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研究成果の概要（和文）： 

本研究では ASK3 という浸透圧ストレスに応答する分子に焦点を当て、生体がどのようにし

て外界の浸透圧ストレスを受容し応答するかについて解析を行った。ASK3 の応答を指標にし

た ASK3 制御因子の探索から、浸透圧受容に関わる新たなタンパク質を複数同定下と共に、

ASK3 の働きを解析することで、このタンパク質が個体レベルの血圧制御に関与することを明

らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In our project, we focused on an osmotic stress-responsive kinase ASK3 to investigate how organisms 

sense and respond to the stress. We preformed a screening for the regulator of ASK3 upon osmotic stress, 

and found several proteins that are involved in the osmotic stress response in the cells. Furthermore, we 

identified that ASK3 is involved in the control of systemic blood pressure. 
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１．研究開始当初の背景 

 ヒトを含む生物は紫外線、重力など物理的

な力、温度変化、浸透圧変化、化学物質など

常に生活環境から様々な物理化学的ストレス

（環境的変動）を受けているが、これらのス

トレスに適切に応答するメカニズムを有する

ことで環境変化に適応し、生存を可能にして

いる。近年の研究から、これらのストレス応

答メカニズムの破綻はがん、高血圧、糖尿病

など環境因子を重要な要因とする様々な病気

の原因になることが明らかにされており、生

体の物理化学的ストレスに対する受容、応答

メカニズムの詳細な理解は、基礎生物学的な

観点だけでなく、現代においても治療が重要
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な課題となっている病態の理解、治療方針の

分子基盤に新たな切り口を与えるという点で、

医学、薬学的にも重要な研究課題である。し

かしながら、生体の物理化学的ストレスの受

容、応答メカニズムについては未だ多くの謎

が残されている。例えば、インスリンなどあ

る種のホルモンや神経伝達物質は細胞表面に

おける特異的な受容体と結合しリガンド-受

容体の物質的な結合により情報を伝えるのに

対し、重力や熱、浸透圧など物理化学的スト

レスはリガンドと呼べる物質的な存在がなく、

細胞のどこでどのような分子（センサー）が

環境変化を受容し、応答メカニズムをスター

トさせているかについて現在も精力的に研究

が行われている。物理化学的ストレスのセン

サー分子の同定は、これまで細胞レベルのシ

グナル伝達研究で常套手段として行われてき

た、リガンドとの物質的な結合を手がかりに

できない。この問題にアプローチするために

は、センサー分子の探索において情報の流れ

として上流の因子（リガンドなど）を頼りに

探索するのではなく、下流の変化（細胞応答）

をアウトプットとした機能的な探索などが必

要となると考えられた。 

 

２．研究の目的 

 本研究の目的は、我々が世界に先駆けて解

析を行っている ASK3 というキナーゼに焦点

をあて、細胞内シグナル伝達経路を解析する

ことで、未だに十分理解されていない、生体

の物理化学的ストレスに対する受容、応答メ

カニズムを解き明かすことである。これまで

の研究で ASK3 は特に浸透圧ストレスに対し

非常にユニークな活性変化を示すことを明ら

かにしている。浸透圧ストレスがどのような

分子機構で ASK3 の活性変化につながるのか、

特にストレスを直接感知するセンサー分子の

同定を念頭に解析を行う。また浸透圧ストレ

ス応答において ASK3 がどのような役割を担

うかについての解析も行うこととした。 

 

３．研究の方法 

 本研究では ASK3 という我々が世界に先駆

けて解析を行っているキナーゼを手がかりに、

物理化学的ストレスの一つ、浸透圧ストレス

に関して細胞レベルの受容、応答の分子メカ

ニズムの解析と、そのシグナル伝達経路が担

う生理応答の解析を行う。 

 (1)浸透圧受容メカニズムの分子基盤の同

定では、ASK3 の特徴的な浸透圧応答をアウ

トプットの指標とし、細胞イメージングと

High-content analysis（HCA）を組み合わせた

全ゲノムスケールの RNAi スクリーニングを

行った。このスクリーニングでは、解析対象

は個々の細胞の蛍光強度でありながら、例数

として数千から数万の細胞の情報を短時間で

自動的に得られるため、その平均値は信頼性

の高い統計量となる。個々の siRNA を処置し

た細胞の各ウェルから細胞免疫染色のデータ

を客観性の高い統計量として自動的に取り出

し、浸透圧ストレスによる ASK3 の活性変化

が失われる siRNA を探索することで、浸透圧

センサーを含む ASK3 の上流分子群を同定し

た。 

 (2)ASK3 のリン酸化基質分子の解析では、

これまで明らかにしてきた

WNK-SPAK/OSR1経路およびp38 MAPK経路

における ASK3 の役割、およびその制御の生

理的意義を生化学的、細胞生物学的手法によ

り解析した。特に WNK1-SPAK/OSR1 経路に

おける ASK3 の役割については、ASK3 のフ

ァミリー分子である ASK1、ASK2 との比較を

行い、ASK3 の特異性について検討した。 

 (3)ASK3 の生理的役割の解析では、我々が

作製した ASK3 ノックアウトマウスの解析を

中心に、個体レベルで ASK3 が担う役割の解



 

 

析を行った。特に、ASK3 が腎臓に多く発現

することや、WNK1 と関連することから、

ASK3 KO の全身血圧を測定し、WNK1 変異体

と同様に高血圧傾向にあるかについて詳細に

検討した。同時に ASK3 KO マウスの腎臓の

機能にも注目し、水やイオンの再吸収などに

欠陥がある可能性を考慮し、血漿の各種イオ

ン濃度、クレアチニン濃度の測定など腎機能

の解析を行った。 

 

４．研究成果 

 我々は以前、腎臓に多く発現する ASK3 と

いうタンパク質が、浸透圧変化に対して感度

よく、精密に応答し、浸透圧変化の際に必要

な情報伝達を担っていることを明らかにした。

ASK3 は低浸透圧ストレスにより活性化、高

浸透圧ストレスにより不活性化する。本研究

では、この分子の浸透圧ストレス依存的な活

性変化を指標として、全ゲノムワイドスケー

ル（〜18,000 遺伝子）で siRNA スクリーニン

グを行ったところ、高浸透圧ストレスにおい

て ASK3 の不活性化（脱リン酸化）を制御す

るタンパク質を新たに複数同定することに成

功した。これらのタンパク質はこれまで浸透

圧ストレスと関連が全く知られていないもの

が多く、浸透圧ストレスという物理化学的ス

トレスを、細胞がどのようなタンパク質分子

を使って受容しているかについて新しい知見

を得た。今後、同様のスクリーニングにより、

低浸透圧ストレス受容に関与するタンパク質

分子も同定し、それぞれの相互関係を明らか

にすることで、生体の浸透圧ストレス応答が

どのようなシグナル伝達ネットワークによっ

て形成されているかについて明らかにできる

と考えられる。 

 本研究ではさらに、この浸透圧ストレス応

答分子である ASK3 が、生体においてどのよ

うな役割を果たすかについて解析を行った。

具体的には、ASK3 が遺伝性高血圧症の原因

電子である WNK1 と結合するという我々の

知見から、ASK3 と WNK1 の関係を解析した

ところ、ASK3 が WNK1 の上流で抑制因子と

して働き、腎臓における WNK1-SPAK/OSR1

シグナル経路のネガティブレギュレーターで

あることを明らかにした。さらに、ASK3 を

失ったマウスでは、年齢とともに高血圧傾向

を呈することを明らかにし、また ASK3 KO

マウスが普通のマウスでは血圧に変化が見ら

れない程度の高食塩食で高血圧になることを

明らかにした。これは、ASK3 KO マウスでは、

WNK1 のネガティブレギュレーターが失わ

れ、遺伝性高血圧症につながる WNK1 変異で

観察されるものと同様に、腎臓における NaCl

取り込みが過剰になっていることが原因であ

ることが示唆された。これにより、ASK3 が

腎臓で働き、体内のイオンバランスの調節を

することで、血圧コントロールに働いている

ことを世界で初めて提唱した。本研究成果に

より、浸透圧変化に対する新たな応答システ

ムが明らかになり、それが体内の水とイオン

バランスの調整を介して血圧制御などに働い

ていることが示唆された。この新たなシステ

ムをターゲットとすることで、高血圧や浮腫

など体内水分量の異常を原因とするヒトの疾

患に対する治療薬開発につながることが期待

される。 
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