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研究成果の概要（和文）： 細胞の分化や機能発現を支える重要な要素の一つである細胞内輸送
は、輸送そのものを担うモータータンパク質と、輸送の足場となる細胞骨格に依存する。我々

は、JNKの活性化を誘導するタンパク質リン酸化酵素であるDLKが、これら二つに対して別々
のルートから影響を及ぼし、細胞内輸送の制御に関わっている可能性を示した。即ち、DLKは
JNK の活性化を通して微小管の安定性を制御していることを明らかにしたと共に、JIP1 との
結合を介してキネシンモーターとカーゴ分子との結合を制御している可能性を示すことができ

た。これらの研究成果は細胞内輸送制御の原理を理解する新たな糸口を与えるものと考える。 
 
研究成果の概要（英文）： Intracellular trafficking is one of crucial factors supporting cell 
differentiation and function. This depends on motor proteins, which carry different kinds of 
cargos, and cytoskeletons, which serve as scaffold or rail of motor proteins. We showed that 
a protein kinase DLK affect the intracellular trafficking via two different pathways. One is 
the regulation of microtubules via the activation of JNK, and the other is the regulation of 
the binding between kinesin motor and cargo molecules via adaptor protein JIP. These 
findings give new insight into the molecular mechanism regulating intracellular 
trafficking. 
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１．研究開始当初の背景 

細胞が持つ独特の機能の発現は、

遺伝子発現制御の他に、合成したタンパク

質（或いは脂質、糖、核酸）を適所に配置

するための細胞内輸送制御に大きく依存し

ている。このような特異的な（方向性を持っ

た）細胞内輸送は細胞分化や形態形成の過

程に於いても重要な意味を持つものであると

共に、細胞内輸送の異常は様々な疾患の原

因となる。特に神経細胞の軸索における

様々な分子や細胞小器官の方向性を持った

輸送にはこのシステムが不可欠で、細胞内

輸送の異常が神経変性等様々な疾患の原因

となることを示唆する研究報告も多い

(Hirokawa	
 &	
 Takemura	
 2003,	
 Trends	
 

Biochem	
 Sci	
 28:558-565)。細胞内輸送の分

子機構について、研究開始当時、輸送を支

える様々なモータータンパク質が既に同定

されていた他(Mallik	
 &	
 Gross	
 2004,	
 Curr	
 

Biol	
 14:R971-982)、種々の細胞内小器官へ

のターゲッティングに関しても既に多くの研究

報告があった(Nakai 2000, Adv Protein Chem 

54:277-344)。しかし、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

てはその大部分が未解明の状態であった。 
 

２．研究の目的 
本研究は神経細胞内での物質輸送

に於ける DLK-JNK シグナル系の機能解析を

通して細胞内輸送の方向性や効率を制御す

る分子機構の一端を明らかにすることを目指

すものである。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細胞

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(Kawasaki et al 1999, 

EMBO J 18:3604-3615; Xia & Karin 2004, 

Trends Cell Biol 14:94-101)。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 を同定した

(Hirai et al 1996, Oncogene 12:641-650)。マ

ウス胚発生期における DLK の発現は神経組

織に特異性が高く、ノックアウトマウスを用いた

解析により、我々は DLK 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

果を得ていた(Hirai et al 2006, J Neurosci 

26:11992-2002)。細胞の移動や軸索形成は、

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おり

(Hirokawa	
 &	
 Takemura	
 2003,	
 Trends	
 

Biochem	
 Sci	
 28:558-565;	
 Yoshimura et al 

2006, J Neurosi 26:10626-10630)、細胞内輸

送の方向性や効率を制御する分子機構が重

要な働きをする局面とも言える。  

このように DLK 及び JNK の機能は、

細胞内輸送の方向性や効率の制御と密接に

関連するものであると考えられることから、

DLK、JNK を含む分子システムの構成と機能

を、細胞内輸送制御の観点から明らかにする

事を本研究の目的とした。 
 



３．研究の方法 
１）細胞内輸送は、輸送を担うモータータ

ンパク質と輸送の足場となる細胞骨格に依

存する。DLK 及び JNK と細胞内輸送との接

点もこの二つにある。DLK と JNK は、MAPKK

として機能するMKK7	
 と共にJIP1と呼ばれ

る足場タンパク質と結合するが(Whitmarsh	
 

et	
 al.	
 1998,	
 Science	
 281:1671-1674)、こ

の JIP1 はキネシン１や APP、ApoER2 等の膜

タンパク質とも結合することから、細胞内

輸送のアダプター分子として機能するもの

と考えられる(Verhey	
 et	
 al.	
 2001,	
 J	
 Cell	
 

Biol	
 152:959-970)。そこで、DLK-JNK 経路

が JIP1 とキネシン１を介した細胞内輸送

を制御している可能性の検証を本研究の一

つの柱とした。これには主として培養細胞

系を用い、JIP1 への DLK、JNK の結合や JNK

の活性が JIP1 とキネシン１との結合に与

える影響等について検討した。	
 

２）もう一つは、DLK-JNK 経路がキネシン

１をはじめとするモータータンパク質の足

場となる微小管を制御している可能性の検

証である。DLK は神経細胞の中で微小管に

沿った顆粒状の構造体に含まれ、DLK を

COS-1 細胞中で強制発現すると微小管形成

中心が失われ、微小管の細胞内分布が大き

く変化することを我々は既に報告している

(Hirai	
 et	
 al.	
 2002,	
 Development	
 

129:4483-4495)。また、多くの微小管結合

タンパク質が JNK の基質として報告されて

いる。これらは DLK-JNK 経路が微小管制御

を介して細胞内輸送の制御に寄与している

ことを示唆するものである。これの検証に

あたっては、まず以前作成した DLK ノック

アウトマウスと JNK1 ノックアウトマウス

の交配により DLK/JNK1 ダブルノックアウ

トマウス（胚）を作成し、JNK 活性をより

強く絞り込むことの神経軸索形成能への影

響を検討した。さらに、培養系において DLK

ノックダウンの効果を活性型 JNK によりレ

スキュー出来るか否かを検討した他、微小

管制御との関係を明らかにするため、タキ

ソールによるレスキューの可否の検討も行

った。	
 

	
 

４．研究成果	
 

1-a）JIP1 への JNK の結合は JIP1 とキネシ

ン１との結合に影響を及ぼさない：	
 JIP1

の N 末端領域に位置する JNK 結合ドメイン

を除いた変異体と野生型 JIP1 との間でキ

ネシン１との結合能を免疫沈降法により比

較検討した所、有意な差は認められなかっ

た。また、JNK 結合ドメインを除いた JIP1

も野生型JIP1同様Neuro2a細胞中で細胞突

起の先端部への濃縮が認められた。このこ

とから、JIP1 に結合した JNK が細胞内輸送

を制御する可能性は低いと考えられる。	
 

1-b）JNK 活性は JIP1 とキネシン１との結

合に影響を及ぼさない：	
 次に活性型

MEKK1強制発現によるJNK活性化がNeuro2a

細胞中での JIP1 とキネシン１との結合に

及ぼす影響を検討したが、JNK の活性化が

JIP1 とキネシン１との結合に影響を及ぼ

すことは無かった。また、JNK 阻害剤

SP600125 添加の効果も認められなかった。	
 

1-c）JIP1 の PTB ドメインがキネシン１と

の結合に大きく寄与する：	
 JIP1 はキネシ

ン１結合ドメイン、JNK 結合ドメインの他

にも SH3 ドメイン、PTB ドメインを持つ。

SH3ドメインはJIP1二量体の形成に重要と

され、PTB ドメインには多種多様なタンパ

ク質が結合する。この PTB ドメインのアミ

ノ酸を置換した JIP1 変異体の幾つかは、C

末端部のキネシン１結合ドメインを保持し

ているにも関わらず、キネシン１との結合

がほとんど認められなかった。このことは、



PTB ドメインに何らかのタンパク質が結合

することにより、JIP1 とキネシン１との結

合が増強されることを示唆している。	
 

1-d）JIP3 は JIP1 の PTB に結合し、JIP1

とキネシン１との結合を増強する：	
 

Neuro2a細胞中で JIP1の PTBドメインに結

合するタンパク質の同定を試みた所、主た

る結合タンパク質は JIP3 であった。JIP3

をノックダウンすると JIP1 とキネシン１

との結合や JIP1 の細胞突起先端への濃縮

が著しく減弱した。JIP3 もキネシン１と結

合することが報告されていること(Byrd	
 et	
 

al.	
 2001,	
 Neuron	
 32:787-800) か ら 、

JIP1-JIP3-キネシン１の三者複合体形成に

より JIP1 とキネシン１との結合が安定化

する可能性が浮かび上がってきた。さらに、

PTB ドメインを介した JIP1 と JIP3 の結合

が、JIP3 とキネシン１との結合にも JIP1

とキネシン１との結合にも依存しないこと

から、JIP1とJIP3がまず複合体を形成し、

これがキネシン１と安定的な複合体を形成

することにより微小管上を輸送されるもの

と考えられる。	
 

	
 

1-e）DLK は JIP1-JIP3-キネシン１複合体形

成を制御する：	
 JIP1-PTB ドメインには

JIP3 の他 DLK も結合する。JIP3 の結合が

PTBドメイン中のPhe687依存的なものであ

ったのに対し、DLK のこの残基への依存度

は低かったことから、結合の様式は互いに

異なると考えられる。しかし、Neuro2a 細

胞に DLK を高発現することにより、JIP1 と

キネシン１あるいは JIP3 との結合が減弱

し、JIP1 の細胞突起先端部への濃縮も部分

的にではあるが抑制された。この効果は

DLK のキナーゼ活性には依存せず、むしろ

活性喪失変異体の方が安定した効果をもた

らした。このことから、DLK は JNK の活性

化非依存的に JIP1 を介して細胞内輸送を

制御している可能性が浮かび上がってきた。

小胞のような大きなカーゴには微小管の＋

端方向への輸送を担うキネシンタイプのモ

ーターと−端方向への輸送を担うダイニン

タイプのモーターの双方が結合し、そのバ

ランスにより輸送の方向性が決まると考え

られているが、この中で DLK はキネシンタ

イプのモーターとの結合を切ることにより

輸送の効率のみならず、方向性を決めてい

る可能性がある。実例の提示を含めて今後

検討を要する課題である。	
 

2-a）大脳皮質神経軸索形成は DLK-JNK 経路

に大きく依存する：	
 DLK/JNK1 ダブルノッ

クアウトマウスの解析から、大脳皮質神経

の軸索形成がDLK及びJNK1に大きく依存す

ることが明らとなった。JNK1 単独ノックア

ウトの効果はほとんど認められなかったが、

DLK を合わせてノックアウトすることによ

り、DLK 単独ノックアウトで観察される軸

索形成の障害が著しく増強された。JNK を

コードする遺伝子は JNK1,	
 JNK2,	
 JNK3 の三

つ存在し何れも大脳皮質神経で発現してい

ること、DLK 以外の MAPKKK が神経細胞内に

存在すること、さらに DLK-MKK7-JNK という

キナーゼ経路がin	
 vitroで確認できている

ことを合わせて考えると、DLK を介した経

路と JNK1 を介した経路が独立していると

考えるより JNK1 ノックアウトによる JNK

量の絞り込みが、DLK ノックアウトによる

JNK 活性低下の効果をより明確なものとし

たと解釈するのが妥当と考えられる。また、

初代培養神経を用いた軸索形成試験におい



て、DLK ノックダウンによる軸索形成抑制

が、活性型 JIP1（MKK7 と JIP1 の融合タン

パク質）によりレスキューされたことも、

この解釈を支持している。	
 

2-b）DLK-JNK 経路は微小管をタイミングよ

く制御することにより軸索形成を支える：	
 

軸索の形成時にシャフト部分では微小管の

安定化が起こる。DLK-JNK 経路が微小管の

安定性を制御しているとすると、DLK ノッ

クダウンや JNK 阻害剤処理に依る軸索形成

不全は微小管の安定化を引き起こすタキソ

ールによりレスキューされると考えられる。

事実、初代培養系において軸索形成を促進

すると言われる低濃度のタキソールの添加

により stage	
 2 神経から stage	
 3 神経への

移行、即ち短い神経突起の伸長に関しては

レスキューされることが確認できた。しか

し、タキソール添加は、神経突起がほとん

ど無いstage	
 1神経の増加をもたらした（下

図参照）。このことは、軸索形成において、

微小管の継続的な安定化が必要なのではな

く、stage	
 1 から stage	
 2 への移行時には

活発な微小管の再構成が必要で、stage	
 2

から stage	
 3 へ移行する段階に入って微小

管の安定化が重要な要素となることが窺え

る。DLK あるいは活性型 JNK によるレスキ

ューではタキソール添加時に観察された様

な stage	
 1 神経の増加（stage	
 1 から stage	
 

2 への移行の阻害）は観察されなかったこ

とから、DLK-JNK 経路を介した微小管安定

化は、stage 特異的に進められるものと考

えられる。こういった微小管制御は単に細

胞骨格の構築による軸索形成を支えるのみ

ならず、これを足場とした細胞内輸送の効

率も大きく左右するものであることは疑い

ない。ただ微小管制御により特異的なカー

ゴの輸送方向まで制御できるかという問題

は残る。他の細胞骨格との連携や細胞内の

特定部位への輸送の制御につながることが

期待出来る部位特異的な微小管制御が特定

のタイミングで進めば、巨視的に見て輸送

の方向を制御することになる可能性はある

が、そのようなことを可能にする分子機構

が存在するのか否か、今後検討を要する。	
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