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　　　　　　　　　　　　　　　<要旨>

　哺乳動物のMAPKKKファミリーに属するTAK1は､自然免疫を制御する

lnterleukin-1(IL-1)によって活性化される細胞内シグナル伝達経路において

機能している｡　IL-1シグナルはTAK1を介して､MAPKであるJNK/p38と､転写

因子であるNF-lcBを活性化する｡　TAK1と結合するタンパク質として単離､同定

されたTAK1-binding　protein　2　(TAB2)は､これまでの研究から､IL-1シグナ

ルに応じてTAK1　とその上流因子であるtumor　necrosis　factor

receptor-associated　factor　6　(TRAF6)とを結びつけるアダプターとして働く

ことが示されている｡一方､最近の報告から､IL-1シグナルによってTRAF6の

ubiquitinationが誘導されること､そしてこのステップがTAK1の活性化に不可

欠であることが明らかになった｡　しかし､IL-1シグナルがTRAF6の

ubiquitinationを引き起こす分子機構は明らかになっていない｡本研究では､

TAB2がTRAF6のubiquitinationを誘導する能力を有し､この作用によってIL-1

シグナルによるTAK1の活性化を媒介していることを示した｡　TAB2　にはCUEドメ

インと呼ぱれるubiquitin分子を認識するモチーフが含まれており､このCUE

ドメインがTAB2の機能に重要であることが示唆された｡

　一方､IL-1シグナル伝達経路におけるTAB2のもう一つの機能として､TAK1

の下流でNF-1(Bを活性化するキナーゼであるIKKをTRAF6へとリクルートし､

TRAF6-TAK1複合体によるNF-XB活性化を促進することを明らかにした｡以上の

結果から､TAB2がIL-1シグナル伝達経路において､TRAF6のubiquitination

の誘導､そしてTRAF6､TAK1とIKKから成るシグナル伝達複合体形成の促進と

いう複数の機能を担っていることが示された｡
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　　　　　　　　　　　　　　　　<序輪>

　サイトカインであるIL-1は､微生物による感染や物理的な傷害に応じて自然

免疫系を活性化することで､炎症反応を引き起こす｡　IL-1は水溶性のタンパク

性リガンドであり､リンパ球など､標的の免疫細胞の表面にある受容体に結合

し､細胞内シグナル伝達系を活性化する｡その概要をFigure　1.　にまとめた｡　IL-1

によって動員される細胞内シグナル伝達系は､最終的に二種類の転写因子､

NF-1(BとAP-1を活性化し､これらの転写因子が炎症反応に必要な標的遺伝子群

の発現を誘導する(5)｡

　NF-1(Bの活性化は､inhibitor　of　NF-1(B(lxB)と呼ぱれる阻害因子の分解を介

して行われる(6,15)｡非刺激時には､NF-lcBは11(Bと結合して細胞質に留め置

かれている｡　IL-1シグナルは､複数のサブユニットから構成されるlxB　kinase

(IKK)複合体を活性化し､IKKは11(Bの特定のセリン残基をリン酸化する｡リン

酸化されたkBはプロテアソームの標的となり､速やかに分解される｡その結

果解放されたNF-XBは核へと移行して､標的遺伝子の発現を誘導する｡　IKK複合

体は､NF-XB活性化の制御を担う重要な分子であり､二つのキナーゼサブユニッ

ト(IKK(xとIKKβ)と必須な制御サブユニット(IKKY)が含まれている｡もう一

つの転写因子AP-1は､Jun､Fos､ATFといったファミリーのタンパク質から成

るホモ､あるいはヘテロニ量体である｡　AP-1　は､mitogen-activated　protein

kinase(MAPK)カスケードを介して活性化される｡　MAPKカスケードは三種類のキ

ナーゼ､MAPK　kinase　kinase　(MAPKKK)､MAPK　kinase　(MAPKK)､MAPKから構成

されている(19)｡まずMAPKKKがMAPKKを､次にMAPKKがMAPKを､それぞれリ

ン酸化して活性化し､MAPKはAP-1をリン酸化して活性化する｡　MAPKは成長因

子に応答するもの(ERK:　extracellular　signa1-regulated　kinase)と､スト

レスに応答するもの(JNK:　c-Jun　N-terminal　kinase､及びp38)に分類されて

いるが､IL-1のシグナルは後者のMAPKを活性化する｡　JNK/p38　を活性化する

MAPKKとしては､MKK3､4､6､7が報告されている｡　MAPKKKフアミリーに属する
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キナーゼは現在までに多数同定されているが､IL-1シグナル伝達経路において

は主にTAK1が働くと考えられている(18)｡　TAK1はMAPKカスケードだけではな

く､もう一方の経路であるIKK複合体も活性化し､NF-1(Bへもシグナルを伝達す

る｡　IL-1シグナル伝達経路でTAK1がMAPKKKとしての主たる機能を担っている

ことを示唆する結果として､以下のような報告がある｡　1)HeLa細胞にsma11

interfering　RNA　(siRNA)を導入してTAK1の発現を阻害したところ､IL-1に対

する応答が損なわれた(25)｡2)TRAF6が仙yjtroでIKK複合体を活性化する

際に必要な生化学的分画の一部として､TAK1が単離された(27)｡3)TAK1の活

性を特異的に阻害する薬剤5Z-7-oxozeaeno1で293細胞を処理したところ､IL-1

に対する応答が損なわれた(17)｡

　最近の研究から､IL-1シグナルによるTAK1活性化の分子機構が明らかになり

つつある｡現在のところ､IL-1によるTAK1の活性化には､二つの重要なステッ

プがあると考えられている(Figure　2.)｡一つは､IL-1シグナル依存的なTAK1

とTRAF6の複合体形成である(18)｡　293細胞をIL-1で刺激すると､数分以内に

細胞内在性のTAK1が活性化するが､このTAK1活性化と同じ時間経過でTAK1と

TRAF6の複合体も形成される｡このTAK1とTRAF6の複合体形成は､TAB2という

アダプタータンパク質によって仲介される(23)｡　TAB2　はIL-1シグナル非依存的

にTAK1と結合しており､TAB2がTRAF6と直接結合することによってTAK1を

TRAF6へとリクルートし､TRAF6-TAB2-TAK1という複合体を形成する｡この複合

体形成がTAK1活性化の引き金になっていると考えられる｡二つ目は､IL-1シグ

ナルによって誘導されるTRAF6のubiquitinationである(27)｡TRAF6はそのRing

fingerドメインにE3　ubiquitin　ligase活性を有しており､IL-1シグナル依存

的にautoubiquitinationを引き起こす｡仙ynroの実験系から､この

ubiquitinationがTRAF6によるIKKの活性化に必須であることが示されている

(4,27)｡また､このTRAF6のubiquitinationの際に働くE2　ubiquitin

conjugating　enzymeであるUbc13がIL-1シグナル伝達経路に必須であることが､
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siRNAによる実験などにより示唆されている(4,31)｡これらのことから､TRAF6

のubiquitinationはIL-1シグナルの伝達､ひいてはTAK1の活性化に重要な役

割を果たしていると考えられる｡ところで､このTRAF6のubiquitinationは､

ubiquitinのK48残基を介した古典的なpolyubiquitinとは異なり､K63残基を

介したpolyubiquitinであることが明らかになっている｡　K48　を介した

ubiquitinationは通常､プロテアソーム系による分解へのターゲットとなる

(28)｡一方K63を介したubiquitinationを受けたタンパク質は分解されるので

はなく､何らかの機能的な修飾を受けるものと考えられる｡　IL-1シグナルによ

るTRAF6のubiquitinationについては､このpolyubiquitinをTAB2が認識す

ることによって､TRAF6-TAB2-TAK1複合体形成が誘導されている可能性が示され

ている(11)｡一方､IL-1シグナルがTRAF6のubiquitinationを誘導する機構に

ついては全くわかっていない｡

　本研究では､まずTAB2ノックアウトマウスのmouse　embryonic　fibroblast

(MEF)を用いて､IL-1シグナル伝達経路におけるTAB2の役割を検討した｡その

結果､TAB2がIL-1シグナルによるTRAF6のubiquitinationに必要であること

が明らかとなった｡また､大量発現したTAB2がTRAF6のubiquitinationを誘

導したことも考え合わせ､IL-1シグナルによってTRAF6のubiquitinationが引

き起こされる際には､TAB2が重要な役割を果たしている可能性を見出した｡ま

た､TAB2がTRAF6とIKKとを結びつけるという結果を得て､TRAF6からIKKの

活性化へと流れる経路を促進するスカフオールドとして機能している可能性も

示した｡以上の結果から､TAB2はIL-1シグナル伝達経路においてTRAF6の

ubiquitinationを誘導し､更にIKKをTRAF6複合体ヘリクルートするスカフオ

ールドとしても働くという､複数の機能を担うタンパク質であることが示唆さ

れた｡
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<結果>

TAB2はIL-1剌撒によるTRAF6のubiquitinationに必要である

　まず､IL-1シグナル伝達経路におけるTAB2の役割､そして作用機構を検討す

る為に､TAB2のノックアウトマウスから得られるmouse　embryonic　fibroblast

(MEF)を解析に用いた｡ノックアウトマウスによる解析から､TAB2は胚発生の段

階で不可欠であることが示されている(21)｡すなわち､TAB2ノックアウトマウ

スでは､胚の段階から深刻な肝臓の変性が認められ､embryonic　day　12.5の時

点で死亡する｡そこで､複数のラインのMEFを単離､株化してTAB2の解析に用

いることとした｡野生型(TAB2o)と､二つの独立したTAB2欠損型(TAB2-ダー#1

と#2)のMEFをIL-1で処理し､各細胞の応答を検討した(Figure　3.)｡まず､

ウェスタンブロッティングによって､TAK1を検出した｡これまでの研究からTAK1

は､IL-1シグナル依存的な自己リン酸化を伴って活性化することが示されてい

る(12)｡その自己リン酸化の結果として与えられた正の電荷は､sodium　dodecy1

sulfate-polyacrylamide　gel　electrophoresis　(SDS-PAGE)上での移動度を減少

させるため､自己リン酸化したTAK1は､通常のTAK1と比較して少し上方へ｢シ

フト｣したバンドとして検出される｡すなわち､SDS-PAGE上での｢バンドシフ

ト｣を指標にすることによって､TAK1の活性化をモニターできる｡　Figure　3.

の一番上のパネルに示す通り､野生型のMEFではIL-1処理後5分からバンドシ

フトしたTAK1が検出され､10分でピークを迎えている｡このようにIL-1は速

やかなTAK1の活性化を誘導するが､TAB2を欠損したMEFではどちらのラインに

おいても､バンドシフトしたTAK1はほとんど検出されなかった｡つまり､TAB2

を欠損したMEFではTAK1が活性化されておらず､IL-1によるTAK1の活性化に

はTAB2が必要であることを示している｡この結果は､初代培養のMEFを用いた

以前の報告とも一致している(21)｡

　これまでの報告で､IL-1シグナルはTRAF6のubiquitinationを引き起こし､
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このubiquitinationがTAK1の活性化を含めたIL-1シグナル伝達経路における

TRAF6の役割に必須であることが示唆されている(4,27)｡そこで次に､TAB2を

欠損したMEFにおいて､IL-1シグナルによるTRAF6のubiquitinationが誘導さ

れるかどうかを検討した(Figure　3.下半分のパネル)｡　IL-1で処理した各MEF

　(TAB2o､TAB2-ダー#1と#2)の細胞抽出液から､抗TRAF6抗体を用いてTRAF6を

免疫沈降し､その免疫沈降したサンプルを抵ubiquitin抗体でブロッティング

することによって､ubiquitinationされたTRAF6を検出した｡その結果､野生

型のMEFではIL-1処理後5分から､本来のTRAF6の位置から始まって上方に伸

びたバンドが検出された｡これは､ubiquitinationを受けて分子量が増加した

TRAF6だと考えられる｡つまり野生型のMEFでは､従来のHeLa細胞を使った報

告と同様に(27)､IL-1シグナルがTRAF6のubiquitinationを誘導している｡一

方TAB2を欠損したMEFでは､IL-1シグナルによるTRAF6のubiquitinationが

著しく損なわれていた｡どちらのラインのTAB2-ダーMEFでも同じ結果が得られた

ことから､この表現型はTAB2が欠損していることに起因している可能性が高い

と考えられる｡以上の結果から､TAB2はIL-1シグナルによるTAK1の活性化､

及びTRAF6のubiquitinationに必要であることが示された｡

TAB2はTRAF6のubiquitinationを誘導する

　これまでの報告では､TAB2はTAK1をTRAF6へとリクルートするアダプター分

子であると認識されている(23)｡ubiquitinationされたTRAF6のpolyubiquitin

chainをTAB2が直接認識するという最近の報告も(11)､TAB2がTRAF6の下流で

働き､ubiquitinationされたTRAF6を目標にしてTAK1をリクルートしていくと

いうモデルに合致する｡　ところがFigure　3.の結果はTAB2がTRAF6の

ubiquitination自体に必要であることを示しており､TAB2がTRAF6の上流にお

いてTRAF6のubiquitinationを促すような働きもしている可能性を想起させる｡

そこでこの可能性を調べるため､TAB2の大量発現がTRAF6のubiquitinationを
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誘導するかどうかを検討した｡　293細胞にMyc-ubiquitinと共にHA-TAB2を発現

させ､細胞内在性TRAF6を､抗TRAF6抗体を用いて免疫沈降した｡この免疫沈

降物を抗Myc抗体でブロッティングすることでubiquitinationされたTRAF6を

検出したところ､HA-TAB2の発現によってTRAF6のubiquitinationが顕著に誘

導された(Figure　4.　)｡この結果から､TAB2にはTRAF6のubiquitinationを誘

導する能力があることが明らかになった｡先の､TRAF6のubiquitinationにTAB2

が必要であることを示す結果も考え合わせると､IL-1シグナルがTRAF6の

ubiquitinationを誘導する際に､TAB2が重要な役割を果たしている可能性が考

えられる｡

TAB2に含まれるCUEドメインはubiquitinを剱職する

　タンパク質のubiquitinationは､プロテアソームによる分解のターゲットと

して働く古典的な役割を始めとして､リン酸化のように標的タンパク質の性質

に修飾を加えるなど､様々な生理学的な活性を発揮する｡　ubiquitinationが行

われるステップそのもの､あるいはubiquitinationを受けたタンパク質のその

後の制御の過程においては､ubiquitinを特異的に認識するドメインを持つ多く

のタンパク質が関与することが知られている｡現在までに､UEV､UBA､UIMとい

った複数のドメインが構造的に解析され､それぞれubiquitin分子を特異的に

認識することが示されている(7)｡£oupling　of油iquitin　conjugation　to邸

degradat　ion　(CUE)ドメインも､その中のひとつである(20,22)｡　40余りのアミ

ノ酸から構成されるCUEドメインは3本のaヘリックスから成り､二量体を形成

することによってubiquitin一分子を認識する｡　CUE　という名前の元になった酵

母のCue1タンパク質は､Ubc7というE2　ubiquitin　conjugating　enzyme　を

ubiquitinationが行われるERへとリクルートすることが報告されている(2)｡

つまりCue1は､E2　enzyme　のスカフオールドとして働くことで､ubiquitination

に対してpositiveな制御を行っている｡一方､TAB2も､そのN末端に保存され
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たCUEドメインを持っている(Figure　5.A)｡ここまでの結果は､TAB2がTRAF6

のubiquitinationに対してpositiveな働きをしていることを示唆しており､

その働きにCUEドメインが寄与している可能性が考えられる｡　CUE　ドメインでは､

直接ubiquitin分子の認識に関わっているフェニルアラニン･プロリン(FP)

というモチーフが保存されており(20,22)､TAB2のCUEドメインにもこのFPモ

チーフが含まれている(Figure　5.A)｡酵母のCUEタンパク質の一つであるvps9

の解析から､FPモチーフのフェニルアラニンに変異を導入すると､CUEドメイ

ンのubiquitin分子を認識する能力が損なわれることが示されている(20,22)｡

TAB2のCUEドメインが､ubiquitinを認識することによってIL-1シグナルの伝

達に寄与しているかどうかを検討するために､このFPモチーフに変異を導入し

たTAB2を作成した｡一つはフェニルアラニンをアラニンに､もう一つはアスパ

ラギン酸に置換し､それぞれTAB2(F20A)､TAB2(F20D)と名付けた(Figure　5.A)｡

まず､TAB2のCUEドメインが実際にubiquitinを認識するかどうか､そしてFP

モチーフに導入した変異によってその認識能力が損なわれるかどうかを検討し

た｡　TAB2自身もubiquitinationされることが明らかになっているため､培養細

胞を用いた系では､TAB2とubiquitinとの間で起こる相互作用が､TAB2のCUE

ドメインがubiquitin分子を認識した結果なのか､あるいはTAB2自身が

ubiquitinationされた結果なのかを判別することができない｡そこでTAB2の

CUEドメインとubiquitin分子との結合を検定する系として､酵母のtwo-hybrid

systemを採用した｡この系は以前の酵母のCUEタンパク質の解析にも用いられ

ており､確実にCUEドメインとubiquitin分子との結合を検出できると考えら

れる(22)｡　DNA結合ドメインと融合させたTAB2と､転写活性化ドメインと融合

させたubiquitin､及びTRAF6(この系でTAB2と結合することがわかっている

positive　contro1(24))を酵母内に発現させ､二者の結合を､選択プレート上

での増殖能を指標にして検出した｡　Figure　5.Bの左の写真に示す通り､野生型

のTAB2とubiquitinの融合タンパク質を発現させた酵母は､選択プレート上で
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増殖した｡この結果は両者が結合したことを示しており､TAB2に含まれるCUE

ドメインは､その配列から予想された通り､ubiquitinを認識する能力を有して

いると考えられる｡次に､FPモチーフに変異を導入したTAB2(F20A)とTAB2(F20D)

について検討したところ､ubiquitinと一緒に発現させた酵母の選択プレート上

での増殖能が著しく低下していた｡一方､TRAF6と一緒に発現させた酵母は野生

型の時と同程度増殖しており､TRAF6との結合能は変わっていないことがわかる｡

この結果は､FPモチーフに導入した変異によって､ubiquitinとの結合能が特

異的に損なわれたことを示している｡つまり､先のTAB2とubiquitinとの結合

が実際にCUEドメインを介して行われていること､及びF20A､F20Dの変異体に

おいて､ubiquitinを認識する能力の欠損という期待した通りの表現型が得られ

たことが確認できた｡

CUEドメインはTAB2によるNF-XB活性化に寄与している

　次に､CUEドメインがTAB2の機能に必要かどうかを､NF-lcBのレポーターア

ッセイを用いて検討した｡　293細胞にNF-XBのレポータープラスミドと種々の

HA-TAB2発現ベクターをトランスフェクションし､NF-XBの活性化に依存したレ

ポーターの発現を測定した(Figure　6.)｡以前に報告されている通り(23)､野

生型のTAB2を発現させた場合には､NF-1(Bレポーターは約10倍まで活性化され

た｡ところが､TAB2(F20A)やTAB2(F20D)､あるいはTAB2(ACUE)(CUEドメイン

全体を除いた変異体)を発現させた場合のレポーター活性化は､2倍から4倍に

とどまった｡一方､各TAB2タンパク質の発現量を確認するために､レポーター

アッセイに用いた細胞抽出液でウェスタンブロッティングを行ったが､差は見

られなかった｡この結果から､TAB2のCUE変異体ではNF-XBを活性化する能力

が損なわれていることが明らかとなり､CUEドメインがIL-1シグナル伝達経路

におけるTAB2の役割に重要であることが示唆された｡
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TAB2はIKKをTRAF6へとリクルートする

　以前の報告でTAB2は､TRAF6とTAK1とを結びつけるアダプター分子として働

くことが示された(23)｡　TAB2を大量発現すると､IL-1刺激に関わらずTRAF6と

TAK1との複合体形成を誘導し､TAK1､及びIKKの活性化を引き起こす｡このこ

とから､TAB2はTRAF6とTAK1間の結合を仲介しているだけでなく､そのTRAF6

複合体へIKKもリクルートして､TAKHこよるIKKの活性化を促進している可能

性が考えられる｡この点を検討するために､まずTAB2の大量発現がTRAF6とIKK

との結合を誘導するかどうかを調べた｡　293細胞にempty　vector､あるいはTAB2

の発現ベクターをトランスフェクションした後､抗IKKa抗体を用いてそれぞれ

の細胞抽出液から細胞内在性IKK(xを免疫沈降し､共沈してくる細胞内在性TRAF6

を検出した(Figure　7.A)｡その結果､TAB2を大量発現した際にはTRAF6がIKKa

と共沈した｡つまり大量発現されたTAB2は､TRAF6とTAK1との複合体形成を誘

導してTAK1を活性化するだけでなく､その複合体へIKKもリクルートしてくる

ことが明らかとなった｡

　2931L-1RI細胞をIL-1で処理した後､細胞内在性TRAF6複合体形成のタイム

コースを調べた以前の報告では､TAK1とTAB2はIL-1処理後速やかにTRAF6と

結合し､そのピークは2分から5分であった(23,24)｡この結果と比較するた

め､同条件においてIL-1刺激後のTRAF6とIKKの結合を検討した｡　2931L-1R1

細胞をIL-1で処理した後､細胞抽出液から細胞内在性IKKaを免疫沈降した｡そ

して､共沈してくるTRAF6を検出した結果､IL-1処理後3分で共沈が認められ､

10分時にはもう共沈はほとんど消失していた(Figure　7.B)｡この速やかで一過

的な結合は､TRAF6とTAK1の結合とタイムコースがよく一致している｡この結

果から､TAB2はIL-1シグナルに応じてTAK1とTRAF6を結合させTAK1の活性化

を促す一方､この複合体にIKKもリクルートする可能性が示唆された｡この働

きによってTAK1によるIKKの活性化を促進し､NF-XB経路へのスカフオールド

として機能していることが考えられる｡

12



　次に､TRAF6複合体とIKKとの結合を更に検討するために､免疫染色によって

各タンパク質の細胞内局在を検討した｡　HeLa細胞にTRAF6､TAB2､そしてIKKa

の発現ベクターをトランスフェクションし､各タンパク質の細胞内局在をCy2､

及びCy3結合抗体で可視化した｡まず､各タンパク質を単独で発現させた場合

の局在を調べた(Figure　8.A)｡その結果､TRAF6とIKKaは細胞質全体に拡散し

たパターンを示し､TAB2は細胞質で斑点状の局在を示した｡　TAB2の斑点状の局

在パターンは､ミトコンドリアとは一致しなかったため､おそらくエンドソー

ムに存在しているものと考えられる｡次にTRAF6とTAB2を共発現させたところ､

TAB2はやはり斑点状の分布だったのに対して､TRAF6は単独発現時とは異なり

斑点状のパターンを示した(Figure　8.B)｡そして両者の斑点はよく重なり､共

局在していたことから､TAB2とTRAF6が結合していることが示された｡次に､

IKKaをTRAF6､TAB2と共に発現させた｡その結果､TRAF6は斑点状の局在パター

ンを示し､IKKaも大部分が細胞質に拡散しているものの､一部は斑点状になり

TRAF6と共局在していた(Figure　8.C)｡つまりTRAF6､TAB2と共発現させた場

合､IKK(xは両者と共局在する傾向があることがわかる｡このことは､先に免疫

沈降による結合実験で得られた､IKKがTRAF6-TAB2-TAK1複合体に結合するとい

う結果を支持しており､TAB2がスカフオールドとしてTRAF6やIKKを含むシグ

ナル伝達複合体を集合させている可能性が示唆される｡
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　　　　　　　　　　　　　　　　<考察>

　これまでにTAB2については､TRAF6とTAK1とを結びつけてTAK1の活性化を

誘導するという機能が報告されていた(23)｡一方､仙回けoの系において､TRAF6

によるIKK複合体の活性化を仲介する活性がある生化学的分画にTAB2が含まれ

ることが報告された(4,27)｡同じグループは､その仙回けoの系においてTRAF6

がTAK1を活性化する際には､TRAF6自身がubiquitinationされることが不可欠

だという結果も示している(27)｡本研究は､TAB2についての新規な機能を二つ

報告した｡一つは､TAB2が直接ubiquitin分子を認識し､IL-1シグナルによっ

て引き起こされるTRAF6のubiquitinationを誘導するというものであり､もう

一つはTRAF6-TAB2-TAK1複合体にIKKをリクルートすることによって､NF-XB経

路のスカフオールドとして働くというものである｡この結果は､TAB2がIL-1シ

グナル伝達経路において､TAK1周辺で行われる複数の制御に関わる多機能性の

タンパク質であることを示している｡実際に､以前報告されているTAB2のノッ

クアウトマウスの解析において､TAB2を欠く初代培養MEFではIL-1刺激による

TAK1の活性化が起こらないことが報告されており(21)､それは株化したMEFを

用いた本研究の結果とも一致している｡　しかしその報告では､TAB2ノックアウ

トMEFの表現型について､IL-1によるTAK1の活性化は損なわれているものの､

下流のNF-1(BやJNK/p38の活性化､そして標的遺伝子の発現については野生型

のMEFと変わらず正常であるとしている｡これらの結果は､少なくともMEFを

モデルとした系では､IL-1シグナル応答にTAB2やTAK1が必要でないことを示

している｡　しかし一方で､ショウジョウバエのTAK1ホモログであるdTAK1につ

いては､ショウジョウバエの自然免疫を制御しており哺乳動物のIL-1経路にあ

たるlmdという経路に必須であることが､遺伝学的に明らかになっている(26)｡

従って哺乳動物の場合でも､実際に体内でリンパ球などがIL-1を受容してその

細胞内シグナル伝達系を動かす場合にTAK1が必須な役割を果たしている可能性

は高いと考えられる｡前述の通り､TAB2のノックアウトマウスは胚致死で成体
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が得られないため(21)､哺乳動物の免疫系におけるTAK1の役割は未だ解析され

ていない｡この目的の為には､T細胞やB細胞特異的なコンディショナル･ノッ

クアウトマウスを作製する必要がある｡　TAB2が欠損し､その結果TAK1の活性化

が起こらない状態でもIL-1のシグナルが正常に伝達されているというMEFの結

果については､他のタンパク質がTAK1の役割を補っている可能性が考えられる｡

そのようなタンパク質の候補としては､MEKK1､MEKK2､MEKK3､NIKといった､

TAK1と同じMAPKKKファミリーに属するキナーゼが挙げられる｡これらはいずれ

も､培養細胞を用いた実験からIL-1シグナルによるNF-XBやJNK/p38の活性化

に関わっている可能性を報告されている(1,8,13,14,16,29,30)｡

　最近になって､複数のグループからTAB2に類似したタンパク質としてTAB3

が報告された(3,9,10)｡　TAB3もやはりTAK1と結合し､HeLa細胞にsiRNAを

導入してTAB3やTAB2の発現を阻害した実験からは､TAB3がTAB2と重複した機

能を担う可能性が示唆されている(9)｡しかし一方で､以前のTAB2ノックアウ

トマウスの報告と本研究においては､TAB2を欠損させるだけで､MEFをIL-1で

処理した時のTAK1活性化が著しく損なわれるという表現型が観察されている｡

TAB2と同様､TAB3もN末端に保存されたCUEドメインを持っているため､細胞

の種類によってはTAB3がTRAF6のubiquitinationを制御している可能性が+

分に考えられる｡　TAB2とTAB3の詳しい機能解析には､コンディショナルを含む

ノックアウトマウスの作製､解析という遺伝学的なアプローチが必要である｡
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<実験材料と実験方法>

細胞の培養と発猟ベクター

　293細胞､2931L-1RI細胞､及びmouse　embryonic　fibroblast　(MEF)は､

Dulbecco's　modified　Eagle's　mediumに10%fetal　calf　serumを添加した培地

を用い､37cC､5%C02のインキュベイターで培養した｡

　HA-TAB2の発現ベクター(pCMV-HA-TAB2)は､以前に報告されたものを用いた

(23)｡　TAB2(ACUE)は､EcoRVのサイトを利用してTAB2のN末端53アミノ酸をコ

ードするcDNAを除くことによって作製した｡　TAB2(F20A)とTAB2(F20D)は､PCR

によって変異を導人した｡　PCRによって作製したフラグメントについては､シー

ケンシングによって意図しない変異が入っていないことを確認した｡　ubiquitin

の発現ベクター(pCDNA3.1-Myc-Ub)は､東京都臨床医学総合研究所の田中啓二

先生から分与して頂いた｡

抗体と免疫沈降､トランスフェクション

　　TRAF6､TAK1､そしてTAB2に対するウサギのポリクローナル抗体は､以前

に報告されたものを用いた(18,23)｡　JNK､p38､lxBa､IKK�こ対するウサギの

ポリクローナル抗体､及びMyc､ubiquitinに対するモノクローナル抗体はSanta

Cruzから購入した｡　HAに対するモノクローナル抗体(HA.11)はCovanceから

購入した｡

　免疫沈降実験では､MEFを10　cmデイッシュに播き(一枚当たり1.0×106

個)､24時間後にserumを添加していない培地に交換した(serum　stervat　ion)｡

3時間の培養の後でIL-1β(Rocheより購入)による処理を開始した｡次に細胞

を氷冷したphosphate-buffered　sal　ine　(PBS)で洗い､0.5%Triton　x-100　1ysis

buffer(20　mM　Hepes　(pH　7.4),150　mM　NaC1,　12.5mMβ-glycerophosphate,　1.　5

mM　MgC12,　2　mM　EGTA,　10　mM　NaF,　2　mM　DTT,　1　mM　sodium　orthovanadate,　1　mM
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PMSF,20　mM　aprotinin)で細胞を溶解した｡　10,000xgで5分間の遠心分離の

後､上清を取り出して細胞抽出液とした｡各抗体1μ,gと15　R1　のprotein

G-sepharose(Pharmaciaより購入)を加えて4℃で一晩揺らすことで免疫沈降

を行った｡　293細胞の場合は､10　cmデイツシュに播き(一枚当たり1.0×106

個)､24時間後にリン酸カルシウム法によってトランスフェクションを行った｡

更に48時間培養した後､0.5%Triton　x-100　1ysis　bufferにて細胞抽出液を調

整し､MEFの場合と同様に免疫沈降を行った｡　2931L-1R1細胞の場合は､10　cm

デイツシュに播き(一枚当たり1.0×106個)､72時間後にIL-1処理､細胞抽

出液の調整､免疫沈降をMEFと同様に行った｡

NF-XBレポーターアッセイ

　293細胞を6-we11デイツシュに播き(ウェル当たり1.6×105個)､24時間

後にlg-x-1uciferaseレポータープラスミドとpAct-β-galactosidaseプラスミ

ド､そして各TAB2発現ベクターをトランスフェクションした(リン酸カルシウ

ム法)｡　時間後にReporter　Lysis　Buffer　(Promega)を用いて細胞を溶解した｡

その抽出液をLuc汀eraseの基質と混合することによって発光値を得た(Promega

Luciferase　Assay　System)｡また､抽出液を用いてβ-galactosidaseアッセイを

行い､トランスフェクション効率を計算することで､レポーターアッセイの各

値を補正した｡

酔母two-hybridアッセイ

　出芽酵母のPJ69-4A株に､baitとpreyのプラスミドをトランスフオームした｡

baitは､転写因子GAL4のDNA結合ドメイン(GBD)とTAB2が融合したタンパク

質を酵母内に発現させるベクターで､preyは､GAL4の転写活性化ドメイン(GAD)

とubiquitin､あるいはTRAF6が融合したタンパク質を発現させるベクターであ

る｡　GAD　とubiquitinの融合タンパク質を発現させるpreyプラスミド
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pACT2-wtubiは､Northwestern　universityのDr.　Linda　Hickeから分与して頂

いた｡　bait　とprey間の結合は､ヒスチジンを欠く選択培地上での増殖を指標に

して検出した｡また､マーカー遺伝子(ヒスチジン合成酵素HIS3)非特異的な

発現によって生じるバックグラウンドを下げるため､3　mM　の3-aminotriazole

(ヒスチジン合成阻害剤)を培地に添加した｡

免疫染色

　HeLa細胞をchamber　slide　に播き､24時間後にTransfast　transfection

reagent(Promega)を用いて各発現ベクターをトランスフェクションした｡　36時

間後に細胞をPBSで洗い､続いて4%paraformaldehydeで因定を行った｡　PBSで

2回洗った後､アセトンで2分間処理(室温)して浸透化した｡　10%の血清での

30分のブロッキングを経た後､一次抗体(抗HA､Flag､IKK(x､TAB2､TAK1抗体)

と共にインキュベイトした｡続いて二次抗体(Cy2結合型抗マウスlgG抗体と

Cy3結合型抗ウサギlgG抗体(Amersham))とインキュベイトし､蛍光顕微鏡

　(01ympus)で観察した｡
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<Figureの説明>

Figure　1.　TAB2はIL-1によるTRAF6のubiquitinationに必要である

野生型(TAB2o)､及び2つのラインのTAB2ノックアウトMEF(TAB2-ダー#1と#2)

を表示されている分数だけIL-1で処理し､その細胞抽出液を抗TAK1､及びTAB2

抗体でブロッテイングした｡また､細胞抽出液は抗TRAF6抗体による免疫沈降

にもかけられ､沈降してきたサンプルを抗TRAF6抗体と抗ubiquitin抗体でブ

ロッテイングした｡

Figure　2.　TAB2はTRAF6のubiquitinationを誘導する

293細胞にMyc-Ub､そしてempty　vectorかHA-TAB2の発現ベクターをトランス

フェクションし､その細胞抽出液を使って抗TRAF6抗体による免疫沈降を行っ

た｡沈降された細胞内在性TRAF6は､抗TRAF6抗体と抗Myc抗体でブロッテイ

ングした｡また､細胞抽出液を抗HA抗体でブロッティングし､HA-TAB2を検出

した｡

Figure　3.　TAB2はubiquitin結合モチーフであるCUEドメインを持つ

(A)出芽酵母(£cereyjsjae)vps9のCUEドメインと､力£j岱a77TAB2のCUEドメ

　　インのアミノ酸配列比較｡　Ubiquitin分子の認識に必要なFPモチーフが白

　　抜きで示してある｡このFPモチーフのフェニルアラニンをアラニン(F20A)､

　　そしてアスパラギン酸(F20D)に置き換えた変異体を作成した｡

(B)野生型､及びF20AとF20Dの変異体TAB2について､ubiquitin分子を認識

　　できるかどうかを､酵母のtwo-hybridシステムを用いて検討した｡出芽酵

　　母のPJ69-4Aに､示した組み合わせでGa14　DNA-binding　domain　(GBD)と融

　　合させたTAB2､そしてGa14　activation　domain　(GAD)と融合させた

　　ubiquitinやTRAF6を発現させるベクターをトランスフオームした｡その結
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果得られた形質転換体を､ヒスチジンを欠く選択培地(3　mM　3-ATを含む)

に塗り､GBD-とGAD-の各融合タンパク質の結合を選択培地上での増殖を指

標にして検出した｡

Figure　4.　CUEドメインはTAB2によるNF-XBの活性化に関わっている

293細胞にlg-x-1uciferaseレポータープラスミド､pAct-β-Ga1､そして量を変

えた各HA-TAB2(WT,ACUE,F20A,F20D)の発現ベクターをトランスフェクション

した｡細胞抽出液に含まれる1uciferase活性を測定し､β-galactosidase活性

によってトランスフェクション効率の影響を補正した｡その結果は､empty

vectorをトランスフェクションした時の1uciferase活性を基準とした

fold-increaseで表示した｡上のパネルでは細胞抽出液を抗HA抗体でブロッテ

ィングし､各HA-TAB2の発現量を確認した｡

Figure　5.　TAB2はIKKをTRAF6複合体へとリクルートする

(A)293細胞にTAB2の発現ベクター､あるいはempty　vectorをトランスフェク

　　ションし､細胞抽出液から抗IKKa抗体を用いてIKKを免疫沈降した｡沈降

　　したサンプルを抗TRAF6､TAB2､IKKa抗体でそれぞれブロッティングし､ま

　　た細胞抽出液を抗TRAF6抗体でブロッティングした｡

(B)2931L-1RI細胞を示した分数だけIL-1で処理し､細胞抽出液から抗IKKa抗

　　体を用いてIKKを免疫沈降した｡続いて沈降物を抗TRAF6､IKKa抗体で､細

　　胞抽出液を抗TRAF6抗体でそれぞれブロッティングした｡

Figure　6.　TAB2の存在下でTRAF6とIKKaは共局在する

(A)HeLa細胞にそれぞれHA-TRAF6､IKK(x､TAB2､TAK1の発現ベクターをトラン

　　スフェクションした｡　36時間後に細胞を因定し､抗HA､IKKa､TAB2､TAK1

　　抗体を加えてインキュベイションした｡続いて二次抗体であるCy2結合型
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　　抗マウスlgG抗体､あるいはCy3結合型抗ウサギlgG抗体とインキュベイ

　　ションした後､蛍光顕微鏡で細胞を観察した｡

(B)HeLa細胞にFlag-TRAF6とTAB2の発現ベクターをトランスフェクションし､

　　一次抗体として抗Flag､TAB2抗体を用いて､(A)と同様に各タンパク質の

　　細胞内局在を観察した｡

(C)HeLa細胞にHA-TRAF6､IKKa､そしてTAB2の発現ベクターをトランスフェ

　　クションし､一次抗体として抗HA､IKKa抗体を用いて､(A)と同様に各タン

　　パク質の細胞内局在を観察した｡
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