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論 文 内 容 の 要 旨

本論文において申請者は,晴乳類培養細胞におけるMAPキナーゼキナーゼキナーゼ (MAPKKK)について解析を行っ

た｡MAPキナーゼは細胞増殖や分化を誘導する種々の細胞外刺激によって共通に活性化するセリン/スレオニンキナーゼ

であり,細胞内シグナル伝達経路において重要な役割を果たしていることが知られている｡ また,MAPキナーゼが幾つか

の相同性のあるキナーゼとMAPキナーゼスーパーファミリーを形成していることが明かにされている｡MAPキナーゼス

ーパーファミリーのそれぞれのメンバーは,異なった細胞外刺激によって活性化することから,それぞれ異なった細胞応答

を制御していると考えられている｡そのため,MAPキナーゼスーパーファミリー分子を含むシグナル伝達経路 (MAPキ

ナーゼカスケード)を理解することで,細胞が自らの運命を決定する機構を明らかにすることができると考えられている｡

本研究は,クラシカルなMAPキナーゼの上流に位置 しているMAPKKKが複数存在することを示 し,更に新規の

MAPKKKファミリー分子であるTAKlがTGF-βファミリーやセラミドによるシグナル伝達経路において重要な役割を

果たしていることを明らかにしたものである｡

本論文では,まず,クラシカルなMAPキナーゼをリン酸化して活性化するMAPキナーゼキナーゼ (MAPKK)の活性

化機構の解析を行った｡上皮成長因子 (EGF)刺激によって活性化したMAPKKが活性に自身のセリン/スレオニン残基

のリン酸化を必要とすること及び,EGF刺激によってMAPKKが主にセリン残基にリン酸化を受けることを明らかにし,

MAPKKが直接上流に存在するMAPKKKによってセリン残基にリン酸化を受けて活性化することを示した｡更にEGF

刺激した細胞の抽出液から,不活性型MAPKKを活性化する活性としてMAPKKK活性を同定し,3段階のカラムクロマ

トグラフィーで部分精製した｡第3段階のゲルろ過カラムにおいて,MAPKKK活性が分子量約700kDaと250kDaの2つ

のピークとして検出され,MAPKKをリン酸化して活性化するMAPKKKが複数存在することが示唆された｡また,

MAPKKK活性をもつことが報告されていたRaト1に対する抗体を用いて,ここで検出したMAPKKK活性をRaf-1が

担っているか検討し,分子量約700kDaのMAPKKK活性のピークに対応 してRaf-1が溶出していること,分子量約

250kDaのMAPKKKピークにはRaf-1が存在しないことを明らかにした｡この結果,Raf-1以外にもMAPKKK活性を

担う分子が存在することが明らかになった｡

次に,新規MAPKKKであるTAKl,及び Twohybrid法によってTAKl結合蛋白質として同定されたTABlに関す

る解析を行った｡まずTAKlがTGF-βスーパーファミリーの一員であるTGF-β1及び骨形成因子一4(BMp-4)刺激に

によって活性化することを明らかにした｡この活性化はTGF-βやBMp-4の濃度依存的であった｡また,抗TAKl抗体

を用いて内在性のTAKlの活性を測定し,内在性のTAKlがTGF-β刺激によって活性化すること,及びEGF刺激では

活性化しないことを明らかにした｡また,TAKlとTABlを晴乳類培養細胞内で同時に発現し,免疫沈降により,TAKl

とTABlが晴乳類培養細胞内で結合することを明らかにした｡更に,TABlと同時に発現することによりTAKl活性が上

昇することを示し,TABlがTAKlのに直接結合して活性化する活性化因子として機能することを明らかにした｡更に優
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勢不能型変異体TABlが,TGF-β刺激によるTAKlの活性化を抑制することを示し,TGF-βシグナル伝達経路におい

てTABl-TAKlというカスケードが存在することを明らかにした｡

更に,TAKlのセラミドシグナル伝達経路における役割について解析を行った｡セラミドは細胞内シグナル伝達におい

て,セカンドメッセンジャーとして機能していると考えられている脂質分子である｡ まず,細胞内のセラミド濃度を上昇さ

せることが知られているサイトカイン刺激やストレス刺激によってTAKlが活性化することを明らかにした｡更に,細胞

膜を通過しうるセラミド分子によって細胞を刺激することによってTAKlが活性化することを示した｡セラミドによる

TAKlの活性化がセラミド濃度依存的であることも示した｡また,種々の脂質分子がTAKlを活性化しうるか検討し,セ

ラミドのみが特異的にTAKlを活性化することを明らかにした｡また,セラミドによるTAKlの活性化がTABl非依存

的であることも示した｡最近,MAPキナーゼスーパーファミリーの一員であるSAPK/JNKがセラミド刺激によって活性

化すること,及びセラミドによる細胞死の誘導にSAPK/JNKの活性化が必要であることが報告され,セラミドシグナル

伝達経路におけるSAPK/JNKの役割が重要視されている｡ しかし,セラミドがどのようなキナTゼカスケードを介して,

SAPK/JNKを活性化しているか明らかにされていなかった｡本研究において,活性型TAKlと同時に発現することによ

りSAPK/JNK及び,SAPK/JNKの直接上流のMAPKKにであるSEKl/MKK4が活性化することを示した｡更に,キ

ナーゼ不能型TAKlを同時に発現することによって,セラミド刺激によるSAPK/JNKの活性化が抑制されることを示し

た｡以上の結果から,セラミドシグナル伝達経路において,TA蛇I-SEKl/MKK4-SAPK/JNKというキナーゼカスケ

ードが存在することを明らかにした｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

MAPキナーゼスーパーファミリーは種々の細胞外刺激により,細胞内で活性化するセリン/スレオニンキナーゼであり,

それぞれの刺激に応じた細胞応答を引き起こす上で重要な役割を果たしていると考えられている｡ 本申請論文により,申請

者は,MAPキナーゼスーパーファミリーに属するMAPキナーゼやSAPK/JNKの活性化機構について特にMAPKKK

を中心とした解析を行っている｡ 本研究は,細胞内シグナル伝達経路の解明に重要な貢献をした研究であると評価できる｡

まず申請者は,EGF刺激によりクラシカルなMAPキナーゼが活性化する際に,上流で活性化するMAPKKKについて

の解析を行っている｡まず,MAPKKの活性がリン酸化によって制抑されていることを明らかにし,MAPKKの上流に

MAPKKをリン酸化して活性化するMAPKKKが存在することを示した｡更に,不活性型MAPKKを活性化する活性と

して,MAPKKK活性を同定し,部分精製を行っている｡また,MAPKKK活性を有すると報告されている癌遺伝子産物

Raf-1が,分子量の大きな複合体として機能していることや,Raf-1以外の分子がMAPKKK活性をもっことも示唆した｡

これらの研究はクラシカルなMAPキナーゼの活性化において,複数のMAPKKKが寄与してする可能性を示唆しており,

シグナル伝達経路の理解を深めるものである｡

また,申請者は新規MAPKKKであるTAKlの解析を行っている.TAKlがTGF-β及びTGF-βファミリーに属する

BMp-4の刺激によって活性化することを示した｡これまでTGF-βシグナル伝達経路については受容体の活性化機構及び

核内での遺伝子発現誘導に関する研究はなされていたが,細胞膜から核へいたるシグナル伝達経路についてはほとんど明ら

かにされていなかった｡本研究により,TGF-βシグナル伝達経路においても,新規のMAPキナーゼカスケードが機能し

ていることがはじめて示唆され,大きなインパクトを与えるものであった｡更に,Twohybrid法によって同定された新規

蛋白質であるTABlが,晴乳類培養細胞内でTAKlに直接結合して活性化する活性化因子として機能することを明らかに

した｡更に,優勢不能型TABlが,TGF-βによるTAKlの活性化を抑制することを示し,TGF-βシグナル伝達経路に

おいてTAB1-TAKlというカスケードが存在することを明らかにした｡以上の研究は様々な分野の研究者から注目され

ていたTGF-βシグナル伝達経路の理解に,非常に大きな手がかりを与えるものであった｡

更に,申請者はTAKlがセラミドシグナル伝達経路においても機能していることを明らかにしている｡細胞内でセラミ

ドの濃度が上昇することがしられているサイトカイン刺激やストレス刺激によってTAKlが活性化すること,及びセラミ

ド自身の刺激によってもTAKlが活性化することを示した｡更に,種々の脂質分子についてもTAKlを活性化しうるか検

討し,セラミドが特異的にTAKlを活性化することを示した｡更に,セラミドシグナル伝達経路において重要な役割を果
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たしていると考えられている,MAPキナーゼスーパーファミリーに属するSAPK/JNK とTAKlとの関係について解析

を行った｡その結果,セラミド刺激によるSAPK/JNKの活性化にTAKlが必要十分であることを示し,セラミドシグナ

ル伝達経路において,TAKl-SEKl/MKK4-SAPK/JNKというMAPキナーゼカスケードが機能していることを明ら

かにした｡以上の研究は,セラミドシグナル伝達経路を明らかにする上で,大きな貢献をしている｡

よって,博士 (理学)の学位論文として価値あるものと認める｡ なお,主論文に報告されている研究業績を中心として,

これに関連した研究分野について諮問した結果,合格と判定した｡
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