
75細胞がストレスを感じる仕組みと疾患

要約：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．我々は，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しようとしている．特に

ASK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

行い，酸化ストレス，浸透圧ストレス，小胞体ストレ

ス，細菌感染等に対する新たなストレス応答機構が

徐々に解明されつつある．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，ストレス応答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．

1.　はじめに

　近年，地球規模での環境の劣化が深刻化している．

オゾン層破壊による紫外線量の増加や二酸化炭素増加

による地球温暖化をはじめ，排気ガスや工場廃液など

の有害化学物質による汚染，さらには薬剤耐性菌や新

型インフルエンザの出現等々，地球環境を劣化させる

環境ストレスの種類ならびに量が激増しつつある．環

境ストレスの解消は社会的要請度の極めて高い問題で

あるが，生物学的観点からはヒトや動植物がどのよう

にして環境ストレスに対処・適応するかを明らかにす

ることが未解明の重要な問題である．次々と出現して

くる新たな環境ストレスに対する細胞生物学的反応

（＝ストレス応答）の分子機構を明らかにすることは，

疾患・創薬研究にとって極めて重要な研究課題である．

細胞における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明

らかにすべきことが多く残されている．私たちは，「細

胞がストレスを感知し，ストレスに適切に応答する仕

組み」を明らかするために，物理化学的ストレスによ

るMAPキナーゼファミリーの活性化機構とその病態

生理学的意義を中心に解析している．本稿では，

ASK-MAPキナーゼファミリーの解析を軸にストレス

応答の分子機構から創薬基盤の創出を目指す私たちの

アプローチの一端を紹介する．

2.　研究のねらい

　紫外線，熱，放射線などの物理的ストレス，ホルム

アルデヒド，環境ホルモンなどの化学的ストレス，あ

るいはウイルス，細菌などの生物的ストレス等に代表

される環境ストレスに対し，細胞は多種多様なストレ

ス応答機構をもって対処・適応することが明らかにな

りつつある．一方で，ストレス応答機構の破綻が，神

経変性，癌，アレルギー，糖尿病など，多様な疾患の

原因となることが分子レベルで明らかになりつつあり，

にわかに注目を集めている．我々は，「細胞がストレ

スを感知し，ストレスに適切に応答する仕組み」を明

らかするために，環境ストレスによるMAP3Kファミ

リー活性化機構について解析している（図 1）．
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76 ストレスと生活

機能解析を行い，細胞のストレス応答分子機構の解明

と創薬基盤の創出を目指している（図 2）．

3.　研究成果

　これまでの研究により，ASK1は様々な環境ストレ

スに応答して細胞の生死や分化をコントロールするた

めのシグナル伝達系として機能していることが明らか

になってきた（1）．ASK1ノックアウトマウスの解析

により，ASK1が酸化ストレスや小胞体ストレスによ

るアポトーシスに必要なシグナル分子であることも明

らかになり，また ASK1がポリグルタミン病やアルツ

ハイマー病において認められる神経細胞死のメディエ

ーターとしてこれらの疾患に深く関わっていることも
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示唆されている（2 -4）．一方，ASK1は一部の Toll -

like receptorの下流で主に p38の活性化を選択的に担

うことによって自然免疫応答に必須の働きをすること

も明らかになってきた（図 3）（5）．すなわち ASK1は，

様々な環境変化に応じて，JNKならびに p38 MAPキ

ナーゼ経路を刺激の種類や細胞の種類特異的に活性化

するMAP3Kとして機能する分子である．これまでに

われわれは ASK1と高い相同性をもつ分子として

ASK2を同定しているが，最近，もう一つの ASK1相

同分子として ASK3を見出したことから，哺乳類 ASK

ファミリーが 3つの分子から構成されることも明らか

となった．多種多様なストレスに応答するために，あ

る時はこれら 3つの分子が協調的に，またある時はそ

れぞれが独自の活性化機構に基づいて互いに独立して

ストレス応答のシグナル伝達に寄与しているものと考

えられ，それぞれの分子の活性化機構について解析を

進めている．以下，酸化ストレス，酸性化ストレス，

浸透圧ストレスならびに UVストレス等に関する具体

的な研究成果について簡潔に記す．

1）ASKファミリー結合タンパク質の同定によるスト

レス応答機構の解明

　培養細胞からの結合タンパク質プルダウン法ならび

に酵母 two -hybridスクリーニングによる ASKファミ

リー活性制御分子の探索ならびに機能解析を行い，

様々なストレスが ASKファミリーの活性化に至るメ

カニズムについて解析した．特に ASK1に関しては，

（1）ASK1は定常状態で C末端のコイルドコイル領域

を介して静的オリゴマーを形成しているが，ROS（活

性酸素）により ASK1活性阻害因子である Thioredoxin

（Trx）が解離し，（2）相反して ASK1活性化因子で

ある TNF receptor - associated factor 2（TRAF2）およ

び TRAF6が ASK1へリクルートされることで ASK1

が活性化されるという，レドックスシグナルの分子ス

イッチとして機能する ASK1複合体（ASK1 signalo-

some）の役割を明らかにした（図 4）（6）．さらに，

これまで機能未知であった ASK1の N末端側に存在

するコイルドコイル領域（NCC）が酸化ストレス依

存的な自身の分子間相互作用（ホモオリゴマー化）と

活性化に必要であることも明らかになった．すなわち，

Trxは ASK1の N末端領域を介したホモオリゴマー

形成を阻害することでその活性を負に制御し，逆に

TRAF2および TRAF6は N末端領域を介したホモオ

リゴマー化を促進させることで ASK1の活性化に関与

することが示唆されている．

　一方，新たな ASK1結合タンパク質として同定・命

名 し た PGLM（phosphoglycerate mutase - like mem-

brane protein）は，N末端に膜貫通ドメイン，C末端

に phosphoglycerate mutase（PGAM）ドメインを有し，

そのアミノ酸配列が線虫から哺乳類まで高度に保存さ

れたタンパク質である．PGLMは，PGAMファミリ

ーに属するものの PGAM活性は示さず，His105を活

性中心とする全く新しい構造をもったセリン・スレオ

ニン特異的プロテインホスファターゼとして機能する

ことが判明した．PGLMは，定常状態でリン酸化さ

れている ASK1の C末端領域を脱リン酸化すること

から， ASK1の C末端に存在する「活性を負に制御す

るリン酸基」を脱リン酸化することによって ASK1を

活性化するだろうと考えられる．また，PGLMのホ

スファターゼ活性の至適 pHがこれまで知られている

他のプロテインホスファターゼより酸性領域であるこ

とから，細胞内の酸性化に伴ってその活性が亢進する

ことが示唆され，実際に細胞に酸を処置すると ASK1
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は活性化されるが，PGLMをノックダウンした細胞

ではその活性化は顕著に減弱していた．このことから，

PGLMは酸性化ストレスを認識して細胞内シグナル

伝達へと変換する上で重要な分子であることが示唆さ

れている．

　一方，ASK1 - p38経路は自然免疫応答に重要な働き

を持つことも明らかになった．TLR4リガンド刺激特

異的な ASK1 - p38経路の活性化メカニズムを検討した

ところ，ASK1および p38の活性化ならびに TRAF6

と ASK1との結合は，活性酸素種を介してされること

が明らかになった（図 5）．

　さらに，ASK3に関する結合タンパク質解析の結果

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．

2）ノックアウトマウスを用いたストレスシグナルの

分子特異性解析

　ASKファミリーノックアウトマウスの作成・解析

からもストレス応答シグナルに関する新たな知見が得

られつつある．最近，ASK2ノックアウト（KO）マ

ウスを作成し，その皮膚腫瘍の形成について検討した．

ASK2KOマウスは，ASK1KOマウスと同様，ほぼ正

常に産まれ，非ストレス条件下では普通に生育する．

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法によって検出し

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刺激よる下流 MAP

キナーゼ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．これらの結果より，ASK2は DNA

障害ストレス（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，新たながん

抑制遺伝子としての ASK2の機能が注目されている．

3）MAP3K ファミリーの活性制御分子機構解析

　MAP3Kファミリー活性化の分子機構として結合タ

ンパク質による制御機構の存在を想定し，ASKファ

ミリー以外のMAP3Kファミリーをベイトとする酵母

two -hybridスクリーニングならびに結合タンパク質

プルダウン法によって解析を行ってきた．その過程で，

MAP3Kファミリーのうち，これまでにMEKK2，

MEKK3，TAO1，TAO2，Tpl -2，DLKについてスク

リーニングを行い，それぞれの分子につき極めて興味

深い結合分子を複数同定した．紙面の都合もあり，こ

こではその代表例として DLK結合タンパク質につい

て紹介する．DLKのキナーゼアッセイ系を指標とし

てさまざまな変異体解析を行った結果，DLKの活性
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化が DLK自身のキナーゼ領域の活性化ループ内に存

在するセリン残基（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．以前より，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，

実際に 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に

てノックダウンすると，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MAPK-

KK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

性化が増強したことから，UVストレスによる JNK経

路の活性化への DLKとその抑制因子 DICC1の寄与

が明らかとなりつつある．

4.　今後の展望

　私たちは，ストレス応答シグナル伝達機構のプロト

タイプとしての ASK1 -MAPキナーゼ系ならびにスト

レスセンサーとしてのMAP3Kファミリーについて構

造機能相関に基づく分子機能の比較解析を行い，スト

レス応答機構の解明とその創薬基盤開発を全体目標と

して研究を行ってきた．その結果，現在までにこれら

のストレス応答シグナル系が，炎症，がん，神経変性

などの発症に深く関与することが徐々に明らかになる

とともに，これらの研究成果が新しい創薬基盤の開発

へと発展しつつあり，MAP3Kファミリー分子群の結

合タンパク質解析は，当初の予想通り新たなストレス

応答分子機構の解明に大きく寄与している．今後もさ

らなる結合タンパク質スクリーニングを継続しながら

これらの分子の機能解析を行うことにより，「ストレ

ス応答シグナルの破綻と疾患発症メカニズム」の解明

を目指したい．
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