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研究成果の概要（和文）：　本研究では、（１）ASKファミリー複合体による酸化ストレス応答機構の解明、
（２）ASK3による浸透圧ストレス依存的両方向性細胞応答機構の解明、（３）SOD1/Derlin-1結合による小胞体
ストレスならびに亜鉛ホメオスタシス機構の解明、（４）PGAM5切断制御を介したミトコンドリアストレス応答
機構の解明。という研究代表者が独自に見出したストレス応答機構について分子レベルから個体レベルまでの解
析を行い、ストレス応答の新たな分子基盤の解明と、創薬応用への基盤作りを行った。

研究成果の概要（英文）：　In this project, we focused on 4 themes, (1) Oxidative stress response 
regulated with ASK family complexes, (2) Bidirectional osmotic stress response regulated by ASK3, 
(3) ER stress response and Zn homeostasis regulated by SOD1/Derlin-1 interaction, (4) Mitochondria 
stress response through cleavage of PGAM5. All of themes are originated from our previous findings, 
and we have further promoted the knowledge of these stress response in molecular and in vivo level, 
clarifying novel molecular mechanisms and providing foundation of drug discovery.

研究分野：生化学、分子生物学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景 
	 ストレス応答は細胞が持つ最も基本的な生
命現象の一つであり、その破綻は、がん、神
経変性疾患、自己免疫疾患、代謝性疾患など
をはじめとする多様な疾患の発症原因となる。
ストレスに対する応答機構はシグナル伝達の
活性化から転写誘導や細胞死などの細胞応答
に至るまで、大枠として理解されつつあるが、
個々のストレスに対して最前線でストレスを
受容するストレスセンサーの実体並びにその
動的なシグナル伝達制御機構は未だ多くの謎
が残されている。様々な生理的リガンドに対
する受容体が創薬の優れた標的であるように、
ストレスセンサーとそのシグナル伝達の解明
はストレスが関与する病態に対して新たな治
療戦略の提示につながる重要な研究課題であ
る。 
	 研究代表者は、ストレス応答性 MAP キナ
ーゼシグナル伝達系の最上流に位置する
ASK ファミリーキナーゼの先駆的研究から、
ASKファミリーを含めたMAP3Kファミリー
が多種多様なストレス特異性を持って対処す
べく生み出された「ストレスの受容・認識・
変換機構の担い手」であることを実証してき
た。特に、酸化ストレスにおける ASK1の機
能や、ASK1 と複合体を形成して働く ASK2
の役割、浸透圧ストレスにおける ASK3の役
割などの解析は世界においてもトップランナ
ーとして研究を展開していた。さらに、ASK
ファミリーとその制御因子の解析を通じて、
小胞体及びミトコンドリアという細胞内小器
官に存在する新しいストレス応答機構を発見
していた。小胞体においては、筋萎縮性側索
硬化症（ALS）の発症原因となる変異型 SOD1
が小胞体膜上の Derlin-1 と結合し、小胞体ス
トレスを引き起こすこと、さらには野生型
SOD1 も亜鉛枯渇状態において同様のストレ
ス誘導を起こすことを明らかにしていた。ま
た、ミトコンドリアにおいては、ミトコンド
リア内膜局在分子 PGAM5 がミトコンドリア
膜電位の低下を引き起こすストレスに伴って
迅速に切断制御を受けることを見出していた。 
	 以上のように研究代表者は 4つストレス応
答機構と鍵分子（酸化ストレスにおける
ASK1, ASK2、浸透圧ストレスにおける ASK3、
小胞体ストレスにおける SOD1/Derlin-1、ミト
コンドリアストレスにおける PGAM5）を独
自に見出しており、これらの分子とその制御
因子の解析をさらに発展させることで、スト
レス応答の理解の深化、ひいてはこれらのス
トレスが関与する病態の治療戦略への貢献を
目指した。 
 
２．研究の目的 
	 研究代表者がこれまでに独自に見出してい
る上述の 4つのストレスとそのストレス応答
において中心的な役割を担う分子群を標的と
して 4 つの目標を設定した。（１）ASK ファ
ミリー複合体による酸化ストレス応答機構の
解明、（２）ASK3による浸透圧ストレス依存

的両方向性細胞応答機構の解明、（３）
SOD1/Derlin-1 結合による小胞体ストレスな
らびに亜鉛ホメオスタシス機構の解明、（４）
PGAM5 切断制御を介したミトコンドリアス
トレス応答機構の解明。 
	 本研究の目的はこれらの研究を同時並行的
に進めて個々のテーマにおける進展を目指す
と同時に、後述するように汎用性の高い解析
技術はテーマをまたいで共有することで飛躍
的に解析の効率を高めた研究を展開し、生体
の新たなストレスシグナル伝達機構の解明、
及びそれの関わる病態の理解と治療に貢献す
ることである。 
 
３．研究の方法 
	 本研究では、上記（１）-（４）のテーマに
対して、【生化学・分子生物学的アプローチに
よる最先端のシグナル伝達分子機構解析】、
【各種ノックアウトマウス及び病態モデルマ
ウスを用いた病態生理学的解析】、【低分子化
合物スクリーニングならびに阻害剤開発】な
どの技術を用いて解析した。ゲノムワイド
siRNA スクリーニングなど汎用性の高い解析
技術は複数のテーマをまたいで情報を共有し
効率化を図った。その他にも研究代表者の得
意とする生化学・分子生物学的アプローチを
基本に、病態モデルマウスなど個体レベルま
での生命現象や創薬につなげることを共通す
る基本姿勢としてシグナル伝達機構の意義の
解明を行った。	
	
４．研究成果	
（１）ASKファミリー複合体による酸化スト
レス応答機構の解明 
	 酸化ストレスにおいて ASK1と ASK2は分
子複合体を形成して協調的に働くこと、さら
に ASK1、ASK2はリン酸化制御の他にユビキ
チン化による分解制御を受けることが分かっ
ていたため、結合分子解析や分解を制御する
ユビキチンリガーゼの探索を行った。その結
果、これまで酸化ストレスにおいて関与する
ことが明らかになっていた PP5、KLHDC10、
USP9X、に加えて新たに Roquin-2と TRIM48、
さらに別の E3基質認識分子が ASKファミリ
ーの酸化ストレスにおける機能制御に関与す
ることを明らかにし報告した。これにより、
酸化ストレス応答において ASK ファミリー
分子はリン酸化修飾に加えて複雑なユビキチ
ン化状態の変化を介して厳密に制御され、適
切な細胞応答を引き起こしていることを明ら
かにした。 
	 酸化ストレスにおいて観察される ASK1を
介する細胞死についても解析を進め、ASK1
が NR4A2 という分子を p38 依存的に制御し
て特殊なネクローシスを引き起こすことを明
らかにし論文で報告した。酸化ストレスに起
因する細胞死を制御する新たなターゲットを
提示できたと考えている。 
	 研究を進める過程で、低温ストレスが過酸
化脂質を介して ASK1を活性化しフェロトー



シス様の細胞死を誘導することを見出し論文
で報告した。低温ストレスにおける酸化スト
レスの役割は、計画時点では予想されていな
かったものであり、当初の想定を超えて
ASK1 が酸化ストレスを介して様々な場面で
ストレス応答に関与することが明らかになっ
た。 
	 個体レベルでは、酸化ストレス応答におい
て ASK1を制御する KLHDC10のノックアウ
トマウスについて、TNFα誘導性全身性炎症
モデルを検討したところ、このノックアウト
マウスにおいて症状の緩和が観察され論文に
て報告した。KLHDC10 を欠損すると TNFα
処置時に炎症性細胞の細胞死が亢進している
ことを発見し、全身炎症の緩和はこれが原因
であると考えられる。 
	 さらに、ASK1 ノックアウトマウスでは、
血行性のがん肺転移モデルにおいて著しく転
移が低下することを見出した。様々な組織の
コンディショナルノックアウトマウスの解析
から複数の組織における ASK1ががん転移を
促進させる働きを持つことを明らかにした。
そのうち、血小板における ASK1は ADP受容
体である P2Y12受容体のリン酸化を介して血
小板の凝集能を正に制御し、がん転移と止血
に関与することを論文として報告した。今後、
他の組織における ASK1のがん転移への関与
の解析も進めることで、がん転移を抑制する
創薬ターゲットとして ASK1を提示できる可
能性がある。 
 
（２）ASK3 による浸透圧ストレス依存的両
方向性細胞応答機構の解明 
	 低浸透圧ストレスに対して活性化（リン酸
化）、高浸透圧ストレスに対して不活性化（脱
リン酸化）される ASK3の活性制御機構及び、
浸透圧受容の分子メカニズムを明らかにする
目的で、ASK3 リン酸化を指標としたゲノム
ワイド siRNA スクリーニングの構築と実施
を行った。ハイコンテントイメージアナライ
ザーを用いて、リン酸化特異的抗体による免
疫染色画像を定量化し、ハイスループットか
つ感度の高いスクリーニグ系の構築に成功し
た。このスクリーニング系を用いて、低・高
の両浸透圧ストレスに対するスクリーニング
を個別に行い ASK3の両方向性の応答に関与
する遺伝子群の同定を実施した。得られた候
補遺伝子群に対して２次スクリーニングによ
る妥当性の検証、オントロジー解析やパスウ
ェイ解析などバイオインフォマティクスを用
いた解析を行い、候補遺伝子群の分類を行う
とともに、真の ASK3制御因子の絞り込みを
行った。特に、高浸透圧ストレスに関するス
クリーニングでは、プロテインフォスファタ
ーゼ 6（PP6）に注目して解析を進めた結果、
PP6 が実際に高浸透圧依存的な ASK3 の脱リ
ン酸化を担う分子であること、高浸透圧依存
性の原因は ASK3と PP6の結合が浸透圧の上
昇に従って増強されるためであることを明ら
かにし論文で報告した。本研究過程において、

ASK3 の活性変化は低・高の両浸透圧ストレ
スにおける細胞体積の回復に必要であること
を見出し、PP6 を欠損させると ASK3 の制御
不全によりやはり体積回復が破綻をきたすこ
とも報告した。ASK3 のように細胞体積の膨
張と収縮を 1つの分子で制御する報告はなく、
今後、細胞体積の変化が関与する生命現象と
ASK3との関係が注目される。PP6以外にも、
全く想像していなかった代謝物の合成経路に
含まれる遺伝子が ASK3の脱リン酸化に関与
することが明らかになるとともに、この代謝
物もまた ASK3の脱リン酸化に関与すること
も明らかになり、今後この代謝物の浸透圧ス
トレス応答への関与の解析が進むと考えられ
る。低浸透圧ストレスにおけるスクリーニン
グ結果についても解析を進めており、これら
の情報から浸透圧ストレスにおける ASK3の
制御機構の全貌を明らかにできると考えてい
る。 
	 浸透圧ストレス応答における ASK3の役割
の解析も進めた。ASK3 が MAP3K として低
浸透圧依存的な p38の活性化に必要であるこ
とを見出し、この p38活性化は MAPKAPKの
活性化を介して WNK4 をリン酸化すること
を明らかにして論文で報告した。すでに報告
していたWNK1と ASK3の関係に加えて、浸
透圧ストレス応答における ASK3と WNKフ
ァミリー分子の新たな関係が明らかとなった。 
	 さらに、共同研究により浸透圧ストレスが
ASK ファミリー分子を介して細胞内の時計
遺伝子のリセットや周期の変化に関与するこ
とも明らかにし、ASKファミリーノックアウ
トマウスが体内時計の調節不全をきたすこと
を含めて論文発表した。浸透圧ストレス及び
ASK 分子が時計遺伝子に影響を与えること
は全く想定外の結果で、今後どのような分子
メカニズムで ASK 分子が時計遺伝子に影響
を与えるか解析することで、ストレス応答と
体内時計の新たな関係を提示できる可能性が
ある。 
 
（３）SOD1/Derlin-1結合による小胞体ストレ
スならびに亜鉛ホメオスタシス機構の解明 
	 我々が明らかにした小胞体ストレスを引き
起こす SOD1/Derlin-1結合は ALSの原因とな
る SOD1変異体に共通して観察されるのに加
えて、WT の SOD1 でも亜鉛欠乏時に誘導さ
れる構造変化でこの結合が惹起されることが
わかっていた。この SOD1/Derlin-1 結合の分
子基盤の解析、およびその結合を阻害する低
分子化合物の探索のために、TR-FRETを利用
して SOD1/Derlin-1 結合をハイスループット
に検出できるシステムを構築した。このシス
テムと、ゲノムワイド siRNAスクリーニング
を組み合わせて亜鉛枯渇認識機構と小胞体ス
トレス誘導機構の解明を行った。スクリーニ
ングとその後の解析から、亜鉛枯渇による
SOD1 の構造変化には、ある種の亜鉛トラン
スポーターが関与すること、変異型化した
SOD1 はこれまで報告されていないユビキチ



ンリガーゼの働きにより分解されることが明
らかになり、SOD1 による亜鉛濃度認識機構
及び SOD1の品質管理機構の一端が明らかに
なった。今後、この解析を進めることで ALS
発症機構に関与する遺伝子の情報が得られる
と期待される。 
	 同じハイスループット検出システムを用い
て、東大の創薬機構が所持する約 20万の低分
子化合物を対象に SOD1/Derlin-1 結合の阻害
剤の探索を行った。オフターゲットの除外、
in vitro系での阻害確認、細胞透過性の検証を
経て、培養細胞内における SOD1/Derlin-1 結
合を阻害する化合物の同定に至った。この化
合物を元に共同研究による合成展開を行い、
より効力の高い化合物を得た。同定した阻害
剤を SOD1変異体を過剰発現するALSモデル
マウスに投与したところ、発症の遅延及び寿
命の延長が観察され、ALS 病態における
SOD1/Derlin-1 結合の重要性が示唆されると
同時にこの結合の阻害剤が ALS 治療薬とし
て有望であることが明らかになった。 
	 SOD1/Derlin-1 結合の引き起こす小胞体ス
トレスは ASK1を介して神経細胞死を引き起
こすことを以前に報告していたが、生体内で
機能する ASK 阻害剤である K811、K812 を
SOD1変異体を過剰発現する ALSモデルマウ
スに投与したところ、やはり寿命の延長が観
察されたため、論文にて報告した。これらの
結果は SOD1変異により発症するALSにおい
ては、SOD1/Derlin-1結合を介する ASKの活
性化が病態進行に重要であることを示唆して
おり、この経路が有望な創薬ターゲットであ
ると考えられる。また、今後 SOD1変異以外
を原因とする ALS においてもこの経路の関
与を検討することで、ALS病態全体における
SOD1/Derlin-1結合や ASKの活性化の重要性
を提唱できる可能性がある。 
 
（４）PGAM5 切断制御を介したミトコンド
リアストレス応答機構の解明。 
	 PGAM5 はミトコンドリアの膜電位低下に
伴ってミトコンドリア局在のプロテアーゼに
よって切断制御を受けることを見出していた
ため、ゲノムワイド siRNAスクリーニングに
より、膜電位低下依存的な PGAM5 切断制御
に関与する遺伝子群の探索を行った。その結
果、すでに明らかにしていたプロテアーゼが
検出されると共に、ミトコンドリアにおける
リン脂質代謝に関与する遺伝子が得られた。
この分子の役割の解析を進めた結果、PGAM5
の切断にはミトコンドリア脂質環境が関与す
ることを示唆する結果を得た。 
	 PGAM5 がミトコンドリア局在という観点
から代謝に関わるストレスを PGAM5 ノック
アウトマウスにかけたところ、WT マウスと
比べて脂肪細胞における Fgf21 の発現が亢進
しており、褐色脂肪組織の重量が軽いことを
見出した。さらに、WT マウスに比べて高脂
肪食による体重増加が抑制されることや、絶
食低温条件下で体温をより維持できるなど、

全体的に代謝が亢進していることが示唆され
た。PGAM5 欠損による褐色脂肪細胞におけ
る代謝亢進の表現型は初代培養褐色脂肪細胞
でも観察されており、褐色脂肪細胞の
PGAM5 が関与することが明らかになった。
今後、ストレス依存的な PGAM5 の切断に耐
性の変異体の解析等を進めることで、PGAM5
を中心とした褐色脂肪細胞の代謝の制御を明
らかにできると考えられる。 
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