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概 要 細胞内外の塩環境は生理的活動に多大な影響を与え，食塩の過剰摂取は様々な疾患の要因となりうる。高血

圧などの生活習慣病の誘引がその好例であるが，自己免疫疾患のリスクを高めることも報告されている。後者では，高塩

によりもたらされる高浸透圧刺激によって活性化されるp38 MAPキナーゼ（MAPK）の関与が示されている。p38は高浸透

圧や UV など様々な環境ストレスによって活性化され, 環境ストレス応答や炎症反応に重要な働きを持つことが知られて

いるが, 高浸透圧を何がどのように感知して p38 の活性化に至るのかについては不明の点が多かった。 

そこで本研究では p38 活性化に繋がる高浸透圧感知の機構を明らかにする目的で，まず，p38 経路の原型と考えられ

る酵母の Hog1 MAPK 経路において高浸透圧を感知する機構を解析した。これまで我々は酵母の高浸透圧センサーとし

て Sho1 や Hkr1 といった複数の膜タンパク質の同定に成功したが，本研究の分子遺伝学的解析から，酵母の Hog1 

MAPK 活性化には，センサー膜タンパク質を介した上流からのシグナルと同時に，Hog1 自身が刺激を感知しリン酸化を

受けやすい構造（primed構造と名付ける）に変化する必要があることが考えられた。すなわち，高浸透圧刺激はMAPKの

上流因子と MAPK 自身の両者に作用することになり，高浸透圧による Hog1 の２段階活性化モデルが導出された。変異

体スクリーニングにより，高浸透圧による primed 構造を模倣する，刺激なしでも上流からのリン酸化を受けやすくなった恒

常活性型 Hog1 変異体の単離に成功しており，Hog1 の２段階活性化モデルの妥当性を支持している。 

恒常活性型 Hog1 の変異部位（２箇所のミスセンス変異）は p38 においても完全に保存されていたため，同様の変異を

p38に導入したところ，Hog1同様p38も恒常的活性型となった。これはp38もHog1同様，上流からの活性化刺激に加え，

自身も高塩刺激に反応して活性化する可能性を示しており，p38 MAPK 経路の高浸透圧感知と活性化に関わる新たな

分子機構の解明に繋がることが期待される。 

 

１．研究目的 

１．１ 過剰塩摂取による自己免疫疾患リスクの上昇と

p38 MAP キナーゼの関与 

細胞内外の塩環境は生理的活動に多大な影響を与え

る。そのため食塩の過剰摂取は高血圧などの生活習慣病

の健康リスクを高める。食塩の過剰摂取が自己免疫疾患リ

スクを高めることが 2013 年に報告された(1, 2)。細胞外の高

塩環境によって活性化された p38 MAP キナーゼがその

基質である SGK1 キナーゼや転写因子の NFAT5 を介し, 

CD4+T 細胞から自己免疫疾患の重要なドライバーである

TH17 ヘルパーT 細胞への分化を促進することで, 高塩摂

取による自己免疫疾患を誘発することがマウスで示されて

いる。したがって過剰塩摂取による自己免疫疾患の誘発

において, 高塩による p38 の活性化は中心的な働きを持

っていると考えられる。 

１．２ p38 MAPK 経路の高塩による活性化 

p38は高浸透圧, UVなど様々な環境ストレスによって活

性化されるストレス応答 MAP キナーゼ経路の中核をなす

タンパク質である。ストレス刺激によって , 上流の

MAPKKK, MAPKK が順次リン酸化・活性化し, 最終的

に p38 がリン酸化されると活性型 p38 が転写因子を含む

様々な基質のリン酸化等を通じて適応反応をひきおこす。



 

高塩によって生じる高浸透圧ストレスが p38 経路の一連の

キナーゼが活性化されることはよく解析されていたが, 何

が高浸透圧を感知して p38 経路を活性化させるかは不明

であった。 

１．３ p38 MAPK 経路の原型としての酵母の高浸透圧

応答性 Hog1 MAPK 経路 

p38経路の原型として, 酵母の高浸透圧応答性のHog1 

MAPK 経路が知られている（Fig. 1）。その活性化機構に

保存性が高いため, 酵母のHog1 MAPK経路は p38経路

研究の良いモデル系と考えられる。私はソルト・サイエンス

研究財団からの助成研究などで, これまで酵母の Hog1 

MAPK 経路における高浸透圧を感知する機構を解析し, 

ほ乳類細胞では見つかっていない高浸透圧センサーの

発見に成功した (3, 4) 。酵母ではこれらのセンサー

（Sho1,Hkr1/Msb2,Sln1）が高浸透圧を感知し, 活性化

シグナルを細胞内に伝達し, ほ乳類と同様 MAPKKK, 

MAPKK（Pbs2）, MAPK（Hog1）が順次活性化されて高浸

透圧適応に働くことが知られている（Fig. 2）。 

１．４ 本研究の目的 -高塩・高浸透圧による MAPK の新

規活性化機構の解明- 

予備研究から, 酵母のHog1 MAPK経路では上流の膜

センサーのみならず, 下流の Hog1 キナーゼ自身も高浸

透圧刺激により同時に活性化される可能性が示された。こ

の全く予期しなかった MAPK の高浸透圧による２段階の

活性化機構を検討することで, これまで明らかになってい

なかった p38 の活性化に繋がる高塩が引き起こす高浸透

圧ストレスの感知機構の解明を目指し, 本研究を行った。 

 

２．研究方法 

分子遺伝学的, 分子生物学的, 生化学的解析手法を

駆使して, 研究全般を遂行した。 

２．１ 変異遺伝子の作製 

Hog1 MAPK 経路の各遺伝子について, 数々のミスセ

ンス変異を導入したが, 変異遺伝子はオリゴ DNA を用い

たPCR法により作製した。また, HOG1恒常的活性型変異

体のスクリーニングのための変異導入では, 0.2 mM の

MnCl2存在下, error prone PCRを行うことで変異体ライブリ

ーを作製した。 

変異は全てシークエンシングにより確認した。 

 

 
 

 



 

２．２ Hog1 MAPK 経路活性化の測定 

２．２．１ Hog1 MAPK 経路活性化の定量的測定 

Hog1 MAPK 経路活性化の測定には,我々が開発した

Hog1 MAPK 経路の活性化特異的に発現誘導される

8XCRE-lacZ レポーターを使用した(5)。具体的には調整し

た各細胞抽出液による基質の ONPG に対する

-galactosidase 反応を OD420値として計測し, 細胞量, 反

応時間で標準化した。 

２．２．２ Hog1 のリン酸化の検出と定量 

Hog1の活性化を引き起こすT174 Y176のリン酸化の検

出および定量は, ①リン酸化型 Hog1 を検出する抗リン酸

化 p38 抗体の使用, 及び②Phos-tag を含む SDS-PAGE

におけるリン酸化 Hog1 と非リン酸化型 Hog1 の泳動度の

違いによる検出(6), という２種類の方法で行った。 

２．３ p38 活性化の測定 

p38 の活性測定は, p38 の FRET プローブ PerKy-p38 を

用いて, 先行論文で述べられた手法と同様に行なった(7)。 

 

３．研究結果 

３．１ 酵母の Hog1 MAPK 経路には既知の膜センサー

以外に高塩に応答する細胞内センサーが存在す

る 

３．１．１ 既知の膜センサー由来活性化シグナルを遮断

しても高塩により Hog1 は活性化する 

Fig. 2 に示したように, Hog1 MAPK 経路では, SHO1 上

流支経路のセンサー膜タンパク質（Sho1, Opy2, Hkr1, 

Msb2）と SLN1 上流支経路のセンサー膜タンパク質（Sln1）

が高浸透圧を感知し, 下流に活性化シグナルを伝達する。

両上流支経路はそれぞれ独立に活性化されるため, どち

らか一方が遮断されても他方から活性化シグナルが流れ

て, Hog1 は活性化する（例：Fig. 3 の ssk2/22, SLN1 上流

支経路のみ破壊してもHog1のリン酸化（=Hog1-P）は検出

される）。したがって両上流支経路を遮断してはじめて下

流への活性化シグナルは抑制されると考えられる。しかし

驚いたことに, SHO1 上流支経路の４つの膜センサーを全

て破壊し（=S/O/H/M） , さらに SLN1 上流支経路の

MAPKKK（Ssk2/22）を破壊した（=ssk2/22）S/O/H/M 

ssk2/22株は 0.4 M NaCl ではほとんど活性化しないもの

の, 濃度を 1 M にあげると Hog1 のリン酸化が検出できた

（Fig 3S/O/H/M ssk2/22）。このことは上流の膜センサ

ー以外に, Hog1活性化に繋がる高浸透圧を感知するセン

サーが存在することを示唆する。 

３．１．２ 既知の膜センサー以外の高塩感知は Hog1 

MAPK のレベルで働く 

高浸透圧感知が Hog1 経路のどこで起きているのかを

明らかにするために, S/O/H/M ste11ssk2/22株を作

製した。この株は全ての MAPKKK が存在しないため, 

Pbs2 MAPKKの活性化ループのS514 T518のリン酸化は

起きず Pbs2 は活性化しないため, 1M NaCl でも Hog1 は

活性化されない。一方, S514, T518 を共にアスパラギン酸

（=D）に置換しリン酸化模倣型にした Pbs2 S514D T518D

（=Pbs2-DD）を発現させると, Hog1 は刺激なしでは活性化

しないが, 高塩刺激条件（特に 1M NaCl でより強く）でリン

酸化された（Fig. 4）。このことから, 高浸透圧の感知は

Pbs2 MAPKK→Hog1 MAPK のステップで起きていること

が明らかになった。 

 

 

 



 

３．２ Hog1 の Pbs2 活性依存的な恒常活性型変異体の

単離と解析 

３．２．1 Hog1 の恒常的活性型変異体の単離 

Pbs2 MAPKK→Hog1 MAPK のステップで起きる高浸

透圧感知の機構を調べるために, 高塩刺激なしでも Pbs2

からリン酸化を受けることが可能な Hog1 変異体のスクリー

ニングを行なった。上述のように, 高塩刺激によるHog1経

路活性化は, 膜センサーと MAPKK→MAPK ステップの

両者が高塩刺激に応答しなくてはならないと考えられる。

従って, 膜センサーの高塩刺激による活性化をバイパス

するため  高塩刺激なしで活性化状態にある Ste11 

MAPKKK の活性型変異体（=Ste11-Q/P）を発現させ,さら

に 上 流 シ グ ナ ル を 遮 断 し た S/O/H/M ssk2/22 

STE11-Q/P 株を用いて, Hog1 の恒常活性型変異体を探

索した。Mn 存在下の error prone PCR で変異 HOG1 遺伝

子断片を増幅し , gap repair 法によってS/O/H/M 

ssk2/22 STE11-Q/P 株で HOG1 変異遺伝子を持った変

異体ライブラリーを作製した。この変異体ライブラリーのう

ち, Hog1経路の活性化によって誘導されるCRE-lacZレポ

ーターの発現が高塩刺激なしでも上昇している活性型変

異体を選択した。これまで Hog1 の自己リン酸化能が亢進

して Pbs2 MAPKK 非依存的にリン酸化される Hog1 の恒

常活性型変異体が別グループにより報告されていた(8)。

求める活性型変異はこうした自己リン酸化能亢進型では

なく, Pbs2 MAPKK にリン酸化を受けやすいタイプである

ため, その活性化はPbs2活性に依存するもののはずであ

る。これに合致した変異として, Hog1 のキナーゼドメインに

２つのミスセンス変異をもつ N/H D/G 変異が単離された

（Fig. 5 でスクリーニングの際に使用した STE11-Q/P 株で

の N/H D/G 変異及びその各単独変異の Hog1 活性化を

示す）。 

３．２．２ Hog1 の恒常的活性型変異体の解析 

Hog1-N/H D/G は Pbs2 MAPKK より上流のシグナルを

完全に遮断しても（S/O/H/M ste11ssk2/22）, 活性型

Pbs2-DDにより高塩刺激なしでHog1が活性化（Fig. 6. B：

CRE-lacZ レポーターによる Hog1 活性化の評価）すること

がわかった。Phos-tag を用いてリン酸化 Hog1 を定量的に

測定したところ, N/H や D/G の単独変異では弱く, N/H 

D/G の二重変異により極めて強く , 刺激非依存的に

Pbs2-DD からのリン酸化を受けることがわかった（Fig. 6. 

C）。 

以上のように高浸透圧感知による活性化を模倣したと

考えられる Hog1 変異体が単離されたことから, 高浸透圧

刺激を感知しているのは Hog1 自身であることが示唆され

た。 

３．３ p38 の依存的恒常活性型変異体の単離 

以上のように酵母の Hog1 MAPK はそれ自身直接的ま

たは間接的に高塩刺激を感知することが示された。このこ

とは, Hog1と構造的及び機能的に保存性の高いほ乳類ホ

モローグである p38も同様の性質をもつ可能性を示す。恒

常活性型 Hog1-N/H D/G の２つの変異部位のアミノ酸は

両者で完全に保存されていたため, p38に N/H D/G 変異

を導入してその活性を調べた。p38 の活性をモニターする

FRET プローブを用いて, 非刺激状態における細胞内の

p38 活性を調べたところ, p38-N/H D/G を発現する細胞

は有意に p38 活性が上昇していることがわかった（Fig .7：

YFP/CFP ratioが高いほどp38の活性が高い）。したがって, 

p38 においても酵母の Hog1 のように MAPK レベルで高

浸透圧を感知する機構が存在する可能性が考えられた。 

 

４．考察と今後の課題 

p38 は高浸透圧や UV など様々な環境ストレスによって

活性化されるストレス応答 MAP キナーゼであるが, 過剰

塩摂取によって生じる高浸透圧ストレスによる p38 の活性

化が自己免疫疾患リスクを誘引することが報告されてい 

 

 



 

る。p38 MAP キナーゼ経路のシグナル伝達メカニズムは

かなり詳細にわかっているが,高浸透圧を何が感知し p38

の活性化に繋がるのかについては不明である。そこで本

研究ではp38の原型であるモデル生物の酵母Hog1 MAP

キナーゼの研究を通じ, その知見を p38 経路の高浸透圧

感知機構の解明に応用することを考えた。 

本研究の大きな成果の一つは, 酵母のHog1 MAPK経

路において, 高塩よって生じる高浸透圧刺激が細胞膜に

存在する複数の高浸透圧センサーを活性化するのと同時

に, Hog1 MAPK自身にも直接的, あるいは間接的に作用

し活性化に働くことを見出した点である。Hog1 経路の高

浸透圧刺激に対する活性化メカニズムとして, Fig. 8 に示 

 

 
 

 



 

 

 

す２段階活性化モデルが考えられる。Hog1の活性化ルー

プは不活性状態では閉じ込められておりPbs2 MAPKKに

よるリン酸化(=活性化)を受けない。高浸透圧刺激が Hog1

に作用し活性化ループが露出する（第一段階：Primed 状

態）ことで初めて, 別途高浸透圧刺激によって活性化され

たPbs2によるリン酸化・活性化（第二段階）が可能になる。

すなわち, Hog1 MAPK の活性化には上流からのシグナ

ルと同時に, Hog1 自身の高浸透圧刺激の感知が必要で

あり, この活性化メカニズムにより特定の外部刺激に対し

て極めて高い特異性を持った活性制御が保障されると考

えられる。今後の課題としては, Hog1 が高浸透圧を直接

感知しているのか, あるいは他の細胞内センサーを介し

た間接的な感知機構なのか, その詳細なメカニズムを生

化学的解析や構造生物学的解析を通じて解明する必要

がある。 

一方, 酵母の Hog1 から出発した本研究は, p38 の活性

化機構にも大きなヒントを与えた。Hog1 の恒常活性型変

異と同様の変異導入により, p38 においても恒常的に活性

化することが見出されたことから, 高浸透圧は p38 経路に

おいても経路の上流だけでなく p38 自身にも作用する可

能性が考えられる。今後 p38 について詳細な解析を行い, 

Hog1 同様, ２段階活性化モデルが当てはまるのかを検証

したい。 
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Summary 

It was reported that excessive dietary salt intake might increase the risk of developing autoimmune diseases.  

One of crucial factors was shown to be the p38 MAP kinase (MAPK) that is activated by high osmolarity upon 

high salt conditions.  p38 is a stress responsive MAPK, which is activated by various kinds of environmental 

stresses for adaptation and inflammation.  However, the mechanism of sensing high osmolarity in the p38 MAPK 

pathway remains largely elusive.   

 To get an insight into the osmosensing mechanism in the p38 MAPK pathway, we, first, investigated the 

osmosensing mechanisms in the yeast osmoregulatory Hog1 MAPK pathway.  Hog1 is a prototype of p38, and 

both MAPKs have conserved structures and functions.  In this study, we found that activation of Hog1 by high 

osmolarity requires, in addition to the previously identified transmembrane osmosensors (Sho1/Opy2/Hkr1, 

Sho1/Opy2/Msb2 and Sln1), a fourth, cytoplasmic osmosensor, which is actually Hog1 itself.  The properties of a 

constitutively-active Hog1 mutant suggest a two-step activation mechanism, in which a conformational change of 

Hog1 by osmostress is necessary to allow it to be activated/phosphorylated by Pbs2 that has been activated 

separately by upstream osmosensors.  Interestingly, the introduction of equivalent mutations of a 

constitutively-active Hog1 mutant conferred higher kinase activity to the mammalian p38 MAPK, suggesting a 

possibility that p38 activation by high osmolarity also requires both osmotic stimulation of the upstream sensors 

and osmotic priming of p38 itself. 


