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[序論] 

	
 細胞は日々様々なストレスにさらされているため、恒常性を保つための適切なストレス応答機構が

必要となる。当研究室で同定し、詳細な解析を行ってきたストレス応答性リン酸化酵素である Apoptosis 

Signal-regulating Kinase 1 (ASK1) は、細胞内外で生じる様々なストレスによって活性化し、適切な応答

を引き起こすことで様々な環境変化に適応するための非常に重要な機能を担っている。ASK1は様々な

組織、細胞に普遍的に発現している事が知られており、組織や細胞種ごとに多種多様な機能に関与し

ていることが報告されている。しかしながら、脂肪組織における ASK1の機能に関しては不明な点が

多く残されている。そこで私は脂肪細胞における ASK1の新規機能の解析を行おうと考えた。ゲルク

ロマトグラフィーを用いた解析から、ASK1は数メガダルトンの非常に大きな複合体を形成しているこ

とが分かっている。一般にシグナル伝達分子やその制御因子は機能的複合体を形成し、シグナルの活

性化や生理応答における特異性を制御している事が知られている。さらに ASK1複合体は刺激依存的

にその大きさがダイナミックに変化することも分かっており、ASK1複合体中には、組織/細胞種特異

的な機能制御に関わる未知の鍵分子が内包されている事が期待される。しかしながら、組織/細胞種特

異的な ASK1複合体構成因子を解析する試みはこれまで行われていなかった。そこで私は脂肪細胞の

ASK1複合体を精製し、結合因子を同定することで、脂肪細胞における ASK1の新規機能の解明を目指

した。 

 

[方法•結果] 

1. 新規 ASK1結合候補因子として RIPK2を同定した  

	
 脂肪細胞より内在性の ASK1複合体を精製するために、既に当研究室で確立されていた新規ケミカ

ルプルダウン法を用いた。キナーゼの ATP結合部位にアミノ酸変異を導入することにより、ATPアナ

ログ (1NA-PP1) が結合することが出来るように改変したキナーゼを analog-sensitive (as) キナーゼと

呼ぶ。本精製法は as型に改変した ASK1 (as-ASK1) のノックインマウス (ASKAマウス) を用い、ATP

アナログ結合型担体をプルダウン法に用いることで内在性の as-ASK1複合体を精製することが可能な

実験系である。はじめに私は、本精製法により初代培養褐色脂肪細胞より as-ASK1複合体を精製する

ことが可能か検討を行った。ASKAマウスより採取し、分化誘導した初代培養褐色脂肪細胞の溶解液

を用い as-ASK1複合体を精製し、ウエスタンブロット解析を行ったところ、1NA-PP1による競合的な

溶出を行ったサンプルでのみ ASK1が検出された。また、ゲル濾過カラムクロマトグラフィーによっ

て精製を行う前後での as-ASK1複合体の大きさの比較を行ったところ、その大きさに著明な変化のな

いことが確認された。これらの結果から、本精製法は初代培養褐色脂肪細胞より内在性の as-ASK1複



合体を精製することが可能な実験系であることが確認された。そこで本精製系を用いて ASKAマウス

由来初代培養褐色脂肪細胞より as-ASK1複合体を精製し、質量分析計の系により結合因子の同定を行

った。その結果、複数の結合候補因子を同定することに成功した。私は同定された因子の中でも、

Receptor Interacting serine/threonin Protein Kinase 2 (RIPK2) に着目してASK1の脂肪細胞での新規機能解

析を試みることとした。 

2. 新規結合候補因子 RIPK2と ASK1の結合が確認された  

	
 結合候補因子として同定された RIPK2と ASK1の結合を確認するべく複数の条件下で免疫沈降実験

を行った。まず、HEK293A細胞に RIPK2-Flagと HA-ASK1を共発現し、抗 Flag抗体を用いて免疫沈

降を行った結果、ASK1が共免疫沈降されることが確認された。また、初代培養褐色脂肪細胞において

抗 RIPK2抗体を用いた免疫沈降実験を行い、内在性の RIPK2と ASK1との結合が確認された。これら

の結果から RIPK2が ASK1の新規結合因子であることが明らかとなった。 

3. RIPK2は ASK1の活性調節因子ではない  

	
 RIPK2と ASK1の結合の意義として、RIPK2が ASK1の上流で機能し ASK1シグナルを調節する可

能性と、ASK1が RIPK2の上流で機能し RIPK2シグナルを調節する可能性が考えられる。はじめに、

RIPK2が ASK1の活性を調節している可能性について検討を行った。HEK293A細胞に RIPK2-Flagと

HA-ASK1を共発現し、ASK1の活性が変化するかをウエスタンブロット法により検討した。ASK1の

活性はリン酸化特異的抗体を用いて評価している。その結果、RIPK2の過剰発現によって ASK1の活

性は変化しないことが明らかとなった。RIPK2はNOD経路で機能することが知られている分子である。

NOD経路は細菌の細胞壁成分であるペプチドグリカンの分解産物により活性化することが知られてい

る。そこで NOD1および RIPK2を過剰発現した HEK293A細胞に対し NOD1リガンドである C12iEDAP

を処置し、ASK1の活性が変化するか検討を行った。その結果、C12iEDAP処置依存的に RIPK2の下

流シグナルである IκBαの分解が生じる一方で、ASK1の活性変化は認められなかった。これらの結果

より RIPK2は ASK1の活性を調節する因子ではないことが示唆された。 

4. ASK1は RIPK2下流の NFκBシグナルを抑制する  

	
 次に ASK1が RIPK2下流のシグナルを調節するか検討を行った。RIPK2は NODシグナル経路にお

いてアダプター分子として機能することで下流の NFκB経路及びMAPK経路の活性化を誘導すること

が知られている。そこで NOD-RIPK2シグナルの活性化が生じる状況下で IκBαの分解や MAPK経路の

シグナルが ASK1の発現抑制により影響を受けるか検討した。その結果、HEK293A細胞に NOD1及び

RIPK2を過剰発現することにより生じる IκBαの分解が、ASK1を共発現することで抑制されることが

示された。また、ASK1を発現抑制した HEK293A細胞において IκBαの分解がより亢進することが明

らかとなった。これらの結果から ASK1は RIPK2下流の NFκBシグナルに抑制的に働くことが示唆さ

れた。次にASK1がどのようにしてRIPK2下流の IκBαシグナルを調節するかのメカニズムに着目した。

RIPK2の下流では TAK1が活性化し、IKKをリン酸化することで活性化し、IκBαが分解されることが

知られている。そこで、NODリガンド処置後の TAK1の活性化に ASK1が影響を及ぼすか検討を行っ

た。その結果、ASK1の発現抑制により NOD1-RIPK2の過剰発現依存的な TAK1の活性化が亢進する

ことが明らかとなった。これらの結果から、ASK1はRIPK2下流で TAK1の活性を制御することでNFκB



シグナルを調節していることが示唆された。 

 

[まとめと考察] 

	
 本研究において私は、褐色脂肪細胞における新規 ASK1結合因子として RIPK2を同定した。また、

内在性の ASK1と RIPK2が複合体を形成していることを見出し、ASK1が RIPK2下流の TAK1の活性

を調節することで NFκBのシグナルを抑制していることを明らかにした。しかしながら、そのメカニ

ズムに関しては不明な点が数多く残されている。そこで、今後はどのように ASK1が RIPK2下流で機

能する TAK1のシグナルを調節しているか、また、ASK1と RIPK2の結合がどのような意義を持つか

検討を行いたいと考えている。 

	
 脂肪細胞での RIPK2-NFκB経路は炎症性サイトカインの遺伝子発現誘導を介した炎症応答の誘導に

重要な役割を担っているものと考えられている。今後は、今回明らかになった ASK1の RIPK2- NFκB

シグナルへの抑制効果が炎症サイトカイン産生及び脂肪の組織炎症に与える影響を検討したいと考え

ている。 


