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序論

　細胞は、外界からの刺激に応答して増殖、分化、アポトーシスなどさまざまな運命

をたどる。これら細胞運命の決定は、受精卵から個体への発生、神経系や免疫系の機

能調節、細胞の癌化など幅広い生命現象において重要な役割を果たしている。した

がって、細胞はその進化の過程において外界からの刺激を正確かつ迅速に核へと伝え

るさまざまなシグナル伝達経路を構築してきた。このようなシグナル伝達経路のうち、

現在もっともよく研究されている経路の一つとしてMAPキナーゼ（MAPK）経路があ

げられる〔鴎。歴史的には、MAPキナ・一列は培養細胞に増殖因子を添加した際に活性化

されるプロテインキナーゼとして同定された15－9）。その後の研究により、MAPKはキ

ナーゼドメイン中に存在するTEYという配列中のスレ門司ン残基およびチロシン残基

の両方をリン酸化されることで活性化されることが明らかにされた⑯。さらに、

MAPKのスレオニンおよびチロシンの両方をリン酸化するdual　speci五city　protein　kinase

活性を有するMAPKキナーゼ（MAPKK．）が存在すること、またそのMAPKK自体がセ

リン／スレオニンのリン酸化を受けることで活性化されるプロテインキナーゼであり、

細胞内にMAPKKをリン酸化するMAPK＝Kキナーゼ（MAPKKK）、　MAPK＝K、および

MAPKより構成されるプロテインキナーゼカスケードが存在することが明らかになっ

た（】1－13）。さらに、MAPKKによるリン酸化によって活性化されたMAPKは細胞質から

核内に移行し、転写因子等の標的分子群をリン酸化することでその活性を調節し、さ

まざまな遺伝子の転写を特異的に制御することで外界刺激に対して遺伝子の転写を介

した細胞全体としての応答を惹起することが知られている。このようなMAPKK：K、

MAP：KK、　MAPKよりなる経路はMAPK経路と称され、酵母から哺乳動物細胞にいた

るまで進化的に高度に保存された主要な細胞内シグナル伝達経路である。

　最近になって上述の細胞増殖因子によって活性化されるMAPKに近縁分子が存在す

ることが明らかになった。これらのMAPK近縁分子には∫NK（c－J㎜NH2－terminal

ldnase）またはSAPK（s甘ess－activated　protein　kinase）とP38が挙げられる（固8）。増殖因

子により活性化されるMAPKを古典的MAPKあるいはERKI（Extracellular　signa1－regu－

lated　kinase）と呼ぶと、このERKの構造的特徴はTEYよりなるMAPKKによりリン酸

化を受ける配列をもつことである。しかし、MAPK近縁分子である∫NKはTEY配列の

代わりにTPY配列を、　p38はTGY配列をもっている。これらMAPK近縁分子はER：K

同様にTXY配列中のスレオニンとチロシンをMAPKK：によりリン酸化されることで活

性化されることが明らかになっており、ERKに加えてJNK、　p38といった近縁分子を含

めて現在ではMAPKスーパーファミリーと総称されている。

　ERKが主に細胞増殖因子によって活性化されるのに対し、∫NKやp38はIL－1、　TNF一α

1



といった炎症性サイトカインや、UV照射、高浸透圧刺激などの物理化学的ストレスに

よって活性化されることがわかっている（Fig．0）。七口：KやP38といった新規MAPK：の上

流にもERK経路と同様にMAPKKやMAPKK：Kが存在していることが明らかになって
いるが、これら新規MAPK経路のMAPK：K：Kは特に多様性に富み、　ME：KK1（19）、

TAK　1〔2。）、　ASK1〔2D、およびMLKファミリーのプロテインキナーゼ（2｝27｝など、現在まで

に数多くの分子が単離されている。このような状況のもと、我々の研究室ではヒト小

脳cDNAライブラリーをスクリーニングし、　MAPKKK様の一次構造をもつプロテイン

キナーゼ遺伝子のクローニングに成功した（2B）。このcDNAによりコードされるタンパ

ク質は、N末端側にセリン／スレオニンキナーゼおよびチロシンキナーゼの両方の一次

構造上の特徴をあわせもったハイブリッド型のキナーゼ触媒ドメインをもち、さらに

そのすぐC末端側には2個の隣接するロイシンジッパー様の配列よりなる領域が存在し

ていた。これらの特徴はM：LKファミリーとよばれるMAPI（KK分子群に共通にみられ

るものであり、このプロテインキナーゼがMLKファミリーに属する新規なメンバーで

あることが予想された。そこで、この分子にLZK　Qeucine　zipper－bearing　kinase）と名付

け、その細胞内シグナル伝達における役割を詳細に検討した。

　第一章では、まずLZKがMAPKスーパーファミリー中のどの分子を含む経路を活性化

するかについて検討した。その結果、LZKはMAPI（KであるMKK：7を直接リン酸化する

ことで活性化し、結果的に㎜SAPK経路を選択的に活性化することを明らかにした。次

Gmwth　Factor

　　▼

1㎡la㎜atoΨcytokine
　　　S缶ess
　　　　▼

　▼
Raf

　▼

MEKl
MEK2
　▼
ERKIl

ERK2

　　▼

M：EKK1
　　▼

MKK7
　SEK1
　　▼

JN：KISAPK

EIk・1　　　　　　c－Jl皿

c・Myc　　　　　ATF－2

　へ　　　　　　　♪

　Gene　Exp爬ssion

Fig　O　Schematic　diagram　of　two　malor　MAPK　pathways　in　mammalian　cells．　Both　MAPK

pathways　consist　of止ree　classes　ofprotein　kinases，　MAPK，　MAPKK　and　MAP㎜（．　ERK　path一

．way　is　activated　mainly　by　growth　fねctors，　whereas　JNK／SAPK　pathway　is　activated　when　cells　are

exposed　t。　inOa㎜at。騨。kines。r　stresse5．
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に、近年シグナル伝達研究の分野で非常に大きな注目を集めているスカフォールド分子

がLZKによる㎜SAPK経路活1生化において果たす役割を検討した。スカフォーールド分

子とは、あるシグナル伝達経路を構成する複数の分子群と結合し、シグナル伝達の正確

性やシグナル伝達効率を高める分子の総称である（29〕。JNKISAPK経路においては、JIP一玉〔3q

3D
ﾆよばれる分子がスカフォールド分子として機能し得ることが報告されているが、LZK

がこのJIP－1と結合することを明らかにし、さらにその結合領域を共免疫沈降法により検

討したところ、LZKがそのキナーゼドメインを介してJIP－1のPTBドメイン（phospho－ty－

rOsine　binding　do皿ain）に結合することを明らかにした。また、このLZKIとJIP－1の相互

作用により、LZK単独の場合と比較してLZKの㎜SAPK経路の活性化能が著しく増強’

されることが明らかになった。これらの結果は、LZKが］NK／SAPK経路を特異的に活性

化するMAPKKKであり、そのJNK／SAPK経路活性化の効率がスカフォーールド分子である

JIP－1との相互作用を介して増強されることを明らかにしたものである。

　次に、第二章ではLZK分子内に存在する機能性ドメインの同定および解析を行った。

前述のように、LZK分子内には2個の隣…接したロイシンジッパー様構造からなる領域

が存在する。ロイシンジッパー構造はタンパク質問の相互作用に関与することが知ら

れていること、またMAPKKKのなかには二量体／多量：体形成がその活性化に必須であ

るものが存在する（3訟33｝ことが知られていることから、まずLZKがこの領域を介して二

量体あるいは多量体を形成する可能性について検討した。その結果、細胞内に発現し

た2種の異なるエピトープタグを付加した：LZKが免疫沈降時に共学することから、

LZKが細胞内で二：量体あるいは多量体を形成していることが明らかになった。そこで

次にLZKのさまざまな三三変異体の全長LZKとの結合能を検討したところ、予想通り

ロイシンジッパー様領域が二量体／多：量体形成に必須であることが明らかになった。さ

らにこの二量体／多量体形成が：LZKのMAPKKKとしての機能において果たす役割につ

いて検討したところ、二量体／多量体形成能を欠く変異型LZKは∫NK活性化能をもた

ないことがわかった。したがって、二量体／多量体形成がLZKによる餌即SAPK経路

の活性化に不可欠のステップであることが明らかになった。また、C末端約160アミノ

酸残基を欠失した変異型LZKでも∫NK活性化能が失われていた。そこで、この変異体

のMAPKK活性化能を検討したところ、このC末端領域が∫NKISAPK経路のMAPKK

であるSEKI1の活性化に必要であることが明らかになった。

　第三章では、酵母two－hybrid法によるスクリーニングを行い、　LZKと細胞内で相互

作用する分子を単離し、LZKによるシグナル伝達においてその分子が果たす役割につ

いて検討した。まず、LZKI分子のN末端からキナーゼドメインの直後までをベイトと

して酵母two－hybrid法によるスクリーニングを行い、2個の陽性クローンを得た。その

うちのひとつのクローンはAOP－1（anti。xidant　protein－Dとよばれる既知のタンパク質

をコードしていた｛34｝。細胞内に発現したAOPdはLZKと免疫沈降時に共沈することか
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ら、これらの分子は細胞内で実際に相互作用し得ることが明らかになった。AOP－1は

その一次構造上の特徴からチオレドキシンペルオキシダーゼのひとつであると考えら

れている。すなわち、AOP一玉は細胞にとって有害な活性酸素種のひとつである過酸化

水素をチオレドキシン依存的に還元除去するはたらきをもつ分子であると考えられる。

そこで、細胞にAOP－1とLZKを発現し、過酸化水素による刺激がこれらの分子の相互

作用に与える影響を調べたところ、刺激後約25分から5分をピークとした相互作用の

一過性の増強が認められた。最：近になって細胞内で微量に産生される過酸化水素がシ

グナル伝達のセカンドメッセンジャーとしてはたらくことが明らかになりつつある僻

ヨ8｝

B細胞内でセカンドメッセンジャーとして産生された過酸化水素によりAOP一工と

LZKの相互作用が調節され、その結果LZKの∫NKISAPK経路活性化能が制御されてい

る可能性がある。

　以上より、本研究は新規プロテインキナーゼLZKによる細胞内シグナル伝達経路を

詳細に解析したものであり、MAPK：．経路のひとつである㎜SAPK経路を介した細胞

制御の複雑な過程を解明するための重要な知見を得たものである。
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第一章　LZKによるJNKISAPK経路の活性化機構の解析

　細胞は外界からの刺激に応答して様々な運命をたどる。このような細胞運命の決定に

おいて中心的な役割を果たすのが細胞内シグナル伝達系である。細胞外からの刺激を核

へと伝達する主要なシグナル伝達経路として、MAPK経路の存在が知られている〔1－4〕。

MAPK経路はMAPKKK、　MAPKK、　MAPKの3つのクラスのプロテインキナーゼ群によ

り構成されるカスケード状のシグナル伝達経路であり、哺乳動物細胞では少なくとも3種

のMAPK経路が存在することが知られている。つまり、主に増殖因子刺激により活性化

されるERK経路（または古典的MAPK経路）と、炎症性サイトカインや物理化学的スト

レスにより活性化される㎜SAPK経路やp38経路（新規MAPK経路とも総称される）

である個呂）。どちらの経路においてもMAPKKKが最も多様性に富み、これまでにさまざ

まなMAPKKK分子がクローニングされている。MLKファミリーとよばれる一群のプロ

テインキナーゼ群は、最近になりその存在が知られるようになった新しいMAPKKK群で

ある。このファミリーに属するプロテインキナーゼのうちいくつかは、主に新規MAPK

経路においてMAPKKKとしてはたらくことが知られている（2瑚。筆者の所属する研究室

では、ヒト小脳cDNAライブラリーをスクリーニングすることで新規なプロテインキナー

ゼ遺伝子のクローニングに成功した働。この遺伝子にコードされるタンパク質は分子量

約108kDaであり、N末端側にセリン／スレ才ニンキナーゼとチロシンキナーゼの両方の

一次構造上の特徴をあわせもったハイブリッド型のキナーゼ触媒領域をもち、さらにそ

のすぐC末端側には2個の隣i接するロイシンジッパー様の構造よりなる領域が存在してい

た。これらの構造的特徴はMLKファミリーに属する分子に共通のものであり、LZKは

MLKファミリーに属する新規プロテインキナーゼであると考えられた。

　そこで第一章では、LZKが㎜SAPK経路あるいはER：K経路においてMAPKEK活性

をもつことを予想し、LZKによるMAPK経路活性化メカニズムの検討を行った。

第一節　LZKにより活性化されるMAPK経路の同定

1、LZKにより活性化されるMAPKの同定

　LZKによるシグナル伝達メカニズムを解析するために、まずしZ：Kにより活性化される

MAPKの同定を行った。　COS7細胞に野生型のLZK（LZK　WT）あるいはキナーゼ活性を

もたない変異型LZKIであるLZK　AKDをそれぞれJNKあるいはERKと共発現した。トラ

ンスフェクション24時間後にそれぞれのMAP：Kを免疫沈降により回収し、〔Y－32P｝Arp存
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Fig. 1-1 LZK activates JNK but not ERK. A, His-tagged LZK or its kinase negative mutant,

LZK AKD, was co-transfected with HA-tagged JNK in COS7 cells. After 24 h, HA-JNK was

immunoprecipitated from each cell lysate, and kinase activity was measured by in vitro kinase

assay using GSTi-c-Jun as a substrate. B, COS7 cells were co-transfected with LZK or LZK AKD

and HA-tagged ERK. After 24 h, HA-ERK was immunoprecipitated and kinase activity was mea-

sured by in vitro kinase assay using myelin basic protein (MBP) as a substrate. Representative

autoradiograms obtained on the in vitro kinase assay are shown (top). The amount ofHis-LZK or

His-LZK AKD in each lysate was determined by Western blotting with anti-His antibodies (bot-

tom). Bar graphs show the mean fbld increase in substrate phosphorylation relative to the empty

vector control. The mean values for three independent experiments are shown with standard devia-

tions.
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在下でGST－c－Jun（1－79）（JNKアッセイ）またはMBP（ERKアッセイ）を基質として3G℃、

20分間in　vitroキナーゼ反応を行った。反応物をSDS－PAGEで電気泳動後、　BAS2000を用

いてリン酸化された基質を可視化・定量した。その結果、野生型LZKとの共発現により

JNK活1生がコントロールの約4倍から5倍程度まで上昇した（Fig．1－IA）。しかし、野生

型のLZK：．は同様の条件下でERKを全く活性化しなかった（Fig．1－1B）。このことからLZK

はJNKISAPK経路を選択的に活性化することが明らかになった。また、キナーゼ活性を

もたない変異型LZKであるLZK△KDはJNKを活性化しなかったことから、　LZKによる

王NKISAPK経路活性化にはそのキナーゼ活性が必須であることが明らかになった。

2．LZKによるMKK7活i生化

　前項の実験より、LZK力汀NKISAPK経路を活性化することが明らかになった。　LZKは

そのキナーゼドメインにおいて既知のMAPKKKであるTAKIやRafとある程度の相同性

を示す。また、これまでに解析されてきたMLKファミリーに属するキナーゼ分子は主に

㎜SAPK経路においてMAPKKKとしてはたらくることが報告されている〔2塾27｝。これら

のことから、LZKが∫NKISAPK経路においてMAPK：KKとしてはたらくことが予想され

た。そこで、LZKがJNKISAPK経路のMAPKKであるMKK7をリン酸化・活性化するか

どうか検討した。まず、LZKがin　vitr。でMKK7をリン酸化することを確認した。　COS7

細胞に野生型あるいはキナーゼ活性を欠く変異型LZKを発現し、免疫沈降により回収し

たものをそれぞれ酵素源として用い、［Y－3’P］ArP存在下でGST－MKK7を基質としたin　vitro

キナーゼアッセイを行いLZKのMAPKKK活性を測定した。その結果、野生型のLZKの

みが特異的にGSTMKK7をリン酸化した（Fig．1－2A）。次に、　LZKが細胞内でMKK7を

活性化することを確認した。COS7細胞にMKK7と野生型のLZK、あるいはすでに

MAPKKKとしてMK：K7を強く活性化することが知られているMEK：K　l△N（MEKK　lの構

成的活性型変異体）を発現し、MKK7を免疫沈降により回収した。これを酵素源とし、［Y－

32P］Arp存在下でGST－KN－JNK（キナーーゼ活性をもたない変異型凪K）を基質としたin

vitr。キナーゼアッセイを行い、　MKK7活性を測定した。その結果、　LZKとの共発現によ

りMKK7活性はコントロールの約7倍に上昇した（E9．1－2B，　C）。これはポジティブコン

トロールとして用いたMEKK1△Nと共発現した際のMKK7活性の約65％にあたり、LZK

がMAPKKKとして機能するのに充分な程度MK：K7を活性化し得ることがわかった。
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Fig. 1-2 LZK phosphorylates and activates MKK7

when co-expressed in COS7 cells. A, His-tagged LZK

or LZK AKD was expressed in COS7 cells. After 24 h

post-transfection, LZK or LZK AKD was immunopre-

cipitated from each cell lysate and kinase activity ofLZK

was measured by in vitro knase assay using GS'Ii-MKK7

as a substrate. A representative autoradiogram is shown

(top). The amount of GSTLMKK7 included in each re-

action mixture as a substrate was essentially identical

(middle). The expression ofLZK or LZK AKD was de-

termined by Western blot with anti-His antibodies (bot-

tom). B, His-tagged LZK or MEKKIAN was co-ex-

pressed wnh Myc-tagged MKK7 in COS7 cells. At 24 h

post-transfection, Myc-MKK7 was immunoprecipitated

from each cell lysate and MKK7 activity was measured by in vitro kinase assay using GST:-KN-

JNK as a substrate. A representative autoradiogram ofthree independent experiments is shown

(top). The amount of immunoprecipitated Myc-tagged MKK7 was determined by Western blotting

with anti-Myc antibodies (middle), and the amounts of His-LZK and MEKKIAN expressed in

COS7 cells were determined by Western blotting with anti-His or anti-MEKK1 antibodies, respec-

tively (bottom). Representative results ofthree independent experiments are shown. C, The amount

ofphosphorylated GST-KN-JNK in MKK7 assay was measured by Foji BAS2000 and shown as

mean ±S.E. from three independent experiments.
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第二節　LZKとスカフオールド分子JIP．1の相互作用の解析

1．LZK分子内のスカフオールド分子JIP．1結合領域の同定

　第二節では、LZKによるJNKISAPK経路の活性化におけるスカフォールド分子JIP－1

の役割について検討した。スカフォールド分子とは、あるシグナル伝達経路を構成する

複数の分子と相互作用し、その経路のシグナル伝達の正確性や伝達効率を高める機能を

もり分子である（29｝。㎜S鯉K経路においてはJIP－1とよばれる分子がスカフォールド

分子として機能することがすでに報告されている（31）。すなわち、JIP－1はJNKISAPK経

路を構成するMAPKであるJNK、　MAPKKであるMKK7、そしてMAPKKKであり、ま

たMLKファミリーのメンバーでもあるMLK3とそれぞれ独立に相互作用し、その結果

MLK3→MKK7→JNKというシグナル伝達の効率を上昇させることが知られている。そ

こで、LZKによるJMUSAPK経路の活性化においてもJIP－1が関与するかどうか検討し

た。まずはじめに、LZKがJIP－1と相互作用するかどうか、共免疫沈降法により解析し

た。COS7細胞にHis－tagを付加したLZK、　Flag－tagを付加したJIP－1を共発現し、　anti－

Flag抗体を用いて免疫沈降を行った。この免疫沈降物中に存在する、　JIP－1と共沈した

LZKを検出する目的で、　anti－His抗体によるWestem　blotを行った。その結果、　LZKお

よびJIP－1の両方を発現している場合のみJIP－1に共晶したLZKのバンドが検出された

Hi餅LZK　　一　　十　　十

nag響」1P・1　　十　　十　　一

IP：an重i－Rag

Ce皿lysate

［三ユーK
　1　　2　　3

WB＝anti・His

　1　　2　　3

WB：anti・His

巨群コ（・㎞・側

　1　　2　　3

WF：antl・Flag

Fig．1－3　L、ZK　associates　with　JIP－1　when　co－

expressed　in　COS7　cells．　COS7　cells　were　co－

transfbcted　with　His。tagged　LZK　and／or　Flag－

tagged　JIP－1．　At　24－48　h　post－transfbction，　the

cells　were　lysed　in　lysis　buf琵L　The　JIP－1

protein　was　imm㎜oprecipitated丘om　each　cell

lysate　using　anti－Flag　antibodies　alld　protein　G－

Sepharose　beads．　The　presence　of　His－LZK　in

the　JIP－l　immunoprecipitates　was　examined　by

Westem　blotting　with　anti－His　antibodies（top）．

In　a　parallel　experiment，　the　presence　of　His－

LZK　and／or　Flag－JIP－1　in　cell　lysates　was

examined　by　Westem　blotting　with　anti－His　or

anti－Flag　antibodies，　respectively（middle　and

bottom）．
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（Fig．1－3）。このことから、細胞内でLzKとJIP－1が相互作用することが明らかになっ

た。そこで次にLZK分子内のJIP－1との相互作用に必要な領域を同定するために、　Fig．

1－4に示すような種々の変異型LZKのJIP・1との相互作用の有無を検討した。その結果、

キナーゼドメインを欠失した変異体のみJIP－1結合能を失ったことから、JIP－1との結合

にはLZKのキナーゼドメインが必要であることが明らかになった。

A．

His・tagged　IZK　dehti㎝mutanεs

　　　　　めのゆピののミヵ　　　　　　　　　ヨヨ　だ　ぶピ　

LZKFL　　粋巨コ■■■■【＝二．＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝コ‘oo9

　　　　繍s・taε　1脚匠瀧題ppe団ko　　　i　　966

LZK（1・800）

LZK（1・558》

LZK（143蓬）

LZK▲Zip

軍＝＝＝＝＝＝＝コ
馴■■亡．＝＝コ　　　鋤

巳＝■■■日　　558

　　　431

431　　556 鰯

正ZK」旧｝恥り＝＝＝コ＝コ
167 557

螂

B．

His・LZK　FL

H飴・LZK（1800）

正1㎏幽】しZK（1・558）

H誌孤ZK（1431）

H㎏・LZK▲Zip

His・LZK▲KD　Zip

F血9・皿・1

IP＝anti　F翼ag

一　十　一　一　一　一一

一　一　十　一　一　一　一

一　一　一　十　■　一　一

一　一　一　一　十　一　一

一　一　・一一　一　十一

一　一　一一　一　一十

十　十十十十十十

1　2　3　　4　5　　6　　7

　　WB：an重i・ms

Ce皿置ysate

1　2　3　　4　5　　6　　7

　　WB：ant田is

Fig．1－4　L、ZK　associates　with　JIP－1　vi劉its　ki口ase　cata貰ytic　domain．　A，　His－tagged　LZK　and　the

deletion　mutants　of　it　used　in　this　experiment　are　schematically　presented．　B，　Each　deletion　mutant

was　co－expressed　with　Flag－tagged　JIP－1　in　COS7　cells，　and　JIP－l　was　immunoprecipitated　fヤom

each　cell　lysate．　The　presence　of　LZK　in　JIP－l　immunoprecipitates　was　examined　by　W6stem

blotting　with　anti－His　antibodies（upper）．　In　a　parallel　experiment，　a　whole　cell　lysate　of　each

transfbctant　was　su切ected　to　SDS－PAGE　and　LZK　was　immunodetected　with　anti－His　antibodies

（lower）．
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2．JIP－1分子内のLZK結合領域の同定

　次に、前項とは反対にスカフォールド分子JIP－1のLZK結合領域を検討した。前述の

ように、JIP－1はMAPKKKであるMLK3、　MAPKKであるMKK7、そしてMAPKである

JNKと独立に結合する。この結合を介してMLK3→MKK7→JNKというシグナル伝達

A．

H㎎・佃gged　JIP・1　dele重io匝mu重ants

Fhg・JHP4　FL

Fね9直」1P●1（284●707）

F㎏9・」炉・1（4礁707）

Fh霧騨JIP昌1α■277）

Fbg幽JIP．1『 i465・581）

F㎏・J聾94（582・707）

3Nκbbdi鴫dαm舘き FτBdo魍i聴

鼎ゴぼ＝＝コ■■■；＝＝＝；＝コ磁園・coo麗

Fla巳・錘9

284

　　　　277

：　　　　7σア

・　　　　7（η

465　　　7σ7

口465　581

圃　　59～7σア

3． C．

纈纈．纈 （m酔LZK
：灘懸 （His・LZK

1　　2　　3　　4　　5

IP＝anti胃nag

WB：anti・His

1　　2　　3

IP：an髄・nag

WB　3　anti・His

（Flag・JIP．1FI」

（1覗agrJ皿D曜1（284・707）

・噂1覗ag冒JIP曾1（1咀277）．

噸Flag．JIP■1（465・707）

獅膨騨．
（lFlagのJIP．1（465■581）

噸F置鎚g・JIP・1（582●707）

1　　2　　3　　4　　5

1　　2　　3

　Ce皿rysate

WB：anti・Flag

　CeH正ysate

WB＝ant削ag

Fig．1－5　L、ZK　3ssociates　with　JIP－1　via　its　kinase　catalytic　domain．　A，　His－tagged　LZK　and　the

deletion　mutants　of　it　used　in　this　experiment　are　schematically　presented．　B，　each　deletion　mutant

was　co－expressed　with　His－tagged　LZK　in　COS7　cells，　and　JIP－1　was　immunoprecipitated丘om

each　ce111ysate．　The　presence　of　LZK　in　JIP－1　immunoprecipitates　was　examined　by　Westem

blotting　with　anti－His　antibodies（upper）．　In　a　parallel　experiment，　a　whole　ce田ysate　of　each

transfbctant　was　su切ected　to　SDS－PAGE　and　JIP－1　was　immunodetected　with　anti－Flag　antibodies

（lower）．
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が増強されるが､JIP-1分子上に存在するMLK3､MXX7､JNKの結合領域は分子内でC

末端側から順に並んでお り､このような結合領域の順序がカスケー ド状の反応が効率良

く起こるために重要であると考えられる(3Ⅰ)Dそこで､LZKからのJN打SAPK経路活性化

シグナルがJIp-lにより増強されるためには､MLK3同様にMKK7結合領域よりもC末端

側の領域にLZKが結合する必要があると考えられるDそこで､JIP-1分子内のLZK結合

領域を同定する目的で､JIP-1をN末端側から順次欠失 した変異型JIP-1の発現コンス ト

ラクトを作成 し､それぞれのLZK結合性を共免疫沈降法により解析 した｡その結果､LZX.

はJIP-1のC末端より約 240残基よりなる変異体と相互作用 したことから､この領域に

LZK結合 ドメインが含まれると考えられた (Fig.1-5B)Oこの領域は､すでに知られてい

るMKK7との結合領域よりもさらにC末端側にあたることから､LZKは上述の結合領域

の順序を満たしていることがわかった(31)Oまた､JIP-1分子のC末端付近はリン酸化チロ

シン残基を認識 して結合すると考えられているPTBドメイン (phosphotyrosinebinding

domain)とよばれるドメイン構造をとっていることが知られている(39).LZKはこのPTB

ドメインを含む領域と結合することから､LZKがPTBドメインにより認識されている可

能性が考えられた｡そこで､さらにJ工p-1分子中のLZK結合領域を絞 り込むため､465番

目以降の残基を二つの領域に分割 した変異型JIP-1発現コンス トラクトを作成 し､これら

の変異体とLZKとの結合能を検討 したOその結果､LZKはJIP-1の582番 目以降と結合す

ることが明らかになった (Fig.1-5C)｡この領域はpT王げ メインと考えられる領域とほぼ

同一であり､LZKがJIP-1のPTBドメインと結合することが強く示唆されたoLかし､LZK

分子のJIP-1結合領域内にはpTBドメインにより認識されるコンセンサス配列が存在 しな

いことから､JIP-1のPTBドメインによるLZKの認識横横は今後の解析が必要であると考

えられる｡

第三節 LZK.によるシグナル伝達における∬P-1の役割

上述のように､LZKはそのキナーゼ ドメインを介 してJIP-1のPT】〕ドメインと結合する

と考えられた.JIP-1分子内のLZK結合 ドメインは､MLK3との結合 ドメインと考えられ

る領域に含まれてお り､LZKとMLK3はJIP-1に同一のメカニズムで結合 している可能性

が示唆されたoJIP-1はMLK3と相互作用することでMLK3のJNK活性化能を増強するこ

とが知られている(3])Oそこで､筆者はLZKのJNK/SAPK経路活性化能がJIP-1との相互

作用により影響されるかどうかに興味をもち､以下の解析を行った｡まず､JIP-1存在下

あるいは非存在下でLZKとJNKを共発現 し､細胞内でLZKにより活性化されたJNKの

量をリン酸化JNK (活性型JNK)特異的な抗体を用いたWestemblotにより定量 したoま

た同時に､anti-HA抗体でWestemb王otを行うことで発現 LたJNKの総量を定量 し､各サ

ンプルにおけるリン酸化JNK量の実測値をJNKの総量の実酬 直で割ることによりノーマ
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ライズした結果をJNK活性化の指標とし、この値をグラフに示した（Fig．1－6）。その結

果、JIP－1非存在下においてもLZKはJNKを活性化するものの、　JIP－1との共発現によっ

てLZKの∫NK活性化能がさらに増強されることが確認された。したがって、　LZKとJIP－

1との相互作用はLZKによる㎜SAPK経路の活性化を正に調節するものであることが

明らかになった。

A． B．

His・1、ZK　　一

正【is・皿P・1　　　－

HA・JNK　　十

一　十　十

十　一　十

十　十　十

　　　、　　＿噸、噌Ph岬h吋a』ed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　HA・JM

　　　　　1　　2　　3　　4

WB＝a面・phosp㎞rylatα1　JNK

1　　2　　3　　4

W3＝anti・HA

（HAJNK：

HigLZK　　隔　　■　　十　　十

Hi，皿・1　　一　　十　　一　　十

HA・JNK　　十　　十　　十　　十

皇

基需

言言

薙
蓼
量

謡

10

5

0

1　　2　　3　　4

Fig．1－6　JIP－1　en血ances　LZK－induced　J〕NK　activation．　A，　COS7　cells　were　co－transfbcted　with

HA－JNK　and　His－tagged　LZK　and／or　JIP－1．　After　24　h，　the　cells　were　lysed　by　the　addition　of

SDS－PAGE　sample　buf匝r，　and　then　the　amount　of、dually　phosphorylated㎜was　dete㎜ined　by

W6stem　blotting　with　anti・phosphorylated∫NK　antibodies（upper）．　The　same　lysates　were　sub－

jected　to　SDS－1砥GE　and　then　i㎜moblo廿ed　with㎝ti－HA　antibodies　to　dete㎜ine血e　tota1㎝10mt

of　overexpressed　JNK　in　each　transfbction（lower）．　B，　The　extent　of　JNK　activation　was　repre－

sented　as　a　graph．　Tb　dete㎜ine血e　extent　of∫NK　activation　under　each　condition，　the　imm㎜ore－

activity　to　anti－phosphorylated　JNK　antibodies　was　no㎜alized　to　the　total　amountg　ofJNK　in　the

lysates．　Data　represent　the　mean±S．E．　of　three　independent　experiments．
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第四節　考察と総括

　第一節ではLZKが㎜SAPK経路のMAPK民であるMK］く7を直接リン酸化することで

活性化し、その結果としてJNKを活性化するということを明らかにした。つまり、LZK

が㎜（／SAPK経路のMAPKKKとして機能するプロテインキナーゼであることが明らかに

なりた。この結果はこれまでに報告されているように、…、M磁、　ML詔といり

たMLKファミリーに腐するキナーゼが新規MAPK経路を選択的に活性化するという事実

とよく一致するものである‘22・2426）。MUKIDLKは㎜SAPK：経路の2種のMAPKKのう

ち、MKK7に高い基質特異性をもっており、SEK　1はリン酸化しないという報告がある（40〕。

しかし・LZK：は後述するようにある条件下ではSEK1を活性化し得ることから、　LZKと

M㎜LKは下流のMAPKKの基質特異性に若干の差があるかも知れない。

　次に第二節ではLZKがキナーゼドメインを介してスカフォールド分子∬P－1のPTBド

メインと相互作用することを明らかにした。ヒトLZKはmRNAレベルで膵臓に非常に高

い発現が認められるが〔28）、免疫組織染色の結果から膵臓内でもLangerhans島に特に高発

現していることがわかっている。JIP－1もまた膵Langerhans島に強く発現しており（41｝、膵

Langerhans島細胞においてLZKとJIP－1が相互作用し、その結果JNK／SAPK経路が正に調

節を受けている可能性がある。LZK、　JIP・1はまた臓器レベルでは脳にも強く発現してい

ることがわかっている（2圃。JIP－1の細胞レベルでの局在の研究の結果、　JIP－1タンパク質

は神経細胞の樹状突起の先端付近に多く存在しているということが明らかになっている

帆43｝。LZKIもまた神経細胞株に発現していることがわかっているが、現時点ではLZKの

神経細胞内での局在は不明である。LZKが神経細胞内でJIP－1と相互作用し、樹L状突起の

先端部で局所的な姻K活性化を誘導し、その結果JNKが通常とは異なる局在をとること

で局所的に西下の基質をリン酸化している可能性も考えられ、JIP－1のanchorタンパク質

としての役割にも興味がもたれる。

　本研究ではスカフオールド分子としてJIP－1のみをとりあげたが、実際にはこれまでに

JN：KISAPK経路におけるスカフォールド分子としてJIP－1ホモログのJIP－2（43）およびJIP．3（判

や、さらにはJNKBP　1（45）、β一arrestin㈹といった多様な分子が存在することが知られてい

る。JIP－2やJIP－3はMLKIファミリーのキナーゼと相互作用し得ることが報告されており、

これらのスカフォールド分子とLZKとの関連にも興味がもたれる。また：最近、JIP－1の冴B

ドメインと相互作用する分子としてP190R加G£Fとよばれる分子が単離された〔39〕。この

分子は低分子量Gタンパク質の一種であるRh。のGDPIGTP交換因子であり、Rhoを活性

化するタンパク質のひとつである。このタンパク質中に存在する、JIP．1のPTBドメイン

により認識される配列はリン酸化チロシンを含まず、フェニルアラニンを含む配列であ

ることが報告されている。しかし、LZKのJIP－1結合領域であるキナーゼドメイン内には

リン酸化チロシンを含む認識配列・フェニルアラニンを含む認識配列のどちらも存在せ
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ず・LZKと∫IP－1のPTBドメインの結合における認識機構の解析は今後の課題である。最

近・発生過程における神経細胞の移動を促すと考えられているreelinタンパク質の受容体

であるApoER2の細胞内ドメインにJIP．1が結合するという報告があった㈹。このように、

JIP－1がLZK、　MKK7、　JNKを含むスカフォールド複合体を細胞膜直下にアンカーする役

割をになっている可能性があり、今後さらなる解析が待たれる。

　第三節では、JIP－1がLZKによるJNKISAPK経路の活性化を増強することを明らかにし

た。本研究により得られた結果は工【P．1がスカフォールド分子としてLZKからN（への

シグナル伝達反応の足場を提供することで、この経路のシグナル伝達効率を上昇させる

因子であることを強く示唆するものである。しかし、スカフォールド分子が関連する経

路のシグナル伝達効率を上昇させるには、そのスカフォールド分子の至適細胞内濃度が

存在することが知られている㈹。たとえば皿P－1によるLZKからJNKへのシグナル伝達

を例にとると、JIP－1が至適細胞内濃度を大きく超えて過剰量存在した場合、∬P．1はLZK、

MK：K7、　JNKの3者と同時に結合できず、　LZKのみと結合しているJIP．1やMKK7とのみ

結合しているJIP－1、あるいはJNKとのみ結合している皿P－1などが生じることになり、結

果的にシグナル伝達経路は負に調節されると考えられる。今回の実験ではLZK、　J：NK、　JIP－

1を強制発現した系を用いたが、JIP－1の細胞内濃度が至適濃度に近いものかどうかは不

明であり、実際の生理的条件下ではJIP－1によるLZKからJNKへのシグナル伝達の増強

はより強力なものである可能性がある。このように、スカフォールド分子とそのシグナ

ル伝達経路を構成する分子群の細胞内濃度は厳密に制御される必要があるため、LZKや

JNK、　JIP－1などの量が細胞内でどのように調節されているかという観点での研究が今後

重要になるであろう。
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第五節 実験方法

I,LZKおよびその変異体の晴乳動物発現コンストラクトの構築

Hisタグを付加した全長LZK.の発現コンス トラクトは､pcDNA3.1ベクターにⅩbaI､

NotIサイ トを用いてHisタグをN末端に付加した全長LZKcDNAを組み込むことで作

成したoc末端側より順次欠失した変異型LZKの発現コンス トラクトは以下に示した

ような手順で作成したoLZK(1-800)発現コンス トラクトおよびLZK(1-558)発現コン

ス トラクトはpcDNAHis-LZKをそれぞれNheIとAor51HIあるいはNheIとBamHIで

消化 し､pcDNAベクターに組み込むことで作成 Lた,LZK(1-431)発現コンス トラクト

は､pcDNAHis-LZKを鋳型としてPCR法によりHisタグ以下LZKの431番目の残基ま

での領域をコー ドするcDNA断片を37末端にス トップコドンを付加 した形で増幅し､

これをpcDNAベクターに組み込むことで作成したoPCR法に用いたプライマーペアの

配列は､57-TAATACGACTCACTATAGGG-3'(senseprimer)および5'-GATTGGATCCTATI

TCTCTCCATTCAGCCTGAGACT-3'(antisenseprimer)であるOまた､ロイシンジッパー

領域のみを欠失した変異型LZK発現コンス トラクトであるpcDNAHis-LZKAZipは､

pcDNAHis-LZKを鋳型としてPCR法によりHisタグ以下LZKの431番呂の残基までの

領域をコー ドするcDNA断片を増幅し､これをNbeIおよびBamHIで消化したpcDNA

His-LZKに挿入することで作成したopcR法に用いたプライマーペアの配列は､5'-

TAATACGACTCACTATAGGGl3ナ(senseprimer)および5つ-GATTGGATCCCTTCTCTCCAT-

TCAGCCTGAGACT-3'(andsenseprimer)である.キナーゼ ドメインとロイシンジッパー

領域の両方を欠失した変異型LZKの発現コンス トラクトであるpcDNAHisILZKAKD

zipは､pcDNAHis-LZKAZipを作成した際と同一の断片をNbeIおよびBamHIで消化

したpcDNAHis-LZKに挿入することで作成したoEFIcLプロモータ-により発現が制御

される発現ベクターであるpEFをベースとした発現コンス トラクトであるpEFHis-LZK

は､Hisタグを付加 した全長LZK.cDNAをpEFベクターに挿入することで作成した｡ま

た､キナーゼ活性をもたない変異型LZK発現コンス トラクトであるpEFHis-LZKAKD

はpEFHis-LZKからLZKのキナーゼ ドメイン前半に相当する189番目から321番目ま

でのアミノ酸をコー ドする領域をHapILEheI断片を除くことで欠失させることで作成

した｡なお､pEFベクターは横浜市立大学医学部の大野茂男教授より恵与された0

2.JIP-1およびその変異体の晴乳動物発現コンス トラクトの構築

生後 8日齢のマウス脳から精製したtotalRNAより､oligo-dTプライマーによる逆転

写を行い､この逆転写反応物を鋳型としてPCR法により∬p-1全長cDNAを得た｡PCR
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法に用いたプライマーペアの配列は、5・．GGTAGATCTA．GGCCCCCAGACCCTGCAGA－

ACCCACCTCCA－3’（sense　primer）および5’一TTCTCTAGArTACTACTCCAAGTAGA「AT－

CTTCTGTAGG－3’（antisense　pdmer）である。　Flagタグを付加した全長JIP－1発現コンスト

ラクトpEF　FIag－JIP－1はPCR法により得たJIP－1全長cDNAをpEF　Hisベクターに挿入

し、そのHisタグをコードする領域をFlagタグのものに置き換えることで作成した。

JIP－1の欠失変異体の発現コンストラクトは、以下に示したような手順で作成した。ま

ず、pEF　FIag－JIP－1を鋳型として、　JIP－1の各変異体に相当する領域をコードするcD：NA

断片を増幅し、これをpEF　FIagベクターのXba　IおよびINot　I消化断片に挿入すること

で作成した。PCR法に用いたプライマーの配列は、5’一GGTTCTAGAAGGCCCCCAGAC－

CCTGCAGAACCCACCTCCA－3’（sense　prime罫for　JIP－1（28牛707））、5’一CCGCTCTAGATCC－

TCCAGTGCTGAGTCCTTT－3’（sense　primer　fbr　JIP－1（465－707）and　JIP－1（465－581））、およ

び5’一ACATCTAGACTCTGTGC－TGCTATGCAAAAGAr－3’（sense　primer　fbr　JIP－1（582－

707））、5㌧TTCTCTAGA工TACTACTC－CAAGTAGATATCTTCTGTAGG－3’（antisense　primer

for　JIP－1（284－707）、　JIP－1（465－707）and∫IP－1（465－707））、5’一AATGCGGCCGCCTA．GACATC－

ATTGCCCTTGTGA工AA－3’（antisense　pri皿er　f。r　JIP－1（465－581））である。また、　JIP－1（1－

277）発現コンストラクトは、pEF　Flag－JIP－1をEcoRIおよびBgllIで消化したものをpEF

FIagベクターに組み込むことで作成した。

3．試薬、抗体およびプラスミド

　キナーゼアッセイの基質として用いたGST－c・J㎜（1－79）はSanta　Cruz　Biotec㎞。10gies

から、MBP（myelin　basic　protein）はUpstate　Biotec㎞oiogiesからそれぞれ購入した。

Anti．RGsHis抗体はQIAGENから、　anti－Myc、　anti－HA、　anti－MEKKI抗体はs㎝ta　cruz

Bi。tec㎞。logiesから、　anti－Flag抗体はSigmaから、　anti－phophorylated　J：NK抗体は

Promegaよりそれぞれ購入した。哺乳動物発現コンストラクトpSR．αHAJNK、　pSRα

HA－ERK、　pSRαMyc－MKK7、　pEF　MEKK　1△Nおよび大腸菌発現コンストラクトpGEX－

KN一凪K、　pGEX－MKK．7はすべて京都大学大学院理学研究科の西田栄介教授より恵与さ

れた〔叫49・50）。

4．GST融合タンパク質の精製

　GST．KN．∫NKあるいはGST・MKK7の発現コンストラクトを保持する大腸菌を5mlの

しB培地で37℃で一晩培養後、500mlの2×YTG培地に移しOD6。。＝0．6になるまで培養

を続けた後0．4mMのIPTGで25℃、6時問目的タンパク質の合成を誘導した。大腸菌を

可溶化後、目的タンパク質をglutathione－sepharose樹脂に結合し・洗浄後10mMの還元
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型9｝utathioneを含む50mM　Tris／HCI，　pH　8、0で溶出した。溶出したタンパク質は20mM

Tris／HC1，　pH　7．5、1mM　EGTA、　l　mM　dithiothreitolに対して一晩透析し、定量後一20℃で

保存した。

5．細胞およびトランスフェクション

COS7細胞は、　i　O％fbt臼l　calf　serumを含むDMEM培地中で培養した。　COS7細胞への

トランスフェクションにはリポフェクトアミン法を用いた。

6．In　vitroキナーゼアッセイ

　COS7細胞にプラスミドをトランスフェクション後、24時間後に細胞を1ysis　buf断A

（20mM　Hepes，　pH　7．5，25mM　B－glycerophosphate，150mM　NaCl，10％glycelol，　O．5％Triron　X－

100，1．5mM　MgC12，2mM　EGTA，50mM　sodium　fluoride，1皿M　phenylmethylsulfbnyl　fluoride，

lmM　dithiothrei観，　l　mM　sodium　vanadate　and　20μg／ml　aprotinin）で可溶化した。可溶化物

を遠心後、上清に含まれる目的タンパク質を抗体と結合したProtein　G－sepharose樹脂を

用いて4℃で2時間免疫沈降し、0．05％］「網en20を含むTBS（20mM　Tris／HCI，　pH　75，

G．9％INaC1）で3回、　ki餓se　reaction　buffbr（20mM　Tris／HCI，　pH　7．5，25mM　B－glycerophos－

phate　and　2mM　EGTA）で王回洗浄し、これを酵素源とした。ここに、［Y－32P］ArP存在下

で適当な基質（3Fg　GST－c－Ju皿（1－79）（JNK：アッセイ）、3μg　MBP（ERKアッセイ）、1．2μ9

GST－MK：K7（LZKアッセイ））を加え、30℃で20分間in　viせ。キナーゼ反応を行った。

SDS－PAGE　sampie　bu饒rを加えることで反応を停止し、　SDS－PAGEによりタンパク質を

泳動衝リン酸化されたタンパク質をBAS2000で解析した。

7．共免疫沈降法によるタンパク質問の相互作用の検出

　COS7細胞にプラスミドをトランスフェクションし、24時間後にlysis　buf旧er　B（20mM

Tris／HCI，　pH　7・5，150mM　NaCI，2mM　EGTA，251nM　B－giycerophosphate，50mM　sodi㎜伽〇一

ride・10％glycerol・1％Triton　X－100，1mM　sodium　vanadate，　l　mM　phenylmethylsulfbnyl　fluo－

rlde　and　l諏9／ml　leupepth1）で細胞を可溶化した。可溶化物を遠心後、上清に含まれる目

的タンパク質を抗体と結合したPr。tein　G－sepharGse樹脂を用いて4℃で2時間免疫沈降

し・lysis　bu価er　Bで3回洗浄した。その後、　SDS－PAGE　sample　bu伍erを加えることで樹

脂に結合したタンパク質を溶出し、SDS－PAGE後Western　blotにより共沈したタンパク

質の有無を検討した。
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第二章　LZK分子内の機能性ドメインの解析

　LZKの分子内には、セリン／スレオニンキナーゼとチロシンキナーゼの両方の一次

構造上の特徴をあわせもったハイブリッド型のキナーゼドメインと、2個の隣接する

ロイシンジッパー様モチーフよりなる領域が存在している。これらの構造的特徴は

MLKIファミリーに属するプロテインキナーゼに共通にみられるものである。また、

LZKはMLKファミリーに属するキナーゼ分子のなかでも㎜LKと特に高い1目同

性を示し、キナーゼドメインおよびロイシンジッパー様領域でのアミノ酸配列の相同

性は86．4％でありた。LZKと…はまたそれぞれのC末端1寸近にSSEEEEGEV

DSEVEという、14アミノ酸からなる機能来知の配列を共有していた〔28｝。第一章では

LZKIのキナーゼドメインがJNKISAPK経路の活性化やJIP－1との相互作用に必要であ

ることを明らかにしたが、第二章ではこのキナーゼドメインにつづくロイシンジッ

パー様領域および14アミノ酸よりなる保存配列を含むC末端領域が：LZKによるシグ

ナル伝達において果たす役割について検討した。ロイシンジッパーモチーフは7アミ

ノ酸残基ごとにロイシンあるいはイソロイシンやバリンといった疎水性のアミノ酸が

配列したモチーフであり、ジッパー内の疎水性アミノ酸どうしが疎水性相互作用をす

ることでタンパク質問相互作用に重要なはたらきをもっと考えられている。また

MAPKKKには二量体／多量体形成が自身の活性化に必須であるものが存在することが

知られている｛32β3）。そこでまずLZK．がロイシンジッパー様領域を介して二量体あるい

は多量体を形成することを確認し、この二量体／多量体形成がLZKのMAPKKKとし

ての機能において果たす役割について検討した。また、現在に至るまでその機能が不

明であった14アミノ酸よりなる保存配列を含むC末端領域を欠失した変異型LZKに

よるシグナル伝達を解析することで、このC末端領域の機能を検討した。
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第一節　LZK二量体／多量体形成におけるロイシンジッパー様領域の役割

1．LZKによる二量体／多量体形成

　LZK分子内に存在するロイシンジッパー様領域の機能が二量体／多量体形成である

と仮定し、まずはじめにLZKが二量体あるいは多量体を形成するかどうか検討した。

cos7細胞にHisタグを付加したLzKおよびHAタグを付加したLzKの両者を発現

し、この細胞を可溶化し、anti－His抗体によりHis－LZKを免疫沈降した。この免疫沈

降物中に含まれるHA－LZKをanti－HA抗体によるWestem　blotにより検出した。その

結果、His－LZKに結合することで免疫沈降時に共脱したHA－LZKのバンドが検出さ

れた（Fig．2－1）。また、免疫沈降に用いた抗体とW6stem　blotに用いた抗体を入れ替

えた実験でも同様の結果が得られた。以上より、LZKは細胞内で二量体、あるいは

多量体を形成していると考えられた。

His・LZK

HA・LZK

IID：anti印】lis

Ce皿雇ysate

一　　十

十　十

［＝画（一ZK

　1　　　2
W3＝anti・HA

［＝ヨ（一K

　　1　　　2　、

W3：an¢i・His

1亘コ（恥しZK

　1　　　2

V冊：anti胃1仏

Fig．2－1　LZK　fbrms　dimersloligomers　in

ceUs．　HA－LZK　was　expressed　with　or　with－

out　His－LZK　in　COS7　cells，　and　His－LZK

was　immunoprecipitated丘om　each　cell　Iy－

sate．　The　presence　ofHA－LZK　and　His－LZK

in　the　immunoprecipitate　was　examined　by

’Western　blotting　with　anti－HA　or　anti－His

antibodies，　respectively（top　and　middle）．

The　expression　of　HA－LZK　in　cells　was　ex－

amined　by　Westem　blo賃ing（bo賃om）．
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2．二量体／多量体形成におけるロイシンジッパー様領域の役割

　細胞内でLZKが二量体あるいは多量体を形成することが明らかになったので、次

にこの二量体／多量体形成においてロイシンジッパー様領域が必要であるかどうか検

討するため、第一章で述べた種々の変異型LZKを用いて、これらの変異体が全長

LZKとの二量体／多量体形成能を保持しているかどうかを共免疫沈降法により解析し

た。まず、C末端側から順次欠失した変異型LZKを用いて、全長LZKとの二量体／

多量体形成能を検討した。その結果、ロイシンジッパー様領域を含んでいるLZK（1－

800）およびLZK（1－558）は全長：LZKと効率良く共沈したのに対し、ロイシンジッパー

様領域以降をすべて欠失した変異体であるLZK（1－43　nでは全長LZKとの結合能が非

常に低下していた（Fig．2－2B）。このことから、　LZKIの二量体／多量体形成にはその

ロイシンジッパー様領域が必要であることが示唆された。しかし、LZK（1－431）はロ

イシンジッパー様領域を含むC末端側を大きく欠失しており、ロイシンジッパー様

領域以外にもC末端側の構造がLZ：Kの二量体／多量体形成に必要である可能性が残

されていた。そこで次に、このロイシンジッパー様領域のみを欠失し、ロイシン

ジッパー様領域よりも。末端側は保持している変異体である：LZK△Zipを用いて同様

に全長LZKとの結合能を検討した。その結果、　LZK△Zipは全長LZKとの結合能が

非常に低下していた（Fig．2－2c）。これらより、LZKは分子内のロイシンジッパー様

領域を介してホモ聖天体／多量体を形成することが明らかになった。
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Fig. 2-2 LZK forms dimersloligomers through its dual leueine zipper-like motif. A, His-

tagged･LZK and its deletion mutants used in this study are schematically presented. B, Serial C-
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tion and Western blotting as in Fig. 2-1. C, His-LZK FL or His-LZK AZip was co-expressed with

HA･-LZK, fbllowed by immunoprecipitation and Western blotting as in Fig. 2-1.
1
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第二節　　二量体／多量体形成の∫NKISAPK経路活性化における役割

　第一節より、LZKが細胞内でロイシンジッパー領域を介して二量体あるいは多量体

を形成していることが明らかになった。これまでに、ASKI　IやMLKI3などいくつかの

MAPKI（Kは、二量体形成がその活性化に必須であるという報告がある｛3・33｝。二量体形

成によるキナーゼ活性化のメカニズムについてはなお不明の点が多いものの、二量体

あるいは多量体の形成が、ある種のプロテインキナーゼの活性化における重要なス

テップであることは間違いない。したがって、LZKにおいてもその二量体／多量体形成

がLZK自体の活性化に必須である可能性が考えられた。そこで、前節で用いた種々の

変異型LZK．が細胞内でJNKを活性化し得るかどうか検討した。

1，C末端昏乱変異型：LZK：によるJNK活性化

　前節で用いたC末端欠面変異型LZKがそれぞれどの程度の∫NK活性化能をもってい

るか検討する目的で、COS7細胞に各変異型LZKとN（を共発現し、細胞をSDS－

PAGE　sample　buf〔brで可溶化し、電気泳動後にanti－phosphorylated　JNKを用いたWestem

blotを行うことでJNKの活性化の程度を測定した（Fig．2－3A）。また、この実験と並行

して、同様にして直垂異型LZKとJNKを共発現した細胞よりJNKを免疫沈降し、　GST・

c－J㎜（1－79）を基質としたin　vitroキナーゼアッセイを行うことで実際のJNK活性を測定

した。この実験条件において、全長LZK：はJNKを強く活性化したが、キナーゼ活性失

活型の変異体であるLZK　K　195A（キナーゼ活性に必須の195番目のリジン残基をアラ

ニンに置換した変異体）は予想通りJNK活性化能をもたなかった。このような条件下

で、ロイシンジッパー様領域を欠く変異体であるLZK（1－431）はJNKを活性化できな

かった（Fig．2－3A，　lane　5）。しかしロイシンジッパー様領域を保持しているLZK（1－558）

やLZK（1－8GO）においても∫NKの活性化が認められなかったことから、　LZKによる

∫NK活性化にはLZK分子内のC末端側約160アミノ酸残基よりなる領域が最：低限必要

であると考えられた。この領域には前述のようにLZKとMUK／DLKの間で保存されて

いる、SSEEEEGEVDSEVEという14アミノ酸よりなる配列が存在している。この配列

の機能はこれまで不明であったが、第三節で述べるように本研究における一連の実験

でこの配列を含む領域のひとつの機能が明らかになった。

2．ロイシンジッパー様領域を欠失した変異型LZKの］rNKI活性化能

　上述のように、LZKによるJNK：活性化にはそのC末端160アミノ酸よりなる領域が

必要であることがわかった。そこで、このC末端領域の影響を受けない条件下でLZK
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A. B.

+
+ + + + + +

His-LZKFL +
His-LZK .iZip +
HA-JNK + + +

Phosphorylated .1 ..-HA·JNK
1 2 3

+
+

+
+His-LZKFL

His-LZK (1-800)

His-LZK (1-558)

His-LZK (1-431)

His-LZK KI95A

HA-JNK

Phosphorylated .1
HA-JNK ....._------_.....

1 2 3 4 5 6

WB : anti-phosphorylated JNK

HA-JNK·, ---I
1 2 3 4 5 6

WB : anti-phosphorylated JNK

HA-JNK·I---·-,
123

WB: anti-HA
WB: anti-HA

1 2 3 4 5 6

JNKAssay 123

WB : anti-His

His-IZK·

His-IZKAZip.

Phosphorylated I
GST-c-Jun (1.79t _

1 2 3 4 5 6

WB : anti-His

Fig. 2-3 Dual leucine zipper like motif is essential for LZK to activate JNK. A, Serial deletion

mutant ofLZK was co-expressed with HA-JNK, and at 24 h post-transfection, the cells were lysed

by the addition of SDS-PAGE sample buffer, and then the amount of dually phosphorylated JNK

was examined by Western blotting with anti-phosphorylated JNK antibodies (top). After the anti

bodies have been stripped off the membrane, the same membrane was reprobed with anti-HA anti

bodies to examine the total amount of overexpressed JNK in each transfection (second from the

top). The JNK activity was also measured by in vitro kinase assay with GST-c-Jun (1-79) as a

substrate (third from the top). In a parallel experiment, the amount of LZK in each lysate was

determined by Western blotting with anti-His antibodies (bottom). The representative results of

three independent experiments are shown. B, His-LZK FL or His-LZK ~Zip was co-expressed

with HA-JNK in cells, followed by Western blotting as in A.
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のロイシンジッパー様領域を介した二量体／多量体形成がJNK活性化において果たす役

割を検討するために、ロイシンジッパー領域をのみを欠失し、以降のC末端領域は保

持している変異体であるLZK△Zipの』NK活性化能をanti－phosphorylated　JNKによる

Western　blotにより解析した（Fig．2－3B）。その結果、　LZK△Zipは∫NK活性化能をもた

ないことがわかった。このことから、LZKによる∫NK活性化には、まずロイシンジッ

パー様領域を介した二量体／多量体の形成が必須であり、さらにC末端の約160アミノ

酸残基の領域も必要であることがわかった。

第三節　　LZK分子のC末端領域の機能解析

　第二節では、LZKによるJNK活性化には分子内のロイシンジッパー様領域を介した

二量体／多量体形成に加えてC末端約160アミノ酸の領域が必要であることを示した。

そこで第三節ではこのLZKのC末端領域の∫NK活性化における役割を検討した。第一

章で述べたように、LZKはJNKISAPK経路においてMAPKKKとしての機能をもつ。そ

こで、C末端領域を欠く変異体であるLZK（1－800）がJNK活性化能をもたない原因とし

て、この変異体ではMAPKK活性化能が低下しているという可能性が考えられた。

m照SAPK経路においては、これまでにMKK7およびSEK　1という2種類のMAPK：Kの

存在が知られている。現在までに報告されている結果からはLZK同様MLKファミリー

に属するMUKIDLKは主にMKK7を活性化することがわかっている〔40）。　LZKもまた第

一章で述べたようにMKK7を効率よく活性化するが、　LZKのSEK　1活性化能について

は不明であった。そこで第三節では、野生型あるいはC末端領域欠失変異型のLZKと

SEK正またはMKK7を細胞に共発現し、この細胞より免疫沈降したMAPKKの活性を

GST－KN一∫NKを基質としたin　vitroキナーゼアッセイにより測定することで野生型LZK

およびC末端領域野晒変異体LZK（1－800）のMAPKK活性化能を検討した。同時に、ポ

ジティブコントロールとしてMKK7、　SEKIをともに強く活性化することが知られてい

るMEKK　1△：Nを用いて、これと比較することでLZKのMKK7、　SEK　1の活性化能につ

いて検討した。その結果、全長LZKはポジティブコントロールであるMEK：：K1△IN同様

にMKK7、　SEK1の両方のMAPKKIを活性化した（Fig．2－4）。しかし、　C末端領域欠失

変異体であるLZK（1－800）はMKK7を全長LZK：と同程度活性化したものの・SEK1の活

性化能のみが選択的に著しく低下していた。このことから・14アミノ酸よりなる保存

配列を含むLZKのC末端領域はMKK7の活性化には関与しないものの・鼠K：ノSAPKS

経路のもうひとつのMAPKJ（であるSEKIの活性化に必要であることが明らかになっ

た。
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A. B.

+
+ His-LZKFL

His-LZK (1-800)

MEKKIAN

Myc-SEKI

+
+ + + +

I
.Phosphorylated

GST-KN-JNK

~------

Myc-MKK7

His-LZKFL

His-LZK (1-800)

MEKKIAN

I 2 3 4

MKK7 Assay

1_---11 I· Myc-MKK7

I 2 3 4

CeU lysate
WB : anti-Myc

_.•.,-11, I· Myc-SEKI

I 2 3 4

CeU lysate
WB: anti-Myc

His-lZKFL ·1 IClHis-lZK. _ L:J. MEKKIAN

(1-800) • --1-2--3--1 4

His-lZKFL ·1 _II-I. MEKKIANHis-lZK..... ....I

(1-800) I 2 3 4

CeU lysate CeU lysate

WB : anti-His WB: anti-MEKKl

CeU lysate CeU lysate

WB: anti-His WB: anti-MEKKl

Fig. 2-4 C-terminal region of LZK is indispensable for the activation of SEKl, but not that of

MKK7. A, His-tagged LZK FL, LZK (1-800), or MEKKl~N was co-expressed with Myc-MKK7.

At 24 h post-transfection, the cells were lysed and Myc-MKK7 was immunoprecipitated from the

cell lysate, and then the kinase activity of MKK7 was determined by in vitro MAP kinase kinase

assay using GST-KN-JNK as a substrate (top). The amounts of overexpressed Myc-MKK7, His

LZKs, and MEKKI~N were determined by Western blotting (middle and bottom). B, His-tagged

LZK FL, LZK (1-800), or MEKKI~N was co-expressed with Myc-SEKI in cells. SEKI activity,

and the amounts ofMyc-SEKI, His-LZKs and MEKKI~Nwere determined as inA.
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第四節　考察と総括

　第二章においては、LZK分子内に存在する機能性ドメインについての解析を行った。

まず第一節では、LZKのロイシンジッパー様領域の機能について検討し、この領域が

LZKの二量体／多量体の形成に必須であることを明らかにした。　LZ：K同様MLKファミ

リーに属するMUKIDLI（は、分子間のS－S結合により架橋された二量体を形成するこ

とが知られている（51｝。しかし、LZKがS－S結合を含む二量体を形成しているとの実験

結果は得られておらず、また本章における解析ではLZKが二量体／多量体のどちらを

形成しているのかという点についても不明であり、今後の研究の課題である。最近、

LZKが細胞内でMUKIDLKと互いのロイシンジッパー様領域を介して相互作用すると

いう報告がありた（52）。しかし、この相互作用は一がホモニ量体を形成する際

と比較して非常に弱いものであり、またLZKが膵臓をはじめ比較的広い臓器分布を示

すのに対しMUK／DLKは脳に限局された発現様式を示すことからも、生理的条件下で

はLZKはMUKIDLKとのヘテロニ量体よりもホモニ量体を形成する傾向にあることが

予想される。第一章に示したように、LZKはJNKISAPK経路のMAPKKKである。こ

れまでに同定されているMAPKKKのうちのいくつかは、活性化に二量体／多量体形成

を必要とすることが知られている。たとえば、㎜SAP：K経路のMAPK【Kである

ASKIやMLK：．3といった分子はJNK活性化に二量体形成を必要とするとの報告がある

〔m3）。したがって、　LZKによる二量体／多量体形成もまたLZK自身の活性化に必要で

ある可能性が高いと考えられた。そこで第二節では、LZKによる二量体／多量体形成

がそのエNKISAPK経路におけるMAPKI磁としての機能に与える影響について検討し

た。その結果、LZKによるJNK活性化には、ロイシンジッパー様領域およびC末端の

160アミノ酸残基からなる領域の両方が必要であることがまず明らかになった。そこ

で次にC末端領域の影響を無視してロイシンジッパー様領域の役割を検討するために、

ロイシンジッパー様領域のみを欠失した変異型LZKの∫NK活性化能を解析したとこ

ろ、この変異体はJNKを活性化できなかった。したがって・LZKによるJNKISAPK経

路の活性化には二量体／多量体形成が必須であることが明らかになった。プロテインキ

ナーゼの活性化において二量体形成が必要である理由として・二量体を形成している

相手の分子によってリン酸化されることで活性化されるという活性化機構の存在が予

想される。プロテインキナーゼの活性化にはキナーゼドメイン内に存在するある特異

的な残基がリン酸化されることが必要であることが多いが・二量体形成による活性化

機構においては、互いのキナーゼ分子がそれぞれ二量体形成相手のキナーゼ分子の活

性化に必要な残基をリン酸化することで相互に活性化すると考えられる。他のプロテ

インキナ＿ゼとの配列の比較から、LZKにおいては316番目のスレ骨肉ン残基のリン
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酸化が活性化に重要であると予想される（53｝。現在のところこのスレオニン残基が二量

体／多量体形成のパートナーによってリン酸化されるという証拠はないが・この点は

今後の研究により明らかにしていくべき課題のひとつであると考えられる。第三節で

は、LZKのC末端領域の役割について検討した。この領域の機能は現在まで不明で

あったが、第二節に示したようにC末端領域を欠失した変異型LZKがJNKを活性化す

ることが出来なかったことから、LZKのC末端領域が∫NK活性化に必須の領域である

ことが明らかになった。b宋端領域を欠失した変異型LZKのMAPKK活性化能を検：討

したところ、MKK．7活性化能は保持していたにもかかわらずSEKI活性化能が著しく

低下していたことから、このC末端領域がJNKISAPK経路のMAPKKのひとつである

SEK1の活性化に必須であることが明らかになった。このC末端領域内には前述のよう

に14アミノ酸よりなる…との間で｛呆存されている配列が存在する。また、こ

の配列以外にも比較的よく保存されたアミノ酸配列がいくつか存在しており、このC

末端領域がSEK1活性化に必要なドメインを形成している可能性があるかもしれない。

C末端を欠失した変異型LZKはMKK7を活性化するにも関わらず∫NKを活性化しな

かったが、これは実験に用いた条件の違いが原因であると考えられる。すなわち、Fig．

2－3では内在性のMKK7に依存しているのに対し、　Fig．2－4の実験では強制発現した

MKK7の活性を測定している。このMKK7量の相違がこのような異なる実験結果の原

Fune雌ona璽Domains　in　IZK

1，　　，　■量　　曹　　　　　　囑　‘■　　l　g聰■　　　　1　肺’　1

　　　　　　　鼎2｛＝】■圖圏圖【＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝＝正＝＝コーCOO耳

　　　k請甜。山皿…ロ　　iじu｛＝i＝毘zipμ＝τPli㎏　　SSEEEEGEVDSEVE

　NHユ［■i■磁＝＝＝＝＝＝＝＝＝亙＝＝コ・C。。H

MKK7　　　　　SEIq

Fig，2－5　Sc血ema頑。　representation　of　the　fu皿ctional　domains　in　LZK　The　three　fhnctional

domains　in　LZK　are　shown．　LZK　contains　a　J工P－1　binding　region　at　its　N－terminus，　a　region　fbr

dimer／oligomer　fbrmation　in　the　middle，　and　a　region　essential　fbr　SEKI　activation　at　its　C－te㎜i．

nus．
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国であると考えられる.実際､LZK(1-800)はMKK7を同時に発現 した場合にはJNKを

活性化するという結果も得らhている｡

以上のように第二章ではLZK.分子内に存在する機能性 ドメインについて解析を行っ

た結果､Fig.2-5に示すような各 ドメインの役割が明らかになった｡LZK.分子にはN末

端側よりキナーゼ ドメイン､ロイシンジッパー棟領域､C末端 sEKl活性化領域が存在

する.キナーゼ ドメインはMAPKR:のリン酸化およびスカフオール ド分子 JIP-1との相

互作用に必須であるOロイシンジッパー様領域は二量体/多量体形成に必須であり､こ

の二量体/多量体形成はLZKのMAPKKKとしての機能に必要である.C末端領域は

MKK7の活性化には関与しないものの､JNK/SAPK経路のもうひとつのMAPKKであ

るSEKlの活性化に必須である.LZKのMAPKKKとしての機能の発現には以上のよう

な種々の機能性 ドメインが協調的にはたらく必要があ り､様々な機構により複雑に制

御された過程であることが明らかになった｡

第五節 実験方法

1.試薬およびプラスミド

HAエピトープタグを付加 したLZKの晴乳動物発現 コンス トラク トは､pcDNAHis-

LZKのHisタグをコー ドする領域をHAタグをコー ドするDNA断片に置き換えること

で作成 した｡また､LZKの活性に必須である､ATPと結合すると考えられる195番 目

のリジン残基をアラニンに置換 した､活性消失塑 (54)のLZK変異体発現コンス トラク ト

pcDNAHis-LZK(K195A)は部位特異的突然変異を導入 し､l)ジンをコー ドするAAGコ

ドンをアラニンをコー ドするGCGに変換することで作成 したO部位特異的突然変異の

導入にはsTRATAGENEのsitedirectedmutagenesiskitを用いて行ったO突然変異導入を

行う際に用いたオリゴDNAの配列は､5つ一GAGGTGGCCATCGCGAAAGTGAGA-3'であ

る｡なお､変異を導入するための､LZKcDNAの配列 とは異なる部位を下線で示 した｡

噂乳動物発現コンス トラクトpsRαMyc-SEE.1は京都大学大学院理学研究科の西田栄介

教授より､大腸菌発現コンス トラクトpGEXc-ユun(ト79)は大阪大学大学院医学系研究

科附属バイオメディカル教育研究センターの日比正彦助教授 よりそhぞれ恵与されたo

His-LZKおよびその変異体､Myc-MKK7､HA-JNK､MEKKlANの晴乳動物発現コンス

トラク トについては第一章に示 したものを用いた｡
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2．　トランスフェクション、免疫沈降およびln　vitro　MAPKKアッセイ

COS7細胞は、　I　G％角tal　calf　se㎜を含むDMEM培地中で駿した。　COS7細胞への

トランスフェクションにはリポフェクトァミン法を用いた。トランスフェクション24

時間後に、細胞をlysis　buf蝕A（20mM　Hepes，　pH　7．5，25mM　B－glycerophosphate，150皿M

NaCl，10％glycerol，05％Trlron　X－100，1．5mM　Mgα，，2mM　EGTA，50mM　sodium　fluoride，

lmM　phenylmethylsulfbnyl負uoride，1mM　dith圭othreitol，　l　mM　sodi㎜vanadate　and　20μg／ml

apr。tinin）で可溶化した。可溶化物を遠心後、上清に含まれる目的タンパク質を抗体と

結合したProtefn　G－sepharose；樹脂を用いて4℃で2時間免疫沈降し、0．05％Tween20を

含むTBS（20mM　Tris／HCI，　pH　75，0．9％NaCl）で3回、　kinase　reaction　buf5er（20皿M　Tris／

HCI，　pH：7．5，25mM　B－glycerophosphate　and　21nM　EGTA．）で1回洗浄し・これを酵素源とし

た。ここに、［Y－32P］ATP存在下で基質として5ドgのGST－KN－JNKを加え、30℃で20分

間in　vitroキナーゼ反応を行った。　SDS－PAGE　sample　bufhを加えることで反応を停止

し、SDS－PAGEによりタンパク質を泳動後、リン酸化されたタンパク質をBAS2000で

解析した。
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第三章　酵母two－hybdd法を用いたLZK結合因子のクローニングおよび解析

　LZKはMAPKKKとして細胞内でJMUSAPK経路を活性化する。しかし、　LZK自体

の活性制御機構はこれまでのところ全く明らかになっていない。∫NKISAPK経路を活性

化する外界刺激には炎症性サイトカインや物理化学的ストレスなどさまざまなものが

知られているが、LZKがどのような刺激により活性化されるかという点についても未

だ明らかではない。LZKは細胞に強制発現するだけで活性型MAPKKKとして機能する

が、JNKISAPK経路の活性化はアポトーシスを含めさまざまな細胞運命の決定に関わっ

ており（固8）、生理的条件下では細胞内におけるLZK活性のオン／オフの調節が厳密に行

われていることが予想される。このことから、細胞内にはLZKと結合することでLZK

を不活性に保つ阻害タンパク質が存在している可能性が考えられる。実際に、LZKと

面目同性の高いプロテインキナーゼであるM㎜LKには細胞内で結合し、その活

性を阻害するMBIPとよばれる分子が存在することが知られている（55）。また、第一章に

示したようにLZKはスカフォールド分子∫IP－1と相互作用することでMAPKKKとして

の活性を正に調節されている。JP－1以外のスカフォールド分子を含め、　LZKの活性を

正に調節する未知の分子が存在する可能性もある。さらに、第一章でLZKがJNK／

SAPK経路のMAPKK：KとしてMAPKKをリン酸化する活性をもつことを明らかにした

が、LZKがMAPKK以外の分子を基質としてリン酸化することで、その未知の分子の

機能制御を行っている可能性もある。このようなLZKの活性を正負に制御する機構の

解析や、LZ：Kにより機能制御を受ける分子を探索することは、　LZKの生理的機能を考

察する上で非常に重要であると考えられる。そこで第三章では、LZKの活性制御因子

やLZKにより機能制御を受ける分子を単離する目的で、酵母two－hybrld法を用いた

LZK結合因子のクローニングを行い、その結果クローーニングされたAOP－1とよばれる

分子について解析を行った。

第一節　酵母two－hybrid法によるLZK：結合因子のスクリーーニング

1．酵母two－hybrid法によるスクリーニング

　酵母two－hybrid法は、あるタンパク質が直接相互作用する分子を酵母を用いたスク

リーニングにより単離するために開発された実験系である（5鯛。本研究においては

LZKと相互作用する分子を単離することを目的とたスクリーニングを行った。まずは

じめに酵母の転写因子であるGAL4のDNA結合領域と、LZK分子のN末端からキナー

ゼドメインおよびロイシンジッパー様領域までを含む領域（アミノ酸残基1・558番）と
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の融合タンパク質 (ベイトタンパク質)を酵母内で発現するコンス トラクトを作成し､

酵母をトランスフォームした｡次に､GALヰの転写活性化領域との融合タンパク質とし

て酵母内で発現する､ヒト陣臓由来cDNA発現ライブラリーで､すでにベイトタンパ

ク質を発現 している酵母株を二次 トランスフォームした.ライブラリーに由来する

cDNAがベイトとして用いたLZK(1-558)と相互作用する分子をコードしていた場合に

はGAL4のDNA結合 ドメインと転写活性化 ドメインが物理的に接近し､その結果

GAl.4結合配列をもつ転写プロモーターからの転写活性化が起こるoスクリ-ニングに

用いた酵母株は､GAL4により活性化されるプロモーターの下流にレポ-タ-遺伝子と

してβ-ga王actosidase遺伝子およびヒスチジン合成酵素遺伝子 (HISS)を連結した遺伝子

を保持しており､これらの活性を指標としたスクリーニングが可能であるO今回の実

験では､ヒト勝臓 cDNAライブラリーに含まれる2.54X IO6個のクローンをスクリーニ

ングし､その結果2個の陽性クローンを得た｡

2.陽性クローンの解析

スクリーニングの結果得られた陽性クローンにおいて､ライブラリ一由来のcDNA

の配列を検討するため､目的のプラスミドを保持している酵母の細胞壁をzymolyase処

理によって破壊 し､この抽出物を鋳型としてPCR法を用いてcDNA部分を増幅 した｡

この増幅断片の塩基配列をDNAシークエンサーを用いて検討したところ､2個の陽性

cDNAクローンはそれぞれAOP-1(antioxidantprotein-1)L34'､p8〔59〕とよばれる既知のタ

ンパク質の一部をコー ドしていることがわかった｡これらふたつのうち､AOI'-1とよ

ばれる分子は分子量約 28kDaのタンパク質であり､その一次構造上の特徴から細胞内

の過酸化水素を除去する活性をもつ､チオレドキシンペルオキシダーゼとよばれる分

子群のひとつであると考えられている (Fig.3-1A).チオレドキシンペルオキシダーゼ

分子には､分子内に保存された2個のシステイン残基が存在することが知られている

が､スクリーニングにより得られたcDNA断片はAOP-1のC末端から35アミノ酸残基

をコー ドする領域であり､この領域には前述の2個の保存されたシステイン残基のうち

C末端側に存在するシステイン残基が含まれていたOチオレドキシンペルオキシダーゼ

は進化的に高度に保存された分子種であり､細菌から高等動物にいたるまで50種以上

が存在することが明らかになっている(叫｡チオレドキシンペルオキシダーゼはチオレ

ドキシン依存性の過酸化物還元酵素であり､その生理的機能として細胞内で生 じる活

性酸素の除去が考えられている｡すなわち､主としてミトコンドリアにおける酸化的

リン酸化反応にともなう副産物として生 じる過酸化水素H,0,を還元除去することで､

このような反応性の高い活性酸素種によって細胞を構成するタンパク質､脂質､およ

び核酸が酸化による損傷を受けるのを防止する役割をになっていると考えられている
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〔61）

Bまた、最近過酸化水素が細胞内シグナル伝達のセカンドメッセンジャーとしてはた

らく可能性が示唆されている。過酸化水素のこのような機能は、TNFα、　IL－1、　TG耶、

EGF、　PDGFなど各種サイトカイン／増殖因子による刺激により、細胞内で過酸化水素

の産生が誘導される（35働ことや、このようにして産生される過酸化水素を抗酸化剤や

チオレドキシンペルオキシダーゼにより強制的に除去すると］NKや転写因子NF－KBの

活性化といった応答が阻害される（6馴ことなどから想定されている。これらの事実か

ら、AOP－1がLZKと相互作用することで活性酸素刺激と工NKISAPK経路のクロストー

クが制御されている可能性も考えられる。そこで、以降の実験ではLZKとAOP－1の相

互作用の解析を中心に検討をすすめた。

第二節　LZK結合因子AOP－1とLZKの相互作用の解析

　前節で述べたように、酵母two－hybrid法によるスクリーニングで得られた陽性クロー

ンのcDNAのひとつがチオレドキシンペルオキシダーゼの一つであるAOP－1をコード

していた（Fig．3－lA）。酵母two－hybrid法による相互作用の検討は、実際には：LZK、

AOP－1のどちらも分子の一部分をGAL4の一部との融合タンパク質として発現させた

ものであり、また酵母の核内という実際にLZKやAOP－1が存在している生理的な環境

とは異なる条件下で行ったものである。したがって、生理的条件下でこれら2つの分子

が相互作用することを証明するためには、哺乳動物細胞に発現したこれらの分子が実

際に細胞内で相互作用し得ることを証明しなければならない。そこで、AOP－1の哺乳

動物発現コンストラクトを作成し、これを用いてCOS7細胞内でのLZKとAOP－1の相

互作用を共免疫沈降法により解析した。また、酵母two－hybrid法により得たクローンが

AOP－1のC末端側のみを含んでいたことから、　LZKはAOP－1のC末端領域を認識して

相互作用することが予想された。この領域のアミノ酸配列はチオレドキシンペルオキ

シダ用言分子組中で比較的よく保存されており（65｝、AOP－1以外のチオレドキシンペル

オキシダーゼがLZKと相互作用する可能性が考えられた。そこで、　AOP－1と類似した

構造をもち、過酸化水素によるNF－KBの活性化を負に調節するという報告のあるAOE

（anti。xidant　enzyme）372㈹とよばれる分子についてもAOP一ま同様にLZKとの相互作用

の解析を行った。さらに、前述のようにAOP－1は細胞内で過酸化水素を除去する機能

をもつと考えられていることから、AOP－1が過酸化水素をセカンドメッセンジャーと

した刺激とLZKによるシグナル伝達を結びつける鍵となる分子である可能性が考えら

れる。そこで、LZKとAOP－1の相互作用に対する過酸化水素刺激の影響を検討した。
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A.

ATG GC GG CTGCT GTAGGAC GGTT GC TC CGAGC GTC GG TTG CC CGACATG TGAG TGCCA TT
MAAAVGRL LRASVARBVSAI

CC TTG GGGCA TTTC TGC CAC TGC AG CC CTC AG GCCTG CTGCA TG TGGAAGAAC GAGC TTG
P WG ISATA ALR PAACG RT SL

AC AAA TT TAT TGTGTTCTG GTTC CAGTC AAGC AAAAT TA TTC AG CAC CAGTTC CTCA TG C
T NL LCS GS SQA KL FST SS SC

CA TGC AC CTGCTGTCAC CC AGCA T GCAC CC TA TTTTAAGGGT AC AGCC GTTGT CAATGGA
BAPAVTQBAPYFKGTAVVNG

GAGTTCAAAGACCTAAGCCTTGATGACTTTAAGGGGAAATATTTGGTGCTTTTCTTCTAT
E FK OLS LO OFK GK YLV LF FY

*
CCTTTGGATTTCACCTTTGTGTGTCCTACAGAAATTGTTGCTTTTAGTGACAAAGCTAAC

P LO FTFVC PTE IVAFS OKAN

GAATTTCACGATGTGAACTGTGAAGTTGTCGCAGTCTCAGTGGATTCCCACTTTAGCCAT
EFBOVNCEVVAVSVOSBFSB

CTTGCCTGGATAAATACACCAAGAAAGAATGGTGGTTTGGGCCACATGAACATCGCACTC
LAWINTPRKNGGLGBMNIAL

TTGTCAGACTTAACTAAGCAGATTTCCCGAGACTACGGTGTGCTGTTAGAAGGTTCTGGT
LSOLTKQI SROYGVLLEGSG

CTTGCACTAAGAGGTCTCTTCATAATTGACCCCAATGGAGTCATCAAGCATTTGAGCGTC
LALRGLFIIOPNGVIKBLSV

AACGATCTCCCAGTGGGCCGAAGCGTGGAAGAAACCCTCCGCTTGGTGAAGGCGTTCCAG
N OL PVG RS VEE TL RLV KA FQ

r+ *
TA TGTAG AAACACATGGAGAAGTC TGC CCAGCGAACTGGACACC GGA TTCTC CTACGA TC
YVETBGEVCPANWTPOSPTI

AAGCCAAGTCCAGCTGCTTCCAAAGAGTACTTTCAGAAGGTAAATCAGTAG
KPSPAASKEYFQKVNQ

B.

AOP-l

CySIOS'SH

Cysn~ ~SH
178'SOH
229 ~SH

AOP-l
or

olber peroxiredol<in

Trx~ r
s

Fig. 3-1 cDNA sequence, deduced amino acid sequence, and mechanism of action ofAOP-l.

A, cDNA and deduced amino acid sequences ofAOP-I. The two most highly conserved blocks

among thioredoxin-dependent peroxidases are shaded. The two invariant cysteine residues are

marked by the asterisks. Arrow indicaes the junction of the cDNA and GAL4 AD sequence in the

plasmid obtained by the two-hybrid screening. B, The likely mechanism by which thioredoxin

dependent peroxidase AOP-I reduces H
2
0

Z
• HP2 induces formation of transient intermolecular

disulfide linkage between AOP-I and dimerizing partner. Thioredoxin immediately reduces this

disulfide linkage.
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L　AOp－1およびAOE372とLZKの相互作用の解析

　LZKが実際に哺乳動物細胞内という生理的環境下でAOP－1あるいは類似した分子で

あるAOE372と相互作用し得るかどうかを、免疫沈降時における共沈を指標に解析し

た。まずヒト膵臓tota1　RNAよりRT－PCR法によりAOP－1回目びAOE372それぞれの全

長cDNAを増幅した。これらのcDNAをpEF　FIagベクターに組み込むことで、　AOP－1、

AOE372をそれぞれN末端にFlagタグを付加した形で発現するためのコンストラクト

を構築した。これらの発現コンストラクトを用いて、COS7細胞にHis－LZKとFlag－

AOP－1あるいはFlag－AOE372を共発現し、この細胞を可溶化後anti－His抗体を用いて

LZKを免疫沈降した。この免疫沈降物を電気泳動後anti－Flag抗体によるW6stem　blotを

A．

ms・LZK

Flag4LOP・1

一　十

十　　十

B．

His・IZK

FlagrAOP・1

一　　十

十　　十

噌nag・AOP・1
＊

（OFIag・AOP・1

C．

m餅LZK

Flag・AOE372

IP　3　an血・His

W3：an髄・Flag

一　　十

十　十

嚇．鱒

1P：an髄・】lhs

WB：a面・Flag

（■　1飛agrAOE372

串

1）．

His・LZK

nag・AOE372

Ce馴ysate

冊＝an髄・F㎏9

一　　十

十　　十

（■　FlagrAOE372

Ce層職ysate

VVB　3　an髄oF星ag

Fig．3－2　AOP－1　and　AOE－372　associates　with　L、ZK　in　ceHs．　A，　His－tagged　LZK　and　Flag－

tagged　AOP－1　were　co－expressed　in　COS7　cells．　At　24　h　post－transfbction，　the　ce11§were　lysed

in　lysis　bu飴L　ne　LZK　protein　was　i㎜unoprecipitated倉om　celI　lysate　using　anti－His㎝ti－

bodies　and　protein　G－Sepharose　beads．　The　presence　of　Flag。AOP－1　in　the　LZK　immunopre－

cipitates　was　examined　by　W6stem　blotting　with　anti－Flag　antibodies．　Asterisk　indicates　the

immunogloblin　light　chain　used　in　i㎜moprecipitation．　B，職e　presence　of　Flag－AOP－1　in

cell　lysates　was　examined　by　Wbstem　blotting　with　anti－Flag　antibodies．　C　and　D，　COS7　cells

were　co－transfbcted　with　His－LZK　and　Flag－AOE372　and　processed　as　in　A　and　B，　respectivel）ん
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行い、免疫沈降物中に含まれるLZKと共沈したAOP－1およびAOE372を検出した。

Fig．3－2に示すように、　AoP－1、　AoE372はともにLzKと共沈することが明らかになっ

た。すなわち、AOP－1およびAOE372はどちらも細胞内でLZKと相互作用することが

明らかになった。AOP－1とAOE372を比較すると、　AOP－1の方が発現量が少ないにも

関わらずLZKとの共切量が多く、LZKはAOP－1とより高い効率で相互作用すると考え

られた。

2．LZKとAOP－1の相互作用に必要な領域の検討

　LZKとAOP－1の相互作用に必要な領域を検討するため、　LZKおよびその変異体と

AOP－1との結合能を先の実験と同様に免疫沈降時の共沈を指標として検討した。酵母

two－hybrid法で用いたベイトにはLZKのN末端からロイシンジッパーのC末端側まで

が含まれている。そこでこの領域に含まれる機能性ドメインとして、キナーゼドメイ

ンおよびロイシンジッパー様領域に着目し、これらのドメインを欠失した変異型LZK

A．

His↓ZK　FL

His・LZK　K195A

His・LZK▲廼P

His・LZK▲KD圃P

Fhg・AOP・1

一　十一　一　一

一　一　十一　一

一　一　一十　一

一　一　一　一　十

十　十　十十　十

騨脚

B．

IP＝an¢i－Flag 瑠
］H一

象

WB：anti・His

Hb↓ZK　FL　　　　■一　十　　一　　一　　一

His・LZK　K195A　　一　　一　　十　　一　　一

H】s．LZK▲Z藍P　　　一　　一　　一　　十　　一

His↓ZK▲KD　Zip　一　　一　　一　　一　　十

晦・AOP・1　　十十十十十

Ce皿1ysate

薄購轍

騨鋤

WB＝anti・His

］H一

E≡≡…≡ヨぐH・g鵡F・

V冊：antioF璽ag

Fig．3－3　Th・且・u・i・e　zipP・恭謹ik・m・tif・nd　ki…e・・ti・ity・f　LZK　i・n・t・・q・ired　f・・the

association　with　AOP－1．　A，　His－tagged　LZK　or　its　deletion　mutant　and　Flag－AOP－1　were　co一

・xp・essed　i・COS7　cell・．　At　24　h　p・・t一日・n・飴・ti・n，　the　cell・w・・e　ly・ed　i・ly・i・b・驚・職・AOP－

lp・・t・i・w・・immun・P・ecipit・t・d丘・m・ach　cell　ly・at・u・i・g・nti－Fl・g・nib・di・・a・d　p・・t・i・G－

S・ph・…eb・ad・．　Th・p・e・ence・fHis－LZK　i・th・AOP－1　imm…p・ecipit・t・・w・・ex㎝i・・d　by

Westem　blotting　with　anti－His　antibodies．　B，　The　presence　of　His－LZK　or　its　mutant　and　Flag－

AOP－1　in　each　cell　lysate　was　examined　by　Wヒstem　blotting　with　anti－His　or　anti－Flag　antibodies．
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とAOP－／の相互作用を検討した（F19．3－3）。また同時に、　LZKとAOP－1の相互作用に

LZKのキナーゼ活性が必要であるかどうか検討するため、　LZKのキナーゼ活性消失型

の変異体であるLZK　Iq　95AについてAOP．1との相互作用を検討した。その結果、ロイ

シンジッパー様領域を欠失したLZK△zipは全長LZK同様強いAOP－1結合能を示した

のに対し、キナーゼドメインとロイシンジッパー様領域の両方を欠失した変異体であ

るLZK△KD　ZipはAOP－1結合能を有するもののやや低下していた。このことかから、

AO：P－1はLZKのキナーゼドメイン周辺、あるいはキナーゼドメインよりもさらにN末

端側の構造を認識している可能性が高いと考えられた。また、キナーゼ活性消失型変

異体LZK　K：195Aは全長LZK同様のAOP．1結合能を示し、　LZKとAOP－1の相互作用に

はLZKのキナーゼ活性は必要ではないことが明らかになった。

3．LZKとAOP－1の相互作用に対する過酸化水素の影響

　前述のように、AOP－1は細胞内で過酸化水素を除去するはたらきを担っていると考

えられている。また、最近いくつかの細胞株や初代培養細胞において、細胞内で産生

される微量の過酸化水素がJNKISAPK経路の活性化や転写因子NF－KBの活性化におい

てセカンドメッセンジャーとして機能していることが明らかになりつつある｛3珊。この

ことから、AOP．1やAOE372といったチオレドキシンペルオキシダーゼ分子群が過酸

化水素のセカンドメッセンジャーとしてのはたらきを阻害するという可能性が考えら

れる。これを支持する結果として、実際にAOE372が過酸化水素によるNF－KBの活性

化を抑制するという報告がなされている｛66｝。また少なくともある種の細胞においては、

TNFαやIL．1といった炎症性サイトカインによるJNKISAPK経路の活性化がN－acetyl－L－

cysteineなどの活性酸素除去剤により阻害されるという結果も報告されている（‘％この

ような事実と、LZKがJNKISAPK経路のMAPKKKであることを考えあわせると・セカ

ンドメッセンジャーとしての過酸化水素によりAOP－1やAOE372を介してLZKの機能

が制御されることでJNKISAPK経路の活性が調節されている可能性や、逆にLZKが相

互作用を介してこれらのチオレドキシンペルオキシダーゼの活性を調節している可能

性が考えられる。そこでまず、LZK：とAOP－1の相互作用に対する過酸化水素刺激の影

響について検討した。293細胞にLZK、　AOP－1の両者を発現し・トランスフェクション

24時間後に細胞を王mMの過酸化水素で一定時間刺激した。その後細胞を可溶化し・抽

出物よりAOP．1を免疫沈降し、この免疫沈降物中に存在するAOP一三と共悪したLZKの

量をWestem　blotにより解析した。その結果、刺激後2・5分から5分をピークとした・

一過性の鮮碧の増強が認められた（Fig，3－4）。このことは・過酸化水素刺激により

AOP，1とLZKの相互作用が一過性に増強されることを意味している・この結果から・
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過酸化水素の刺激に応答してLZK.､AOP-1が互いになんらかの活性制御を行っている

可能性が考えられた｡そこで次に､AOP-1がLZKによるJNKノSAPK径路の活性化能に

あたえる影響について検討 した｡cos7細胞にAOP-1存在下および非存在下でLZKと

JNKを発現 し､細胞を可溶化後Westemblotにより活性化されたJNK量を検討 した

(Fig.3-5)｡その結果､過酸化水素刺激を行わない条件下においてはAOP-1はLZKの

JNK活性化能に影響を与えないことが明らかになったOすなわち､少なくとも無刺激

状態においてはAOP-1はLZKと相互作用するものの､その活性には影響を与えないこ

とが明らかになった｡

H202 - 2.5 5 20 60 (min)

IP:anti･nag

WB:anti_His

WB :ants-His

嶋His･LZX

1 His･LZK

1Flag･AOP-1

WB:anti-nag

Fig･3-4EnhancementofassociationbetweenLZKandAOP-1byH202treatment･His-

LZKandFlag-AOP-Iwereco-expressedin293cells.At24hpost-transfection,thecellswere

treatedwithlmMH202forvarioustimes,andthenlysedinlysisbuffer･AOP-1proteinwas

immunoprecIPltatedfromcelllysateuslnganti-FlagantibodiesandproteinGISepharosebeads.

ThepresenceofHis-LZKintheAOP-1immunoprecIPltateSWasexaminedbyWesternblotting

withanti-Hisantibodies(top)･ThequantityofHis-LZKandFlag-AOP-1ineachcelllysatewas

deteminedbyWestemblottlnguSlnganti-Hisandanti-Flagantibodies,respectively.
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Hi餅1．ZK：　　　一　　十　　十

Flag・AOP胴1　　一　　一　　十

HA－JNK　　　　十　　十　　十

［＝≡ヨ♂鵬㌍
WB：anti・phosp㎞rylated　JNK

E≡≡ヨく闘NK

WB：an髄一HA

［＝蚕ヨぐ一
V四3：anti■His

［＝≡ヨぐ晦A・H

WB＝anti・Flag

Fig．3－5　Co－expression　of　AOP－1　has

no　effect　on　LZK・induced　JNK　activa－

tion．　His－LZK　and　HA－JNK　were　co－ex－

pressed　with　or　without　Flag－AOP－1．　At

24hpost－transfbction，　the　cells　were　ly－

sed　by　the　addition　of　SDS－PAGE　sample

buf琵1」and　then　the　amount　ofdually　phos－

phorylated　JNK　was　examined　by　West－

em　blottlng　with　anti－phosphorylated　JNK

antibodies（top）．　To　examine　the　total

amount　of　overexpressed　JNK　in　each

transfection，　the　same　samples　were　ex－

am㎞ed　by　Westem　blotting　with　anti－HA

antibodies（second丘om　the　top）．　In　a

parallel　experiment，　the　amount　of　LZK

Imd　AOP－1　in　each　lysate　was　dete㎜ined

by　Westem　blotting　with　anti－His　and　anti－

Flag　alltibodies，　respectively（third　ffom

the　top　and　bottom）。

第三節　考察と総括

　第三章では、まず第一節でLZKによるシグナル伝達に関与する、上流、下流、また

はスカフォールド分子といったシグナル伝達制御因子を単離する目的で、LZKと相互

作用する分子を酵母two－hybrid法によ．りスクリーニングした。その結果、2個の陽性ク

ローンを得たが、このうちのひとつはAOP－1とよばれる既知の分子のcDNAの一部を

コードしていた。AOP－1は分子内にチオレドキシンペルオキシダーゼ分子に保存され

ている2個のシステイン残基を有し、細胞内に生じた過酸化水素を還元除去するはたら

きをもっと考えられている分子である。酵母two－hybrid法により得られたクローンは

AOP－1コーディング配列のうちC末端から35アミノ酸残基をコードする部分のみを含

んでいた（Fig．3－IA）。このことから、　LzKはAoP－1の。末端付近の配列を認識して相

互作用すると考えられた。また、このLZKと相互作用する領域には、チオレドキシン

ペルオキシダーゼ分子群で保存されている2個のシステイン残基のうち、よりC末端側

に位置するものを含んでいた。チオレドキシンペルオキシダーゼは細胞内で主に分子

間でホモあるいはヘテロニ量体として存在していると考えられている㈹σ一般的にチ

オレドキシンペルオキシダーゼによる過酸化水素の還元除去の際には、2個の保存され
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ているシステインのうち、まずN末端側のシステインが過酸化水素により直接酸化さ

れ、次にこの酸化により形成された一SOH基がただちに二量体に含まれるもうひとつの

ペルオキシダーゼ分子のC末端側のシステインのチオール基と反応し、二量体を形成

しているふたつの分子が一時的に分子間S－S結合により架橋される（Fig．3－lB）。その

後、この分子間S．S結合はチオレドキシンにより還元され、結果的に過酸化水素の還元

除去と酸化型チオレドキシンの生成が起こる〔67｝。このような反応メカニズムを考慮す

ると、LZKにより認識されるAOP－1分子内のC末端側の保存されたシステイン残基が

LZKとの相互作用によってマスクされることでAOP－1二量体の分子間S－S結合の生成

が阻害され、結果的に：LZKとの相互作用がAOP－1のペルオキシダーゼ活性に対して負

の調節機構となる可能性がある。

　次に第二節では、培養細胞を用いて、生理的条件下で実際にAOP－1あるいはAOP－1

に類似した分子であるAOE372がLZKと相互作用し得るかどうか検討した。　COS7細胞

を用いた共免疫沈降法による解析の結果、AOP－1、　AOE372ともに細胞内でもLZKと相

互作用することが明らかになった。さらにLZKとAOP－1の相互作用に必要なLZK分子

内の領域を検：青した結果、ロイシンジッパー様領域を欠失した変異体ではAOP－1結合

能は全長LZKと同様であったのに対し、キナーゼドメインとロイシンジッパー様領域

の両方を欠失した変異体：でAOP－1結合能が低下していたことから、　AOP－1との結合に

はLZKのキナーゼドメイン周辺あるいはキナーゼドメインよりもN末端側の構造が重

要であると考えられた。

　AOP－1を含む哺乳動物のチオレドキシンペルオキシダーゼ分子群は、別名

peroxiredoxin（pRx）ファミリー一とよばれ、抗体との反応性やタンパク質の一次構造に

よりPrxlからPrxlVまでの4つのサブファミリーに分類されている倒。　Prxlおよび

．Pr】dlは主に細胞質に存在するが、　PRxIIIはミトコンドリアに、　PrxlVは細胞外に分泌さ

れるタンパク質であることが報告されている〔国瓜68）。AOP4はこのうちPRxlIIに属し、

実際にAOP－1のウシホモログであるSP22タンパク質が細胞内でミトコンドリアに局在

していることがわかっている㈹。LZKは細胞に発現すると主に細胞質に存在するが、

充分量のAOP－1存在下や過酸化水素刺激に対する応答として、　AOP－1との相互作用に

よりLZKの細胞内局在が影響を受ける可能性がある。また、　AOP－1同様LZKと相互作

用することを示したAOE372は、　PrxlVに属し、細胞外に分泌されるという…報告がある

働。分泌タンパク質は細胞内では小胞体に多く存在することが知られており、実際に

AOE372が小胞体に局在しているという実験結果も報告されている。しかし、本研究で

用いた実験条件では、AOE372のN末端にFlagタグが付加されており、このFlagタグ

に対する抗体を用いてAOE372タンパク質を検：出したため、分泌のためのシグナル配列

が切断された、成熟した分泌型タンパク質は検出されていない可能性がある。LZKと

AOE372の細胞内での局在についても今後の検：討が必要であるだろう。
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　さらに・AOP－1が細胞内で産生した過酸化水素を除去するはたらきを担っていると

考えられること、またJNKISAPI（経路が過酸化水素により活性化されるという報告が

数多くなされていることから、LZKとAOP．1が相互作用を介して互いに活性調節を

行っている可能性が考えられた。293細胞に発現したLZKとAOP－1の相互作用に対す

る過酸化水素刺激の影響を検討したところ、過酸化水素による刺激後25分から5分を

ピークとした相互作用の増強が認められた。先にも述べたように、AOP．工分子内にお

けるLZKにより認識される領域はチオレドキシンペルオキシダーゼ分子群で保存され

ている2個のシステイン残基のうちC末端側に存在するシステインを含んでいた。この

システイン残基のチオール基は過酸化水素の還元除去を触媒する際にペルオキシダー

ゼニ量体のパートナー分子のN末端側のシステインのチオール基との問で一時的に分

子間S－S結合を形成することが知られている。先述のように、：LZKとの相互作用に

よってこのシステイン残基がマスクされることでAOP．1活性が阻害される可能性があ

るが、これとは別の可能性として、過酸化水素刺激によりみられるLZKとAOP．1との

相互作用の一過1生の増強は、LZKとAOP－1との間に一時的に分子間S－S結合が形成さ

れ、次にこれがチオレドキシンにより還元されるという現象を観察している可能性も

考えられる。以上のように、AOP－1を介してLZKによる㎜SAPK経路の活性化と活

性酸素のシグナル伝達経路がクロストークしていることが予想された。そこで、：LZK

による工NKISAPK経路活性化に対するAOP－1め影響を検討したところ、少なくとも無

刺激状態ではAOP－1はLZKによるJNK活性化能に影響をもたなかった。このことか

ら、少なくとも定常状態の相互作用ではAOP－1はLZKの活性に影響しないと考えられ

た。しかし、過酸化水素により刺激を受けた状態でAOP－1がLZKの活性になんらかの

影響をもつ可能性も考えられ、また逆にAOP－1による過酸化水素の還元除去活性に対

してLZKが制御因子としてはたらいている可能性も考えられる。　LZK同様に新規

MAPK経路を活性化するMAPK：KKであるASKIは、細胞内でチオレドキシンと相互作

用することが知られている働。還元型のチオレドキシンはASK1に対する活性阻害因

子として機能するが、活性酸素の刺激によりチオレドキシンが酸化型に変換されると

ASK1とチオレドキシンの結合が解離し、その結果ASKIが二量体／多量体を形成し活

性化されることが知られている（3乳7。｝。第二章に示したように、LZKもまた活性化に二

量体〆多量体の形成を必要とする。またAOP－1を含めたチオレドキシンペルオキシダー

ゼが過酸化水素を還元除去する際にはチオレドキシンの酸化が起こる。このような事

実から、ASK1活性化と密接に関連した機構によりLZKの活性が制御されている可能

性が考えられる。LZKの生理的機能を明らかにするためには、このような活性酸素を

介した］NKISAPK経路の活性化における役割という観点からの解析がさらに必要であ

るだろう。
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第四節　実験方法

1．酵母two一トybrld法に用いたベイトコンストラクトの構築

　LZK分子をGAL4のDINA結合領域との融合タンパク質として酵母細胞内で発現する

コンストラクトを作成するため、まずpEF　His－LZKを鋳型としてPCRを行い・LZKの

N末端から558番目のアミノ酸残基までをコードするcD：NA断片を得た。　PCRに用いた

プライマーの配列は、5’一GTTGAA工TCArGGCCAACTTTCAGGAGCACC－3’（sense

primer）および5’一ACAGGATCCTTACCCTTCTGArCTCAACAAGTCTG－3’（antisense

plimer）である。このcDNA断片を酵母GAL4　DINA結合領域融合タンパク質発現ベク

ターであるpAS2－1のEco毘、　BamHIサイトに組み込むことでベイトコンストラクトを・

構築した。なお、このベイトコンストラクトは選択マーカーとしてT叩合成酵素遺伝子

（TR円）を保持しており、Tlpを欠くプレート上で培養することによりトランスフォー

ムした酵母を選択した。

2．酵母two－hybrid法によるLZK結合因子のスクリーニング

　まず、酵母株Y190をベイトコンストラクトによりトランスフォームし、　SD／一T甲プ

レート上で培養することでベイトプラスミドを保持している酵母を得た。次に、レ

ポーター遺伝子として用いるβ一ga】actosida8eがベイトの発現により非特異的に誘導され

ないことをβ一galact。sidaseアッセイにより確認した後、トランスフォームした酵母の核

抽出物を調製し、電気泳動後anti－GAL4　BD抗体（Santa　Cruz）によるWestern　Blotを行

うことで酵母の核内にベイトタンパク質が発現していることを確認した。このように

して取得した酵母株を、GAL4転写活性化ドメインとの融合タンパク質として発現す

る、ヒト膵臓由来のcDNAライブラリー（CLOINTECH）で二次トランスフォーメー

ションした。このライブラリープラスミドは選択マーカーとしてLeu合成酵素遺伝子・．

（LEU2）を保持しており、SD／－His／－Leu／－丁叩プレート上で酵母を培養することでベイ

ト、ライブラリー両方のコンストラクトを保持しており、なおかつベイトとライブラ

リー由来のタンパク質が酵母核内で相互作用することでレポーター遺伝子のHis合成酵

素（His3P）が発現誘導されるクローンを得た。なお、実際のスクリーニング時には非

特異的に低レベルで発現するHis3Pの活性を阻害する目的で、　His3Pの競合的阻害剤で

ある3－Ar（3－alnino－1，2，4セiazole）を15mM含むプレート上で酵母を培養した。このよ

うにして得られた陽性クローン候補を回収し、β一galac宅osidaseアッセイを行うことで偽

陽性クローンを除き、陽性クローンを得た。
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3．陽性クローンの解析

　陽性クローン酵母を培養プレート上より回収し、2．5mg／ml　zymolyase溶1液で37℃で5

分間処理した後氷上で急冷し・これを鋳型としてKOD　Dash　DNA　polymerase

（TOYOBO）を用いたdirect　PCR法により陽性クローンが保持しているライブラリー由

来のプラスミドによりコードされているcDNA断片を増幅した。なお、　PCR．に用いた

プライマーの塩基配列は5’一ArGArGMG蝋CCCCACCAMCCC－3・（、en、。　p，im，，）およ

び5’一CTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACG－3’（antisense　primer）である。このようにして

得たcD：NA断片の塩基配列を決定した。

4．AOP－1およびAOE372の哺乳動物発現コンストラクトの作成

　AOP－1およびAOE372のcDNA配列をデータベースより検索し、これに基づいて全

長cDNAを増幅するためのプライマーペアを設計し、ヒト膵臓total　RNA（Promega）よ

りRT－PCR法によりAOP－1、　AOE372それぞれの全長cDNA断片を得た。これらの断片

をpEF　FIagベクターに組み込むことでFlagタグをN末端に付加した状態で発現する

AOP－1、　AOE372の哺乳動物発現コンストラクトを作成した。　PCRに用いたプライマー

の塩基配列は、5’一〇CCTCTAGAArGGCGGCTGCTGTAGGACG－3’（sense函mer　fbr　AOP－

1）、5’一CCCGGArCCCTACTGATTTACCTTCTGAAAGTAC－3’（antise皿se　primer　fbr　AOP－1）、

5’一CCCTCTAGAArGGAGGCGCTGCCGCT・3’（sense　primer　fbr　AOE372）、5’一CCCGGATC－

CTCAArTCAGTTTATCGAAA工ACT－3’（an飴ense　primer　for　AOE372）である。

5．細胞、トランスフェクション、および過酸化水素による刺激

293細胞は、10％琵tal　calf　se㎜を含むDMEM培地中で培養した。トランスフェク

ションにはリポフェクトアミン法を用いた。過酸化水素による刺激は、トランスフェ

クション24時間後に培地を交換し、同時に1mMの過酸化水素を培地中に添加した。

6．．AOP－1によるLZKの∫NK活性化能に対する影響の検討

　COS7細胞にAOP－1存在下あるいは非存在下でLZKと∫NKを共発現し、トランスフェ

クション24時間後にSDS－PAGE　sa皿ple　buf6erで細胞を可溶化し、電気泳動後anti－phospho’

rylated∫NK抗体によるWestem　blotを行い、活性化JNKの量を測定した。また同時にanti．

HA、　anti．His、およびanti－Flag抗体を用いたWestem　blotを行い、　JNK、　LZKおよびAOp．

1の発現量をそれぞれ確認した。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　結論

1．LZKがJNKI／SAPK経路のMAPKKIであるMKIK7をリン酸化することで活性化する、

　㎜SAPK経路に特異的なMAPKKKであることを明らかにした。

2．LZKはキナーゼドメインを介してJNKISAPK経路のスカフオールド分子JIP－1のPTB

　　ドメインと相互作用し、この相互作用によりLZKから㎜（に至るシグナル伝達が増

　強されることを明らかにした。

3．LZKは分子内のロイシンジッパー様領域を介して細胞内で二量体あるいは多量体を形

　成することを明らかにした。

4．LZKの二量体／多量体形成はJNKISAPK経路の活性化に必須であることを明らかに’ ｵ

　た。

5．LZKIのC末端領域はMKK：7の活性化には関与しないが、　SEK玉の活性化に必要である

　ことを明らかにした。

6．酵母畑。－hyb面法によるスクリーニングの結果、　LZKと相互作用する分子としてチオ

　レドキシンペルオキシダーゼのひとつであるAOP・1とよばれる分子を単離した。

7．LZKとAOp．1あるいはAOP－1と類似した分子であるAOE372が細胞内で相互作用す

　ることを確認した。

8．LZKとAOP－1の相互作用が過酸化水素刺激により一過性に増強されることを明らかに

　した。
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