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研究成果の概要（和文）：　細胞は、内外の浸透圧差によって強制的に体積を変化させられるストレス（＝浸透
圧ストレス）に常に曝されており、浸透圧変化を感知して適切に応答することで体積を一定に保っています。こ
れまでは細胞外環境と接する細胞膜上の変化などを介して物理的実体のない浸透圧変化を感知するという考え方
に基づいた研究が主流でした。
　我々は、ASK3というタンパク質を研究モデルに分子生物学・生化学的手法と計算機シミュレーションを用い
て、細胞が液―液相分離という物理現象を「引き金」として浸透圧ストレスを細胞内部で感知していることを解
明しました。

研究成果の概要（英文）：　Cells are constantly exposed to osmotic stress that forces them to change 
their volume due to osmotic pressure differences between the inside and outside of the cell, so 
called osmotic stress, and they maintain a constant volume by sensing osmotic pressure changes and 
responding appropriately. Until now, most studies have been based on the idea that osmotic changes 
without physical substance are sensed through changes in the cell membrane, which is in contact with
 the extracellular environment. 
　Using the ASK3 protein as a research model, we have elucidated that cells sense osmotic stress 
internally using the physical phenomenon of liquid-liquid phase separation as a "trigger". These are
 the results of taking advantage of molecular biological and biochemical methods and computer 
simulations.

研究分野： 生化学、分子生物学、特に細胞のストレス応答の分子メカニズムとその解明に立脚した創薬基盤形成

キーワード： ASK3　浸透圧ストレス受容　浸透圧ストレス応答　細胞体積制御　VRAC/LRRC8　アポトーシス　液―液
相分離　ポリADPリボース

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究はいわゆる基礎研究に相当しますが、本研究成果によってASK3の役割から期待される高血圧疾患や浮腫
などに対する新規治療薬の開発に向けて前進しました。さらに本研究成果によって得られた知見を活かして液―
液相分離を積極的に操作することで、神経変性疾患など多くの疾患に対する新規治療戦略の開発に発展すること
も期待されます。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 細胞は，イオンやタンパク質など様々な溶質を含み，定常状態の細胞内浸透圧は約 300 

mOsm である．浸透圧ストレスは，細胞内外液の浸透圧の相対関係で決まり，細胞外が

低浸透圧（< 300 mOsm）の場合，水の流入によって膨張圧を，逆に高浸透圧（> 300 mOsm）

の場合，水の流出によって収縮圧を細胞に与える．浸透圧変化は，熱中症での脱水，心・

腎疾患に伴う浮腫など，細胞外液の溶質濃度変化時のみならず，イオンの流出入，代謝

変化に伴うマクロ分子の増減など，細胞内液の溶質濃度の変化時にも生じ，細胞活動に

常に関与していると言っても過言ではない．その上，腎臓では浸透圧差を積極的に利用

して原尿から水を再吸収しているように，浸透圧変化は，受動的なストレスファクター

だけでなく，個体の様々な組織や細胞において能動的に活用される極めて重要なメカニ

カルファクターでもある．しかし，浸透圧変化に応答するキナーゼやイオンチャネル，

転写因子などは散発的に報告されているものの，特に哺乳類細胞において，直接浸透圧

変化を感知するセンサー分子や，感知からシグナル伝達に至る分子メカニズムの体系的

な理解は十分に進んでいなかった． 

 一方，非常に興味深いことに，浸透圧ストレスに応答するタンパク質が多様な病態と

関連する事例が近年相次いで報告されている．例えば，浸透圧変化により活性化する

WNK1 というキナーゼの遺伝子変異が，腎臓のイオン輸送の破綻を介して家族性高血

圧症を引き起こす [Kahle et al. Annu. Rev. Physiol., 2008]．また，高浸透圧ストレス適応

に必要な遺伝子群の発現を担う転写因子 NFAT5 は，高食塩食で活性化し Th17 細胞の分

化亢進を介してマウスの自己免疫疾患症状を増悪する [Kleinewietgeld et al. Nature, 

2013]．そして，長年不明であった低浸透圧時に細胞体積回復を担うイオンチャネルの

分子実体が近年 LRRC8A だと同定されたが [Qiu et al. Cell, 2014]，元々LRRC8A はグ

ロブリン欠損症となる遺伝病の原因遺伝子として報告されていた．よって，免疫系細胞

の成熟の場である胸腺，脾臓などが他の臓器に比べて高浸透圧状態にあることなども考

慮すると，生体は浸透圧応答を利用して免疫反応や炎症を調節している可能性が想定さ

れる．他にも，細胞遊走やインシュリン分泌に関する報告もあるが，いずれの場合も浸

透圧ストレス応答タンパク質との関係が示されているだけで，浸透圧ストレス応答シス

テム自体との関係は不明である．従って，浸透圧の受容・応答を担う分子基盤の解明は，

全く新たな視点から，血圧，炎症・免疫系疾患，がん，糖尿病などに対する新規治療法

や新薬開発に繋がることが期待された． 

 申請者はこれまで，ストレス応答性 MAPK 経路の最上流に位置する，ASK1 [Ichijo et 

al. Science, 1997]を中心に，細胞のストレス応答機構の解明に取り組んできた．その中で，

ASK1 と相同性の高い ASK3 が，定常的にある程度リン酸化されており，低浸透圧スト

レスによってリン酸化が亢進して活性化，高浸透圧ストレスによって脱リン酸化されて

不活性化するという両方向性の活性変化を示すことを見出した  [Naguro et al. Nat. 

Commun., 2012]．この非常に特徴的な ASK3 の活性変化は，迅速かつ鋭敏，可逆的に生

じ，最近，浸透圧ストレス時の細胞体積の回復に必要であることが明らかになった．そ

の上，ASK3 ノックアウトマウスは，上述した WNK1 の制御不全を介して高血圧症状を

呈する．よって，ASK3 は，浸透圧変化の受容から細胞応答に至る過程で働く極めてユ

ニークかつ重要なシグナル伝達分子であると考えられ，細胞の浸透圧ストレス応答の分

子基盤を理解する上で刮目すべき対象となった． 



 
２．研究の目的 
近年，浸透圧ストレス応答分子が生体の恒常

性維持に重要であることが明らかになりつつあ

るが，浸透圧変化を受容し，細胞内シグナル伝

達を担う分子実体については，特に哺乳類細胞

で未解明の部分が多い．本研究の主要な目的は，

細胞が常に曝され，かつ，特定の物質的実体を

持たない浸透圧を対象に，哺乳類細胞における

受容・応答の分子メカニズムを明らかにするこ

とである（右図）．そして本研究から発展して，

浸透圧ストレス応答の破綻が要因の疾患に対

し，発症原因の分子基盤に基づいた，独創的か

つ革新的な疾患治療法の創出ならびに創薬標的の解明に繋がることを究極的な目標として設定

した． 
 
３．研究の方法 
 本研究では，ASK3 の解析を中心に据え，浸透圧ストレスの①受容と②応答，③他の細胞機能

への関連性の大きく 3 つのパートに分けて進めた． 

① 浸透圧ストレスの受容機構の解明 

・これまでに ASK3 の低浸透圧でのリン酸化，高浸透圧での脱リン酸化を高感度で定量する方法

を確立し，低・高浸透圧のそれぞれにおいてゲノムワイド siRNA スクリーニングを行った結果，

ASK3 の活性制御分子候補を網羅的に同定してきた．そこで本研究では，スクスクリーニングで

得た候補分子を詳細に解析することから開始した． 

・ASK3 から上流に遡って浸透圧ストレスの受容機構の解明を目指した． 

・リガンド結合型の GPCR であるが，物理的な構造変化によって直接活性化される浸透圧セン

サー分子である可能性を視野に入れ，詳細に解析した． 

② 浸透圧ストレスの応答機構の解明 

・p38MAPK 経路や WNK-SPAK/OSR1 経路といった既知の ASK3 下流のリン酸化シグナル伝達

経路の関与をはじめ，LRRC8 自体のリン酸化の可能性を検証することで，ASK3 による LRRC8

ファミリーの活性調節機構の解明を目指した． 

・細胞体積の回復時に VRAC、NKCC、KCC 等のイオントランスポーターがエフェクター分子

として働くが、エフェクター分子への ASK3 関与を確認することで，ASK3 を起点とする多様な

エフェクター分子制御を介した浸透圧ストレス応答機構の体系的な理解に迫った． 

③ 他の細胞機能との関連性の検証 

・浸透圧応答システム自体と他の生理機能の関連性について，これまでよりも踏み込んだレベル

での検証が可能な状況にあり，細胞死，炎症，細胞移動への関与を検証した． 

・浸透圧応答に限らず，広く一般のアポトーシスにおいて，上流分子や ASK3 が細胞体積収縮に

関与する可能性を検証した． 

・細胞死と同様に，上流分子や ASK3 が細胞体積調節を介して炎症応答に関与している可能性を

検証した． 

以上のように，ASK3 を中心として浸透圧の受容・応答機構で得た知見を活かし，細胞体積制

御という全く新たな視点から，血圧，炎症・免疫系疾患，がん，糖尿病等の制御を可能にする治
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療法や新薬開発の分子基盤の提唱を目指した． 

 

４．研究成果 

①浸透圧ストレス受容機構 

浸透圧ストレスの受容パートにおいては，ポリADPリボースがASK3凝集体の液性を保つこと

でASK3不活性化を可能にしていることを明らかにした．ポリADPリボースと物理化学的性質の

類似するRNAは様々なタンパク質の液―液相分離の制御における重要性が報告されていること

を踏まえ，検証前はポリADPリボースがASK3凝集体形成に必要であると予想していた．しかし

予想に反して，ポリADPリボースはASK3凝集体形成には関わらず，その物性を制御することで

ASK3不活性化に関与することを発見し，ポリADPリボースの新たな液―液相分離制御機構の側

面を見出した．ポリADPリボースはRNAと異なり枝分かれする多様性を有していることも踏ま

えると，本研究成果は近年精力的に行われている生体高分子の相分離研究分野において重要な

知見をもたらしたことになる． 

 

②浸透圧ストレス応答機構：低浸透圧ストレス時の体積回復に必要なイオンチャネルVRACの

必須構成分子LRRC8AがASK3によってリン酸化されることを明らかにし，そのリン酸化部位の

候補を得た．作製したツールを用いて，同定したリン酸化部位が浸透圧ストレスで変化する

か，リン酸化部位の変異体でVRAC活性に影響があるかなどを検証することで，将来的にASK3

によるVRAC制御機構の全容解明に迫る基盤構築に成功した．  

 

③他の細胞機能との関連性：酸化ストレスにおけるアポトーシス時の細胞収縮にASK3やVRAC

が必要であることを明らかにした．作製したツールを用いてASK3によるVRAC制御機構を酸化

ストレスの場合においても検証することで，ASK3-VRACが共通モジュールであるという独創

的な仮説を提唱するに至り，将来的な実証のための基盤構築に成功した． 
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