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「ストレスの受容・認識とシグナル変換の分子機構」 

 

１．研究実施の概要 

 ストレス応答機構の破綻は様々な疾患の発症原因となるが、多様な環境ストレスに対す

るセンサーの実体ならびにシグナル伝達機構については不明な点が多い。本研究は、スト

レス応答性 MAP キナーゼタンパク質群の解析を通じて、ストレスの受容・認識ならびに

シグナル伝達機構を解明することを目的としている。ASK1 ファミリーの解析を軸として、

他の MAP3K ファミリー分子群についてもその結合タンパク質解析を行った結果、酸化ス

トレス、浸透圧ストレス、細菌感染等に対する新たなストレス応答機構の発見に至った。

またこれらのシグナル系が、炎症、がん、神経変性などの発症に深く関与することも明ら

かになり、本研究の成果が全く新しい創薬基盤の開発へと発展しつつある。 

 

２．研究実施内容 

１）ASK1 との複合体形成による ASK2 の安定化機構 (J. Biol. Chem. 2007) 
 内在性 ASK2 の発現や局在変化を解析するために ASK2 特異的モノクローナル抗体を作

製したところ、野生型細胞内での ASK1 と ASK2 の内在性分子どうしの複合体形成が確認

された。一方、ASK1 ノックアウトマウス由来の細胞においては、ASK2 mRNA の発現には

野生型細胞との大きな差は認められないのに対し、ASK2 タンパク質の発現が野生型に比べ

1/10 程度にまで減弱していることが明らかとなった。また、ASK1 欠損細胞に野生型 ASK1
を導入することで ASK2 の発現が回復するが、ASK2 との結合部位を持たない ASK1 変異体

を ASK1 欠損細胞に導入しても ASK2 の発現は回復しなかった。これらの結果から、ASK2
タンパク質の安定化には ASK1 との複合体形成が必要であることが強く示唆された。さら

に ASK2 の活性化には ASK1 のキナーゼ活性は不要なものの、ASK1 のキナーゼ領域を含む

構造が必要であることが判明した。現在、ASK2 が ASK1 によって安定化され、活性化され

るメカニズムとその生理的意義について検討している。 
２）2段階皮膚発癌モデルを用いたASK2ノックアウトマウスの解析（投稿準備中） 
 ASK2 は，ASK1 と同様にストレス応答における重要なシグナル伝達分子と考えられるこ

とから，ストレス応答の異常に起因する発癌においても重要な役割を担っていることが示

唆される。そこで本研究では二段階皮膚発癌モデルを用い，ASK2 ノックアウト(KO)マウ



スにおける皮膚腫瘍の形成について検討した。ASK2KO マウスおよび野生型マウスの背部

にイニシエーターとして DMBA を塗布後，プロモーターとして TPA を継続塗布して経過を

比較したところ，ASK2KO マウスにおいては，野生型マウスに比べて形成された腫瘍数が

明らかに多く，また発生時期も比較的早いことが明らかとなった。DMBA 処理後の皮膚に

おけるアポトーシスを TUNEL 法にて検出したところ，ASK2KO マウスにおいて DMBA 処

理によって生じる TUNEL 陽性細胞が減少している傾向が認められた。また、ASK2KO マ

ウス由来の初代培養ケラチノサイトにおいては、DMBA 刺激よる JNK、p38 MAPK の活性

化が野生型由来細胞より減弱していることを確認した。以上の結果より、ASK2 は DMBA

によるアポトーシスの誘導に関与し，二段階皮膚発癌モデルにおける腫瘍形成に対して抑

制的に機能することが示唆された。 

３）新規 ASK ファミリー分子 ASK3 の機能解析（投稿準備中） 
 ASK3 は ASK1 と一次配列上 57%の相同性があり、ASK1 と同様に自己リン酸化能を有し

JNK および p38 経路を活性化した。また、ASK3 は腎臓に多く発現していた。HEK293 細胞

に発現させた ASK3 は細胞外の浸透圧変化に応じてリン酸化活性を変化させ、高浸透圧刺

激（500 mOsm）では活性化、低浸透圧刺激（200 mOsm）では不活性化した。また、この活

性変化は HEK293 細胞の内在性の ASK3 でも同様に観察された。 

 酵母ツーハイブリッド法により ASK3 の結合分子を探索したところ、WNK4 が同定され

た。WNK4 は基質である SPAK に対するリン酸化制御を介して、いくつかのイオントラン

スポーターの活性を制御するリン酸化酵素である。HEK293 細胞において ASK3 と共発現

すると WNK4 は共免疫沈降され、同時に SDS-PAGE 上の泳動度が低下していた。フォスフ

ァターゼを前処置することによりこの泳動度の変化は WNK4 分子のリン酸化によると考察

され、さらに泳動度の変化は浸透圧により変化する ASK3 の活性依存的であったため、

WNK4 が ASK3 により浸透圧依存的にリン酸化されることが示唆された。そこで、質量分

析計によりASK3依存的にWNK4がリン酸化されることを確かめた。WNK4の in vitro kinase 

assay を行ったところ、ASK3 の共発現により WNK4 のリン酸化活性が抑制されることが明

らかになった。以上の結果から、ASK3 は浸透圧ストレスに対して活性が両方向に変化する

新規のリン酸化酵素であることが明らかになった。ASK3 は浸透圧依存的に WNK-SPAK 経

路のシグナル伝達を制御することにより細胞のイオン輸送を調節し浸透圧ストレス時の細

胞体積調節などに関与している可能性が考えられる。 

４）TPL2/Cot-NF-kB 経路に対する選択的抑制機構（投稿準備中） 
 MAP3K ファミリー分子は，増殖因子やサイトカインあるいは様々なストレスなどによっ

て活性化され、下流の MAP キナーゼ経路を活性化することで多様な生理応答を導き出して

いる。しかしながら、MAP3K ファミリー分子の活性化制御機構は依然不明な点が多いこと

から、我々はそれぞれの MAP3K に結合する分子を探索することで，その活性化と機能が

どのように制御されているかを解析している。TAO2/MAP3K17 の結合分子として同定した

AIP (arylhydrocarbon receptor-interacting protein) は、ペプチジルプロリル-シス/トランス-イソ

メラーゼ（PPIase）ファミリーに属するシャペロン様分子で，過剰発現系において TAO2



以外の多くの MAP3K とも結合することがわかった。なかでも、TPL2/Cot/MAP3K8 との結

合が顕著に強かったことから、TPL2 に対する AIP の作用を検討した。TPL2 は LPS や TNF
などによって活性化され、MAP キナーゼ経路のみならず NF-kB 経路も活性化することが知

られている。過剰発現した TPL2 は ERK、JNK および p38 経路を活性化するとともに NF-kB
経路も活性化した。しかし、AIP を共発現させると TPL2 による NF-kB 経路の活性化のみ

が顕著に抑制された。このことは、AIP が TPL2 による NF-kB 経路の活性化のみを選択的

に抑制する因子であることを示唆している。 
５）新規結合分子 DICC1 による DLK の活性制御機構（投稿準備中） 
 DLK (dual leucine zipper bearing kinase) /MUK/ZPK は MAPKKK ファミリーに属し、主とし

て JNK 経路の活性化を介してアポトーシス誘導や神経細胞分化に関与する分子であるが、

その活性制御機構については不明な点が多い。そこでまず我々は、DLK の活性化が Ser269
のリン酸化によって制御されることを見出し、そのリン酸化を特異的に認識する抗体を作

製した。以前、強い紫外線（UV）刺激によって DLK が多量体化することが報告されてい

ることから、DLK 発現細胞に UV 照射したところ、Ser269 のリン酸化の亢進が認められた。

また、HEK293 細胞において内在性 DLK の発現を RNAi 法によって抑えると、UV による

JNK の活性化が減弱することから、DLK が UV による JNK の活性化を担う分子であること

が強く示唆された。さらに我々は、DLK の活性制御分子を同定することを目的に結合分子

の探索を試みた。その結果、機能未知の新規分子を同定し、DICC1 (DLK inhibitory coiled-coil 
domain containing protein 1) と命名した。DICC1 は MAPKKK ファミリー分子の中では DLK
に対して高い結合特異性を示し、 DLK の定常状態でのキナーゼ活性と UV による活性化の

両者を阻害した。また、内在性 DICC1 のノックダウンによって UV による JNK の活性化が

増強する傾向が認められた。以上の結果より，UV による JNK 経路の活性化への DLK とそ

の抑制因子 DICC1 の寄与が明らかとなり，現在その詳細な機構を解析中である。 
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