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研究成果の概要（和文）：　（A）に関しては単独KOマウスの実験的肺転移モデルにおける表現型を解析し、が
ん転移の減弱はASK1欠損マウス特異的に観察されることを明らかにした。（B）に関してはECでASKファミリーを
阻害することによる弊害を予め検証し、in vivoとin vitroで表現型と相反する結果が得られ、ECでASK1を阻害
する際には慎重な判断を要すると結論づけた。（C）についてはASK1 KOマウスの詳細な解析から、抗腫瘍性のNK
細胞特異的にcreリコンビナーゼを発現するマウスをin vivoスクリーニング系に用いることとした。

研究成果の概要（英文）：　For project (A), we analyzed the phenotypes of knockout (KO) mice of 
Apoptosis signal-regulating kinase (ASK) family in the experimental metastasis model and revealed 
that attenuation of lung metastasis is specific to ASK1 KO mice, but not ASK2 KO or ASK3 KO mice. 
For project (B), we examined the side effects of inhibiting ASK family in endothelial cells (ECs) 
and revealed that ASK1 inhibition in ECs leads to contradictory phenotypes between in vivo and in 
vitro. Thus we concluded that ASK1 inhibition in ECs needs cautious investigation. For project (C), 
we decided to use anti-tumor natural killer (NK) cell-specific cre-expressing mice for in vivo 
screening of ASK family inhibitors.

研究分野： 生化学、分子生物学

キーワード： ASKファミリー　がん転移　阻害剤スクリーニング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　申請者らはASKファミリーの長年の解析を通して得た知見を元に、ASK1ががん転移を多面的に制御することを
明らかにしてきた。本研究はASKファミリーの阻害標的としての有用性の網羅的かつ統合的な解析と、in vitro
とin vivo双方の阻害剤スクリーニングを提案した。がん転移治療法確立や阻害剤の開発が進まない一因とし
て、がん細胞が最終的に転移巣を形成する確率が低く、in vivoでの阻害剤の評価が困難であることが挙げられ
る。本研究はASKファミリー分子に焦点を当て、新規がん転移阻害剤の探索を目的としており、がん転移の治療
法確立に向けた基礎的研究として学術的及び社会的に大きな意義を持つ。 

※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 

申請者らは血小板①と内皮細胞（EC）における Apoptosis signal-regulating kinase 1（ASK1）
が肺転移を正に制御することを明らかにした。一方申請者らは、ASK1 遺伝子欠損（KO）マウスで
肺転移が有意に減弱し始める、がん細胞尾静脈投与 3 時間後の肺での遺伝子発現変化を網羅的に検
証する目的で、マイクロアレイ解析を行った。すると抗腫瘍性サイトカインである IFNγの発現が
ASK1 KO マウスで亢進しており、ASK1 がナチュラルキラー（NK）細胞の抗腫瘍活性を抑制して
いる可能性を見出した。即ち ASK ファミリー阻害剤のがん転移阻害剤としての有望性はより一層
高くなったと言える。特に EC については特異的な siRNA 輸送体が既に開発されているため②、
ASK ファミリー阻害の手法の 1 つとして活用したいと考えた。一方 ASK ファミリーのがん転移制
御機構の解析は現在までは ASK1 KO マウスを用いた解析に留まっており、ASK2 や ASK3 の阻害
によってがん転移の相乗的な阻害効果が見られるか等の情報は不十分なため、ASK ファミリー分
子の多重 KO 及び cKO マウスを用いた解析は不可欠である。また ASK 阻害剤の探索に向けては臨
床への応用性を高めるため、in vitroと in vivoの双方でのASK阻害剤探索が必須であると考えた。
in vitro ではキナーゼ活性を指標とした大規模化合物スクリーニングを、また in vivo では現状の継
時的ながんの病態進行を追跡する手法の短所を補うために、申請者らがこれまで活用してきた in 
vivo bioluminescence imaging と、最近開発されたマウスモデル③を応用した positron emission 
tomography（PET）検出系を組み合わせるのがより適切だと考えた。 
 
２．研究の目的 

日本人の死因第一位の疾患であるがんにおいて、転移はがん関連死の 9 割を占めており、その
制御機構の解明と治療法の開発は急務である。転移に限らず一般的にがん病巣内では、がん細胞以
外に正常な宿主の細胞種ががん微小環境を構成しており、相対的な遺伝学的安定性から薬剤耐性が
比較的発生しづらく、阻害剤標的として有望視されている④。申請者が同定した ASK1⑤を中心とす
る ASK ファミリーは、細胞が受容したストレスをアポトーシス、炎症、細胞周期等の様々な生理
的応答へと変換するストレス応答性シグナル経路を構成しており、その破綻は細胞の異常な表現型
を誘発する。ASK ファミリーの腫瘍形成における役割は KO マウスを用いた解析から、腫瘍形成の
促進と抑制に複雑に関与することが明らかになっている⑥,⑦。一方がん転移における役割は不明で
あったが、申請者らは最近実験的肺転移モデルを用いて、がん転移が ASK1 KO マウスで極端に抑
制されることを発見した。また組織特異的な KO（cKO）マウスを用いて、血小板の ASK1 が ADP
受容体の P2Y12 の新規リン酸化部位をリン酸化して受容体の応答性と血小板の凝集能を正に制御
し、止血応答とがん転移を亢進させることを突き止めた①。さらに、EC 特異的な ASK1 cKO マウ
スでも肺転移の減弱を認めた（投稿準備中）。即ち ASK ファミリーはがん転移を複数の細胞種にお
いて制御する、がん転移の格好の新規治療標的であると言える。そこで本研究では以下の 3 つの研
究目的を設定して統合的な研究を展開し、ASK1, ASK2, ASK3 から成る ASK ファミリーのがん転
移制御機構を解明すると同時に、ASK ファミリーを標的としたがん転移阻害剤の in vitro 大規模化
合物スクリーニングの遂行と in vivo スクリーニング系の構築を目指した。 
（A）高感度微小転移検出系を用いた ASK ファミリー分子の欠損マウスの複合的な解析 

肺高転移性を示すルシフェラーゼ発現がん細胞をマウスに尾静脈投与すると、肺に転移して転
移結節を形成する。これらの細胞のルシフェラーゼ活性を測定すると少ない細胞数でも定量的に検
出できる特徴を利用し、申請者らは肺溶解液のルシフェラーゼ活性を測定することで微小転移を検
出できる系を確立した。この検出系を用いて申請者らは、ASK1 KO マウスや血小板、並びに EC 
cKO マウスでの肺転移の有意な減弱を認めた。しかし ASK ファミリーは様々な細胞種において相
互作用を示すことから、ASK ファミリーのがん転移制御機構を包括的に理解するためには、ASK
ファミリー各分子の単独 KO マウスだけでなく多重 KO 及び cKO マウスを用いた解析が必須であ
る。申請者らは ASK1, ASK2, ASK3 をあらゆるパターンで欠損した double KO、triple KO マウス
を既に所持しており、作出予定の ASK2 及び ASK3flox/flox マウスを用いた cKO マウスも合わせて、
肺転移の表現型解析を通して ASK ファミリーのがん微小環境における詳細な機能解析と創薬基盤
としての可能性の検討を行う。 
（B）EC 特異的な siRNA 輸送体を用いた、がん転移に対する ASK ファミリー阻害効果の検証 

申請者らは既に EC 特異的な ASK1 cKO マウスでの肺転移の減弱を認めており、ASK1 を EC
で阻害できれば新規がん転移治療法の確立に繋がり得る。そこで EC 特異的な siRNA 運搬システ
ム②を用いて ASK ファミリーを EC 特異的に発現抑制し、がん転移を抑制できるかを検証する。 
（C）ASK ファミリーを標的としたがん転移阻害剤の in vitro, in vivo スクリーニング 

本研究では in vitro での ASK ファミリーのキナーゼ活性を指標とした大規模化合物スクリーニ
ングを実施し、in vivo でのがん転移抑制の複合的な検出系の構築を試みる。 
 
３．研究の方法 
本研究は 2年間で、表に記載した年次計画に則って遂行する予定を立てた。 



（A）高感度微小転移検出系を用いた ASK ファミリー分子の欠損マウスの複合的な解析 
ASK1以外のASKファミリ

ー分子、ASK2 と ASK3 の KO
マウス、及び ASK1 を含めた多
重 KO マウスと、ASK2 及び
ASK3flox/flox マウスを用いたが
ん転移関連細胞種特異的な
cKO マウスの表現型を、前述の
肺転移モデルを活用して解析
する。 
（B）EC 特異的な siRNA 輸送体を用いた、がん転移に対する ASK ファミリー阻害効果の検証 

EC 特異的な siRNA 運搬システム②を用いて、ASK ファミリー分子を発現抑制可能なことを確
認する。その後 ASK ファミリー分子を発現抑制した状態で、前述の肺転移モデルにおけるがん転
移が減弱するかを検証する。 
（C）ASK ファミリーを標的としたがん転移阻害剤の in vitro, in vivo スクリーニング 

in vitro の大規模化合物スクリーニングでは、ASK ファミリーと基質の下流分子の精製タンパ
ク質を用いて、リン酸化反応で生じる ADP を酵素カップリング反応によって蛍光物質のレゾルフ
ィンに変換し、測定した蛍光値を指標に ASK ファミリー分子によるリン酸化反応の阻害効率をハ
イスループットかつ定量的に評価する⑧。また可能であれば、化合物の構造展開を開始する。一方
in vivo スクリーニングにおいては軸となる PET 検出系を立ち上げ、in vivo bioluminescence 
imaging との複合的ながん転移検出系を構築する。まず cre リコンビナーゼ発現細胞特異的に PET
のシグナルを発する R26-mT/sr39tk マウス⑨と抗腫瘍性免疫細胞特異的に cre リコンビナーゼを発
現するマウス（CD8+T 細胞や NK 細胞特異的に発現する Cd8a-cre や Ncr1-cre マウス）を掛け合
わせる。続いて作出したマウスを肺転移モデルに供し、in vivo bioluminescence imaging の系と同
時に PET の検出系で CD8+T 細胞や NK 細胞の集積の程度を継時的に追跡できるかを検証する。 
 
４．研究成果 
研究成果は２．の研究の目的で述べた 3 つの研究目的別に記載した。 
（A）高感度微小転移検出系を用いた ASK ファミリー分子の欠損マウスの複合的な解析 

ASK ファミリー各分子の単独 KO マウスの解析を進め、マウスの尾静脈からがん細胞を移入し
て肺へと転移させる実験的肺転移モデルにおいて、ASK2 欠損マウスや ASK3 欠損マウスでは肺転
移の減弱が見られないことを明らかにした。一方既に報告した通り①、ASK1 欠損マウスでは劇的
な肺転移減弱が観察されるため、少なくとも実験的肺転移モデルにおいては ASK ファミリーの中
でも ASK1 が主にがん転移を制御すると考えられる。よって本研究の研究目的に照らし合わせ、が
ん転移阻害剤の標的を ASK1 に絞ることとした。 

しかし一方でASKファミリー分子を複数阻害することによる弊害は本研究では検証できていな
いため、多重 KO マウスのがん転移における表現型解析は今後遂行予定である。 
（B）EC 特異的な siRNA 輸送体を用いた、がん転移に対する ASK ファミリー阻害効果の検証 

申請者らは EC における ASK1 が肺転移を正に制御することを EC 特異的な ASK1 cKO マウス
を用いて明らかにしたが、その制御メカニズムは不明であった。EC は創傷治癒時の血管新生など、
通常の生理応答においても重要な役割を担うため、EC での ASK ファミリー分子阻害が影響を与え
ないかどうかを検討することをまず行うこととした。 

そこで EC で ASK1 を in vitro でノックダウンして見られる表現型の解析を進め、通常の生理
応答でECが果たす役割のうち一部に欠陥が生じることを明らかにした。しかしEC特異的なASK1
欠損マウスでは、上記と同等の in vivo での生理応答時の表現型は正常であった（投稿準備中）。よ
って今後 EC 特異的な siRNA 輸送体の in vitro 及び in vivo での ASK1 のノックダウン効率の検証
を進めるが、輸送体処置時に何らか生理応答に異常が現れないかを慎重に見極めたい。問題がない
ようであればがん転移の表現型に与える影響を検証する予定である。 
（C）ASK ファミリーを標的としたがん転移阻害剤の in vitro, in vivo スクリーニング 

現在はスクリーニングの条件検討及びマウスの手配を進めており、今後のスクリーニング遂行
に向けての準備段階にある。（A）での研究成果を踏まえ、ASK ファミリーの中でも ASK1 への阻
害効果が高い阻害剤を優先して探索する予定である。但し ASK2 欠損マウスや ASK3 欠損マウス
ではがん転移の亢進も観察されないため、阻害することによる弊害は大きくないと考えられる。よ
って阻害剤の ASK1 特異性は、可能な限り考慮する程度に留めたい。 

一方申請者らは ASK1 が NK 細胞の抗腫瘍活性を抑制している可能性を見出したが、in vivo ス
クリーニングで CD8+細胞もしくは NK 細胞の集積程度を評価する予定であったため、ASK1 の NK
細胞に与える影響を先に詳細に解析することとした。すると NK 細胞特異的な ASK1 cKO マウス
ではがん転移が減弱しなかったため、NK 細胞内在性の ASK1 はがん転移に影響を与えないことが
判明した。一方 ASK1 KO マウスでは、がん細胞が血中にいるがん転移の早い段階での NK 細胞の
肺への遊走が亢進しており、かつ単離 NK 細胞の活性が亢進していた（投稿準備中）。よって ASK
ファミリーが阻害されると NK 細胞の肺への遊走が亢進すると予想され、in vivo スクリーニング
で優先して評価するべきだと判断した。 
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