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��� 4��ASK1 �������

��� ASK1 ����������������������������������

���������������������� ASK1 ���������������

�������������ASK1 ��������������������������

ASK1 ���������������(Trx)���� 2,000kDa ������������

��������������������������������� ASK1 ����

����� Trx ��������� TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2)� TRAF6 ��

����������������������������������TRAF2-/- ��

� TRAF6-/- MEF ���������TRAF2 � TRAF6 � ASK1 ������������

������� ROS ���� ASK1 ������������������������

���������ASK1 � TNF � LPS (lipopolysaccharide)����� TRAF �����

ROS ���������������������� HPF ��������������

� TNF � LPS ��������� ROS �����������������

� ����� ASK������� ASK2����������������������

���� 5�������������ASK1 �������������� MAP3K ��

ASK2 ������������������������ASK1 ����������

ASK2 ����������������� ASK2 ����������������ASK1

ASK2 : protein kinase ASK2 : protein phosphatase ASK2 : redox protein

ASK1 PGLM N4738 N18188
TRX

N16208 N6186
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ASK2 N2574
B38264
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ASK3 N6704N14412N904
WNK1 WNK3
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Cot

DLK
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bait

N2574N22778

N16666
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N14225 N2574

N7668 N30714 N7187
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N146 N1320
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Stress-dependent
N4652 N2473 N1011
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� ���������������������� Apoptosis Signal-regulating Kinase (ASK) 
1 �����������������Ichijo, H., Science, 1997��ASK1 ���������

����������������������������������������

�������Saitoh, M., EMBO J., 1998��������ASK1 ������������

����������������������������������������

�������������������������������������� ASK1
��������������ASK1 ������������������������

���������������������������������������

ASK1-MAP �����������������������������������

�������������������ASK1 �������������������

����������������������������������������

�������ASK1�MEKK1�TAK1�MTK1 �������������������

MAP �������������MAP3K����������������������

���������������MAP ���������MAP2K����������

MAP �����MAPK������������������������������

����������������������MAP3K ������ MAP ������

���������������������������� ASK1 ���������

��������������������������MAP3K �����������

����������������������������������������
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�������������� MAP3K��������������

�������������� ASK1���������

� ����ASK1 � MAPKKK ���������������������������

������������������JNK ����� p38 �������������

��������������������������������� ASK1 ����

����������������������������������� ASK1 ��

������������������������ASK1 � N ������ ASK1 ���

����������������� (Trx) ����������ASK1 ��������

�������� Trx �������������� ASK1 ��������������

���������ASK1 ������������� ASK1 �������������

���������������ASK1 �����������������������

����������������������������� ASK1 ��������

������������������������������������� ASK1 �

�������������ASK1 ��������������������������

ASK1 �������� Trx ���� 2,000kDa �������������������

�������������������������ASK1 �������������

������������������������������ ASK1 �������

������������ASK1 �������� Trx ����������������

����������������������������������������

�� ASK1 ������������������������������� ASK1 �

�������� Trx ��������� TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2)����

TRAF6 �����������������������TRAF2-/- ��� TRAF6-/- MEF
������������ ASK1 �������������������������

�����������TRAF2 � TRAF6 ����������� ASK1 �������

���������������������� ASK1 ���������������

�������������� 4��

����Thioredoxin��� TRAF���������� ASK1���������

� ��������������1�ASK1 ������ C ���������������

�����������������ROS ��� ASK1 ��������� Thioredoxin
�Trx�������2����� ASK1 �������� TNF receptor-associated factor 2 
(TRAF2)��� TRAF6 � ASK1 ������������ ASK1 �����������

����������������������� ASK1 ����ASK1 signalosome���

������������������Trx ��� TRAF2 ���� TRAF6 � ROS ���

� ASK1 ������������������������������������

���� ROS ��������� ASK1 ����������������������

��������������������������� ASK1 � N ���������

���������NCC�� ROS ��������������������������

��������������������ASK1 � Trx ���������������

���� TRAF2/6 �������������������������� NCC ����

��������������� 7��
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Trx � ASK1 ������������������������������Trx ���

������ ASK1 ����ASK1�277������ ASK1 ����� TRAF2 ��� TRAF6
�������������������������������N ���������

���������������ASK1�384��� ASK1�277 �������������

�������ASK1 � Trx ��� TRAF2/6 �����������N ���������

������������������������������������Trx ���

����� ASK1 ��� N ����������������������TRAF2 ���

TRAF6 ����������������������������� TRAF2 ���

TRAF6 ������������������������ ASK1 ��� N ������

����������������������Trx � ASK1 � N �����������

�������������������������TRAF2 ��� TRAF6 ������

������������ ASK1 ������������������� 8��

�������������ASK1 �������������������������

������������������������������

�

����ASK1-Trx �������������

� ����ASK1 ��Trx ��������������������������Trx �

����� (reactive oxygen species; ROS) ��������� ASK1 ������ASK1 �

������������ASK1 ��������������������������

��������������ASK1 ��������� ASK1 ������������

������� (687-945 aa)
���������� (NCC : 297-324, CCC : 1239-1295 aa)
�Trx���� (46-277 aa)
�TRAF2/6���� (384-655 aa)

ASK1 WT

HS

HS
Trx TRAF2/6

NCC CCCkinase
domain

27746 384 655 1379 aa

Apoptosis

Trx

inactive

ASK1

ASK1

Tr
x

Trx

ASK1-Trx 
���

Trx

QuickTimeý Ç²
 êLí£ÉvÉçÉOÉâÉÄ

�Ç™Ç±ÇÃÉsÉNÉ É̀ÉÇ¾å©ÇÈÇžÇ½Ç…ÇÕïKóvÇ-Ç ÅB

ROS

inactive

ASK1

ASK1

ASK1-TRAF
���

inactive active

TRAF2/6

TRAF2/6

TRAF2/6 P

P

ASK1
ASK1

NCC���
����������

TRAF2/6
TRAF2/6

ASK1

ASK1

TRAF2/6

TRAF2/6

TRAF2/6

TRAF2/6

���

��
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��������������������������� (Fluorescence resonance energy 
transfer; FRET) ������������ ASK1 � Trx ����������������

���������������������������������� (YFP) � Trx�
���������� (CFP)� Trx ������� ASK1 ������ (ASK1NT) ���

����������������FRET �������ASK1 � Trx ������ ROS �

����������������������������������������

������������� 9� �

� �������������������������������Trx � N ��� YFP
����YFP-Trx��ASK1NT�C���CFP����ASK1NT-CFP����������

������������ HEK293 ����ASK1 � Trx ������ ROS ������

� H2O2 �������FRET ���������������������������

H2O2 ����� FRET ��������������������ASK1 � Trx � H2O2�

����������������������� FRET ���� ROS �������

ASK1 � Trx �����������������������������������

���� ROS ��������������� rotenone ���������������

��������� FRET �����������������rotenone ������ FRET
���������������������� dithiothreitol ������FRET ����

������������������rotenone ��� ASK1 � Trx ���� ROS ���

����������������������������������������

���������YFP-Trx � ASK1NT-CFP ������� FRET ����������

��� ASK1 � Trx ��������������������������������

������� FRET ������������������� ASK1 � Trx ������

���������������������������������������

FRET �� in vitro ������������������in vitro �����ASK1 � Trx
����������������������������������������

������������������� FRET ��������� ROS �������

������� FRET � ROS ���������������������������

������ASK1 � Trx ��������������������������

������������� FAF-X��� ASK1�������

� ������� ASK1 ������������������������ 2,000kDa �

�����������������������������������������

�����������������������ASK1 ���������� TRAF2 �

�� TRAF6 �������������ASK1 �������������������

���������������������������������ASK1 �����

FRETñ@Ç¾ópÇ¢ÇžASK1-Trxëäå›çÏópÇÃÉCÉÅÅ[ÉWÉìÉOâ¾êÕ��� FRET�����ASK1-Trx�������������
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����������������������������������������

��������� ASK1 �����������������������������

����Flag-ASK1 ������� HEK293 �������������ASK1 �����

Flag ������������������ 300kDa �����������������

���������������� FAF-X ������FAF-X ��β-catenin�AF-6�epsin�
Survivin �������������������������������������

����������������������������������������

������������������������������������� NF-kB
�������������������������������������-ASK1
����������������������������������������

� FAF-X ��� MAPKKK ���������������������ASK1 �����

�������������������FAF-X ����������� ASK1 ����

������������������FAF-X �������������������

���������in vitro ���� K48 ���� K63 ����������������

�� ASK1 ��������������������������� 10��

� ������FAF-X �����������������������ASK1 �����

���� FAF-X ����������������ASK1 �������� TRAF2 ��

TRAF6 ����������� E3 ��������������������� E3 ��

� ASK1 ������������������������������������

���ASK1 �����������������������������������

��������������������������� ASK1 ����������

�����������

������ ASK1��������� PGLM���

� ����ASK1 ��������������������ASK1 ����������

������������HEK293 �������� Flag-ASK1 ������������

�������������� ASK1 ������� PGLM (phosphoglycerate mutase 
(PGAM)-like protein containing a putative trans-membrane domain) ���������PGLM �

Ub
UbUb

Ub

TRAF2/6�

FAF-X

inactive

active

E3 ����� ����

������ ���

������ ����������� ASK1�����������

ASK1

ASK1

Tr
x

Trx

P

P

ASK1
ASK1

�10� �����������������ASK1�����������
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HEK293 ���� ASK1 ��������������������PGLM � His105 (PGAM
���������������������� His8 �����) ���������

ASK1 �������������������������ASK1 ������� PGLM
���������������� ASK1 ���������������������

�������ASK1 ������������������������ PGLM ���

����������� ASK1 ���������������� 11��

� ASK1 �������������������������� PGLM �������

���His105 �������������������������������PGLM
��� protein phosphatase �����������������������������

������ in vitro ������PGLM � His105 ����� serine/threonine phosphatase
������������������� PGLM ���� protein phosphatase�������

������ ASK1 ����������������������

������������������ PGLM�������������

� ������������������ PGLM ������������������

�������PGLM ��������������������������PGLM ��

His105 �������������������������������������

��������������������� ASK1 � C ��������������

������������PGLM �������������������������

����������������������������������������

������������������������� PGLM �������������

� �������������� PGLM ��������

� PGLM ������������������������������������

����������������������������������������

������������� p62 � Keap1 ���������p62 � Keap1 � cDNA ��

��������������� PGLM ����������������������

�� 12����� p62 �������������������������������

�� PGLM ��������������������p62 � PGLM ���������

��������������p62 � Autophagosome �����������������

����� LC-3 �����������������Autophagy �����������

������������������� p62 �������� PGLM � Autophagy ��

����������������������������������������

��������������������������� Nrf2 �����������

��� Keap1 ������������������Keap1 � PGLM ����������

����������������������������������������

��������������PGLM ������������� Keap1-Nrf2 �����

����������������������������������������

ASK1
PP

ASK1
P

PP

PGLM
Negative

Phosphorylation
Activating

Phosphorylation

�
Activation of

the p38 and JNK pathways

PGLMÇ…ÇÊÇÈASK1ÇÃäàêấªã@ç\
� 11� PGLM��� ASK1�����

9



���

� PGLM ���������������

� PGLM ��������� ASK�p38�JNK ��������������������

�����������������������������������PGLM ��

������������PGLM ����������������������PGLM �

����������������������������������������

PGLM ������������������������ ASK�p38�JNK ������

����������������

������������������ PGLM������ pre-mRNA��������

��

� ����������������������� PGLM �������������

�������� pre-mRNA �������������� PGLM �����PGLM ��

����������� SRm160 �����������������������PGLM
�����SRm160 ����JNK ���� p38 MAP ����������� ASK1 ���

�������������PGLM (phosphoglycerate mutase-like membrane protein)�����

����������������������������������������

����������������������������������������

���PGLM �����������PGLM ���������������� PGLM �

������������������������� pre-mRNA ����������

�������������� SRm160 ��� SRm300 ������

� PGLM � SRm160 �����������SRm160 ����������� PGLM ��

������������������SRm160 �������������������

PGLM �������������������������������������

�� SDS-PAGE ����������������� 13��SRm160 ����������

����������������������������PGLM ���������

����������������������������

� PGLM � CD44 ���� pre-mRNA �������������SRm160 � Ras ����

���������������� CD44 ����������(V5 ����)��� mRNA
������������������������ PGLM � SRm160 ��������

���CD44 �����������������������������������

�� pre-mRNA ��������������������� CD44 mini-gene reporter �

Flag-p62
HA-PGLM
HA-PGLM H/F (His105Phe)

HA-PGLM

Flag-p62

Flag-p62

HA-PGLM

HA-Keap1
Flag-PGLM

IP:Flag

lysate

Flag-PGLM

Flag-PGLM

HA-Keap1

HA-Keap1

IP:Flag

lysate

– + +
+ +

+ +

– –
–
– – –

– –

+ +– –
+ +– –

A

B
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PGLM � HEK293 ���������V5 ������� mRNA ������ RT-PCR ��

��������������� V5 ���������� PGLM ����������

������������������������ PGLM �������������

Ras ��������������� TPA � HEK293 ����������������

�������PGLM � SRm160 ���������� CD44 ���� pre-mRNA ����

�����������������������PGLM ������ SRm160 ����

����������������������������������������

�������������������������PGLM ��� SRm160 �����

� CD44 ������������������������������������

pre-mRNA �����������������������������

����TPL2/Cot-NF-kB�������������

� ����MAP3K ������ TPL2 ������������������������

����TAO2/MAP3K17 ������������ AIP (arylhydrocarbon receptor- interacting 
protein)�����������-��/����-�������PPIase����������

������������������� TAO2 ������ MAP3K ���������

�����AIP �������� MAP3K ���� MAP ������������ AIP �

������������������������������������ TAK1 �

TPL2/Cot ��� NF-kB �������� MAP3K ���� AIP ������������

AIP�TAK1���NF-kB���������������������������TPL2
��� NF-kB ��������������������TPL2 � 400 ��������

�Ser400��������TPL2 ��� MAP ���������������NF-kB ��

�������������������AIP ��������� Ser400 �������

���������AIP � TPL2 ��� MAP �������������������NF-kB
������������������������������AIP � TPL2 ��� NF-kB
����������������������������������������

������

������ DLK���� DICC1���� JNK�����������

� ����DLK (dual-leucine-zipper-� bearing kinase)��MAPK ������������

��� MAP3K ����������������������������DLK � JNK
����������������������������������������

������������������ MAP3K �������������������

�����������������������DLK ���������������

�����������DLK ���������������������������

IB: P-SR
(1H4)

IB: M2

IB: GST

Flag-SRm160 in 293A cells

IP: Flag

–

GST-PGLM ∆TM

WT H/A H/F

P-SRm160

P-SRm160
SRm160

GST-PGLM
∆TM

H/A: His105Ala
H/F: His105Phe
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��������������������� DLK �����������������

DLK������������������������������������14��

������������� DLK �����������������������DLK
�������������������������������� DLK ������

��������JNK ������������������������������

������������������� DLK � Ser269 ����� DLK �������

��������������������������������� DLK �����

��������UV���������DLK����������DICC1�����DICC1
�������� UV ���� DLK ������������������������

DLK � DICC1 ��������UV ����� JNK �����������������

��������DICC1 � UV ������ DLK �������������� 15 ��

� DICC1 ������� DLK ������������������UV ����DNA
����������������������������������������

����������DLK-DICC1 ���� UV �������������������

�����������������������������������

� UV ���������� JNK �������������������������

��������JNK ������������������������������

���������DICC1 � UV �������������JNK ����������

����������������������������������������

������������ DLK-DICC1 ������� UV���������������

����������������������������������������

������

��ASK������������������������

�������������� ASK1-p38���������� 16�
� ���������������������������������������

������������������������� TLR �������������

����������������������������������������

�������������������������������ASK1 �������

������������������������������Kim, H. D., et al.: Science,

���� Fi g.1  DLK ���

D l L i Zi

1 125 364

387 467

859 aa (human)

N C

Kinase domain

� 14 DLK���

��5
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297: 623-626, 2002����������ASK1 ��������������������

��������LPS�lipopolysaccharide��������� ASK1-p38 ��������

��������������������TLR ���������� ASK1-p38 ����

�����������������������������������������

������ASK1 � TLR4 ����� LPS ������������TLR2 ������

� PGN�peptidoglycan�����������������ASK1 �����������

��������������������LPS �������������������

������� p38 ������������PGN ����� p38 ����������

����������ASK1-p38 ��� TLR4 ��������������������

�� LPS ������ ASK1-p38 ��������������������PGN ���

�������LPS ��� ASK1 �� p38 ������� TLR ������������

� TRAF6 � ASK1 �����������������������������TLR4
������������������������� ASK1-p38 �����������

�������������������TLR ������������������

MAPKKK �������������������

������ ASK ������� ASK2 �������������

� ����ASK1 �������������� MAP3K �� ASK2 ����������

��������������������ASK1 � bait ����� two-hybrid �����

���������� ASK2 ������������� ASK1 �����������

� MAP3K �����������ASK2 ������ ASK1 ��������ASK1 ��

�����������������������������

� ������ ASK2 �������������� ASK2 ��������������

ASK1 � ASK2 ����������������������������������

������ASK1 �������������������� ASK2 ���������

������������ASK1 ��������������������������

���������� ASK2 ���������������� ASK1 ��������

�������������� ASK2 ���������������ASK2 ������

�������������������������ASK1 ������������

ASK2 ����������������������������������� ASK1

TLR2 TLR4

PGN LPS

TI
R
A
P

TI
R
A
P

M
yD

88

M
yD

88

IRAK4
IRAK1

IRAK4
IRAK1

TR
A
M

TR
IF

�������������������
�������� �����������

p38p38

QuickTimeý Ç²
 êLí£ÉvÉçÉOÉâÉÄ

�Ç™Ç±ÇÃÉsÉNÉ̀ÉÉÇ¾å©ÇÈÇžÇ½Ç…ÇÕïKóvÇ-ÇÅB

Inhibitor

of ASK1

Generator
of ROS

?
Generator of ROS ?

ROS

Trx
TRAF6TRAF6

Trx

Trx
ASK1

ASK1TRAF6 ASK1TRAF6
ASK1

� 16� LPS-TLR4�����������ASK1-p38�����������
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�� ASK2 ������������������ASK2 ����������� ASK1 �

�������������������

� ����ASK1 ���������� ASK2 �������������������

ASK2 �������������������������������� ASK1 ���

���� ASK2 ����������������� JNK ���� p38 ��������

��������������������������ASK2 ������������

�������������������������� ASK1 ������� ASK2 �

�������������������������������������ASK2 �

ASK1 ��������������������������������������

���������������������� 5�����ASK2 ����������

����������� JNK ������������������ASK2 � ASK1 ��

���������������������������������

� ����ASK2 � ASK1 �������� 838 �������������������

�����ASK1-ASK2 ���������ASK1 ���������� ASK2 ������

ASK2 ��������� ASK1 ��������������������������

�������������������

� ���������ASK1 ��������������� ASK2 ����������

���������ASK1 ����������������ASK1-ASK2 �������

����������������������������������������

�����ASK1 ������������������������������

������������� ASK2���������������

� ����ASK2 � ASK1 �����������������������������

����������������������������������������

ASK2 ��������������������������������������

���������������������������������ASK2 �����

�(KO)������������������������������ASK2KO ����

���������������������� DMBA ��������������

TPA ������������������ASK2KO ����������������

����������������������ASK2KO ��������DMBA ���

����������������������������� ASK2KO �������

����������������DMBA ����� JNK�p38 MAPK ��������

���������������������������� DMBA �����

ASK2-JNK/p38 MAPK ������������������������������

����������������������������������������

�������������� ASK2 �����������������������

���� ASK2 ���������������������������������

����������������������

� ���ASK1KO ������������������ ASK2 �����������

������������������������ASK1KO �������� 2 ���

������������������������������������� TPA �

������������ASK2KO�ASK1KO ������������ASK1KO ���

������ TPA ����� p38MAPK ����������������������

������� ASK1 ��LPS ���������������������������

����������������������������������������

��������������ASK2 ������������������������

������������������ASK1KO ������������������

���������� p38MAPK ������������ASK2KO ���������

������������������������������ASK1 � ASK2 ����

14



����������������������������������������

�������������������������������ASK1KO �����

��������������������������� 17��

� ��������������� ASK2 ���������������������

��������� ASK2 ����������������ASK2 ����������

��������������������

�

���������������� ASK1������������

� ���������������������������������ASK1 ����

�������������������������������� ASK1 �����

����������������������ASK1 ����������������

�����������Drosophila  ASK1�DASK1������ ASK1 ��������

�������������� JNK�DJNK����p38�Dp38������������

������������������ GAL4/UAS ���������DASK1 �����

���������������������������������� DASK1 ���

�����������������������������������������

DASK1 � N �� 558 ��������������DASK1∆N������������

������������� pannier(pnr)����������������������

������������������������ 18��DASK1∆N ��������

Dp38 ���������������������������� Dp38 �������

�������������������������DASK1-Dp38 ���������

��������

Apoptosis

ROS

ASK2ASK2

DNA damage

ASK2ASK2
P

ÉXÉgÉåÉX
ÅiUVA, DMBA, etcÅj

ä‡âª

ASK1ASK1

ASK1ASK1
P

DNAëšèù

ASK1ASK1
P

ASK2Ç…ÇÊÇÈéÓ·áå`ê̈ó}êßã@ç\� 17� ASK2�����������

���DNA��

����

�UVA,DMBA etc�

pnr-GAL4 pnr-GAL4 + DASK1∆N

DASK1∆N �Ç…ÇÊÇ¡ÇƒóUì±Ç ÇÍÇÈÉÅÉâÉjÉìí~êœÇÃï\
� 18� DASK1�N�������������������
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� ����DASK1-Dp38 ��������������������� pnr-GAL4 ����

���������� DASK1∆N �������������������������

���������������������������������GS �������

������������������ GS ���������������������

GAL4 �������������� GS ����������������������

����������������������� 2000 ���������������

���������������kuma; key upswing in melanin accumulation�� 4 ���kuma1
�4������

� �� ASK1 ���������������������� kuma ����������

������������� DASK1-Dp38 ����������������������

��������������������������� DASK1 ����������

�������� S2 �������������������������kuma1 ���

��������������������DASK1 �������� Dp38 ������

������������������������������ 19����� kuma1 �

�������������� DASK1-Dp38 �������������������

kuma1���GS�������������������RT-PCR�����������

��������KUMA1 �����������������������kuma1 ���

������ KUMA1 ����������KUMA1 � cDNA ���������S2 ���

����������������������KUMA1 ������� DASK1 ����

�� Dp38/DJNK �����������������KUMA1 � DASK1 �������

������������������kuma2 �������������������

�KUMA2 �����S2 ������ DASK1 �����������KUMA2 � DASK1 �

�����������������

� ��������� DASK1 ����������������� human ASK1�hASK1�
�������������KUMA1 ���������hKUMA1 ����� cDNA ��

�������HEK293 �������������������������hKUMA1
������� hASK1 ������ p38/JNK ��������������KUMA1 ��

���� ASK1 ���������������������������������

���������� ASK1 �������� ASK1 ����������������

����������������������������������������

��������������������������������kuma1�kuma2 ��

���������������������������������ASK1 �����

��������������������������������� kuma �����
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������������������������� 3 �������������
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��������������
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