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研究成果の概要（和文）：細胞のストレス応答は最も基本的な生命現象であり、その破綻は様々な疾患の原因となる。
我々はASKファミリータンパク質が物理化学的ストレス応答の重要な担い手であることを明らかにしてきた。ASK1複合
体に関する本研究によって、さらなる制御機構が明らかになり、酸化ストレスによる細胞死の機構を解明した。また、
ASK3の活性が浸透圧ストレスによって制御され、血圧制御に関与することも明らかになった。さらに、細胞が亜鉛の欠
乏状態を感知して亜鉛濃度の恒常性を保つ機構としてSOD1タンパク質の関与を発見した。これらの成果は様々なストレ
スが惹起する疾患の診断予防治療法の開発に寄与することが期待される。

研究成果の概要（英文）：The stress response is one of the most fundamental biological processes, and its d
isruption results in a wide variety of diseases.  We demonstrated that ASK family kinases, including ASK1,
 ASK2 and ASK3, play pivotal roles in the recognition of physico-chemical stresses and induction of cellul
ar stress responses. Here, we found through the analysis of ASK1 signalosome components that ASK1 activity
 is tightly regulated by ubiquitination by Roquin-2 E3 ligase and USP9X deubiquitinating enzyme. ASK3, a r
ecently identified ASK family member, was found to exhibit a bidirectional change in its activity in respo
nse to osmotic stress. Furthermore, we have found the SOD1-Derlin-1 interaction functions as an intracellu
lar zinc concentration sensor that converts zinc deficiency into mild ER stress and induces a physiologica
l ER stress response to maintain zinc homeostasis. These findings will shed light on the development of di
agnosis, prevention and treatment of various stress-related diseases.
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１．研究開始当初の背景 
ASKファミリーに代表される MAPキナーゼキ
ナーゼキナーゼ（MAP3K）ファミリーは、ストレ
ス応答性 MAP キナーゼシグナル伝達系の最上流
に存在するタンパク質キナーゼである。我々はこ
れまでに、ASKファミリーの一員であるASK1が、
酸化ストレスセンサーであるチオレドキシン
(Trx)との結合・乖離を介して酸化ストレスシグナ
ルの分子スイッチとして機能していることを解明
し、MAP3K ファミリーが、多種多様なストレス
に特異性をもって対処すべく産み出された「スト
レスの受容・認識・変換機構の担い手」であるこ
とを世界で初めて実証してきた。しかしながら、
ASK ファミリーならびにその活性制御タンパク
質の構造的ならびに時空間的制御機構に関する知
見は依然乏しく、ストレス応答の表現型としての
アポトーシス、細部増殖、細胞分化、サイトカイ
ン産生等、極めて多彩な細胞機能に深く関与する
ASK ファミリーの詳細な活性制御分子機構の早
急な解明が期待されている。さらに ASKファミリ
ーは、酸化ストレスのみならず小胞体ストレスや
浸透圧ストレス等、他の物理化学的ストレスにお
いても重要な機能を持つことが判明しており、
ASK ファミリーの活性制御機構を解明すること
によって、これまで未知であった様々な物理化学
的ストレスの受容・認識・変換機構が全く新しい
観点から解明されるとともに、その成果はストレ
ス応答の新たな分子機構に基づく創薬基盤の開発
に繋がることも期待される。事実、ASKファミリ
ーは後述の如く様々な疾患の発症・進行に関わる
ことが示唆されており、疾患関連分子の重要ター
ゲットとしても極めて注目されている。 
 
２．研究の目的 
ストレス応答は、細胞が持つ最も基本的な生命
現象のひとつであり、その破綻は、炎症、がん、
神経変性、自己免疫などをはじめとする多様な疾
患の発症原因となる。シグナル伝達分子の多くは、
ホルモンやサイトカインなどの生理活性物質のみ
ならず物理化学的ストレスによってもその活性が
制御されるが、ストレスセンサーの実体ならびに
タンパク質によるストレス認識の構造的ならびに
時空間的分子基盤については不明な点が多く残さ
れている。本研究は、ストレス応答性 ASKファミ
リーキナーゼならびにその活性制御タンパク質群
の機能解析を中心テーマとして推進し、酸化スト
レス、小胞体ストレス、浸透圧ストレスなどの物
理化学的ストレスが如何にしてリン酸化シグナル
に変換され、またストレスシグナルが如何にして
細胞機能を司るかという、基本的な生命現象の分
子的実体の解明を目指す。その特徴は、研究代表
者が世界に先駆けて明らかにしてきた ASK ファ
ミリーとその活性制御タンパク質群を標的とし、
最先端のシグナル伝達解析技術を用いて研究を進
めることにある。また、ASKファミリー阻害剤等
の基盤開発も視野に入れ、ストレスの受容・認識・
変換の分子機構の解明ならびにストレスシグナル
と疾患との関わりを解明する事を目的としている。
その成果は、ストレスシグナルの分子機構に立脚
した全く新しい生命原理ならびに疾患治療法の発
見へと繋がることが期待される。 

３．研究の方法 
目標１ ASK ファミリーシグナルソームの生
化学的解明 
これまでの予備的知見により、ASKファミリー
はそれぞれの分子が約 2,000kDa 程度の巨大複合
体（シグナルソーム）として細胞内に存在してい
ることが明らかになっているが、その構成因子に
ついては、一部 Trxならびに TRAFsを除き、不明
である。本目標では、ASKファミリーシグナルソ
ームの構成因子を同定する。精製には抗 ASKファ
ミリー抗体をリガンドとした抗体カラムが必須で
あると考えており、すでに高い抗体価を有する各
モノクローナル抗体を得ている。カラムスキーム
を構築し､ASK ファミリーシグナルソームを精製
し､質量分析計を用いてその構成因子を同定し、解
析を行う｡ 

 
目標２ 遺伝学的アプローチ(スクリーニング)
による ASKファミリーシグナルの解明 
ショウジョウバエの背側正中線上(pannier 領域)
に DASK1の活性化型変異体(DASK1DN)を発現さ
せることにより、異所性のメラニン合成亢進が起
こり、黒色の色素沈着が観察される。この表現型
は野生型 DASK1 の発現では誘導されないことか
ら、機能獲得変異体ライブラリーである GS 系統
約5,000系統と野生型DASK1発現系統との交配実
験を行い、黒色色素沈着を示すクローンを選別す
ることによって、DASK1活性化因子をスクリーニ
ングし、ASKファミリー活性制御因子の解析を行
う。 

 
目標３ ASK1 による小胞体ストレス依存性細
胞死誘導機構の解明 
最近我々は、家族性筋萎縮性側索硬化症(ALS)
の一原因である変異型 SOD1が、小胞体膜タンパ
ク質であり ERAD 構成成分の一員である Derlin-1
との結合を介して小胞体ストレスを惹起すること、
さらには、小胞体ストレス依存的 ASK1経路の活
性化が ALS における運動神経細胞死誘導の中心
的メカニズムであることを明らかにした。本目標
では、小胞体ストレス-ASK1-p38 経路の詳細な検
討により、ALSにおける運動神経細胞死のさらな
る分子機構解明に迫りたい｡一方、野生型 SOD1
と Derlin-1 の生理的結合の意義についても解析を
行う。加齢等に伴って運動神経にかかる何らかの
ストレスが､野生型 SOD1の構造変化をもたらし､
小胞体ストレス誘導性神経細胞死に関与している
可能性が示唆されており､Derlin-1との結合、小胞
体ストレス誘導を指標に､野生型 SOD1 を構造変
化させる様々な物理化学的ストレスについて検討
する。 

 
目標４ ASK3 による浸透圧ストレス応答機構
の解明 
浸透圧刺激に対し両方向的に活性が制御される

ASK3 に焦点を当て、それに関連する分子の同定
から ASK3の浸透圧ストレス伝達機構の全体像に
ついて解析する。関連分子の同定について： Yeast 
two-hybrid 法による結合分子スクリーニング、哺
乳類培養細胞から ASK3 分子を pull-down、ASK3
ノックアウト細胞における浸透圧ストレス時の遺
伝子発現プロファイルの変化のジーンチップ解析



等を行う。得られた関連分子に関して：大きく 3
つのカテゴリーに分けて解析を進める。(1) ASK3
活性制御因子。ASK3 分子はリン酸化活性が自身
のリン酸化状態により制御されている。従って、
結合分子がリン酸化/脱リン酸化反応に関与する
分子であるなら ASK3の活性制御因子である可能
性を検討する。(2) ASK3基質分子。ASK3の浸透
圧応答は数分以内と速く、浸透圧シグナル伝達経
路のかなり上流に位置していると予想される。
ASK3 によるリン酸化シグナルを下流に伝える基
質分子やリン酸化により機能変化を示す分子に注
目する。(3) 浸透圧センサー。ASK3が独特な浸透
圧応答を示すために浸透圧の増減を逆のシグナル
として変換する浸透圧センサー分子の存在が予想
できる。細胞の体積変化を感知する細胞骨格系と
相互作用するものや細胞膜領域に存在する分子に
注目する。 
 
４．研究成果 
目標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】 
複合体構成因子の同定により、酸化ストレスに
よって活性化された ASK1はユビキチン・プロテ
アソーム系によって分解されるが、脱ユビキチン
化酵素 USP9X がそのユビキチンを外すことによ
って、ASK1 の活性化状態を持続させることを見
出した(Nagai et al. Mol. Cell 2009)。さらに、ASK1
の活性化依存的な分解を担う E3 リガーゼの同定
を目的として、蛍光イメージングによる ASK1の
分解検出系を用いた siRNAスクリーニングを行っ
た結果、E3 リガーゼ Roquin-2 を同定することに
成功した(Maruyama Sci. Signal. 2014)。一方、ASK2
は、上皮系細胞においては定常状態から発現が確
認され、ASK1 と複合体を形成することで酸化ス
トレス依存的な細胞死に関与する。マクロファー
ジにおいては、定常状態においてほとんど発現が
みられないが、LPS 前処置によって ASK2 の
mRNAおよびタンパク質発現が誘導されることを
見いだし、現在この ASK2誘導機構の解析と、誘
導されたASK2を含むASKファミリー複合体の酸
化ストレス応答における役割の解析を行っている。 

 
目標２【ショウジョウバエを用いた遺伝学的機
能解析】 
活性化型ショウジョウバエ ASK1(DASK1)を、
ハエの背側正中線に発現させることで誘導される
異所性の色素沈着を、DASK1活性化の指標として、
ASKファミリーの上流・下流で機能する新たなシ
グナル制御因子探索のための遺伝学的スクリーニ
ングを行った。 活性化 DASK1トランスジェニッ
クフライと、一連の染色体欠失系統との掛け合わ
せによる、dominant modifierスクリーニングから、
異所性の色素沈着がメラニン合成の亢進によるも
のであることが明らかとなり、さらにそのメカニ
ズムが DASK1-p38 経路による核内受容体 NR4A
ファミリー分子のリン酸化制御を介した、メラニ
ン合成遺伝子の発現調節であることを見いだした。
ショウジョウバエにおけるメラニン合成は、免疫
応答とも深く関与することが知られており、自然
免疫応答における ASK-p38 シグナルの下流ター
ゲットとして、NR4A ファミリー分子群が機能し

ていることが示唆された。一方、およそ 4,500 系
統のショウジョウバエの遺伝子発現誘導系統を用
いた背側正中線での強制発現スクリーニングから、
活性化型 DASK1と同様、色素沈着を示す系統を 9
系統得た。そのうち少なくとも 3系統の発現遺伝
子が、ASKシグナルの新規活性化因子であること
が明らかとなった。これらの分子がストレス刺激
依存的な ASK ファミリーの活性化を制御するメ
カニズムを分子レベルで解析し、Kelch リピート
タンパク質 KLHDC10 が、ASK1 の不活性化に働
くホスファターゼ PP5と拮抗的に作用することで、
酸化ストレス依存的な ASK1の持続的活性化なら
びに細胞死に寄与することを発見した(Sekine et al. 
Mol. Cell 2012)。 

 
目標３【小胞体ストレス ALS】 
筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因として、これ
まで130種類を超えるSOD1遺伝子変異が報告さ
れているが、変異型 SOD1がどのようにして ALS
を発症させるのかは全く不明であった。我々は、
変異型 SOD1 による運動神経細胞死分子メカニ
ズムとして、小胞体ストレス–ASK1 経路が関与
することを明らかにした。すなわち、変異型
SOD1 が特異的に結合する標的タンパク質とし
て、小胞体膜タンパク質 Derlin-1を同定し、その
結合が神経細胞の小胞体品質管理機構の破綻を
きたし、小胞体ストレス依存的運動神経細胞死を
誘導することを見出した。さらに、この小胞体ス
トレス依存的神経細胞死のメカニズムとして、
ASK1 が重要であることを ASK-/-マウスを用い
て明らかにした(Genes Dev. 2008)。  
一方、132種類全ての変異型 SOD1を解析した
結果、Derlin-1との結合はほぼ全てに共通するこ
とを明らかにし、同時に、SOD1側の Derlin-1結
合領域のマッピングに成功した。さらに、この領
域を抗原としたモノクローナル抗体の作成によ
り、世界初の変異型 SOD1の構造変化を特異的に
認識する抗体の作成に成功した (特許出願済
2010-111375)。本抗体は、革新的な ALS診断と治
療法を開発するための重要なツールとなる。さら
に、SOD1-Derlin-1 の結合様式として、野生型
SOD1 においては立体構造上内部に隠された 14
アミノ酸からなる Derlin-1 binding region(DBR)が、
変異型 SOD1 では共通に外部に露出して、
Derlin-1に結合していることを明らかにした。さ
らに、亜鉛枯渇という環境要因によって野生型
SOD1も変異型化して Derlin-1に結合し、小胞体
ストレスを惹起することを見いだした（Homma 
et al. Mol. Cell 2013）。この小胞体ストレス応答は、
細胞内亜鉛濃度のホメオスタシスを維持する全
く新しい分子機構であり、SOD1-Derlin-1 結合が
亜鉛濃度センサーとして機能している可能性を
提示した。これらの知見をもとに、SOD1-Derlin-1
結合による亜鉛枯渇認識機構と小胞体ストレス
誘導機構の解明ならびに、その ALS 病態との関
連を明らかにしたい。 

 
目標４【浸透圧ストレスと ASK3】 
我々が同定した ASK3は、浸透圧ストレスにつ
いて低浸透圧では活性化、高浸透圧では不活性化
という非常に珍しい両方向性の活性変化を示すこ



とが明らかとなった(Naguro et al. Nat. Commun. 
2012)。既知のキナーゼでこのような応答性は知ら
れておらず、全く新しいキナーゼ活性制御メカニ
ズムが背景にあると考えられる。また、ASK1 で
さえ両方向性の浸透圧ストレス応答を示さないた
め、ファミリー間での制御、役割の違いを解析す
る上でも興味深い。ASK3 分子の活性制御機構の
解析を通じて哺乳類細胞の浸透圧ストレスセンサ
ーの分子実体ならびに ASK3シグナルの生理的役
割の解明を目指し、ASK3 安定発現細胞株と抗リ
ン酸化 ASK 抗体を用いた蛍光免疫染色による
ASK3 活性検出系を確立し、ここに全自動細胞イ
メージアナライザー(ArrayScan)を用いたハイスル
ープットな画像解析系を組み合わせることによっ
て、ゲノムワイド RNAi スクリーニングによる
ASK3 活性制御因子の網羅的探索を可能にした。
この系を用いて既に高浸透圧刺激依存的な ASK3
不活性化に関わる因子の探索を行い、ホスファタ
ーゼを含めたいくつかの制御因子の同定に成功し
ている。 
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