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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が見出したASK3という浸透圧応答性キナーゼを手がかりに、哺乳類細胞が
浸透圧ストレスを受容・伝達する分子メカニズムの解明を行った。ASK3制御分子のゲノムワイドsiRNAスクリーニング
の結果から、低・高浸透圧ストレスがそれぞれ異なるシステムにより感知されることが示唆され、さらに高浸透圧スト
レスについては、予想外の生体物質がシグナル伝達に関与する事を新たに見出した。
　本研究で得られた結果をより深く解析することで、哺乳類細胞の浸透圧ストレス応答メカニズムの全貌を明らかにす
ると同時に、ASK3など浸透圧ストレス応答分子と関わりの深い個体の血圧制御メカニズムの理解にも繋げて行きたい。

研究成果の概要（英文）：We studied the molecular mechanism how mammalian cells sense and transduce 
osmotic stress information, using ASK3 as an original probe. According to the results obtained from 
genome-wide siRNA screenings for ASK3 regulators, it is suggested that hypo- and hyper-tonic stress are 
received by different system. Moreover, we found that an unexpected molecule is involved in the signal 
transduction of hypertonic stress.
 Our results contribute to the comprehensive understanding of osmotic stress response in the mammalian 
cells and blood pressure regulation, which is closely related to the osmotic stress-responsive molecules 
such as ASK3.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 生体は、外界から常に物理化学的ストレ
スを受けており、細胞レベルで適切な応答
を示すことで個体レベルでの恒常性を維持
している。本研究のテーマである浸透圧ス
トレスも、腎臓や胃、腸など水に接する部
位では常に生じている。また、生活習慣病
である高血圧、乳幼児や高齢者に多い高張
性脱水など、様々な疾患においても浸透圧
は変化する。よって、細胞の浸透圧ストレ
ス認識機構の分子レベルでの解明は、科学
の観点からのみならず、医療・創薬の観点
からも重要な課題である。 
 細胞は物質的実体のない浸透圧ストレス
を、イオンの流出入や細胞膜の張力変化と
いった形で認識していると考えられており、
細菌や酵母、植物における認識機構は明ら
かにされつつある。しかし、哺乳類細胞に
おいては、ストレス受容後のシグナル伝達
に関連する分子についての報告はあるもの
の(Burg, M. B., et al. Physiol. Rev. 2007)、
具体的な浸透圧センシングの分子機構は未
解明である。 
 近年、我々が新規に同定した ASK3 は、
以前同定したASK1と相同性の高いリン酸
化酵素であり、胃や十二指腸、腎尿細管な
ど、浸透圧変化の激しい部位に強く発現し
ていた。興味深いことに、ASK3 は低浸透
圧ストレスによってリン酸化され、そのキ
ナーゼ活性が亢進するのに対し、高浸透圧
ストレスによって脱リン酸化され、キナー
ゼ活性が減弱した(Naguro, I., et al. Nat. 
Commun. 2012)。この活性変化は数分以内
という極めて迅速な応答であると同時に可
逆的であったことを考慮すると、ASK3 は、
哺乳類細胞の浸透圧ストレス認識機構にお
いて、浸透圧ストレスというシグナルをリ
ン酸化シグナル伝達へと変換するコンバー
ターのような重要な役割を担っていると予
想された。 
 そこで我々は、浸透圧ストレスにおける
ASK3 活性変化の分子機構を解明するため、
哺乳類細胞において、高浸透圧ストレス依
存的なASK3不活性化を指標としたゲノム
ワイド siRNA スクリーニングを行った。
その結果、ヒトの約 18,000 遺伝子ライブ
ラリーから 63 個の候補遺伝子にまで絞り
込んだ。本研究では、この中から真の ASK3
制御分子を同定することで、高浸透圧スト
レスにおけるASK3活性変化の分子機構を
解明し、最終的には細胞の浸透圧ストレス
認識機構を解明することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
 細胞の浸透圧ストレス応答の破綻は、高血
圧症をはじめ体内水分量調節不全を原因と
する病態の原因になることも知られており、
生体の浸透圧認識機構を解明することは治
療・創薬の観点からも重要な課題である。
しかし、哺乳類細胞の浸透圧認識の分子機

構は未だ不明な点が多い。近年、我々が同
定した ASK3 は、低•高浸透圧ストレスに対
して、逆方向性に活性が変化する独特の応
答をする。そのため ASK3 は浸透圧ストレス
認識機構においてキーファクターとなって
いる可能性が考えられた。また、ASK3 ノッ
クアウトマウスは高血圧症を呈することも
見出している。そこで本研究では、哺乳類
細胞における ASK3 活性を指標としたゲノ
ムワイド siRNA スクリーニングによって得
られた候補分子から、高浸透圧ストレス認
識に必要な分子を同定し、哺乳類細胞の高
浸透圧ストレスに対する細胞応答メカニズ
ムを分子レベルで解明することを目的とし
た。最終的には、そのメカニズムをターゲ
ットとした、高血圧症などの治療・創薬を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、哺乳類細胞の浸透圧ストレ
ス認識機構の解明を究極的な目的としてい
るが、そのアプローチとして、我々が新規
に同定した ASK3 に着目し、高浸透圧スト
レスによるASK3不活性化制御機構を解明
する。ASK3 に着目するのは、前述の通り、
浸透圧ストレスを認識してリン酸化シグナ
ル伝達へとつなげるコンバーターのような
役割をASK3が担っていると期待されるか
らである。 
 高浸透圧ストレスによるASK3不活性化
制御機構の解明にあたり、まずは制御分子
を同定する必要がある。既に我々は、哺乳
類細胞において、高浸透圧ストレスによる
ASK3 不活性化を指標とした蛍光免疫染色
による siRNA スクリーニング系を構築し、
実際にゲノムワイドスケール(約 18,000 遺
伝子)で一次スクリーニングを行った。そし
て、1 遺伝子に対して独立の 4 種類の配列
を別々に検討する二次スクリーニングを行
って、一次スクリーニングで得られた候補
遺伝子の妥当性を検証した。その結果、最
終的に 63 個の候補分子まで絞り込んでい
た。我々のスクリーニング系はスクリーニ
ングの精度と感度を表す統計的な指標であ
る Z’-factor が 0.6 を超えており、検出精
度・感度が高かったこと、また、ASK3 活
性に影響の強かったある候補分子に関して
先行して解析したところ、その分子の過剰
発現によって高浸透圧下のASK3不活性化
が亢進したことから、スクリーニングは妥
当であったと示唆されていた。従って、こ
の候補分子 63 個をさらに解析していく妥
当性が十分あると考えられた。 
 本研究では、上記の候補分子 63 個から
スタートし、候補分子の妥当性の検証から
真の ASK3 制御分子の同定を行い、これら
について詳細な解析を進める。得られた制
御分子とASK3の関係を分子レベルで明ら
かにし、高浸透圧ストレス認識に必要な分
子の同定とその役割を明らかにし、哺乳類



細胞の高浸透圧ストレスに対する細胞応答
メカニズムを分子レベルで解明する。 
 
４．研究成果 
（１）本研究のテーマである”哺乳類細胞
の浸透圧応答の分子基盤解明を目指したゲ
ノムワイド RNAi スクリーニング”の達成
に向けて、初年度はスクリーニングにより
既に得られている候補分子の解析を進めた。 
 我々が世界に先駆けて同定し、解析を進
めているASK3の浸透圧依存的活性変化を
指標にしたユニークなスクリーニングによ
り、これまでに哺乳類細胞において高浸透
圧応答に関わると考えられるタンパクが複
数得られている。この得られたタンパクの
うち、ASK3 の脱リン酸化を担うフォスフ
ァターゼに着目して解析を行った。 
 まず、このフォスファターゼが直接
ASK3 を脱リン酸化するかについて確認を
した上で、どのようにして高浸透圧という
ストレス時にASK3の脱リン酸化を促進す
るかについて解析した。生化学的、分子生
物学的解析の結果、高浸透圧ストレスによ
りこのフォスファターゼとASK3の結合が
強くなることを突き止め、高浸透圧特異的
なASK3脱リン酸化のメカニズムの一端を
明らかにした。また、この結合促進は ASK3
のファミリー分子であるASK1では観察さ
れず、ASK1 と ASK3 の高浸透圧ストレス
応答性の違いを説明する手がかりになるか
もしれない。既に高浸透圧時に ASK3 が制
御 す る こ と が 分 か っ て い る
WNK1-SPAK/OSR1 経路に対して、このフ
ォスファターゼの欠損も影響を与えること
が確かめられ、このフォスファターゼが高
浸透圧時のシグナル伝達に関わることを明
らかにした。 
  
（２）最終年度では、上記のフォスファタ
ーゼに関する結果に加え、特にゲノムワイ
ド siRNA スクリーニングにより得られた
制御分子間の関係性に注目することで、浸
透圧ストレスがどのようにして細胞に感知
され、シグナル伝達を経た後 ASK3 活性変
化につながるかという点に焦点を当てた。 
 スクリーニングで得られた高浸透圧スト
レスによるASK3不活性化に関与する候補
分子のうち、前年度までに関与を明らかに
したフォスファターゼとは別の制御分子に
着目して解析を行ったところ、この分子が、
生体内低分子化合物の産生を介して ASK3
の活性を制御する事を明らかにした。また、
この生体内低分子化合物はASK3とフォス
ファターゼの相互作用を促進する働きを持
つことも明らかにした。このような生体内
物質が浸透圧ストレス応答に関与する知見
は全く知られておらず、哺乳類細胞の浸透
圧ストレス応答の新たなメカニズムを明ら
かにする手がかりを得た。 
 また、予定していた高浸透圧ストレスに

よる不活性化だけでなく、低浸透圧ストレ
スによるASK3活性化を担う分子群を同定
するゲノムワイド siRNA スクリーニング
も完遂し、候補分子を同定した。この分子
群は高浸透圧ストレスにおけるASK3制御
因子とは全く異なる分子群であり、高・低
浸透圧でそれぞれ異なる制御機構で ASK3
活性が制御されていることが示唆された。 
 初年度を含め、本研究により明らかにし
た浸透圧ストレス応答においてASK3を制
御する分子群は、未だ明らかになっていな
い哺乳類細胞がどのような分子メカニズム
で環境の浸透圧を感知し、応答するかとい
う問題に対して、新規の具体的な手がかり
を与えるものとして意義深い。未だ、スク
リーニングで得られた候補分子全体の解析
は完遂していないが、今後解析を継続する
ことで、候補分子群の互いの関係性も明ら
かになり、ASK3 を介する浸透圧ストレス
応答を司るシグナル伝達の分子ネットワー
クの全貌を明らかにできると考えている。
このような結果を踏まえて、今後、細胞が
浸透圧を感知する際に始めに応答する分子、
つまり浸透圧センサーの同定とその浸透圧
感知メカニズムの解明を進めていきたい。 
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