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研究成果の概要（和文）：ASK ファミリーシグナルを解析する目的で、線虫におけるゲノムワ

イドスクリーニングを行った結果、55 個の ASK ファミリー活性化候補因子を単離した。

それらの分子に対して、神経細胞の分化、自然免疫応答、酸化ストレス応答などを中心と

した解析を行った。また、既知の p38 活性化経路との相対的な関係について解析を行った

結果、遺伝子 X が ASK1 の上流活性化因子であることを明らかにした。 

 

研究成果の概要（英文）： To analyze ASK family-dependent stress signaling, we identified 55 

candidate ASK activator candidates by a genome-wide RNAi screening in C. elegans. Those candidates 

were further analyzed in the context of neuronal differentiation, innate immunity and oxidative stress 

response. Finally, we identified gene X as an activator of ASK1 by comparing it with known p38 

signaling components. 
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１．研究開始当初の背景 

 細胞は環境ストレスに応答するため、細胞

内シグナル伝達経路を適切に機能させる必要

があり、この応答機構の破綻は環境因子や内

在性因子を要因とする様々な病態の原因にも

なる。そのようなシグナル伝達経路の一つに、

酵母より哺乳類まで進化的に高度に保存され

た mitogen-activated protein kinase (MAPK)経

路がある。MAPK 経路は主要な 3 つの経路から

構成されるが、そのうち 2 つの経路(JNK ならび

に p38 経路)は、ストレス応答性 MAPK 経路と

も呼ばれ、様々なストレス刺激により活性化さ

れ、ストレスに対する細胞応答を調節する。

MAPK 経路の構成因子はモデル生物として頻

用される線虫 C. elegans においても高く保存さ

れており、線虫を用いたストレス応答性 MAPK
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経路の研究がわれわれを含めた国内外のいく

つかのグループで進められている。われわれ

は線虫での知見をもとに、細菌やウィルス感

染に対する初期の迅速な生体防御機構である

自然免疫機構におけるストレス応答性

MAPK 経路が、線虫と同様に哺乳類において

も機能することを示した(Matsuzawa et al., 

2005 Nat. Immunol.)が、これは線虫がストレ

ス応答機構を解析するための有用なツールで

あることを示す証左であるとわれわれは考え

ている。 

 これまでわれわれは、様々なストレスに対

して鋭敏に応答して活性化する p38 に注目し、

その活性化状態を生きた線虫の個体において

可視化できる系を構築し、p38 の活性化に必

要なシグナル分子群を、ゲノムワイドスクリ

ーニングにより同定してきた。これまでに線

虫における全遺伝子の 86%に相当する 16,757

クローンのスクリーニングを行った結果、55

の候補因子を単離した。脂質代謝酵素 X はこ

のスクリーニングで単離された候補因子の一

つである。脂質代謝酵素 X は、とある生体膜

脂質から、セカンドメッセンジャーとして広

く用いられる脂質Yを生合成することがこれ

までに報告されている 

 

２．研究の目的 

 生体は、酸化ストレス、紫外線、細菌感染

をはじめとする様々な環境ストレスに暴露さ

れている。これらストレスの多くはがんや炎

症をはじめとする多くの疾患の発症あるいは

病態に関わっていると考えられる。われわれ

は近年、線虫 C. elegans を用いたゲノムワイ

ドスクリーニングにより、ストレス応答性キ

ナーゼである ASK-p38 経路を活性化し得る

分子群を探索した。本研究では、新たに候補

因子として同定したものの一つである脂質代

謝酵素 X にターゲットを絞り、生体膜脂質が

担う新たなストレス応答の機構について解析を

行う。 

 

３．研究の方法 

 平成 23 年度においては、線虫において脂質代

謝酵素 X の遺伝学的位置づけを明らかとし、後

に行う哺乳類培養細胞系における解析への情報

を収集する。続いて平成 24 年度においては、当

研究室で確立している MAP キナーゼ経路活性

の評価系を駆使し、脂質代謝酵素 X の哺乳類オ

ルソログおよび想定される産物である脂質Yが

MAP キナーゼ経路をどのような機構で活性化

するかを、生化学的な観点から解析する。 

＜平成 23 年度：線虫における脂質代謝酵素 X

の遺伝学的解析＞ 

 線虫における脂質代謝酵素 X の機能を、主に

スクリーニングに用いたレポーターを指標とし

て解析する。指標はレポーター線虫の蛍光強度

（線虫 p38 活性依存的に転写誘導される遺伝子

のプロモーター下流に GFP をもつ）を用いる。 
 

(1)脂質代謝酵素 X 欠失変異体の単離および

表現型解析：線虫における脂質代謝酵素 X の欠

失変異体は機能解析において必須であるが、現

在までに酵素ドメインを欠失する変異体は単離

されていないため、紫外線とテトラメチルスル

ホン酸を組み合わせた UV/TMP 法を用いるこ

とで、欠失変異体を単離する。 

 単離した欠失変異体に関しては、表現型に関

する情報を収集する。表現型に関しては、以下

の 2 種類の観点から解析を行う。 

 1) 線虫 p38 欠失変異体と共通する表現型：こ

れまでに報告されている神経細胞の分化、自然

免疫応答、酸化ストレス応答などを中心とした

解析を行う。 

 2) 脂質代謝と関連した表現型：脂質代謝酵素 X

の欠失変異体においては脂質 Y の量が著しく減

弱していることが想定される。成長遅延や胚性

致死率などに関する基本的な表現型を確認する。 



 

 

(2)脂質代謝酵素Xの線虫における遺伝学的

解析：まずは線虫における脂質代謝酵素 X と

MAP キナーゼ経路との間の遺伝学的相互作

用を、スクリーニングに用いたレポーターを

指標として解析する。われわれはすでに線虫

の NSY-1– PMK- 1 経 路 （ 哺 乳類 で の

ASK1–p38 経路に相当する）を構成する分子

の各種変異体を所有しているため、それらの

変異体との遺伝学的相互関係を調べることで、

既知の p38 活性化経路との相対的な関係につ

いての情報を得る。遺伝学的相互作用の解析

には以下の手法を用いる。 

・脂質代謝酵素 X 強制発現株と MAP キナ

ーゼ変異体との掛けあわせ 

・脂質代謝酵素 X 欠失変異体と MAP キナー

ゼ強制発現株との掛けあわせ 

 また線虫個体のイムノブロットを用いて、

脂質代謝酵素X欠失変異体における定常状態

およびストレス刺激時での NSY-1 および

PMK-1 活性を評価する。NSY-1 活性の評価の

ため、NSY-1 に対するモノクローナル抗体を

ラットリンパ節法により作製する。 

 以上の情報から、脂質代謝酵素 X が

NSY-1–PMK-1 経路の上流で機能するという

データを収集する。 
 

(3)脂質代謝酵素 X 欠失変異体における脂

質成分解析：脂質代謝酵素 X の欠失変異体に

おける脂質成分を解析することで、想定され

る産物である脂質 Y や、他の生体脂質の変動

を確認する。 

＜平成 24 年度：哺乳類細胞における脂質代

謝酵素 X および脂質 Y による MAP キナーゼ

経路活性化機構の解析＞ 

(1)脂質代謝酵素 X の機能評価：脂質代謝酵

素Xの遺伝子情報をもとに、哺乳類（マウス、

ヒト）におけるオルソログの cDNA をクロー

ニングする。得られた cDNA を哺乳類培養細

胞へ導入し強制発現させる、また脂質 Y を哺

乳類培養細胞に直接投与することで、p38 の活

性化に対する作用や、MAPK 経路の最上流であ

る各種 MAP3K の活性化および結合の有無につ

いて検討する。また、内在性分子を検出するた

め、当研究室で確立されているラットリンパ節

法によるモノクローナル抗体の作製を行う。 
 

(2)MAP キナーゼ経路活性化機構の解析：(1)

において解析した各種 MAP3K のうち活性化が

想定されるものに関しては、他の MAP3K との

配列の相同性から活性制御に重要なリン酸化制

御部位をある程度予想できると考えている。こ

のような予想リン酸化部位に変異を導入したも

のを発現させたり、細胞に過剰発現させた分子

を回収し LC-MS/MS を用いた質量分析を行っ

たりすることで、リン酸化部位を同定し、p38

経路活性化機構について知見を得る。 
 

(3)脂質代謝酵素 Xの RNAiによる応答ストレ

スの解析：脂質代謝酵素 X がどのようなストレ

スに応答して p38 経路を活性化しうる因子であ

るかについて siRNA を用いた遺伝子ノックダ

ウンにより培養細胞系で検討する。着目する刺

激に関してはこれまでのわれわれの ASK1, 

ASK2, ASK3 および線虫オルソログ NSY-1 の解

析により得られた知見をもとに、酸化ストレス、

小胞体ストレス、DNA 傷害、浸透圧ストレス、

無酸素などから検討する。実験を行うにあたっ

ては、(1)において作成したモノクローナル抗体

により、脂質代謝酵素 X のノックダウン効率を

評価する。ノックダウン実験による p38 活性化

の減弱がみられた刺激に関しては、ノックダウ

ンと同時に脂質Yを投与することによるレスキ

ュー実験を行う。またモノクローナル抗体によ

りマウス組織染色を行うことで、どのような組

織・部位で発現しているかの検討を行い、生理

機能についての情報を得る。 

 

 

 



 

 

４．研究成果 

 われわれは、様々なストレスに対して鋭

敏に応答して活性化するp38に注目し、その

活性化状態を生きた線虫の個体において可

視化できる系を構築し、p38の活性化に必要

なシグナル分子群を、ゲノムワイドスクリ

ーニングにより同定してきた。線虫におけ

る全遺伝子の86%に相当する16,757クロー

ンのスクリーニングを行った結果、55の候

補因子を単離した。脂質代謝酵素Xはこのス

クリーニングで単離された候補因子の一つ

である。線虫における脂質代謝酵素Xの機能

を主にスクリーニングに用いたレポーター

を指標として解析した。指標はレポーター

線虫の蛍光強度（線虫p38活性依存的に転写

誘導される遺伝子のプロモーター下流に

GFPをもつ）を用いた。線虫における脂質

代謝酵素Xの欠失変異体は機能解析におい

て必須であるが、これまでに酵素ドメイン

を欠失する変異体は単離されていないため、

紫外線とテトラメチルスルホン酸を組み合

わせたUV/TMP法を用いることで、欠失変

異体を単離した。単離した欠失変異体に関

しては、表現型に関する情報を収集した。

表現型に関しては、線虫p38欠失変異体と共

通する表現型、これまでに報告されている

神経細胞の分化、自然免疫応答、酸化スト

レス応答などを中心とした解析を行った。 

 また、われわれはすでに線虫のNSY- 1& 

#8211;PMK-1経路（哺乳類でのASK1& 

#8211;p38経路に相当する）を構成する分子

の各種変異体を所有していたため、それら

の変異体との遺伝学的相互関係を調べるこ

とで、既知のp38活性化経路との相対的な関

係について解析を行った結果、XがNSY-1の

上流活性化因子であることを明らかにした。

今後は哺乳動物におけるシグナルの保存性

ならびに機能の解析が重要と考えられる。 
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