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研究成果の概要： 
 口腔領域の悪性腫瘍の大半を占める口腔扁平上皮癌については、診断ならびに治療法が着実

に進歩しているものの、癌細胞の悪性度や抗癌剤に対する感受性などの多様性がいまだに治療

の大きな障壁となっている。また、発癌機構についても不明な点が多く残されている。われわ

れは本研究において、ノックアウトマウスならびにマウス由来培養細胞を用いた解析により、

新規ストレス応答キナーゼ ASK2が癌の抑制に働く機構を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
 口腔領域の悪性腫瘍の大半を占める口腔
扁平上皮癌については、診断ならびに治療法
が着実に進歩しているものの、癌細胞の悪性
度や抗癌剤に対する感受性などの多様性が
いまだに治療の大きな障壁となっている。ま
た、発癌機構についても不明な点が多く残さ
れている。われわれは、新規ストレス応答キ
ナーゼ ASK2を同定し、その機能解析を進め
る過程で、 
 (1) ASK2 が様々なストレスによって活
性化され，ストレス応答に重要なシグナル
を伝達すること、 

 (2) 皮膚発癌モデルを用いた解析から，
ASK2が腫瘍形成に対して抑制的に機能する
こと、 
 (3) 一部の口腔扁平上皮癌細胞株において
ASK2遺伝子の著しい発現低下が認められる
こと 
を見いだした。このような知見に基づき，
ASK2が口腔扁平上皮癌の発癌過程に関与し，
個々の症例における癌細胞の何らかの生物
学的性状を規定しうる分子であるとの仮説
を立て，本研究を立案した。 
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２．研究の目的 
 MAP (Mitogen-Activated Protein)キナー
ゼ経路は、細胞内での情報伝達を担っており、
哺乳類においては３つの主要な経路から構
成されている。これらのうちの２つの経路に
属する JNKならびに p38は、いわゆる「ス
トレスキナーゼ」としてさまざまなストレス
刺激によって活性化され、細胞死の制御をは
じめとする多彩な生理活性を発揮し、ストレ
スに対する細胞の応答を調節する。 
 われわれは、これらの JNK ならびに p38
経路の活性制御分子として、Apoptosis 
Signal-regulating Kinase (ASK) 1という分
子について詳細な解析を進めてきた。最近、
酵母 two-hybrid法を用いた ASK1結合分子
のスクリーニングの結果、ASK1と非常に相
同性の高い分子、ASK2 を同定した。ASK2
は、単独でのキナーゼ活性は弱いものの、
ASK1と複合体を形成することで様々な刺激
に応答し、ASK1と同様に JNKならびに p38
経路を制御する活性をもつことが明らかと
なった。 
 ASK2に対するモノクローナル抗体を作製
し、成体マウスにおける ASK2の発現組織を
検討したところ、皮膚や消化管などの上皮組
織に発現が高い傾向が認められた。続いて
ASK2 ノックアウト(KO)マウスを作製した
ところ、形態や行動の異常は認められず、野
生型マウスとの差異は認められなかった。し
かし、二段階皮膚腫瘍形成モデルを用いて
ASK2 KOマウスにおける造腫瘍性を検討し
たところ、野生型マウスと比較して明らかに
腫瘍形成が亢進していた。この結果から
ASK2は癌抑制因子として機能することが示
唆された。さらに、 いくつかのヒト口腔扁
平上皮癌細胞株において、 mRNA発現の著
しく低下していることが確認された。 
 以上の結果は，ASK2が口腔扁平上皮癌の
発癌過程に深く関与することを示唆してお
り、ASK2がどのような機構で腫瘍形成を抑
制しているかを検討する意義はきわめて大
きい。また，ASK2は ASK1と同様にアポト
ーシスを誘導する活性をもつことから、口腔
扁平上皮癌におけるASK2の発現の有無ない
しは多寡が、抗癌剤に対する感受性に大きな
影響を与えている可能性もあり、癌治療の面
でも非常に興味深い研究対象であると考え
られる。よって本研究では、ASK2がどのよ
うな機構で腫瘍形成を抑制しているかを明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)二段階皮膚腫瘍形成モデル 
 マ ウ ス の 皮 膚 に 発 が ん 性 物 質
7,12-dimethylbenz[a]anthracene (DMBA)
をイニシエーターとして塗布した後、炎症誘
発 物 質 12-O-tetradecanoylphorbol-13- 

acetate (TPA)をプロモーターとして連続塗
布して皮膚腫瘍形成を誘導した。 
(2)ASK2の発現解析 
 マウス表皮における ASK2 mRNA の発現
は in site hybridization法により検出した。
各種ヒト癌細胞株における ASK2 mRNAの
発現は、TaqMan プローブを用いた定量的
PCR法により解析した。ヒト癌組織における
ASK2 タンパク質発現の検討のため、ヒト
ASK2を特異的に認識するモノクローナル抗
体を作製し、ヒト食道癌組織の免疫組織化学
染色を防衛医科大・津田均博士との共同研究
として行った。 
(3)マウス皮膚ならびに培養細胞における細
胞死の解析 
 培養細胞レベルでの細胞死は、ToxCount
キットならびに Cell Death Detection 
ELISAPLUSキットを用いた。皮膚組織にお
けるアポトーシスの検出には、TUNEL法な
らびに抗活性化型 Caspase3抗体による免疫
組織化学染色を用いた。 
(4)マウス皮膚におけるサイトカイン産生の
測定 
 マウス皮膚より RNA を抽出し、TNF な
らびに IL-6 の mRNA 発現量を定量的 PCR
法によって測定した。 
 
４．研究成果 
 マウスの各組織におけるASK2のタンパク
質レベルでの発現分布を調べてみると、興味
深いことに、皮膚をはじめ、食道、胃、大腸
などの消化管や肺といった外界と直接接す
る上皮をもつ組織に多く発現している傾向
が認められた。そこで皮膚に注目して ASK2
の発現をさらに詳しく観察してみると、皮膚
の最表層である表皮層に高い発現が確認さ
れ、皮膚表皮層由来の培養角化細胞では、マ
クロファージや線維芽細胞など他の組織系
由来の細胞に比べて明らかにASK2が多く発
現していることが分かった。 
 そこで、マウスの皮膚に発がん性物質
DMBAをイニシエーターとして塗布した後、
炎症誘発物質 TPAをプロモーターとしての
連続塗布して腫瘍形成を誘導する二段階皮
膚腫瘍形成モデルを用い、ASK2 KOマウス
の皮膚腫瘍の形成について検討した。その結
果 ASK2 KOマウスにおいては、表皮角化細
胞の DMBAに対するアポトーシスが減弱し
ており、野生型マウスに比べて形成された腫
瘍数が明らかに多いことが明らかとなった。
よって ASK2は、DMBAによって損傷を受
けた細胞をアポトーシスによって排除する
ことで、腫瘍の形成を抑制する働きをもつと
考えられる。 
 このような機能がヒトにおいても保存さ
れているならば、ASK2は発癌や癌の進行の
抑制に働く分子、すなわち「癌抑制遺伝子」



 

 

の範疇に属することになる。そこで、ヒトの
様々な癌組織から樹立した細胞株における
ASK2 mRNAの発現を調べたところ、口腔癌、
食道癌、胃癌、大腸癌の細胞株の多くが、対
照として用いた正常組織と比較して明らか
に ASK2の発現レベルが低下していた。その
傾向は食道癌細胞株において特に顕著であ
った。そこで、ヒト ASK2を特異的に認識す
るモノクローナル抗体を作製し、約 100例の
食道癌原発巣におけるASK2のタンパク質発
現レベルを検討したところ、約半数において
周囲正常組織と比較してASK2の発現が明ら
かに低下していることが明らかとなった。こ
の結果から、ASK2がマウスモデルだけでは
なく、ヒトにおいても癌抑制遺伝子として機
能していることが強く示唆される。 
 一方で、ASK1も腫瘍形成において何らか
の役割を担っているかの検討を進めた。以前
のわれわれの研究結果より、ASK2が安定し
て発現し、機能するためには ASK1が必要で
あることが明らかとなっており、実際、ASK1 
KOマウスにおいては ASK2の発現が著しく
低下している。そのため、ASK1 KOマウスに
おいても ASK2 KOマウスと同様に二段階皮
膚腫瘍形成モデルにおける腫瘍形成が亢進
することが予想された。しかし、実際には
ASK1 KOマウスでは腫瘍形成は亢進せず、野
生型マウスと同程度の腫瘍形成が認められ
ただけであった。同様に、ASK1/ASK2 二重
欠損(DKO)マウスも腫瘍形成の亢進を示さな
かった。このような結果から、ASK1は腫瘍
形成をむしろ促進する活性をもち、その活性
によって ASK2 KOマウスの腫瘍形成が促進
されていると考えられた。 
 ASK1がそのような活性を示す機構を明ら
かにするため、二段階皮膚腫瘍形成モデルで
用いる２つの薬剤それぞれに対する ASK1 
KOマウスの応答を検討してみた。まず、
ASK1 KOマウスの表皮角化細胞においては、
ASK2 KOマウスと同様、DMBAによるアポ
トーシスが減弱していた。よって少なくとも
表皮角化細胞においては、ASK1は ASK2と
協調的に働き、アポトーシスを誘導すること
で DMBAによって障害を受けた細胞を排除
し、腫瘍形成を抑制するものと考えられる。
一方、ASK1 KOマウスにおいては、野生型マ
ウスや ASK2 KOマウスと比較して TPAによ
る炎症性サイトカインの産生などの炎症応
答が著しく減弱していることが明らかとな
った。興味深いことに、野生型マウスより培
養マクロファージを調製して ASK1と ASK2
の発現レベルを調べてみると、ASK1は比較
的多く発現しているのに対し、ASK2は非常
に低いレベルの発現しか検出できない。よっ
て、炎症応答にかかわる炎症性細胞において
は ASK1が優位に発現し、ASK1独自の機能
として炎症応答を増強することで腫瘍形成

を促進していると考えられる。 
 以上の結果から、表皮角化細胞においては
ASK2が ASK1と協調的に働き、アポトーシ
スを誘導することで発癌性物質によって損
傷を受けた細胞を排除し、腫瘍形成を抑制す
ること、その一方で ASK1はマクロファージ
などの炎症性細胞において炎症性サイトカ
インの産生を亢進させることで慢性炎症を
助長し、アポトーシスを起こさずに残存した
損傷細胞の腫瘍化を促進することが明らか
となった。よって、ASK2ならびに ASK1に
よるアポトーシスと炎症の制御機構のさら
なる解明が、発癌機構ならびに癌の病態を理
解する上での非常に重要な研究課題となる
であろう。 
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