
たポンプはその活性を失っているのではないかと予想され

ている．これらのヒト疾患とポンプ活性非依存的な機能の

関連性については現時点では見出されていない．しかしな

がら，筆者らは上記の線虫ナトリウムポンプ変異体を用い

て，寿命（日齢）に伴うドーパミン神経の生存率を解析し

たところ，アゴニストに対して弱い抵抗性を示すポンプ変

異体において有意に早い細胞死が誘発されることを明らか

にしている（投稿準備中）．

今後線虫を含めたモデル生物を用いることで，個々のア

ミノ酸変異部位がもたらすポンプ機能と神経機能，特に神

経細胞死との関係についての詳しい解析が，ポンプ変異が

もたらすヒト神経疾患の原因解明に繋がることを期待して

いる．
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Pump activity-independent novel functions of Na＋／K＋ ATP-
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ユビキチン化によるリン酸化シグナルの新
たな時空間的制御機構―MAPキナーゼシ
グナル複合体の受容体から細胞質移行によ
る活性化―

は じ め に

これまでリン酸化シグナルの活性化は，受容体でのキ

ナーゼ複合体形成が発端となり，その場で引き起こされる

ものと考えられてきた．しかし，この従来のモデルだけで

は，生物が限られたシグナル伝達経路のみで，微妙な環境

変化や外的ストレスに迅速に対応し，多様で複雑な生理応

答を示すことを説明できない．これを可能とするのは，受

容体下流に平行して幾つも存在するシグナル経路が時間差

を持って複雑に相互作用しながらシグナルを制御している

こと，また，同じシグナル分子であっても複合体の構成因

子や細胞内局在の違いで異なる機能を示すことによる．

「いつ，どこでシグナルが発信されるか」，つまり，細胞内

シグナルのダイナミックな時間的および空間的制御が多様

な生理応答を可能としている．例えば，TNF受容体では

刺激直後に TRAF２（TNF receptor-associated factor２）など

のアダプター分子群により受容体下で形成された複合体

が，生存や細胞の基本機能の維持に重要な NF-κB（nuclear

factor-κB）経路を活性化した後，別な細胞内因子 FADD

（Fas-associating protein with death domain）と結合して細胞

質移行することで逆にアポトーシスシグナルを誘導する１）．

しかし，実際どのような仕組みでこのようなシグナルの時

空間的制御が可能となるのかについては，これまで不明で

あった．

我々は，同じ TNFファミリーで B細胞の増殖や抗体産

生に重要な CD４０受容体に注目し，その下流で活性化する

MAP３K（mitogen-activated protein３ kinase）であるMEKK１

（MAP／ERK kinase kinase１）のシグナル複合体とその活性

化機構について解析した．その理由は，我々が以前，その

欠損マウスで胚中心形成や抗体産生などの B細胞機能に

異常を見出していたからである２）．また，CD４０受容体下

流にはMEKK１経路以外にも，NF-κB経路３）など複数のシ

グナル経路が存在するが，以前から NF-κBシグナルの活

性化はMEKK１より常に時間的に早いことが分かってお

り，この分子メカニズムの詳細な解析が，シグナルの時空

間的制御の解明に繋がると考えられた．本研究による解析
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の結果，MEKK１下流のMAPキナーゼ活性化の時空間的

制御にはMEKK１複合体の受容体からの細胞質移行が必須

であり，その移行にはユビキチン化を介した，ある一つの

複合体構成因子のタンパク質分解が重要であることが明ら

かとなった４，５）．

１． TRAFファミリーによるMEKK１活性制御

CD４０受容体には，シグナルの振り分けの鍵となる重要

な TRAFファミリーアダプター分子の中で主に TRAF２，

TRAF３，TRAF６が結合することから６），まず，それぞれの

欠損 B細胞でのMEKK１活性化について検討したところ，

TRAF２欠損細胞において，MEKK１およびその下流の

MAP２KであるMKK４やMAPKである JNK，p３８の活性

化が著しく減少しており，TRAF２がMEKK１活性化に必

須であることが判明した．興味深いことに，TRAF３欠損

細胞では逆にMEKK１活性化が刺激後早い時間で増強され

ており，TRAF３が何らかのメカニズムでシグナルを阻害

していることが予想された（図１A）．なお，TRAF６は別

のMAP３Kである TAK１の活性化に必須であることが分

かっている．

２． MEKK１シグナル複合体の形成と受容体からの細胞質

移行

この TRAF３のシグナル阻害メカニズムの解明のため，

CD４０刺激依存的なMEKK１結合分子を同定する過程で，

MEKK１が巨大なシグナル複合体を形成することを見出し

た．このMEKK１シグナル複合体の構成因子を免疫沈降法

によって詳細に解析したところ，このMEKK１複合体には

TRAF２以外にも，Ubc１３（ubiquitin-conjugating enzyme１３）

や IKKγ（IκB kinase γ），c-IAP１／２（inhibitor of apoptosis pro-

teins １ and ２），TRAF３といったシグナル関連分子が含ま

れていた．面白いことに，これらの構成因子は CD４０刺激

に伴って一旦 CD４０受容体に会合して複合体形成後，時間

経過と共に細胞質へと遊離されることが明らかとなった

（図１B）．また，TRAF２欠損細胞では複合体は形成され

ず，TRAF２がMEKK１シグナル複合体形成の核となると

考えられる．

３． c-IAP１／２依存的な TRAF３のユビキチン化と

分解による複合体の細胞質移行

これら構成因子のうち，c-IAP１／２は K４８結合型ユビキ

チン E３リガーゼであり，ユビキチン化を介して標的タン

パク質の分解を促進する７）．MEKK１シグナル複合体の細

胞質移行メカニズムを明らかにする目的で，この c-IAP１／２

の欠損細胞および阻害剤８）を用いて検討を行い，c-IAP１／２

欠損およびその阻害剤によりシグナル複合体の細胞質移行

が著しく抑制されることを見出した（図１B）．同様な結果

がプロテアソーム阻害剤によっても得られたことから，

c-IAP１／２によるユビキチン化を介した何らかのターゲッ

ト分子のタンパク質分解が，シグナル複合体の細胞質移行

に重要であることが予想された．

そこで，本シグナルの重要なアダプター分子である

TRAF分子の分解を詳細に検討した結果，TRAF３の分解

が刺激後に観察され，その分解は c-IAP１／２阻害剤によっ

て抑制された（図１C）．さらに実際に，c-IAP１／２依存的

な TRAF３のユビキチン化がタンパク質分解関連の K４８結

合型であり，同様に c-IAP１／２阻害剤によって抑制される

ことも確認している．即ち，TRAF３によって膜に留めら

れたMEKK１シグナル複合体が，c-IAP１／２依存的なユビ

キチン化による TRAF３の分解によって初めて細胞質に遊

離できることが分かった．

最も重要なのは，MEKK１や下流の JNK，p３８の活性化

が c-IAP１／２欠損や c-IAP１／２およびプロテアソーム阻害剤

で抑制されたことである（図１D）．これは，TRAF３分解

を介してシグナル複合体が細胞質に移行して初めて活性化

できることを意味している．TRAF３欠損細胞でのみ

MEKK１や JNK，p３８の活性化が刺激後早い時間で増強さ

れていた理由は，このメカニズムのためであり，TRAF３

分解を経ずにシグナル複合体が細胞質に移行して活性化し

てしまうものと考えられる．なお，この TRAF３を介した

TRAF２-MEKK１経路の活性化機構は，他の TRAF６-TAK１

経路でも保存されていた．

図１ c-IAP１／２依存的な TRAF３分解によるシグナル複合体の細胞質移行とMAPキナーゼ活性化
（A）TRAF２欠損細胞でのMEKK１，JNK，p３８の活性化抑制と TRAF３欠損細胞での初期活性化シグナルの増強．それぞれの活性化は
リン酸化認識抗体を用いて検出した．（B）細胞を細胞膜と細胞質画分に分画し，CD４０およびMEKK１で免疫沈降した．MEKK１シグ
ナル複合体の構成因子は，阻害剤で未処理の細胞では CD４０刺激に伴って CD４０受容体に会合した後，複合体は時間経過と共に細胞
質へと遊離した．一方，c-IAP１／２阻害剤で処理すると，MEKK１シグナル複合体は３０分でも受容体に結合したままであり，複合体
の細胞質移行は c-IAP１／２依存的であった．（C）CD４０受容体刺激後に TRAF３の分解が観察され，その分解は c-IAP１／２阻害剤によっ
て抑制された．（D）MEKK１，JNK，p３８の活性化の c-IAP１／２阻害剤による抑制．IP；immunoprecipitation，IB；immunoblot．
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図１
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４．２段階シグナル機構とその意義

このようなシグナル複合体の受容体への会合と

c-IAP１／２依存的な TRAF３のユビキチン化による分解を介

した細胞質への遊離という空間的な移行のメカニズムを，

我々は「２段階シグナル機構（two-stage signaling mecha-

nism）」と呼ぶことにした（図２）．最初に述べたように，

NF-κBシグナルの活性化はMEKK１より常に時間的に早い

ことが分かっていたが，そのメカニズムはこれまで不明で

あった．実は，NF-κBシグナルは c-IAP１／２阻害剤に非感

受性で，NF-κBの上流キナーゼ IKKα／βの活性化が既に受
容体で起こってしまうことから，２段階シグナル機構では

ないことが判明した．従って，この２段階シグナル機構は

MAPキナーゼシグナル経路に特有の機構であると考えら

れ，MEKK１シグナルと NF-κBシグナルは，時間的にも空

間的にも異なるメカニズムで活性化することが明らかと

なった．

このように一つの受容体下流に二つの経路が存在する意

義は一体何であろうか．おそらく，このシステムはシグナ

ル経路相互の時空間的制御によるシグナル変化を可能とす

る仕組みであり，例えば，NF-κBのような１次シグナル

の活性化によって生存など細胞の基本機能が維持された後

に，MEKK１のような２次シグナルによって１次シグナル

を調節することで，微妙なシグナルのバリエーションを生

じさせ，一つの受容体刺激からでも多様な生理応答を生み

出すことができると考えられる（図３）．また，生存シグ

ナルを細胞死シグナルより先行させるため，という TNF

シグナルでの例と同じく，このシステムは生命の恒常性に

とって重要な意義を持つと考えられ，活性化の時間的順序

の逆転は細胞死や間違った細胞応答を引き起こしかねな

い．さらに我々は，MEKK１の下流のエフェクター分子で

ある JNKや p３８が，シグナル複合体の細胞質移行後に初

めて複合体に結合し活性化することを見出しており，シグ

ナル活性化の空間的違いも生理応答の発現に重要な意味を

持つと考えられる．

５． ユビキチン化によるリン酸化シグナル制御

最後に，MEKK１シグナル複合体のそれぞれの因子の役

割について概説する．我々は，c-IAP１／２の活性化メカニ

ズムについて解析した結果，TRAF２が c-IAP１／２の活性化

因子であること，また K６３結合型ユビキチン化の特異的

認識抗体を用いて９），CD４０刺激に伴い c-IAP１／２が TRAF２

依存的に K６３結合型ユビキチン化を受けることを見出し

た．K６３結合型ユビキチン化は一般的にタンパク質機能制

図２ ２段階シグナル機構によるMAPキナーゼ活性化
複合体構成因子が解離した無刺激の状態から，CD４０受容体刺激後，一旦，MEKK１シ
グナル複合体が受容体に形成される．シグナル複合体と受容体とのリンカータンパク質
である TRAF３が c-IAP１／２による K４８結合型のユビキチン化を介して分解され，複合体
が細胞質へ移行することで活性化したMEKK１が，下流エフェクター分子である JNK
や p３８を活性化する．このメカニズムを「２段階シグナル機構」と呼ぶ．
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御に関与することが分かっている１０）．さらに前述のよう

に，MEKK１シグナル複合体中には K６３特異的 E２ユビキ

チン結合酵素 Ubc１３１１）が含まれていた．そこで，Ubc１３を

ノックダウンしたところ，CD４０刺激によるMEKK１活性

化がほぼ完全に消失した．これらの結果はおそらく，CD

４０刺激によって受容体に集積し活性化した TRAF２がユビ

キチン E３リガーゼとして Ubc１３と共に，c-IAP１／２を K６３

結合型ユビキチン化し，それによって活性化した c-IAP１／２

が次に TRAF３を K４８結合型ユビキチン化することによっ

て TRAF３が分解し，最終的にMEKK１が細胞質に移行し

て活性化するものと考えられる．

さらに我々は，MEKK１シグナル複合体因子である

IKKγも TRAF２依存的に K６３結合型ユビキチン化を受け

ることを発見した．IKKγのノックダウン細胞でも，
MEKK１の活性化がほぼ消失しており，同時にMEKK１が

シグナル複合体へ会合できなくなっていることが判明し

た．これらの結果から，TRAF２依存的な IKKγの K６３結

合型ユビキチン化がMEKK１との結合に関与し，シグナル

複合体へのMEKK１の会合を促進しているのではないかと

予想している．実際，MEKK１分子内にはユビキチン結合

モチーフである UIM（ubiquitin interaction motif）が存在す

ることから，このようなドメインによって IKKγの K６３結

合型ユビキチン化が認識されているのかも知れない．

このようにシグナル複合体がMEKK１活性化にとって重

要であり，複合体中のそれぞれの因子がそれぞれに役割を

担ってMEKK１活性化に寄与することが分かってきた．そ

して，キナーゼカスケードを形成するリン酸化シグナルの

上流で，いわばユビキチン化カスケードと言っても良い，

異なる結合型のユビキチン化の複雑な連鎖によってシグナ

ルの時間的，空間的な分離機構が厳密に制御されているこ

とは，リン酸化とユビキチン化のクロストークを考える上

で興味深い（図３）．

図３ ユビキチン化を介したリン酸化シグナルの時空間的分離機構
NF-κBシグナルは２段階シグナル機構ではなく，MAPキナーゼシグナルと
は時間的・空間的に分離可能である．NF-κBシグナルが生存や細胞の基本
機能を維持した後にMEKK１シグナルによる制御を受けることで，シグナ
ルのバリエーションが生じ，B細胞における CD４０受容体のような多様な
生理応答が生み出されると考えられる．リン酸化カスケードの上流では，
TRAF２依存的な c-IAP１／２や IKKγの K６３結合型ユビキチン化，次いで
c-IAP１／２依存的な TRAF３の K４８結合型ユビキチン化といったユビキチン
化カスケードとも言えるような，異なる結合型のユビキチン化の連鎖に
よって，キナーゼシグナルの活性化が厳密に制御されている．シグナル複
合体（signalosome）は，そのようなシグナルの時空間的な振り分けが行わ
れる場として重要である．
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お わ り に

最近我々は，この TRAF２と c-IAP１／２による TRAF３分

解システムが，NF-κBの非標準経路の上流キナーゼであ

る NIK（NF-κB-inducing kinase）の分解にも関わっている

ことを見出した１２，１３）．またシグナル複合体によるキナーゼ

活性化システムは，CD４０受容体のファミリーである TNF

受容体や BAFF（B cell-activating factor）受容体だけでな

く，一部の TLR受容体にも保存されたシステムであるこ

とが分ってきた．このようなシグナル複合体（signalosome）

の存在については，キナーゼシグナルに留まらず，様々な

シグナル経路でその重要性が明らかになりつつある１４，１５）．

シグナル複合体上で行われるユビキチン化やリン酸化の一

連の複雑な制御システムが，微妙な環境変化や外的ストレ

スに迅速に対応し，一つの受容体刺激からでも多様で複雑

な生理応答を生み出すメカニズムだと考えられる．シグナ

ル複合体は言わばポイント（分岐点）としての役割を担っ

ており，その複合体上でのシグナルの時空間的な振り分け

が，生命恒常性のバランス調節にとって不可欠である．
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シナプスレベルから見た海馬の左右非対称性

は じ め に

神経細胞間の情報伝達は主に（化学）シナプスを介して

行われているが，哺乳類においては興奮性のシナプスでは

グルタミン酸，抑制性のシナプスでは γ-アミノ酪酸

（GABA）がその主要な伝達物質である．中枢神経の大多

数のシナプスは興奮性であるので，脳では神経細胞間の情

報伝達の大部分はグルタミン酸が担っていることになる１）．

このシナプスでの情報伝達強度は一定ではなく，神経活動

に依存して変化するため（シナプスの可塑性），記憶・学

習の分子メカニズムと考えられており，神経科学では研究

がさかんな分野である．特に，シナプスに発現しているグ

ルタミン酸受容体の量は，後シナプス神経細胞の興奮性を

直接決定するので，シナプスでの情報伝達強度を左右する

主要な因子である．シナプス形態もまた，シナプスでの情

報伝達強度を決定する因子である．大きいシナプスは概し

て小さいシナプスより長期間安定で，形態も複雑であり，

グルタミン酸受容体をたくさん発現していることが知られ

ている２）．

哺乳類で空間記憶に重要である海馬は，シナプスの回路

構築が単純であり，電気生理的にシナプスの可塑的変化が

誘導しやすいため，脳の中でも最もよく研究が行われてい

る部位である．解剖学的には大きく分けて歯状回（DG）・

８０６ 〔生化学 第８１巻 第９号

みにれびゆう


