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研究成果の概要

序

アルツハイマー病(AD)における痴呆の直接的原因は、選択的な神経細胞の脱落であ

る。しかし、その分子機構に関する知見はほとんど得られていない。Levitanら1)は、家

族性ADの原因遺伝子プレセニリン1(PS1)が、発生過程において細胞の運命を制御す

るNotch情報伝達系に関与していることを報告した。この結果は、細胞内情報伝達系の異

常がADの一つの原因であることを示唆している。一方Mohitら2)は、AD患者脳で観察さ

れる選択的な神経細胞脱落のマーカーとなるモノクロナール抗体を作製し、その分子クロ

ーニングを行った。彼らが報告した時点ではMAPキナーゼ様の新規分子(p493F12)で

あったが、塩基配列の比較から、JNK3(別名SAPK-6)3),4)であることが判明した。す

なわちヒトJNK3は、正常者脳の特定領域-ADにおいて選択的神経細胞死が認められる海

馬CA1や大脳皮質3,5層などの錐体細胞一でのみ発現している。MAPキナーゼは、酵母

からヒトに至るまで広く存在する細胞内情報伝達分子であり、脊椎動物では6種類

(ERK1,ERK2,p38,JNK1,JNK2,JNK3)が知られている。また最近、JNKSノックア

ウトマウスを用い、カイニン酸により誘導される神経細胞死がJNK3情報伝達系によって

仲介されていることが明らかになった5)。以上のことは、JNK3がADにおける選択的な神

経細胞脱落の単なるマーカーではなく、その神経細胞死を仲介することを示唆している。

本研究は、JNK3情報伝達系の分子機構解明を目的としている。

方法

酵母two-hybrid法は、CIontech社(California,U､S､A,）のプロトコールに従った。

マウス脳cDNAライブラリーは、CIontech社より購入した。マウスの各組織からのRNA

の調製およびノザーンブロット解析は、すでに報告した方法により行った6)。抗HA抗体

を用いた免疫沈殿キナーゼアッセイ法、および培養細胞へのDNA導入方法もすでに報告

した通りである6),7)。
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成績

JNK3結合蛋白のcDNAを単離するため、酵母two-hybrid法を用いてマウス脳cDNAラ

イブラリーのスクリーニングを行った。約1.SX106クローン中、20個の陽性クローンを

得た。DNA塩基配列を解析した結果、それらのcDNAクローンは2種類に分類され、とも

に新規蛋白(BP#1,2と命名）をコードしていることが判明した(accessionnumber

ABOOS662)｡BP#1mRNAの発現はマウスの各組織において普遍的であるのに対し、

BP#2mRNAはJNKSmRNAと同様、脳で非常に高い発現が認められた（図1)。そこで

今回はBP#2に注目し、さらに解析を進めた。

JNK3を含む6種類のMAPキナーゼファミリーメンバー(ERK1,ERK2,p38,JNK1,

JNK2,JNK3)について、BP#2との結合性を酵母two-hybrid法を用いて解析した。そ

の結果、BP#2はJNK3と特異的に結合することが判明した（表1)。またBP#2は、

SEK1(JNK活性化キナーゼ)8)との結合能も有する（善岡；未発表データ）。

JNK3情報伝達系におけるBP#2の役割を明らかにするため、BP#2およびHAエピトー

プ標識したJNKSをL929細胞内で強制発現させた。JNKSの活性化には活性型MEKK19)を

用い、JNK3キナーゼ活性は免疫沈殿キナーゼアッセイ法により測定した。図2に示す通

り、BP#2発現プラスミドの量に応じてJNK3の活性化が抑制された。

考察

現在、ADを分子レベルで理解するため、家族性ADの原因遺伝子(APP,PS1,PS2)お

よびAD脳の病理学的特徴である老人班・神経原繊維変化に関連した研究が精力的に行わ

れている。しかし、ADにおける痴呆の直接的原因となる選択的な神経細胞死の分子機構

を明らかにするには至っていない。このような現状を踏まえ、我々はこれまでのAD研究

とは全く別の視点から研究を進めている。すなわち、ADにおける選択的な神経細胞死を

仲介していると考えられるJNK3情報伝達系に注目し、最終的にはADにおけるJNK3情報

伝達系の役割を明らかにすることをめざしている。本研究ではその第一歩として、JNK3

と相互作用する蛋白の同定およびその解析を試みた。

脊椎動物MAPキナーゼのうちJNK3と特異的に結合する蛋白BP#2は、これまでに報告

されていない新規蛋白である。BP#2のﾉnvivoにおける役割は今のところ不明であるが、
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JNK3のみならず、SEK1(JNK活性化キナーゼ）との結合能も有することから、JNK3F

報伝達系におけるスキヤフォールド蛋白として機能していると考えられる。酵母のスキヤ

フオールド蛋白STE510)は、接合因子情報伝達系に関わる分子と複合体を形成すること

により、正確かつ迅速な情報の伝達を可能にしている。脊椎動物においてもスキヤフォー

ルド蛋白の存在は考えられているが、分子クローニングは行われていない。BP#三は脊椎

動物において初めて分子クローニングされたスキャフォールド様蛋白であり、細胞内に多

数存在する情報伝達経路の特異性を理解する上できわめて興味深い。

繊維芽細胞株L929においてBP#2を強制的に過剰発現させることにより、JNK3の活性

化が抑制された（図2）。通常L929では、BP#2．JNK3はともに発現していないが、

JNK3の活性化は可能である。すなわち、SEK1などJNK3の活性化に必要な分子群が化学

量論的に適切なバランスを保って存在している。それらの分子とBP#2が結合することに

よりバランスがくずれ、その結果としてjNK3の活性化が抑制されたと考えられる。神経

細胞においても同様の現象が認められるならば、BP#2の過剰発現によりADにおける神

経細胞死を阻害することが可能となるであろう。今後、BP#2を過剰発現するトランスジ

ェニックマウスやBP#2ノックアウトマウスを用い、JNK3情報伝達系におけるBP#2の

役割、さらには神経細胞死におけるBP#2の役割等が明らかになると思われる。
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6-actinはコントロール。S:小腸;K:腎臓;B:脳；

H:心臓;Lu:肺;T:精巣。
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図 2 BP#2過剰発現によるJNK3活性化の影響。

GST-c-Junを基質としたinvjtroキナーゼ反応

によりJNK活性を測定した。
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表1BP#2の結合特異性
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