanQ69Lによって有意に抑制されることが見い出された(data

not shownおよび図4C)。これまで知られている限り、細胞内のMAPK濃度が顕著に増訴え

するような事例は知られていないが、もしそのような例がi存在するならば、 MAPKの核

移行を制御する一つの機構と成り得るかもしれない。

5. MAPKKを介したMAPKの核外移行

我々は、 l)MAPKの核から細胞質への局在変化は核外移行によって行われること(図8)、

2)L1¥侶によってMAPKの核外移行が阻害されること(1~9) 、 3)MAPKKは細胞質と核の間

を往来していること(図10)、4)野生型のMAPKKを核へ微量注入すると同時に微量注入し

たMAPKの核外移行を強く促進すること(図11)、5)MAPKの核外移行が核内でのMAPKK

と MAPK との結合を妨げることで阻害 されること (l~ 12)、を示し、これらの結果から

MAPKの核外移行がMAPKKを介して行われている可能性を強く示唆した。しかしなが

ら、核移行の場合と比較すると、核外移行の過科においてもその剖;に単純拡散が関与

している可能性がある。また、 MAPKK以外の分子で、 MAPK1__の|可じ部位をMAPKKと

共にMAPK結合部位として共有し、かつNESを持つ分子が存在し、そのような分子が

MAPKの核外移行を担っている可能性も排除できなし ¥0 しかしながら、 MAPKKはMAPK
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の11佐 aのjc'I111化凶子-として、 MAPKの機能する細胞においては必ず発現していると推測

されることからも、 MAPKKカflit-もその機能を県たしていると考えられる。したがって、

MAPKKはI)MAPKの(1斤I''j:_化凶r-としての俄能、 2)MAPKの細胞釘アシカーとしての機能、

3)MAPK を校外へ辿れn~ す jji び出としての機能、という三つの j14 なった 1!!1J 1(1 Iをt、?っと考

えられる。

そして京安なことは、もしMAPKKがMAPKの細胞質への辺び出として機能するならば、

脱リン際化されたMAPKのみが選択的に制、ら羽|illiされると考えられることである。何

故なら、 MAPKK はリン酸化されていないMAPK とのみ結合できるからである (1~2) 。 こ

の仮説を裏付けるように、我々の抗リン酸化担MAPK抗体および抗MAPK抗体を小、た

細胞染色の実験から、 3Yl細胞において、 TPA刺激により活性化し核へ移行したリン酸

化型MAPKは、不活性化されること無しに細胞質へ再局在することはなく、全て核内で

脱リン酸化されてから核外移行していることが見い出された(datanot shown)。またさら

に、リン酸化されていないMAPKを培養細胞の核へ微量注入すると、比較的すぐに核外

へ排出されるのに対し、チオリン際化したMAPKの場合は長時間にわたって核内に留ま

り続けたという報行もある(Khokhlatchevet al. 1998)。これらの結果はいずれも我々のモ

デルと合致する。我々のモデルはまた、 MAPKKを介したMAPKの核外輸送機構は、

MAPKによる核へのシグナルを遮断する機能は持たないことを示唆する。何故なら、す

でに不活↑守化されたMAPKの局在しか制御できないからである。したがって、 MAPKの

核外輸送機構は、次の活性化に備えて細胞質に蓄えておく MAPKを素早く補充し、

MAPKのシグナル伝達が絶え間無く続くようにするために必要な機構であると考えられ

る。なおLenormandらは、存在が予想される核アンカーの分解をプロテアソーム阻害剤

によってml害すると、たとえ不活性化されてもMAPKは核に留まり続けることを見い出

している(Lenormandet al.， 1998)。このことは、 MAPKと核アンカーとの結合はMAPKの

リン酸化状態によらず、生じ作ることを示峻している(またこのことは、 MAPKが核へ官

まるためには核内でのリン際化を必ずしも必要としないという孜々の結果(図3B)とも合

致する)。したがって、 MAPKの核外移行にはそれに先立つ核アンカーの分解が必要な
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6.結論

本研究によって作られた結果、およびこれまでに刊=られていた知見をJICにして、 MAPK

の細胞質一核lI¥j移行のilil陥IJ機慌のモデルを揃くと|立lにjJ~したようになる( 1文113 および I~I

14)。興味深いことに、このモデルは分裂酵母のMAPKの 一種であるSpcl、および{H非酵

母のMAPKのー」種Hoglの細胞内}i'iJ{E iiJIJ任IJのモデルと、それぞれ 5文はしないが、非常に

似た而を持っている。Spclは通常細胞質にのみ局夜するが、出没透Jr刺激によって活性

化すると核移行する。そしてこのとき、 MAPKKであるWislとの解離を作い、またその

解離にはSpclの活性ではなくリン酸化が必要とされる(ただしWis1はSpclの細胞質アン

カーとしては働いていないようである)。また、核移行の過程そのものは不明だが、

Spclの核への濃縮には、核アンカーとして基質である転写因子のAtf1が必要であること

が明らかにされている(Gaitset al.， 1998)0 またHoglは高浸透圧刺激によって活性化し核

移行するが、その過程に NLS受容体のホモログのN恥ID5、およびRanのホモログ

Ran-GSPlを必要とすること、そしてその後の核外移行にはNES受容体のXP01/CRMlが

必要とされることが明らかになった(Ferrignoet al.， 1998)。したがって、 MAPKはその分

子自体のみならず、その細胞内局在の制御機構も少なくともいくつかの側而において進

化上保存されているようである。また現夜までに、高等真核生物には

SAPK/JNK，p38，ERK5/BMK  1などのMAPKスーパーファミリ一分子が存在することが知ら

れているが、今後これらの分子についてもその局在制御機構を明らかにしてゆくことが

重要な課題となるだろう。また最近、 MAPKの核移行に関連していくつか興味深い報告

がなされている。そのひとつに、老化が進んだ細胞においては、増殖刺激によるMAPK

の活性化は通常の細胞と大差無く生じるが、 MAPKの核移行は顕著に抑制されるという

宇佐官がある。そして老化細胞でもNLS依存的な核移行は正常に行われているらしいこと、

およびMAPKの核移行の抑flJlJがSV40large T antigenの細胞核への導.入によって解除される

ことも見い出された(Kim-Kaneyamaet al.， 2000)。このことから、老化細胞ではMAPKの
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活性化および核への c-)品 (10 な)移行は-f1~ 'r;E'に行えるが、核アンカ ーの合成がiFしくれ:

われてお ら ず、そのために核へ日夜で、 きないと ifí~iJ!lJできる。そしてSV40large T antigen 

によ ってその拘Jiljljが}併除されることから、 SV 40 large T antigenの下流で起こる事象が核

アンカーの合成に問 13-しているのではないかという(反説カf江てられる。この似説の正当

性についても今後の1iJf究によ ってゆjらかにされるべきだろう 。
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材料，と方法

細胞培養と微長i'J:入

COS7細胞および3Y1細胞はダルベ ッコ変法イーグル培地(DMEM)にそれぞれ10%ウシJj白

川Ifll消(FCS)、むV1J免11'{(1 00 U/mlペニシリン、 0.2mg/mlカナマイシン)を加えた桁地rjlで

5% C02 インキュベーターにて37
0

C で、 t{í:益 した 。 ~B-Raf:ER細胞はフェノ ー ルレ ッ ドを 合

まないDMEM.tg地に10%FCS、}Jt生物質をJJIJえた培地I11で5%C02インキュベーターにて

37
0Cで培養し t:..o A6細胞はいibovitz's L-15培-地に10%FCS、抗生物質を力I1えた府地qJで

22
0Cで培養した。微量注入はIM-188微量注入装置(Narishige)を月い、て行い、試料は

RanQ69Lの場合を除き全て微量注入用緩衝液(20mM Hepes-KOH， pH7.4， 120 mM KCI)中

に溶解した。低温下における微量注入実験では、 3Yl細胞をあらかじめ氷上で30分静置

し、微量注入時には装置の培養皿の設置台を冷やしておいた。ATP非存在下での微量注

入実験では、 3Yl細胞をグルコースを含まず6mMデ、オキシグルコースおよび10mMアジ

化ナトリウムを加えたDMEMrtで、実験の30分前か ら終了後1H与問までの111}飼っておい

た。

細胞染色

カバーガラス上で培養した細胞は、培地に最終濃度3.7%のホルムアルデヒドを加え、 10

分以上静置することで回定した。0.5%のTritonX -100を含むPBSに5分間浸けたのち、 3%

BSAを含むPBSで希釈した一次抗体をカバーガラスに乗せ、 4
0Cで一夜静置した。その後

蛍光標識した適当な二次抗体を同様に希釈し、カバーガラスに乗せ、平j14で1Hf問静置

した。用いた一次抗体およびその希釈率は以下の通りである。ウサギ抗アフリカツメガ

エルMAPK抗体(Fukudaet al.， 1997 a， 2001i古希釈)、ウサギ打LERKI抗体(K-23Santa Cruz， 

100倍希釈)、マウスモノクローナ Jレ抗HA抗体(12CA5，200倍希釈)、マウスモノクロー

ナル抗myc抗体(9EIOSanta Cruz， 100佑-希釈)。細胞はMowiolにマウントし、観察は蛍光顕

微鏡下(ZeissAxiophoto)で、行った。

44 



〆--...，

f". 

トランスフェクションおよび免疫沈降

免疫沈降はた本的にはFukudaらの方法に従った(Fukudaet al.， 1997a)が、いくつか改良し

た点がある 。 COS7ネlll l1包またはßB-Raf:ER細 11包をトランスフェクションの 1611.~:II¥J riijにそれ

ぞれ60111111のJi'l{長111l~こ 6x1があるいは3.6x105tをいた。)lJし3たDNA誌はl枚あたりそれぞれ6

μgおよび3.6ドgで、それらをCOS7細 JJ包1IJにはLipofectAMINE(LifeTechnologies， Inc)、

~B-Raf:ER，tilJ )J包Jl J にはLipofectAMINEおよび:LipofectAMINEPLUS (LifeTechnologies， Inc)と、

それぞれ無i血清桁.illiOpti-MEM(LifeTechnologies， Inc) Ij Jで混合し、それらをあらかじめ

Opti-MEMに置換しておいた各細胞倍地中に添加して、 トランスフェクションした。5時

間(COS7細胞)あるし汁ま2時間 (~-Raf:ER細胞)後、培地を元の 10% FCS入りのD恥1EMに置

換し、そのまま24時間培養した後さらに12時間血清を除いたDMEM培地で培養(COS7細

胞)、あるいはそのまま36時間培養(企B-Raf:ER細胞)した。細胞を氷冷した抽出用緩衝液

(E液;20 mM  Hepes-NaOH， pH7.4， 2 mM  MgCI2， 2 mM EGTA)で2回洗浄したのち、 1%

Aprotinin， 1 mM  PhCH2SαF， 2 mM  dithiothreitol (DTI)， 1 mM  Na3V04， 1 mM  NaFを含んだE

液(E*液)の300ドlで、細胞を掻き採った。細胞を懸濁機で破砕したのち、 15000rpmで'30分

遠心して上i登み液を同収した。そのうち240μlを7.5μlの抗HA抗体(12CA5，5 mg/ml)およ

び50ドlの平衡化したproteinA sepharose (Pharmacia， Uppsala， Sweden)ビーズと混合し、 4
0C

で1.5時間混ぜ続けた。ビーズを300ドlのE*液で3回洗浄し、次いで300μlの溶出液(100

mM  Gly-HCI， pH2.2)と1分間混した。軽く遠心したのち、上澄みの150ドlをすぐに12I .. tlの

中和液(1.5M Tris-HCI， pH8.8)と混合した。この試料を抗HA抗体および抗MAPK抗体で

のイムノブロッティングで解析した。

細胞染色のためのNIH3T3細胞およびAB-Raf:ER細胞へのトランスフェクションは、

LipofectAMINEおよび:LipofectAM1NEPLUSをJI1い、 DNAは35mmの培養皿1枚につき1.2ドg

g使用した。

DNAコンストラクション

4月
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作コンスロラクトには、既存のコンストラクトから制限酔亥処JIHにより cDNAI析八-を切

り，r H して日 IJ のベクターに組み換えたもの、既存のcDNAを鋭 J~~! として新たに PCRi.tで作

製したもの、および:Wf' 'L 7~~! のcDNAにQuickchange site-directed mutagenesis kit (Stratagene)を

川いて変異を導入し、全く新たに作製したものがある。後者;つについてはDNA配列を

読むことにより、!としく変Y4が導入されているか、あるいは余計な変Y4が'1:.じていない

かを確認しである。なお、 MKP-3の各コンストラクト (pMT-SM，pMT-SM MKP-3， 

pMT-SM MKP-3 CS)はDr.S. Arkinstallより、 CLI00のcDNAはDr.S.M.Keyseより、それぞ

れ御供与していただいた。また、 RanのcDNA単jiltおよび変異導入は1ft野山郎氏の協力に

よる。

組み換えタンパク質の作製

Hisタグ付きアフリカツメガエルMAPK、Hisタグ付きアフリカツメガエル野生型および

NES変異型(LA)のMAPKKの各組み換えタンパク質は、それぞれGotohらおよびFukudaら

の方法に準じて作製した(Gotohet al.， 1994; Fukuda et al.， 1997a)o NES部位を変異させた

アフリカツメガエルMAPKKのト60番目までのアミノ酸残基のGST融合タンパク質

(GST-KKト60LA)もFukudaらの方法に準じて作製した(Fukudaet al.， ] 997a) 0 RanCめ9Lは

GST融合タンパク質として大腸菌 E.coli BL21株に、大腸菌発現ベクタ-

pG EX -6P l-RanQ69Lより発現させた。大腸菌を370Cで、00600=0.6までよ青養し、次いで0.5

mM  IPTGを加え 25
0Cで 6時間培養した。菌体の阿収後、懸濁液 (200 mM 

K2HP04/KH2PO←KOH， pH7.0， 50 mM  NaCI， 1 mM  EGTA， 1 mM  DTI， 0.] % Aprotinin， 1 

ぃg/mlpepstatin A， O. 5 ~g/mlleupeptin)に懸濁し、超音波による破砕を行った。 15000 rpmで、

30分遠心後、上澄みに平衡化したglutathione-Sepharose48 (Pharmacia)ビーズを加え、 4
0C

で一夜混合し続けた。ビーズを懸濁液で洗浄後、 PreScissionProtease (Pharmacia)を力11えプ

ロテアーゼ問害斉Ijを除いた懸濁液と混合し、融合タンパク質からGSTを切り離した。懸

濁液(切り放されたタンパク質が溶解している)に20mMEDTA，500 ~MGTPySを加え、

氷上で2時間静置し、その後Ran微量注入JIl緩衝液(20mM  Hepes-KOH， pH7.4， 120 mM  
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KCl， 1 mM MgCI2)で、透析した。 lH来上がったRanQ69L-GTPySは、 Microcon-lO(Amicon)で

j長紡し、分u:後液体主家で凍らせて-800Cで似存した。
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