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論 文 内 容 の 要 旨

MAPキナーゼ (MARK)カスケードは,MAPK,MAPKキナーゼ (MAPKK),MAPKKキナーゼ

(MAPKKK)からなるシグナル伝達カスケー ドである｡ 最近,SAPK (stress-activatedproteinkinase)

/JNK(C-JunN-terminalkinase)及びp38という,MAPKスーパ ーファミリーに属するキナーゼが同定

された｡古典的MAPKが増殖刺激に応答 して活性化するのに対 し,SAPK/JNK及びp38は高浸透圧

やタンパク質合成阻害剤などのス トレス刺激及びIL-1やTNF-αといったサイ トカイン刺激で活性化す

ることが示された｡ したがって,SAPK/JNK及びp38は古典的MAPKと異なる機構により活性化す

ると考えられたが,その詳細な活性化機構は不明であった｡本論文では,生化学的,免疫化学的手法を用

いて,古典的MAPK,SAPK/JNK及びp38シグナル伝達カスケー ドの三つのキナーゼカスケードにつ

いて解析が行われ,特にSAPK/JNK及びp38両キナーゼの活性化因子について新規因子の同定を含め

た詳しい検討がなされた｡

古典的MAPKカスケー ドについては,MKKlおよびMKK2に対する特異的抗体を作製し,細胞内分

布及び活性化の時間経過等を調べ,両キナーゼが互いにredundantな機能を持つことを初めて明らかにし

た｡

p38カスケードについては,酵母変異株の相補性などを利用 した遺伝学的方法により,p38を特異的に

活性化する新規 MAPKKファミリー分子 MKK6及びMKK3bを同定 ･cDNAクローニングした｡海外

のグループより報告されたMKK3とあわせて三つのp38特異的キナーゼの活性強度や分布等について解

析 し,MKK6のキナーゼ活性が最 も高いこと,MKK6は限られた細胞にのみ発現 してお り,MKK3及

びMXK3bはubiquitousであることを明らかにした｡一方,高浸透圧刺激 した晴乳類培養細胞の抽出液

からp38の主要な活性化因子を精製し,部分アミノ酸配列を決定 した結果,それがMKK6であることを

明らかにした｡さらに,高浸透圧刺激だけでなくTNFα刺激やH202による刺激についても,MXK6が

主要な活性化因子であることをMXK6特異的な抗体を作製することにより明らかにした｡これらの結果
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から,MXK6が発現 している細胞においては主要なp38活性化因子がMKK3ではなくMKK6であると

結論 した.また,最近兄い出されたMAPKKKの一つであるTAKlがMKK6及びMKK3を in vivo及

ぴ in vitroでリン酸化 し活性化することを明らかにし,TAKl-MKK6(MKK3)-p38という新 しい

MAPKカスケードの存在を示した｡

SAPK/JNKカスケードについては,高浸透圧刺激 した哨乳類培養細胞抽出液中のSAPK/JNK活性

化活性をQ-Sepharoseカラムクロマ トグラフィーにより分画し,未吸着画分に大きな活性を吸着画分に

小さな活性を兄い出した｡そして,SEKlに対する抗体を作製することにより吸着画分のSAPK/JNK

活性化活性が SEKlであることを兄い出した｡末吸着画分の主要なSAPK/JNK活性を担う因子は

SEKl以外の新規分子であること,さらにこの活性を精製すると大きく二つに分離することを明らかにし

た｡一方,MAPKKとの相同性を利用して新規MAPKKファミリー分子のcDNAクローニングを行い

MKK7と名付けた｡そして,MKK7が先に兄い出したSEKl以外のSAPK/JNK活性化因子の一つで

あることをMKK7特異的抗体を作製することにより明らかにした｡また,SEKlおよびMKK7とは異

なる未同定のSAPK/JNK活性化因子が存在することを,SEKlおよびMKK7に特異的抗体を用いた

免疫化学的手法により示した｡

次に,SAPK/JNK活性化因子であるSEKlおよびMKK7について,両キナーゼの相違について検

討 した｡その結果,MKK7はSAPK/JNKのみを活性化するのに対 し,SEKl/MKK4はp38も活性

化するという基質特異性の違いを明らかにした｡さらに,タンパク質合成阻害剤な高浸透圧刺激に対 して

はSEKl及びMKK7の両キナーゼが活性化するが,TNFα刺激に対 してはMKK7は活性化するが

SEKlは活性化 しないことを明らかにした｡これらの結果から,MKK7とSEKlの直接の活性化因子が

異なること,さらにそれぞれのキナーゼの果たす役割が異なる可能性が考えられた｡また,キナーゼ不能

型MKK7を細胞に過剰発現すると,TNFαによるSAPK/JNKの活性化を抑えることから,MKK7は

TNFcr刺激における細胞応答に重要な役割を果たしていることが示唆された｡最近,ショウジョウバエ

の初期発生過程における背部融合に重要な機能を果たす二つのキナーゼ,MAPKKファミリー分子

hemipterow(hep)と晴乳類のSAPK/JNKホモログであるDJNKが示された｡MKK7はショウジョウ

バエの hepと相同性が最も高い分子であり,MKK7/HepーSAPK/JNKというキナーゼカスケードが

ショウジョウバエから晴乳類まで種を超えて保存されていることが明らかとなった｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

新規MAPKファミリー分子であるSAPK/JNK及びp38は,ス トレス刺激及びサイトカイン刺激で

活性化するという特徴を持ち,その活性化経路の同定は非常に重要な問題である｡ これまで,古典的

MAPKカスケードとの類似性からPCRなどを用いてホモログ分子を同定し,それを細胞に過剰発現す

ることによりシグナルカスケードの構成因子を同定する方法は海外の様々な研究室で行われている｡ しか

しながら,生化学的アプローチからMAPKファミリー分子のシグナル伝達機構に関わる分子を同定する

ことはほとんど試みられていなかった｡申請者は,MAPKKファミリー分子に対する種々の免疫沈降可

能な特異的抗体を作製し,生化学,免疫化学的手法によりin vivoにおけるSAPK/JNK及びp38活性
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化因子について検討した｡

p38の活性化因子として海外のグループよりPCRを用いて単離されたMKK3の存在が知られていた｡

申請者は,酵母の系等を用いることで,MKK3と異なる新規p38活性化因子であるMKK3b及びMKK6

のcDNAクローニングを行った｡また,主要なp38活性化因子を晒乳類培養細胞から精製し,そのアミ

ノ酸配列を決定した結果,それがMKK3でなくMKK6であることを明らかにした｡このようにシグナ

ル伝達機構に関わる分子,しかも新規の分子を生化学的に兄い出し,その分子の同定 ･cDNAクローニ

ングを行ったことは大変に価値が高いと考えられる｡

さらに申請者は,SAPK/JNK活性化因子についてもカラムクロマ トグラフィーにより分画し解析 し

た｡そして,MAPKKのホモログとして遺伝子のみの報告があり,その機能が未知であったSEKlの内

在性分子がSAPK/JNK活性化因子の一つであることを明らかにした｡しかも,他にまだ未同定の活性

化因子の存在を示した｡このSEKl以外の活性はカラムクロマ トグラフィーによりさらに二つにわかれ,

そのうちの一つが申請者がcDNAクローニングを行ったMKK7であることを明らかにした｡SEKlは

TNFα刺激で活性化せず,一方MKK7は顕著に活性化 した｡さらにキナーゼ不能型MKK7を用いるこ

とで,TNFα刺激におけるSAPK/JNK活性化にMKK7が重要な働 きをすることを示 した｡また,

MKK7のホモログがショウジョウバエにおいて存在し,このホモログ分子がショウジョウバエの初期肱

発生において重要な機能を果たすことが知られている｡ このように,申請者はSAPK/JNK活性化因子

についても生化学的解釈により新規分子の存在を示し,そのうちの一つ (MKK7)のcDNAクローニン

グに成功 し, しかもその分子が生体において重要な機能を持つ可能性を示 した｡この発見は,今後の

SAPK/JNKの機能研究の進展において貢献するところが大きい｡

以上本申請論文は,MAPKKファミリー分子についての生化学的解析を行い,特に新規 MAPKファ

ミリー分子であるSAPK/JNKおよび p38という両キナーゼの主要な活性化因子 として MKK6と

MKK7という新規分子を同定したものであり,博士 (理学)の学位論文として十分に価値あるものとし

て認められる｡

なお,本申請論文に報告されている研究業績を中心として,これに関連した分野について試問した結果,

合格と認めた｡
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