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研究成果の概要（和文）：（１）活性酸素センサー分子PRLの機能解析を行い、その標的分子CNNMとの複合体形
成制御の新しい分子機序や、エネルギー代謝調節における役割、血圧調節におけるユニークな働きを発見した。
（２）活性酸素センサーKLHDC10の機能解析を行い、炎症性細胞の細胞死を介して全身炎症に関わることや、そ
の下流で機能するASK1の過酸化脂質蓄積応答性の細胞死、フェロトーシスにおける重要性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：(1) We performed functional analyses of PRL, a redox sensor molecule. We 
found a novel regulatory mechanism of the complex formation with its target molecule CNNM and a 
unique role in the regulation of energy metabolism and blood pressure. (2) We also performed 
functional analyses of another redox sensor molecule KLHDC10. We found its involvement in systemic 
inflammation by promoting cell death and the importance of ASK1, which functions downstream of 
KLHDC10, in cell death induced by the accumulation of peroxidized lipids, which is called 
ferroptosis. 

研究分野：細胞生物学

キーワード： シグナル伝達　ストレス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
活性酸素は酸素呼吸に伴って生じる毒物的なものとして認識されてきたが、生物はそれを積極的に利用して生命
機能の調節に役立てている。本研究では、この活性酸素に応答して適切な細胞応答を起こすレドックセンサー分
子にフォーカスして解析を進めた。その結果、各レドックスセンサー分子の機能調節の仕組みや、血圧調節・炎
症制御などヒト疾患にも密接に関わるマクロな現象との関連も明らかにできた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
活性酸素は酸素呼吸に伴って生成する反応性の高い酸素由来物質の総称であり、生体内のさま
ざまな物質を傷害することが長らく知られてきた。そのためさまざまな疾患や老化などの原因
になりうる可能性が古くから指摘されていた。その一方で、活性酸素が生理的な刺激応答性に産
生され、セカンドメッセンジャー的に細胞機能を調節する役割を担っていることも次第に明ら
かにされるようになった。特に活性酸素を積極的に産生する酵素の実態が明らかになり、それが
細菌感染に伴う免疫応答などに重要であることも見つかり、その生物学的な重要性が明確に認
識されるようにもなった。また生理的なリガンド刺激に応答する受容体型チロシンキナーゼな
ど、いくつかのシグナル伝達系において活性酸素が実際に生成していることや、抗酸化剤の処置
によってシグナル伝達を遮断できることも示されるようになった。このようなさまざまな研究
成果が明らかになるにつれて、活性酸素のシグナル伝達を仲介する因子としての役割が明確に
なってきていた。その一方で、活性酸素がどのようにしてシグナル因子として機能するのかに関
しても、その具体的な標的分子の実体がいくつか見つかってきていた。特にチロシンホスファタ
ーゼの活性中心システインが活性酸素に敏感に応答して酸化されることや、ジスルフィド結合
を還元切断するチオレドキシンファミリー分子のシステインも同様にシグナル応答性に酸化さ
れる事例が報告された。このように、細胞には活性酸素に応答して機能調節され、さらに下流へ
シグナルを伝達する「活性酸素センサー」と呼びうる一群の分子の存在が明らかになった。本研
究では、特に研究代表者のグループで取り組んできたがん悪性化に関わる分子 PRL と、研究分担
者のグループで取り組んできた細胞死を引き起こすキナーゼ ASK1 およびその機能調節分子
KLHDC10-PP5 にフォーカスを絞って、それぞれ活性酸素センサーとしての分子レベルでの機能制
御からマクロな生物個体レベルでの生物学的重要性の解析に至る包括的な解析を進めることと
していた。 
 
２．研究の目的 
(1)研究代表者のグループでは大腸がんの転移巣で特異的に高発現し、がん悪性化を促進する分
子 phoshatase of regenerating liver (PRL)の機能解析を進めてきた。がんとの密接な関わり
が示されていながらその分子機能はまったく不明だったので、細胞内で会合している分子を探
索し、進化的に高度に保存された膜タンパク質 cyclin M (CNNM)を見つけた。この CNNMはマグ
ネシウムイオンを細胞外に排出するトランスポーターであり、PRL はそれに結合してマグネシウ
ムイオン排出を阻害していた。PRL は反応性の高いシステイン残基を持ち、それが酸化されて分
子内でジスルフィド結合を作ることも見つけていたが、これによって CNNMとの結合が可逆的に
調節されていた。つまり、PRL は活性酸素応答性に酸化されて CNNM との結合状態がダイナミッ
クに変化し、細胞内のマグネシウムイオン量を調節するレドックセンサーとして機能している
ことを見つけた。PRL はチロシンホスファターゼドメインを持ち、その中に反応性の高いシステ
イン残基が存在している。この分子の活性酸素応答の仕組みや、それによって機能制御される
CNNM によるマグネシウムイオン調節の重要性、特に遺伝子改変マウスなどを用いた高次レベル
での機能的重要性を明らかにすることを目的としていた。 
 
(2)研究分担者のグループではアポトーシスの誘導に関わるキナーゼとしてよく知られる
apoptosis signal-regulating kinase (ASK)1 の機能解析を進めてきた。ASK1 は活性酸素応答
性の細胞死においてドミナントな重要性が示されており、その具体的な分子機構として ASK1 に
結合したレドックス応答性タンパク質チオレドキシンが酸化されて分子内ジスルフィドを形成
すると ASK1 から解離し、フリーになった ASK1 が活性化することも明らかにしていた。この ASK1
の上流で機能する分子として kelch domain-containing 10 (KLHDC10)-PP5 が見つかっており、
活性酸素応答性の ASK1 活性化に重要であることも示されていたので、その機能調節の仕組みを
明らかにすること、また上と同様に遺伝子改変マウスなどを用いて高次レベルでの機能的重要
性を明らかにすることを目的としていた。 
 
３．研究の方法 
(1)研究代表者のグループでは PRL/CNNM に関する機能解析に取り組んだ。培養系の哺乳動物細
胞を用いた生化学、細胞生物学解析によって各分子の機能状態を調べたり、CNNM 遺伝子を改変
したマウスを作成して個体レベルでの解析、特に血圧調節の解析などを行った。さらに、線虫 C. 
elegansでの PRL や CNNMオルソログ遺伝子の変異体を作成して、それらを用いての表現型解析
も行った。 
 
(2)研究分担者のグループでは ASK1 やその機能制御因子 KLHDC10-PP5 に関する機能解析に取り
組んだ。培養系の哺乳動物細胞を用いた解析によって各分子の機能状態を調べたり、関連遺伝子
を改変したマウスを作成して個体レベルでの炎症状態の解析などを行った。 
 
４．研究成果 
(1)CNNMは細胞膜に局在する膜タンパク質だが、極性化した上皮細胞でどこに存在しているかを
調べた。その結果、上皮細胞のバソラテラル側の細胞膜に特異的に局在しており、その局在に AP-
1複合体との結合が重要であることも見つけた。上皮細胞内を通って特定の方向にマグネシウム



イオンを輸送する仕組みを解明することができた。 
 
(2)PRL/CNNM 複合体形成の制御機構について調べたところ、PRL のシステイン残基がリン酸化さ
れており、そのリン酸化によって両者の結合が阻害されることを見つけた。さらに、培養液中の
マグネシウムイオンの量変化に応じてリン酸化レベルがダイナミックに変動していることも分
かった。細胞の置かれた環境応答性に PRL/CNNMの結合を調節する仕組みとして機能しているこ
とが示された。 
 
(3)CNNM ファミリーの中でも CNNM2 の遺伝子ヘテロ欠損マウスで血圧が低下していることを見
つけた。CNNM2は特に腎臓で強く発現していたので Six2プロモーター誘導性 Cre 発現マウスを
利用して腎臓特異的な CNNM2 遺伝子ホモ欠損マウスも作成して、さらに明確な血圧低下を確認
した。腎臓でのマグネシウム再吸収と共役した血圧調節機構の存在が明らかとなった。 
 
(4)CNNM2 欠損による血圧低下の仕組みを明らかにするため、遺伝子欠損マウスの腎臓を用いて
網羅的な遺伝子発現解析を行ったところ、CNNM と共役してマグネシウム輸送に機能するイオン
チャネル TRPM6 の発現量が大きく低下していることを見つけた。この TRPM6 の血圧調節での重
要性を調べるため、CNNM2と同様に腎臓で特異的に TRPM6を欠損したマウスを作成した。その結
果、特に１日の中でも活動期の血圧上昇がほとんど見られなくなっていることが明らかとなっ
た。このとき、血圧調節に重要なレニンの分泌が低下していた。 
 
(5)線虫 C. elegansで CNNMの変異体の表現型を解析したところ、寿命が短くなっていることを
見つけた。この線虫では活性酸素の量が増加しており、抗酸化剤での処置によって寿命を元に戻
せることも確認した。哺乳動物系の培養細胞を用いて CNNM をノックダウンしたり、PRL を高発
現させることでも活性酸素が増加しており、マグネシウムイオンの蓄積によるミトコンドリア
でのエネルギー代謝の異常が原因であることも明らかとなった。 
 
(6)KLHDC10 の遺伝子欠損マウスを作成して解析したところ、TNFalpha 投与による全身炎症モデ
ルで抵抗性を示すことが明らかとなった。その一方でネクロプトーシスには大きな変化は認め
られず、その下流で機能する炎症性細胞の応答に重要であることが分かった。さらなる解析によ
って、このマウスではマクロファージ様細胞の細胞死が亢進していることがわかり、このために
全身性炎症が抑制されていると考えられた。 
 
(7)KLHDC10-PP5 は ASK1 の上流で機能し、活性酸素応答に重要であることが分かっていたが、新
規の ASK1 活性化機構として過酸化脂質が重要であることが明らかとなった。低温ストレスに晒
された細胞で過酸化脂質の蓄積が起こり、その結果として起こる細胞死（フェロトーシス）に
ASK1 が重要な役割を果たしていた。この過酸化脂質応答性の ASK1 活性化機構は現在のところま
だ不明であり、新規のシグナル伝達機構の存在が示唆されている。 
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