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論 ･文 内 容 の 要 旨

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｡

MAPキナーゼ経路は,MAPキナーゼ (MAPK),MAPKキナーゼ (MAPKK),MAPKKキナーゼ (MAPKKK)の

3つの分子群より構成されるプロテインキナーゼカスケードであり,酵母などの単細胞生物から晴乳動物にいたるまで進化

的に保存されたシグナル伝達経路である｡晴乳動物細胞のMAPK経路は,主に増殖因子等の刺激により活性化される古典

的MAPK経路 (ERK経路)とIL-1やTNF-αなどの炎症性サイトカインや,UV照射,高浸透圧刺激といった物理化

学的ストレスによって活性化される新規MAPK経路 (JNK/SAPK経路およびp38経路)に大別される｡どちらの経路に

おいてもMAPKKKは非常に多様性に富み,現在までに数多くのMAPKKK分子が同定されている｡ 近年,申請者の所属

する研究室においてMAPKKK棟の一次構造を有するプロテインキナーゼ遺伝子がクローニングされ,LZK(leucinezip-

per-bearingkinase)と命名された｡申請者はこのLZKによる細胞内シグナル伝達経路を解析するとともに,酵母two-

hybrid法によりLZKと細胞内で相互作用する分子を単離し,そのLZKによるシグナル伝達経路における役割を検討した｡

第-章LZKによるJNK/SAPK経路の活性化機構の解析

LZKは,その分子内にキナーゼ触媒 ドメインと,2個の隣接するロイシンジッパー棟構造を有している｡ これらの構造

的特徴は,MLKファミリーとよばれる一轟のMAPKKKファミリーに属する分子に共通の特徴として知られており,㌔

LZKはMLKファミリーの新規メンバーであると考えられたO 申請者は,まずLZKがEPK経路およびJNK/SAPK経路

のどちらを活性化するか検討し,LZKがMAPKKであるMKK7を活性化することでJNK/SAPK経路を特異的に活性化

することを明らかにした｡次に,近年シグナル伝達研究で非常に注目を集めているスカフオールド分子がLZKによる

JNK/SAPK経路の活性化に与える影響について検討した｡スカフオールド分子とは,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｡JNK/SAPK経路においては,

JIP-1とよばれる分子がスカフオールド分子として機能し得る事が報告されているが,申請者はJIP-1がLZKと特異的に

相互作用することを兄い出し,またこの相互作用を介してLZKによるJNK活性化が顕著に上昇することを明らかにした｡

第二章LZK分子内の機能性 ドメインの解析

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棟構造からなる領域が存在する｡ そこで,この領域が

LZKの機能において果たす役割を検討したOロイシンジッパー構造はタンパク質間の相互作用に関与すること壷知られて

V沌 ことから,まずLZKがこの領域を介して二量体/多量体を形成する可能性について調べた｡その結果,細胞内に発現

した異なるエピトープタグを付加した2種のLZKが互いに免疫沈降時に共沈することから,LZK分子が二量体あるいは多
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量体を形成していると考えられた｡そこで,LZK分子をC末端側から順次欠失した変異型LZKおよびロイシンジッパー

様構造を欠失した変異塑LZKを細胞に発現し,それぞれの全長LZKに対する結合能を検討したところ,予想通りロイシ

ンジッパー棟療適がこの二量体/多量体形成に必須であることがわかった｡次に,これらの変異塾LZKがJNK/SAPK経

路を活性化しうるかどうか検討した＼ところ,ロイシンジッパー領域を欠失した変異体ではJNKの活性化は見られず,二量

体/多量体形成がJNK活性化に必須であることが明らかになった｡また,C末端側約100アミノ酸残基を欠失した変異塑

LZKでもJNK活性化能が失われていたOこの Cヾ末端側領域についてさらに解析をすすめたところ,こめ領域がMAPKK

であるSEKlの活性化に必須であることが明らかになった0

第三幸 酵母two'-hybrid法を用いたLZK結合因子のタワーニングおよび解析

細胞内におけるLZKによるシグナル伝達を調節する因子を単離する目的で,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1つのクローンは,AOP-1とよばれる既知の分子をコードしていた｡

AOP-1はその一次構準上の特徴から,細胞内の酸化遼元を司るチオレドキシンを酸化する酵素活性をもつことが予想され

ており,′細胞内で生じた活性酸素を除去するはたらきをもつと考えられる｡ 晴乳動物細胞中に発現しfLTAOP-1はLZKと

免疫沈降時に共沈することから,これらの分子は実際に細胞内で相互作用し得ると考えられた｡多くの細胞では,外界から

の種々の刺激によりセカンドメッセンジャーとして過酸化水素が産生されることが知られている.そこで,過酸化水素刺激 ､

がAOP-1とLZKの相互作用に対して与える影響を検討したところ,刺激後2.5から5分をピークとした一過性の相互作

用の増強が観察されたOこのことがら,LZKからJNKへのシグナル伝達経路が細胞内の活性酸素によって調節されている

可能性が示唆された｡

以上,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,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｡

論 文 ′審 査 の 結 果 の 要 旨

細胞は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系をもつ｡MARキナーゼ (MAPK)経

路は現在最もよく研究されている経路の一つであり,MAPKKK,MAPKKおよびMAPKのプロテインキナーゼカスケー

ドより成るO 最近,このカスケードには古典的MAPKに加えて,JNK (C-JunNH21terminalkinase)またはSAPK

(stress-activatedkinase)およびp38の関与が明らかにされ,それぞれ,古典的MAPK経路,INK/SAPK経路および

p38経路と呼ばれている｡

本研究は,セリン/ ト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併せ持つハイブリッド型の

キナーゼ触媒 ドメインをもち,そのすぐC末端側に2個の隣接するロイシンジッパー配列をも?新規なプロテインキナー

ゼLZK(leucinezipper-bearingkinase)について,その細胞内シグナル伝達における役割を調べ次の諸点を明らかにした

ものである｡

まず, LZKはMAPKKであるMMK7を直接リン酸化することによりJNK/SAPK経路を選択的に活性化する一種の

MAPKKKであることを明らかにした｡次に,最近,シグナル伝達研究の分野で注目されているスカフオールド分子との

関連を調べ,LZKがスカフオールド分子の一つであるJIP-1と結合すること,さらにLZKがそのキナーゼドメインを介

してJIト1のPTBドメイン (phospho-tyrosinebindingdomain)に結合することを明らかにした｡また,このLZKと

JIP-1の相互作用により∴LZK単独の場合と比較してJNK/SAPK経路の活性化が著しく増強されることを示した｡

次に, 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を明ら桝 こし,ついでこの二量体ノ多量体形成に分子

内のロイシンジッパー配列が必須であることを示したOさらに,二量体/多量体形成能を欠く変異体LZKはJNK活性化

能をもたないことを示し,二量体/多量体形成がJNK/SAPK経路の活性化に不可欠のステップであることを明らかにし

たOまた,C末端約160アミノ酸残基がJNK/SAPK経路のMAPKKであるSEK-1の活性化に必要であることを示した.

さらに,LZK,シグナル伝達系の生理的役割を明らかにする目的で,LZK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,AOP-1(antioxidantproteinll)をクローニングした｡

AOP-1はチオレドキシンペルオキシダーゼの一つであり,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
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がAOP-1とLZKとの相互作用を調節し,それによりJNK/SAPK経路活性化能が制御されている可能性を示した｡

以上の研究は,新規プロテインキナーゼLZKがJNK/SAPK経路を介した細胞制御に関与することを初めて示したもの

学)の論文として価値あるものと認める｡更に,平成13年 2月26日論文内容とそれに関連した口頭試問を行った結果合格と

認めた｡
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