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Scaffold Role of a Mitogen-activated Protein Kinase Phosphatase, SKRP1,

               for the JNK Signaling Pathway.

(MAPキ ナ ーゼ ホス フ ァターゼSKRP1のJNK経 路 におけ るス カ フ ォール ド分子 と しての役 割)

座 間 猛

内容の要旨

 Mitogen-activated protein kinase(MAPK)経 路 は、真核生物 に保 存

され、多彩 な生理 過程 に重要 な役 割 を果 たす。 その 中心 はMAPK、

MAPK kinase(MAPKK)、 及 びMAPKK kinase(MAPKKKK)の3つ

のキナーゼ よ り成 り立 つ キナ ーゼカスケー ドであ り、上流 のキナー

ゼに よるリン酸化 が下流のキ ナーゼの活性化 を もた らす。一方 、セ

リン/ス レオニンホス ファターゼ、チ ロシンポス ファターゼ、そ し

てそれ らの活性 を併せ 持つデ ュアルポス フ ァターゼ を含 むい くつか

のホス ファターゼが、上記 キナーゼの活性化 に関わ る部位 での脱 リ

ン酸化 によ りMAPK経 路 を不 活化す る。デ ュアルポス ファターゼは

チ ロシンポスフ ァターゼ の一種 であ り、ある もの はMAPKを 特異 的

に脱 リン酸化 し不活化す ることか らMAPK phosphatase(MKP)と 言

われ る。また、MAPK経 路は各 々を構成す る一群 のキナ ーゼ カスケ

ー ドを使い分 けてい る ものの、 ある一つのキナ ーゼが異 なるMAPK

経路の上流 で同時に機 能 してい る場合 も多 く、それ故、 ある刺激 に

応答す る個 々の経路の特異性 を保 証す る機構 が必 要で ある。その一

つ と してスカ フォール ドタンパ ク(足 場 タ ンパ ク)に よるシ グナ ル

分子複合体 形成 による伝達制御機 構が近年注 目されて いる。 しか し

なが ら、現在 まで、如何 に してMKPが これ らのMAPKシ グナル複合

体 に組 み入れ られ、 あるいは特異的 に相互 作用す るか とい うこ とは

明 らかで ない。我 々は先 の論文 で新規 のMKPで あ るSKRP 1(SAPK

pathway-regulating phosphatase 1)がJNK MAPK経 路 を不活化す る こ

とを報 告 したが 、今 回 さ らにJNK経 路 にお けるSKRPIの 関与の機構

と意義 を明 らか にす る上 で解析 を行 った。SKRPIはin vitroにおいて

JNKを 脱 リン酸化 し、そのMAPKKで あ るMKK7と 直接 かつ特異 的に

結 合 した 。 キナ ーゼ ア ッセ イお よ び レポ ー ター ア ッセ イに よ り、

MKK7自 身 の活性 お よびその活性化の結果 と して起 こるATF2の 転 写

活性 に基づ いた遺伝子発現 につ いて、SKRPIは その発 現量の増加 に

応 じて抑 制か ら増 強へ と変 化す る二相性 の影響 を及ぼ した。 また、

MKK7のMAPKKKで あ るapoptosis signal-regulaIing kinase 1(ASK1)

と特異 的 な結合 を共沈 実験 に よ り認 めた 。MAPKK MKK7と その

MAPKKKで あるASK1と の相 互作 用 は、その双方 と結合 するSKRP I

の発現 に よ り用量 依存的 に共沈 の増大 を もって認 め られた。 かつ、

これ らに一致 してASKIに よるMKK7の 特異 的な活性化 を もSKRP1依

存的 に増強 された。以上は、SKRPIが ス カフ ォール ド分子 として機

能す ることを示唆 し、 またMKPがMAPKシ グナル複合体 の1構 成要

素 として働 くことを報告 した最初 の例 である。

論文審査の要旨

 MAPK phosphatase(MKP)に 加 え、ス カフォール ドタンパ クによ

るMAPK経 路 の シグナ ル伝 達制 御 が知 られ てい るが 、現在 まで 、

MAPKシ グナ ル複合体 にお けるMKPの 役割 については明 らかでない。

ス カフォー ル ド分子 は、1)あ るシグナル伝達経路 の構成要 素の うち

のい くつか と選択的 に結合す ること、2)キ ナーゼ間の物理 的な橋渡

しによ りこれ らにおけるシグナル伝達 の効率 を高 める こと、3)ス カ

フォール ド分子単独 の過剰 状態 では逆 に個 々の構 成要素の解離 に よ

りそのシグナ ル伝達経路 の選択的 な阻害 をもた らす こと、な どを特

徴 とす るが 、本研 究で は、新規MKPと して同定 されたSKRP1に つい

て、上記ス カフォール ド分子 と しての特徴 を検証 した。

 審査 では、 まず 、SKRP 1が細胞 内 にて酵 素活性 を有 し、脱 リン酸

化酵 素 として機能 し得 るか との質 問があ った。 これ に対 し、細胞 内

に発現 したSKRP1を その タ グに対 す る特 異 抗体 にて免 疫沈 降後 、

pNPp(p-nitrophenylphosphate)を 基質 と した脱 リン酸化酵 素活性 測

定 を行 い 、酵 素活 性 を有 す る こ とを認 めた と回答 した 。 さ らに、

SKRP 1が その細胞 内発現 量依存 的に、共発現 したJNKを 脱 リン酸 化

す る こと、一方 で優 性不活性型SKRPI Cl49Sに ついて はJNKの 脱 リ

ン酸化が認 め られなかった ことも、 この ことを支持 する と回答 した。

また、各 々の系 において異 なる細胞種 を用 いてい ることに対 しては、

その刺 激、導入遺伝 子発現量 を考慮 した上 で、最 も適切 な細胞種 を

用 い再現 しているが、他細胞種 において も同様 の結果 を得 ている と

回答 した。MAPK経 路 以外の キナーゼ カス ケー ドにお けるスカ フォ
ール ド分子 については、NF-xB(nuclear factor-kapPaB)シ グナルに

おいて、NIK(NF-tcB-inducing kinase)お よびIKK(IKB kinase)と 結

合 す るIKAP(IKK-complex-associated protein)を あげた。 SKRP Iの

loss of functionについての質問 に対 しては、 amisenseの 安 定発現株 を

用 いた系 においてTNFa(tumor necrosis factor alpha)刺 激後 のJNKリ

ン酸化 を検 討 したが 、その結果 はRNAi(RNA inIerference)に よる

㎞ock downを も用い て詳細 に検討す る必要が ある と回答 した。 また、

これ を受 け、胚性幹細胞(ES細 胞)に お ける解析 が有用であ ること

を助言 された。 最後 に、SKRP1が 、 MKK7に よるJNK活 性化 を物理

的に 阻害 し得 るか どうか との質 問に対 しては、MKK7上 のSKRP 1お

よびJNKの 結合領域 が異 なる ことか ら、三 者複合体形成 につい ては

支持 されるが、結晶構造 解 析 を用 いた より詳細 な検討 が必要で ある

と回答 した。

 以 上、本研 究 は、今 後検 討すべ き課題 が残 されてはい る もの の、

MKPで あるSKRP Iが、 JNK MAPK経 路においてス カフォール ド分子

と して機 能 し得 ること、 さらにJNK MAPKKで あ るMKK7と 結合 する

ことをは じめ て示 し、 このこ とはMAPK経 路 における シグナル の特

異的調節機 構の解 明につなが る もの として非常 に有 意義であ ると評

価 された。
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