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研究成果の概要： 

 我々は細胞の中の物流を制御するメカニズムの解明に向け、JIP1 と呼ばれるタンパク質を対
象とした研究を行って来ました。JIP1 は、細胞内の物流を支えるモータータンパク質の代表格
であるキネシンと結合してこれを活性化すると共に、「荷物」となる種々のタンパク質とキネシ
ンとを繋ぐアダブター分子としての機能を兼ね備えたタンパク質です。我々は、JIP1 に結合す
る種々の「荷物」分子の内、特定のものが JIP1 とキネシンとの結合とキネシン活性制御に関わ
る可能性を見出しました。 
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１．研究開始当初の背景 
 種々の細胞が持つ独特の機能は、その細胞
でどのようなタンパク質を合成するかとい
った遺伝子発現のレベルの他に、合成したタ
ンパク質（或いは脂質、糖、核酸）をどこに
配置するかということに大きく依存してい
る。神経細胞を例に取れば、軸索と樹状突起
がそれぞれシグナルの出力端子、入力端子と
して分化しており、シナプス小胞は軸索へ、
神経伝達物質の受容体は樹状突起へとそれ
ぞれ運ばれる。このような特異的な（方向性

を持った）物質輸送は、細胞機能の発達過程、
即ち細胞分化の過程に於いても重要な意味
を持つものである。種々の細胞内小器官への
ターゲッティングの分子機構については既
に多くの研究報告があるが、細胞質内に於い
て輸送の方向性や効率を制御する分子機構
についてはほとんど分っていない。 
 JNK (c-Jun N-terminal kinase) は細胞内
シグナル伝達を担うタンパク質リン酸化酵
素群である MAPキナーゼファミリーのメンバ
ーで、線虫、ショウジョウバエといったモデ



ル動物においては遺伝学的解析から神経分
化や形態形成において重要な役割を担って
いることが示されている。MAP キナーゼファ
ミリーメンバーの活性は上流に位置する
MAPKKおよびMAPKKKから成るリン酸化カスケ
ードに依存しており、JNK の活性化に関わる
MAPKKK として我々は DLK (MUK とも呼ぶ)を同
定した。マウス胚における DLK の発現は神経
組織特異的で、大脳皮質では脳室帯を離れて
辺沿部へ向かって移動中の若い神経細胞に
発現が集中している。これまでにマウス胚へ
の遺伝子導入や DLKノックアウトマウスを用
いた解析により、DLK-JNK 経路が、神経細胞
の移動、及び軸索の形成に関わっていること
を示す結果を得ている。細胞の移動や軸索形
成は、細胞内の特定の場所、即ち細胞移動の
先導端や軸索と成る細胞突起への種々の物
質の特異的な輸送に依存するものであるこ
とは多くの文献に示されているが、このよう
な輸送を可能にする分子基盤については不
明な点が多い。我々は DLK と JNK を結ぶキナ
ーゼカスケードの足場タンパク質として同
定された JIP1 が神経細胞の軸索輸送や軸索
の形成に必要であるという線虫、ショウジョ
ウバエの遺伝学的解析の結果及び JIP1 及び
この関連分子がモータータンパク質である
キネシンと小胞等のカーゴを結ぶアダプタ
ー分子として機能するという分子間結合実
験の結果に着目し、DLK による JNK の活性化
が JIPを介した輸送を制御しているという仮
説を立てた。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究ではまず上記の仮説を、生化学的分
析および細胞レベルでの分析により検証し
て行く。生化学的分析では、JIP1 に DLK 及び
活性化した JNK が結合することにより、JIP1
のキネシンモータータンパク質及び輸送物
に対する結合力に生じる変化を明らかにす
る。細胞レベルの分析では、JNK阻害剤の JIP1
を介した細胞内輸送に対する影響について、
JIP1 自身やキネシンの特定領域への濃縮を
指標にして明らかにする。さらに上記の生化
学及び細胞レベルでの分析の結果より予想
される分子機構の生理的意義を関与分子の
変異体導入やノックダウンにより検定し、
DLK-JIP1-JNK 複合体を介した細胞内輸送制
御の分子モデルの提唱を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
（1）JIP1 とキネシンとの結合に対する活性
化 JNK の影響の検定。 
 293T, N2a といった培養細胞を用い、これ
らの細胞に強制発現させた JIP1 とキネシン
(N2a の場合は内在性キネシン)の結合を免疫

沈降により検定する。この際、細胞に DLK、
MEKK1 といった JNK 活性化酵素を強制発現さ
せることにより細胞内に活性化 JNKを生成し、
これの JIP1 とキネシとの結合に及ぼす影響
を検定する。 
 
（2）「荷物」タンパク質とJIP1との結合に
対する活性化JNKの影響の検定。 
 JIP1タンパク質上の「荷物」が結合する領
域（複数存在）を変異させた変異体を作製し、
これらとキネシンとの結合を（1）と同様の
方法で検討する 
 
（3）JIP1 によるキネシン活性化能の検定。 
 レチノイン酸により分化誘導した（細胞突
起の伸長を促した）N2a 細胞に GFP と JIP1 の
融合タンパク質を発現させ、これの突起先端
部への濃縮率により、JIP1 と結合したキネシ
ンの活性を評価する。また、キネシン抗体を
用いて同細胞を染色することにより、キネシ
ンの突起先端部への濃縮率を検定し、これに
よりキネシンの活性を直接評価する。 
 
（4）この領域に結合する制御タンパク質の
同定。 
 N2a 細胞にタグ付き JIP1 を発現させ、これ
のプルダウンにより JIP1 結合タンパク質を
同定する。また、同定したタンパク質が JIP1
のどの領域に結合するかを、（2）で用いた
JIP1 変異体との結合を検定する事により明
らかにする。 
 
 
４．研究成果 
（1）DLK による JNK の活性化が JIP1 を介し
た輸送を制御している可能性は低い。 
 DLK により活性化した JNK が非活性型 JNK
より安定的に JIP1 と結合することを見出し
たが、この結合が JIP1 とキネシンとの結合
に大きな影響を与えることを明確に示す結
果を得る事は出来なかった。また、活性化 JNK
の結合に必須な領域を欠損させた JIP1 と野
生型 JIP1 との間でキネシン結合能に大きな
差は認められなかった。（下図） 

 



 これらのことから、JIP1 に結合した JNK1
が JIP1 のキネシン結合能を制御している可
能性は低いと考えた。しかしながら、JNK 活
性阻害により JIP1 の輸送が部分的に阻害さ
れることを示す実験結果を得ている他、キネ
シンと JIP1 との結合がキネシン活性化の十
分条件ではなく、少なくとも他に FEZ1 の結
合が必要な事が報告されている事等から、
JNKが間接的にJIP1を介したキネシン活性制
御に関わる可能性は否定できていない。 
 
（2）JIP1 とキネシンの結合に影響を及ぼす
JIP1 上の領域を同定した。 
 これまでに JIP1 の C 末端部がキネシンと
の結合に必須であることが報告されていた
が、我々はこの C末端部のみではキネシンと
の十分な結合が得られず,JIP1 の別の領域が
C 末端部を介したキネシンとの結合を強化す
ることを見出した。さらにこの領域依存的に
結合する分子を同定した。JIP1 の C 末端部を
欠いた変異体ともこの分子は複合体を形成
するが、キネシンはこの複合体と結合しない
ことから、この分子は JIP1 の上記領域にキ
ネシン非依存的に結合し、キネシンとの直接
結合能を持たないものと考えられる。また、
この分子の JIP1 への結合が JIP1 もしくはキ
ネシンの構造変化を誘導することにより
JIP1 とキネシンの結合を強化するものと考
えるが、これについては a)この分子の除去に
より細胞内でのキネシンと JIP1 の結合が抑
制されるか、b)この分子を持たない細胞中で
のキネシンと JIP1 の結合がこの分子の導入
により増強するか、等の方法で検証していく
必要がある（下図）。 
 

 

 キネシンモーターは、神経細胞を初めとし
た多くの細胞において物質輸送を司る主要
なモーター分子の一つである。キネシン分子

は自己阻害作用を持つ事により不必要に ATP
を消費して微小管上を運動する事は無く、
JIP1 や FEZ1 といった分子の結合による構造
変化により始めてモーター活性を発揮する
ことが米国の研究者により既に報告されて
いる。しかしながら JIP1 や FEZ1 によるキネ
シンの活性化が如何に制御されているかに
ついては不明であった。我々の研究成果は、
「荷物」となる特定の分子が JIP1 に結合し
て始めて JIP1 を介したキネシンの活性化が
可能になる事を示唆しており、これは物質輸
送制御の本質に関わる問題の解決に繋がる
ものである。近年神経疾患を始めとする種々
の疾患が細胞内物質輸送の異常により引き
起こされることを示す多くの研究成果が発
表されており、我々の研究成果はこういった
疾患の原因解明、予防、診断、治療法の開発
の基盤となり得るものである。 
 
 今後はキネシンとの結合やその活性化の
制御に関わる JIP1 の特定領域に結合する分
子について、これまでに同定した分子以外の
分子の同定を試みると伴に、これらが期待通
りの機能、即ち JIP1 とキネシンの結合強化
能を持つことを前述のような方法により検
証していく。さらにこれらの分子と結合する
新たな分子を同定すること等により、細胞内
輸送制御の分子機構の一端を明らかにして
いきたい。 
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