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研究成果の概要（和文）：ストレス応答性のリン酸化酵素であるASK1は、各種結合分子と機能的複合体を形成すること
によって、あらゆる刺激に応答し、多様な生理応答を導く。本研究においては、新規化合物プルダウン系を構築するこ
とにより、様々な種類の細胞におけるASK1複合体構成因子の同定に成功した。ASK1経路は各種細胞でそれぞれ異なる機
能を発揮することから、今回同定した新規因子の情報をもとに、それぞれの細胞種における特異的な作用機構を明らか
にしていきたい。

研究成果の概要（英文）：ASK1 forms a huge complex with various molecules to sense wide variety of 
stresses and induce a diverse array of physiological responses. In this study, we established novel 
pull-down assay system for purifying ASK1 complex from a variety of tissues/cells, and we obtained dozens 
of novel components of ASK1 complex. Since ASK1 has different roles in different tissues/cells, we are 
going to elucidate how ASK1 modulates diverse kinds of stress responses in each tissue/cell.

研究分野：分子生物学、生化学
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１．研究開始当初の背景 
 細胞は日々様々なストレス環境下にさらされ
ているため、その恒常性を保つべく多様な応答
機構が備えられている。その中の一つに
Mitogen-activated protein kinase (MAPK) 経路が
あり、MAP3K、MAP2K、MAPK の三段階のリ
ン酸化反応によって構成される。当研究室が同
定したASKファミリータンパクはMAP3Kに属
するリン酸化酵素であり、その活性化メカニズ
ムをはじめとして、これまで数多くの解析が為
されてきた。ASKファミリーに属するASK1は、
酸化ストレスに強く応答することが明らかとな
っており、その結果細胞死を誘導する。このス
トレス応答経路は細胞種を選ばず、ある程度普
遍的な機構であると我々は考えている。 
 ASK1 の組織発現分布を検討すると各種組織
に普遍的に発現していることが見て取れる。ど
の部位においても同様の機能を ASK1が発揮し
ている可能性だけでなく、各組織、各細胞種に
特異的な機能を ASK1が発揮している可能性も
考えられた。実際マクロファージにおいては、
菌体構成成分である LPS処置によりASK1が活
性化し、サイトカイン産生を促進することが分
かっており、敗血症モデルにおいて ASK1欠損
マウスは生存率が顕著に増加するという表現型
を示す [1]。運動神経細胞においては、何らか
のストレスにより活性化した ASK1が運動神経
細胞死を誘導することが示唆されており、筋萎
縮性側索硬化症 (ALS) との関与も明らかとな
っている [2] 。 
 このように ASK1は個体のあらゆる場面で多
様な生理応答を導くことが明らかとなってきた
が、それぞれの場所でどのようなシステムで
ASK1 が機能しているかに関しての知見は数少
ない。 
[1] Nature Immunology 6, 587–592 (2005) 

[2] Genes Dev. 22, 1451–1464 (2008) 
 
２．研究の目的 
 一般的にシグナル伝達分子やその制御因子は
機能的複合体を形成することで、活性化のタイ
ミングや生理応答の特異性を制御する。ASK1
も例外ではなく、巨大複合体を形成しているこ
とがゲルろ過カラムクロマトグラフィーの実験
結果により得られている。 
 上述した通り、ASK1 は様々な生理応答を導
くことがこれまでの研究により明らかとなって
いるが、ASK1 がどのようにして多様なシグナ
ル伝達を誘導するのか、その指向性の制御機構
はほとんど不明である。 
 そのため本研究においては、フォワードケミ
カルジェネティクス的複合体精製法を確立する
ことにより、各細胞種および各組織特異的な
ASK1 複合体の精製を行い、新たな複合体構成
因子の同定を目的とした。さらには、新規に同
定された因子と ASK1との関わりを詳細に解析
することによって、ASK1 のシグナル指向性制
御メカニズムの解明も研究目的に設定した。 
 

３．研究の方法 
 本研究では、Shokat 法を応用することで各細
胞種特異的な内在性 ASK1複合体構成因子同定
のための精製系を構築する。内在性 ASK1のリ
ソースとしては、AS-ASK1変異体ノックインマ
ウス由来の組織および細胞を用いることとする。 
 基本的な方針としては、AS-ASK1に特異的に
結合する ATP アナログを合成展開することに
よって、担体と結合することを可能とし、この
担体結合型ATPアナログを用いてASK1複合体
を精製する。最終的には ATPアナログとの競合
阻害によって ASK1複合体を溶出する。さらに、
精製した ASK1 複合体を含む溶出画分を
LC-MS/MSの系に供し、溶液中に含まれるタン
パク質を同定する。質量分析系による解析によ
って同定された ASK1複合体構成因子は、その
後分子生物学的な手法によって、ASK1 との結
合、ASK1 活性化への影響などを詳細に検討す
る。 
 
 本研究の遂行にあたり、重要な点は以下の通
りである。 
 
1) ASK1複合体精製系の確立 
 a) 担体に結合可能なATPアナログの合成展開  
 b) ATP アナログ誘導体と担体との結合反応の
条件設定 
 c) ATPアナログ-担体に結合した ASK1複合体
の溶出条件設定 
 d) 各種細胞系の単離法の確立 
2) 質量分析系による新規因子の同定 
3) 新規同定分子の分子生物学的解析 
 
４．研究成果 
 1) ASK1複合体精製系の確立 
 ASK1 のキナーゼドメインの結晶構造は過去
に報告されている [3]。そのデータを根拠に考
えると、ATPアナログに直接担体を結合させる
方法では、ATPアナログがキナーゼドメインに
結合できないことが予想された。そのため、ATP
アナログにリンカーを付加した上で担体に結合
させることを試みた。ATPアナログの改変は共
同研究により進めた。 
 異なる長さのリンカーを付加した複数の ATP
アナログを担体に結合させ、それぞれの担体と
ASK1 との親和性の検討を行った。その際に、
ATPアナログと担体を効率良く反応させる条件
の検討も行っている。数多くの条件検討の結果、
高効率に ASK1複合体をプルダウンするシステ
ムを構築することに成功した。 
 さらに、ASK1 複合体が結合した担体から、
ASK1 複合体を溶出する条件も複数検討した結
果、ATPアナログを大量に添加することによっ
て競合的に溶出する系を採用するに至った。 
 また、AS-ASK1複合体のリソースとなる初代
培養細胞の系構築も行った。その結果、腹腔マ
クロファージやケラチノサイトをはじめ、複数
の初代培養細胞を AS-ASK1 プルダウン系に適
用できる環境が整った。 
 



 2) 質量分析系による新規因子の同定 
 あらゆる細胞種を用いた化合物プルダウン系
の構築に成功したため、まずは腹腔マクロファ
ージおよび褐色脂肪細胞を用いた解析に着手し
た。いずれの細胞も解析に用いるに十分な量の
細胞を採ることができ、且つ、十分な量の ASK1
複合体を精製することができた。 
 本法によって精製された ASK1複合体を含む
溶液は、共同研究者の手によって LC-MS/MS解
析が為され、複数の複合体構成因子候補を同定
することに成功した。驚くべきことに、今回同
定された因子のほとんどは、これまで HEK293A
細胞などの培養細胞系を用いて同定された複合
体構成因子と異なるものであった。すなわち、
本化合物プルダウン系の構築の結果、新たに数
十もの ASK1複合体構成因子候補を同定するこ
とができたと言える。 
 3) 新規同定分子の分子生物学的解析 
 質量分析系を用いた解析によって新規に同定
された ASK1 複合体構成因子候補が実際に
ASK1 と結合するかどうか、培養細胞系を用い
た分子生物学的な解析を行った。その結果、注
目した 2分子に関してはいずれも共免疫沈降実
験による結合が確認された。今後は、これら新
規結合分子が ASK1に対してどのような作用を
及ぼしているか、ASK1 のシグナル指向性とい
う観点からさらなる解析を進めていきたい。 
[3] Structure 15, 1215–1226 (2007) 
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