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研究成果の概要： SAPK/JNKは、物理化学的ストレスをはじめ多様な刺激に応答して活性化
されるキナーゼであり、JNKの活性化状態を捉えることは、発生、細胞死、老化などの基本生
命現象に加え、癌の病態発症を理解する上でも極めて重要である。しかし、従来の解析手法で

は JNK 活性化状態の時空間的変遷を捉えることが難しく、この分野の研究進展の障壁となっ
てきた。そこで本研究では、生きた個体の中で、活性化型 JNK の時空間的挙動をリアルタイ
ムに可視化し、JNK活性化の生理的役割を解明することを目的とした。これまでに細胞レベル
で使用可能なプローブの作出に成功し、現在、個体レベルで使用可能であるか否かをトランス

ジェニックメダカの作出で検討している。 
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１．研究開始当初の背景 
 ストレス応答性 MAP キナーゼである
stress-activated protein kinase (SAPK、
別名 JNK)は、UV 照射, DNA 損傷, 熱ショック, 
浸透圧変化などの物理化学的ストレスや炎
症性サイトカイン、増殖因子など多岐にわた
る刺激に応答して活性化されるキナーゼで
あり、ハエからヒトに至るまで保存されてい

る。研究代表者の所属する研究室では、JNK
シグナル伝達系の生理的役割を明らかにす
る目的で、JNK の上流に位置する活性化キナ
ーゼである SEK1 及び MKK7 を欠損するマウス
を作出し、本シグナル系が免疫応答や肝形成
の制御に必須の役割を果たしていること
（ Nature 1997; J. Exp. Med. 1997; 
Development 1999; Dev. Biol. 2002）、JNK
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の活性化が転写因子 c-Jun を介して肝幹細胞
の増殖・生存、細胞老化を制御すること（Nat. 
Cell Biol. 2004）、更に、JNK の活性化がス
トレスの強弱を反映し、細胞の生死の運命決
定を担う分子スイッチとして機能すること
（J. Biol. Chem. 2001; J. Biol. Chem. 2003; 
J. Biol. Chem. 2004; EMBO J. 2006）を示
してきた。このように、JNK 経路は生命維持
に必須の役割を果たしており、JNK の活性化
状態を生化学的に捉えることは、発生、細胞
死、老化などの基本生命現象に加え、癌や II
型糖尿病等の病態発症を理解する上での重
要な尺度と考えられている。従来の JNK の活
性化を捉える手法は免疫沈降と放射性同位
元素を用いた JNK キナーゼアッセイから始ま
った。その後、JNK の活性化が JNK の“TPY
（Thr-Pro-Tyr）”部位の Thr と Tyr のアミノ
酸残基のリン酸化と一致していることが明
らかとなり、抗リン酸化 JNK 抗体が開発され、
JNK キナーゼアッセイに必要な煩雑な実験か
ら開放された。この抗リン酸化JNK抗体はJNK
の活性化を知る上での重要なツールとして
世の中に広く流布し、JNK の研究の進歩を促
した。 
 
 
２．研究の目的 
 上記の抗リン酸化 JNK 抗体を用いた JNK 活
性化の検出では、ブロット用に検体をすり潰
す、または細胞組織染色用に検体を固定する
必要があり、以下の根本的な問題の解決がで
きていない。 
１）同一細胞での連続した時間的変化を捉え
ることができない。 
２）活性化部位の変遷、細胞内移動など空間
的変化を捉えることができない。 
こうした理由から、発生時および病気発症時
の JNK 活性化の実態を充分に捉えることがで
きず、この分野の研究進展の障壁となってい
る。本研究においては、生きた 1細胞や個体
全体の中で、活性化型 JNK の時空間的挙動を
リアルタイムに可視化し、JNK 活性化の生理
的役割を明らかにすることを目的として研
究を進めた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 活性化型 JNK の検出方法 
 JNK は、その直接の活性化因子である SEK1, 
MKK7 により Tyr、Thr 残基がリン酸化を受け
ることで活性化する。一方で、様々な分子に
存在する SH2 ドメインはリン酸化された Tyr
に特異的に結合することが知られている。そ
こで、Tyr リン酸化された JNK に SH2 ドメイ
ンを結合させることで JNK の活性化を検出で
きないかと考えた。様々な検討の結果、出力
方法としては FRET（Fluorescence Resonance 

Energy Transfer）が本研究に最も適してい
ると考えられた（図１）。 
 FRET とは二種の蛍光を発する物質が近接
すると共鳴しあい、元来持っている蛍光波長
から特異的な蛍光波長にシフトする現象を
さす。具体的には、CFP が励起されると青色
の 480nm の蛍光を発するが、CFP の近傍に YFP
が存在すると、放射されるはずのエネルギー
が YFP を励起し、最終的に 535 nm の黄緑の
蛍光を発するという蛍光エネルギー移動が
観察される。そこで、図 1に見られる
YFP-JNK-SH2-CFP の作製を試みた。 

 
(2) in vivo における活性化型 JNK の検出 
 in vivo における JNK 活性化の真の意味を
把握する目的で、JNK-FRET コンストラクト
（YFP-JNK-SH2-CFP）を導入したトランスジ
ェニック動物の作出を試みた。発生から成体
維持の間、JNK はあらゆるステージにおいて
重要な役割を果たしている。全ての段階にお
ける JNK の活性化状態の FRET を観察するに
は個体の“透明度”が必要とされる。研究代
表者は大学院時代に小型魚類を用いて松果
体の光受容細胞特異的な遺伝子発現を研究
した実績を持ち、トランスジェニック個体の
作出や可視化技術の経験がある（Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA, 2002）。そこで本研究では
日本が誇る生物資源であり近年ヒト疾患モ
デル生物としても世界的に注目されている
小型魚類のメダカを用いることにした。メダ
カはゼブラフィッシュを含む他のモデル脊
椎動物と比して、受精卵から幼魚にいたるま



での間、透明度が高く、詳細な蛍光観察が容
易である。哺乳動物とは異なり、発生段階に
子宮を必要とせず、受精卵からの発生過程を
蛍光顕微鏡下で観察可能である。また、成魚
になっても色素が失われた突然変異体“透明
メダカ”もモデル生物として有効であると考
えられた。 
 
 
４．研究成果 
(1) JNK-FRET 分子の培養細胞への導入 
 まず脱リン酸化酵素 SHP 由来の SH2 ドメイ
ンと最適化のために点変異を導入された JNK
を融合し、YFP-JNK-SH2-CFP 融合タンパク質
を発現可能な JNK-FRET 発現ベクターを作製
した。次に JNK-FRET 発現ベクターを培養細
胞に導入し、JNK が活性化するような物理化
学的ストレス、炎症性サイトカイン、増殖因
子など、多岐にわたる各種刺激時において
JNK の細胞内局在と活性の変化といった時空
間的な情報が得られるか否かを検討した。ま
た、JNK の活性化が関与する遺伝子発現、細
胞死誘導、増殖促進、老化抑制などの細胞応
答との関連についても検討を試みた。観察に
は本学の共通機器室に備えてある共焦点顕
微鏡ならびにタイムラプス装置を利用した。
これら一連の解析から、細胞レベルで使用可
能な JNK-FRET プローブの作出に成功してい
る。 
 
(2) FRET分子を発現するトランスジェニック
メダカの作出 
 作製した JNK-FRET ベクターは哺乳動物細
胞用であるため、メダカ個体で発現可能なベ
クターに組換える必要がある。そこで、広範
な組織で発現誘導可能なβ-アクチンプロモ
ーターに加え、組織特異的な発現誘導が期待
されるメダカの各種プロモーターの下流に、
YFP-JNK-SH2-CFPをコードするcDNAを組み込
むことにした。現在、得られた発現ベクター
をメダカ受精卵にマイクロインジェクショ
ンし、YFP-JNK-SH2-CFP 分子の発現を指標に
して、トランスジェニックメダカを選別して
いる (図 2)。今後、トランスジェニック系統
を樹立することにより、JNK-FRET プローブが
培養細胞のみならず小型魚類の個体レベル
においても使用可能かどうかを検証できる
と考えている。FRET を利用した in vivo での
JNK の活性化状態の視覚化は、将来的には JNK
に起因する異常な発生、細胞死、老化、癌な
ど、多岐にわたる生命現象に関して、これま
での生化学的なアプローチでは得られなか
った膨大かつ有用な情報をもたらすと考え
られる。 
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