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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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