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⑥当初の研究目的（交付申請書に記載した研究目的を簡潔に記入してください。） 

 

 多細胞生物個体は常に外界の様々な刺激もしくはストレスに曝されている。個体は細胞間の緊

密なコミュニケーションを介して、刺激の種類や強さを認識・解読し、それらの変化にいかに対

応するかを考え、もしくは反射的に行動対処している。同様に多細胞生物体を構成する個々の細

胞も様々な細胞環境の変化に常時曝されるとともに、それらに正確かつ迅速に反応することを要

求されている。細胞は様々な刺激を細胞内外のセンサーもしくはレセプターを介して認識し、瞬

時にしてそれらの変化に対する対処方法（例えば増殖、分化、死など）を決定する必要があり、

そのために細胞の中には分子間相互作用を介した高度な細胞内情報処理システムを発達させてい

ると考えられる。ここでいう細胞内情報処理システムとは、個々の刺激に対する特異的なシグナ

ル伝達経路ならびにそのクロストークによって織りなされるシグナル伝達のネットワークが産み

出す生物学的情報処理機構を指す。近年の分子生物学的技術の発展により、質（例えばリガンド

の種類）の違いが産み出す生理活性（例えば増殖や死）の違いについては多くの知見が得られ、

それらを仲介するシグナル伝達機構についてもかなりの理解が得られつつある。しかしながら、

質的に同じリガンド（もしくはストレス）の量的差異が、全く異なる生理活性を発揮する分子メ

カニズムについてはほとんど明らかにされていない。換言すれば、細胞が刺激の量を認識するメ

カニズムならびに量の違いを質の違いへと変換するメカニズムについてはほとんど研究がなされ

ていないといえる。本研究の目的は、５年間の研究期間内に、ストレス応答の分子機構解明を軸とし

て細胞内情報処理システムの作動機序を明らかにすることである。 



 

 

Ｓ終了－２ 

⑦研究成果の概要（研究目的に対する研究成果を必要に応じて図表等を用いながら、簡潔に記入してください。） 

 

 本研究課題への具体的なアプローチ法として、われわれは ASK ファミリーキナーゼ系を介したストレス

応答の分子機構の解析を軸として行った。その理由は、１）構成的活性化型 ASK1 を用いた細胞内発現実

験により、ASK1 の弱い発現（下流分子である JNK/p38 の弱い活性化を誘導）は PC12 細胞やケラチノサ

イトにおいて細胞分化ならびに生存を促進するが、ASK1 の強い発現（JNK/p38 の強く持続的な活性化を

誘導）は同じ細胞においてアポトーシスを誘導すること、２）ASK1 ノックアウトマウス由来細胞におい

ては、酸化ストレス刺激による JNK ならびに p38 などの下流のシグナル伝達の持続的活性化部分のみが

特異的に消失しているとともに、これらのストレスによって誘導されるアポトーシスに抵抗性を示すこと

が判明し、ASK1 ノックアウトマウスが JNK ならびに p38 シグナルの量（活性化の持続性）と質（生物活

性）との関連性を解明するための有効な手段であることが示唆されたためである。 
 そこで、ASK1-MAP キナーゼ系を介したストレス応答の分子機構の解明を軸として「量の差を質の違い

へ」という細胞内情報処理の作動機序を明らかするために、１）酸化ストレスによる ASK1 活性化機構の

詳細の解明、２）ASK1 活性化の定量的モニター法の開発、３）ASK ファミリー分子群のノックアウトマ

ウスの作成・解析、等を中心に検討を行った結果、以下に列挙する知見ならびに今後の研究進展に有用と

考えられる新たな解析ツールを得ることができた。 
 １）酸化ストレスによる ASK1 活性化機構の詳細の解明：ASK1 活性化の分子機構解明を目的として

two-hybrid 法による検索を行い、新たな ASK1 活性制御分子としてセリン・スレオニンフォスファターゼで

ある PP5 を同定した（Morita, EMBO J., 2001）。PP5 と ASK1 との結合は、定常状態ではほとんど見ら

れなかったが、細胞に過酸化水素などの酸化ストレスを与えることによって速やかに誘導されるとともにASK1
を脱リン酸化することによって ASK1 の不活性化を誘導することが判明した。また PP5 の発現により酸化ス

トレス誘導性アポトーシスが減弱することも判明した。すなわちPP5は、酸化ストレス状況下におけるASK1
のネガティブフィードバック制御因子として ASK1 の活性持続時間の制御を行っている分子であることが判

明した。 
 一方、別の ASK1 結合分子としてスカフォールドタンパク質 JSAP1/JIP3 ならびにアダプタータンパク質

TRAF2/TRAF6 が同定された(Matsuura, J.Biol. Chem., 2002, Noguchi, J.Biol. Chem., 2005、Matsuzawa, 
Nat. Immunol. 2006)。JSAP1 は定常状態において ASK1 と結合が見られるが、ASK1 が酸化ストレス刺激

によって活性化されるとASK1によって直接リン酸化され、リン酸化されたJSAP1は下流のMKK4/MKK7
ならびに JNK をリクルートすることにより JNK 特異的にASK1 からの持続的活性化を増強している可能

性が示唆された。一方 TRAF2/TRAF6 は、酸化ストレス依存的にASK1 に結合し、ASK1 の活性化に必要不

可欠な働きをすることが明らかになった。 
 ２）ASK1 活性化の定量的モニター法の開発：ASK1 活性化の測定には、これまで主に ASK1 抗体を用

いた免疫沈降法による in vitro kinase assay を行っていたが、定量性や機動力に欠ける面もあり、また、

ストレスによって活性化される分子を細胞溶解液中で比較的長時間インキュベートせざるを得ないという

問題点があった。そこで ASK1 活性化に必須のリン酸化部位を活性化ループ内に同定するとともにリン酸

化 ASK1 抗体の作成を試み、この抗体が ASK1 の活性化を極めて正確且つ鋭敏に検出することを明らかに

した(Tobiume, J. Cell Physiol., 2002)。本抗体は ASK1 活性化をより直接的に測定可能とするツールとし

て、今後の ASK1 ファミリー研究の推進に大きく資するものと期待される。 
 ３）ASK ファミリーノックアウトマウスの樹立：ASK1 ノックアウトマウスに加え、ASK ファミリー

分子群である ASK2 ならびに新規 ASK ファミリーASK3 ノックアウトの作成解析を行った。ASK2 ノッ

クアウトマウスは ASK1 ノックアウトマウス同様、見かけ上の異常はないが、発がん性に大きな差がある

ことを突き止めた。ASK3 は、マウスゲノム情報検索から新たに発見し、現在ノックアウトマウスの作成

中である。これらのファミリー分子群は互いに下流分子群(JNK/p38)の活性化における時間的、量的な重

複性もしくは相補性に関与する可能性が高く、本研究過程で作成されたこれらのノックアウトマウスは今

後のストレス応答研究の推進に大きく資するものと期待される。 



 

 

Ｓ終了－３ 

⑧特記事項（この研究において得られた独創性・新規性を格段に発展させる結果あるいは可能性、新たな知見、当該研究分野及び関連

研究分野への影響等、特記すべき事項があれば記入してください。） 

 
 ASK1によるJNK/p38の強い持続的な活性化と細胞死との関連性に関する本研究の解析過程に

おいて、ASK1が強い小胞体ストレスによるアポトーシスのシグナル伝達に必須の分子であるこ

とが明らかになった(Nishitoh, Genes Dev. 2002) 。小胞体ストレス応答は、虚血、低酸素、遺

伝子異常などのさまざまな原因により小胞体内への折り畳み異常タンパク質の蓄積によって惹

起され、本来それらのストレスに対抗するための細胞生存シグナル伝達系を活性化すると考え

られてきた。しかしながら最近の研究により、「強い」小胞体ストレスがアポトーシスを誘導

すること、ならびにそのシグナル伝達機構としてASK1-JNK経路が極めて重要な役割を果たし

ていることがASK1ノックアウト由来細胞の解析から明らかになってきた。さらに、小胞体スト

レスによるアポトーシスは神経変性疾患の原因としてにわかに注目を集めているが、ハンチン

トン舞踏病やアルツハイマー病などに代表される多くの神経変性疾患に共通する分子機構とし

て、各疾患に特徴的な異常タンパク質の蓄積が「過剰な小胞体ストレス」という共通のメカニ

ズムによって神経細胞死を誘導することが発症要因のひとつであることが示唆されている。事

実、ASK1ノックアウトマウス由来神経細胞を用いた研究成果から、ASK1がハンチントン舞踏

病などのポリグルタミン病に特異的な伸長したポリグルタミン鎖によって誘導される神経細胞

死に必須の分子であることが示された。一方、細胞は酸素を利用してエネルギー変換を行なう

反面、常に酸化ストレスに曝される運命にある。適度な酸化ストレスは、小胞体ストレス同様

生存シグナルを誘導することが知られているが、「過剰な酸化ストレス」は、細胞死を誘導す

る。ごく最近、我々はASK1ノックアウトマウス由来神経細胞を用い、アルツハイマー病の発症

要因と考えられている凝集Aßペプチドが酸化ストレスを惹起してASK1を介した神経細胞死を

誘導することを突き止めた（Kadowaki, Cell Death Differ. 2005）。一方、自然免疫応答研究

の過程でASK1の活性酸素依存的な「弱く一時的な」活性化がリポポリサッカライド（LPS）に

よる炎症性サイトカイン類の誘導に必須であることを明らかにした（Matsuzawa, Nat. Immunol. 
2006）。以上、本研究成果として得られたこれらの学術的成果は、ASKファミリーを介したスト

レス応答におけるシグナル伝達機構の解明に基づく薬剤開発が、革新的神経変性疾患治療薬な

らびに抗炎症薬の開発に繋がる可能性を示唆している。  
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