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略語一覧 

 

 

ADPR  adenosine diphosphate ribose 

AE  anion exchanger 

ANKRD28  ankyrin repeat domain 28 

ASK3  apoptosis signal-regulating kinase 3 

AVD  apoptotic volume decrease 

cADPR  cyclic ADP-ribose 

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DNA-PK  DNA-dependent protein kinase 

FBS  fatal bovine serum 

H2AX  H2A histone family, member X 

HICC  hypertonicity-induced cation channel 

IL-1β  interleukin-1β 

JNK  c-jun N-terminal kinase 

KCC  K+-Cl- cotransporter 

MAPK  mitogen-activated protein kinase 

NA  nicotic acid 

NaAD  nicotic acid adenine dinucleotide 

NAM  nicotinamide 

NaMN  nicotic acid mononucleotide 

NAMPT  nicotinamide phosphoribosyltransferase 

NCC  Na+-Cl- cotransporter 

NHE  Na+/H+ exchanger 

NKCC  Na+-K+-Cl- cotransporter 

NMN  nicotinamide mononucleotide 

NMNAT  nicotinamide monocucleotide adenylyltransferase 

OSR1  oxidative stress-responsive 1 protein 

PAR 化  poly(ADP-ribosyl)ation 

PARP  poly(ADP-ribose) polymerase 

PBEF  pre-B-cell colony-enhancing factor 

PI  propidium iodide 

PP2Ac  protein phosphatase 2A, catalytic subunit 

PP6  protein phosphatase 6 

PPM  metal-dependent protein phosphatase 

PPM1A  protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1A 

PPP  phosphoprotein phosphatase 

PPP6C  protein phosphatase 6, catalytic subunit 

PPP6R1  protein phosphatase 6, regulatory subunit 1 

PSP  protein Ser/Thr phosphatase 

RNF146  RING finger protein 146 
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RVD  regulatory volume decrease 

RVI  regulatory volume increase 

SPAK  STE20/SPS1-related proline-alanine-rich kinase 

TAK1  TGF-β activated kinase 1 

TRPM2  transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 2 

VRAC  volume-regulated anion channel 

WNK1  with no-lysine [K] 1 
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序論 

 

 

１．浸透圧ストレス認識と細胞体積調節 

 生体は日々様々な物理化学的ストレスにさらされているが，細胞レベルで適切に応答することで個

体レベルでの恒常性を維持している．様々な物理化学的ストレスの中でも，細胞外液の急激な浸透圧

変化は，細胞内の水の流出入に伴い，細胞体積を強制的に変化させる甚大なストレスである (＝浸透

圧ストレス)．例えば，高浸透圧ストレスの場合，細胞が強制的に収縮することで，イオン強度やタン

パク質・核酸・脂質などマクロ分子の衝突が増加するだけでなく，転写・翻訳の抑制，DNA 損傷の増

加なども生じ (Burg, M.B. et al. 2007)，生命活動の上で危機的状況であると言える．そのため細胞

は，イオンの流出入を積極的に変化させることで，細胞内外の浸透圧差を減らし，逆方向の水の流出

入を引き起こすことで細胞体積を直ちに回復しようとする (McManus, M.L. et al. 1995; Lang, F. et 

al. 1998; Hoffmann, E.K. et al. 2009)．この体積回復機構は，低浸透圧ストレス後は regulatory 

volume decrease (RVD)，高浸透圧ストレス後は regulatory volume increase (RVI)と呼ばれる 

(Fig.0-01)．ただ，イオンの流出入を行うと，イオン強度の変化によってタンパク質構造が変化した

り，細胞膜電位が変化したりと，細胞にとって好ましい状況ではない．そこで細胞は，ひとまず体積

を回復した後，徐々にイオンの変化をソルビトールやイノシトール，グリセロホスホコリン，ベタイ

ン，タウリン，アミノ酸などといったオスモライトの変化に置換することで，細胞機能を定常状態に

戻すが，広義にはここまでを含めて RVD・RVI と呼ぶこともある．RVD や RVI において，実際にイオ

ンの流出入を担うエフェクター分子については，多くの知見が得られている．細胞種によって多少異

なるものの，基本的には，RVD では K+-Cl- cotransporter (KCC)や K+チャネル，Cl-チャネルによって

正味として KClが流出されるのに対し，RVIでは Na+/H+ exchanger (NHE)や Na+-K+-Cl- cotransporter 

(NKCC)によって正味として NaCl が流入される． 

 一方，細胞がどのようにして浸透圧ストレスを認識しているかというセンシング機構については，

細菌や酵母，植物などでは少しずつ明らかになってきたものの，特に哺乳類細胞においては不明な点

が多い．浸透圧ストレスは，目に見える物質的なものではないため，強制的に引き起こされる細胞体

積変化を認識していると考えられ，これは大きく分けて３種類に分類される．それは，細胞内イオン

強度やイオン濃度の変化，タンパク質・核酸・脂質などマクロ分子の衝突変化，脂質二重膜の機械的・

化学的変化であり，これら全てのパターンが浸透圧ストレス認識に用いられると考えられている．浸

透圧ストレス認識と細胞体積調節の分野における長年の謎として，特に，低浸透圧ストレス後に活性

化する volume-regulated anion channel (VRAC)と高浸透圧ストレス後に活性化する hypertonicity- 

induced cation channel (HICC)があげられる．これらチャネルの電気生理学的，薬理学的プロファイ

ルは非常によく調べられており，それぞれ RVD，RVI において重要であることはわかっていたが，そ

の分子実体は長らく不明であった．しかし 2014 年，遂に genome-wide siRNA screening によって

VRAC は leucin rich repeat containing 8 family, member A (LRRC8A)が分子実体であると別々のグ

ループから同時に報告された (Qiu, Z. et al. 2014; Voss, F.K. et al. 2014)．また，HICC の方も，

HepG2 細胞においてはα-epithelial Na+ channel (α-ENaC)が，HeLa 細胞においては transient 

receptor potential cation channel, subfamily M, member 2 (TRPM2) ΔC が分子実体であると近年

報告されたが (Bondarava, M. et al. 2009; Numata, T. et al. 2012)，これらは網羅的探索によって

同定された訳ではないため，以前の VRAC の報告のように，後に訂正される可能性は否定できない．

ただ，いずれにせよ分子実体が報告されたことで，これからまさに VRAC や HICC の浸透圧ストレス

認識や活性化に関する研究が加速し，これまで不明な点の多かった細胞の浸透圧ストレス認識からエ
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フェクター分子に至る分子機構が，明らかになって行くと期待される． 

 また，細胞体積は生命活動の場を規定する根本的な要素であるが故に，浸透圧ストレス応答におけ

る細胞体積調節機構は，様々な生理現象にも関わることが示唆されてきている (Hoffmann, E.K. et al. 

2009)．例えば，THP-1 マクロファージは，細胞膨張と続く RVD によって，NLR family, pyrin domain 

containing 3 (NLRP3)インフラマソームが活性化し，カスパーゼ１の活性化，interleukin-1β (IL-1

β)の放出が見られるという報告がなされたが (Compan, V. et al. 2012)，これは細胞体積調節と炎

症応答の関連を直接示す例である．また，アポトーシス時には，初期段階から細胞収縮が観察される

が，これは RVD の機構を利用することで積極的に作り出していることが知られる (Maeno, E. et al. 

2000)．他にも，細胞移動 (Schwab, A. et al. 2012)や細胞増殖 (Pedersen, S.F. et al. 2013)など

との関わりが示唆されており，浸透圧ストレス認識から細胞体積調節までの分子機構を明らかにする

ことは，他の生理現象の分子機構まで明らかにする可能性がある． 

 

２．Apoptosis signal-regulating kinase 3 (ASK3) 

 Apoptosis signal-regulating kinase 3 (ASK3)は，ASK1 とのホモロジー解析によって，ヒト及び

マウスの X 染色体上にコードされていることが明らかになった (Naguro, I. et al. 2012)．ASK3 は

ASK1 との相同性が非常に高く，セリン／スレオニンキナーゼドメインの相同性は 87%にもなる 

(Fig.0-02A)．Mitogen-activated protein kinase (MAPK) kinase kinase 15 (MAP3K15)という別名

の通り，ストレス応答性 MAPK 経路の最上流に位置し，他の MAP3K と同様，MAP2K を介して，下

流の p38 や c-jun N-terminal kinase (JNK)を活性化できる．また，ASK1 同様，活性ループ中の２番

目のスレオニンのリン酸化がキナーゼ活性に必須であり (Fig.0-02B)，このスレオニンのリン酸化を

特異的に認識する抗リン酸化 ASK 抗体によってリン酸化レベルを検出すれば，キナーゼ活性測定の代

わりとすることができる (Tobiume, K. et al. 2002)． 

 一方，ASK1 とは異なり，ASK3 は mRNA レベル・タンパク質レベル共に，胃や腎臓に多く発現す

るという特徴的な発現パターンを示す (Fig.0-03)．特に腎臓は，血液から老廃物を濾過して排泄する

と同時に，個体の体液量調節を担う重要な組織であるが，この機能は 200 mOsm/kg H2O から 1200 

mOsm/kg H2O にまで至る浸透圧差を積極的に生み出すことで可能となる．ただ同時に，大きな浸透

圧変化の生じ得る部位でもあるため，ASK3 の浸透圧ストレスに対する応答が検討された．すると，

ASK1 は低浸透圧ストレス，高浸透圧ストレスのいずれでも活性化したのに対し，ASK3 は低浸透圧

ストレスで活性化し，高浸透圧ストレスで不活性化した (Fig.0-04A)．つまり，ASK3 は両方向性の

浸透圧ストレスに対して両方向に応答できることになり，数分という非常に迅速な応答，かつ，約 20 

mOsm/kg H2O という差を認識する鋭敏な応答，かつ，可逆的な応答である点も踏まえると，細胞の

浸透圧ストレス認識機構においてコンバーターのような役割を担っていると推測された (Fig.0-04B)． 

 その後の解析から，ASK3 は，KCC や NKCC，Na+-Cl- cotransporter (NCC)といったイオントラン

スポーターを制御する STE20/SPS1-related proline-alanine-rich kinase (SPAK)と oxidative 

stress-responsive 1 protein (OSR1)の上流分子である with no-lysine [K] 1 (WNK1)をキナーゼ活

性依存的に負に制御することが明らかになった (Naguro, I. et al. 2012; Fig.0-05)．この WNK1 は偽

性低アルドステロン症Ⅱ型の原因遺伝子として知られ，病気における WNK1 変異は，腎臓において

SPAK/OSR1 の過剰活性化を引き起こし，続く NCC や NKCC の過剰活性化，塩の再吸収の亢進，水の

再吸収の亢進によって体液量が増加することで，高血圧症状を引き起こすと解釈されている．よって，

WNK1-SPAK/OSR1 経路を負に制御する ASK3 がノックアウトされたなら，同様の表現型が得られる

と想定されるが，確かに ASK3 ノックアウトマウスは，高週齢や高食塩食負荷の状況下で，野生型よ

りも高血圧を呈し，ASK3 が個体の体液量調節において重要であることが示された (Naguro, I. et al. 
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2012)．ただ，細胞レベルでの生理学的意義は示せておらず，特に高浸透圧ストレスにおいては，な

ぜ定常状態よりも敢えて ASK3 活性が下がらなければならないのか，その生理学的意義は明らかにな

っていない (Fig.0-06)． 

 また，細胞が浸透圧ストレスを認識して ASK3 のユニークな活性変化へと至る制御機構については，

ほぼ何もわかっていない (Fig.0-06)．かつて，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には何らかの

プロテインホスファターゼの関与が示唆されたことから，そのプロテインホスファターゼを同定する

目的で，Drosophila S2 細胞においてホスファターゼに絞った RNAi スクリーニングが行われた (梅田

剛, 平成 21 年度)．しかし，最終的に得られた protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1A 

(PPM1A)や PPM1B は，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化への関与はほとんどなく，低浸透圧

ストレスによって活性化した ASK3 を脱活性化させるようなプロテインホスファターゼであったため，

結局，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御機構は未解明のままであった． 

 

３．高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御分子の網羅的探索 

 そこで，未登録のプロテインホスファターゼに ASK3 が不活性化されていた可能性，Drosophila と

哺乳類では ASK3 不活性化を担うプロテインホスファターゼが異なっていた可能性，ASK3 不活性化

制御分子の網羅的な同定の可能性，哺乳類細胞の普遍的な浸透圧ストレス認識分子同定の可能性を踏

まえ，私は修士課程で，哺乳類細胞においてゲノムワイドに拡張した siRNA スクリーニングを行った 

(渡邊謙吾, 平成 23 年度; 渡邊謙吾ら, 2014 年)． 

 まず，ASK3 の活性をハイスループットに検出するため，抗リン酸化 ASK 抗体による蛍光免疫染色

を用いて，マイクロウェルプレート上で直接 ASK3 活性を測定するアッセイ系を構築した (Fig.0-07)．

この時，ハイコンテント解析を適用し，１細胞ごとに ASK3 活性を算出することで (Fig.0-08)，検出

感度・精度共に高いアッセイ系が構築できた (Z’-factor > 0.6)．その後，実際にヒトのゲノムワイド

siRNA ライブラリー (約 18,000 遺伝子)に対して，高浸透圧ストレス後の ASK3 不活性化が抑制され

ることを指標として，構築したアッセイ系によるハイコンテントゲノムワイド siRNA スクリーニング

を行った (Fig.0-09)．その結果，686 個の候補分子が得られたが，１遺伝子当たり異なる４つの siRNA

を混ぜたプールの siRNA を用いて発現抑制効率を高めたため，オフターゲット由来の偽陽性も多く含

まれていると考えられた．そこで，アッセイ系は同一のまま，１遺伝子当たり異なる４つの siRNA を

異なるウェルに用意して，redundant siRNA activity (RSA)解析 (König, R. et al. 2007)を適用した

二次スクリーニングを行った結果，63 個の候補分子にまで絞り込まれた (Fig.0-10)． 

 

４．Protein phosphatase 6 (PP6) 

 63 個の候補分子の中には，唯一のプロテインホスファターゼとして protein phosphatase 6 (PP6)

の触媒サブユニット protein phosphatase 6, catalytic subunit (PPP6C)が含まれていた． 

 ヒトの細胞のタンパク質において，リン酸化されているアミノ酸残基は 86.4％がセリン，11.8％

がスレオニン，1.8％がチロシンだと言われており (Olsen, J.V. et al. 2006)，ヒトのプロテインキナ

ーゼとして，セリン／スレオニンキナーゼが 428 個，チロシンキナーゼが 90 個存在すると言われて

いる (Johnson, S.A. and Hunter, T)．一方，プロテインホスファターゼは，チロシンホスファターゼ 

(protein Tyr phosphatase; PTP)が 107 個あるのに対し (Alonso, A, et al. 2004)，セリン／スレオ

ニンホスファターゼ (protein Ser/Thr phosphatase; PSP)はわずか 30 個程度しかない．明らかに

PSP の数が少ないが，多くの PSP は，複数の調節分子と組み合わせの異なるホロ酵素を形成すること

で特異性の幅を持たせている (Shi, Y. 2009)．PSP は，phosphoprotein phosphatase (PPP)，metal- 

dependent protein phosphatase (PPM)，aspartate-based phosphatase の３つのファミリーから
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構成され，さらに PPP は protein phosphatase 1 (PP1), PP2A, PP2B (=カルシニューリン), PP4, PP5, 

PP6, PP7 の７種類に分かれる (PP7 は植物においてのみ存在)．名前とは裏腹に，PPM だけでなく PPP

も水分子を活性化させるためには２つの金属イオンが必要であり，PPP の触媒中心には金属イオンを

適切に配位するためのアスパラギン酸２つ，アスパラギン１つ，ヒスチジン３つが高度に保存されて

いる．PPP の中でも，PP2A と PP4，PP6 の触媒サブユニットは非常に似ており，PP2A がメジャーで

あることから，PP2A に比べて PP4 と PP6 に関する分子レベルでの報告は少なく，同じような制御を

受けていると想定されることが多い．実際，不活性化状態の protein phosphatase 2A, catalytic 

subunit (PP2Ac)はα4 によって分解から守られ，適切な量に維持されているが，α4 は PPP4C や

PPP6C の安定性にも関わると知られる (Kong, M. et al. 2009)．また，PP2Ac は，細胞内では A サ

ブユニットとのヘテロダイマーによるコア酵素か，A サブユニット・B サブユニットとのヘテロトリ

マーによるホロ酵素として存在するが，PP6 も PPP6C が protein phosphatase 6, regulatory subunit 

1 (PPP6R1), PPP6R2, PPP6R3 や ankyrin repeat domain 28 (ANKRD28), ANKRD44, ANKRD52 と

いった制御分子とのホロ酵素で機能すると提唱されており (Stefansson, B. et al. 2008)，PP4 も R1

と R2 といった独自の制御分子とコア酵素を作っているため (Cohen, P.T. et al. 2005)，ホロ酵素形

成段階も同じような制御を受けている可能性がある．しかし，例えば TGF-β activated kinase 1 

(TAK1)に対して，細胞種や刺激の違いで PP6 が制御したり (Kajino, T. et al. 2006)，PP2A が制御

したりと (Kim, S.I. et al. 2008)，細胞内ではきちんと使い分けがなされており，PP2A からの類推で

はなく，PP4 や PP6 に着目した報告が徐々に増えてくると予想される． 

 PP6 の触媒サブユニット PPP6C は，酵母から哺乳類に至るまで広く保存されており，元々出芽酵母

における Sit4 のオルソログだと報告された (Bastians, H. and Ponstingl, H. 1996)．Sit4 の欠損に

よって見られる G1 期から S 期への移行停止がヒトの PPP6C で回復したことから，DNA 損傷時に

DNA-dependent protein kinase (DNA-PK)活性化や H2A histone family, member X (H2AX)の脱リ

ン酸化を制御することや (Mi, J. et al. 2009; Douglas, P et al. 2010; Zhong, J. et al. 2011)，

Aurora A の脱リン酸化によって紡錘体形成の制御に関わること (Zeng, K. et al. 2010)など，ヒトに

おいても DNA 修復や細胞周期における役割が中心に報告されている．実際，10％前後のメラノーマ

において，PPP6C に変異が見られることが報告され (Hodis, E. et al. 2012; Krauthammer, M. et al. 

2012)，これらの PPP6C 変異体は，少なくとも Aurora A の過剰リン酸化，染色体の不安定化などを

引き起こすことで，メラノーマ発達のドライバーとなっていると考えられる (Hammond, D. et al. 

2013; Gold, H.L. et al. 2014)．DNA 関連以外では，ASK3 と同じ MAP3K の１つである TAK1 (別名

MAP3K7)に関する報告 (Kajino, T. et al. 2006, Broglie, P. et al. 2010)や，Hippo 経路や E-cadherin

に関する報告 (Couzens, A.L. et al. 2013; Ohama, T. et al. 2013)，細胞死に関する報告 

(MacKeigan, J. et al. 2005; Kajihara, R. et al. 2014)など，いくつか散見される．しかし，PPP6C

の直接の基質としてデータが示されているのは，結局 Aurora A (Zeng, K. et al. 2010)と H2AX 

(Zhong, J. et al. 2011)ぐらいであり，今後の更なる検討が期待されている． 

 

５．Nicotinamide phosphoribosyltransferase (NAMPT) 

 63 個の候補分子の中で最も影響の強いものとして nicotinamide phosphoribosyltransferase 

(NAMPT)が得られた．NAD は生体内の酸化還元反応における補酵素として非常に重要な分子である．

その生体内の合成方法には，トリプトファンから合成する de novo 経路と，NAD の分解産物の

nicotinamide (NAM)から再利用するサルベージ経路の２つがあるが，哺乳類では，肝臓でわずかに

de novo 経路が使われているだけで，ほとんどはサルベージ経路が使われる．このサルベージ経路は，

酵母や C. elegans，Droshophila といった無脊椎動物では，NAM → nicotic acid (NA) → nicotic acid 
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mononucleotide (NaMN) → nicotic acid adenine dinucleotide (NaAD) → NAD の４つの反応を経

て合成されるのに対し，脊椎動物では，NAM → nicotinamide mononucleotide (NMN) → NAD の

２つの反応だけで合成される．脊椎動物にも NA → NaMN → NaAD → NAD という合成経路は存在

するが，NAM を NA に変換する nicotinamidase を有しておらず，代わりに NAMPT を有しているた

め，ニコチンアミド骨格を維持したまま合成してしまう (Revollo, J.R., et al. 2004)．NMN から NAD

へと変換する nicotinamide monocucleotide adenylyltransferase (NMNAT)は，核局在の NMNAT1，

ゴルジ体 (細胞質側)局在の NMNAT2，ミトコンドリア局在の NMNAT3 の３種類がヒトにおいて存在

するが (Berger, F. et al. 2005; Lau, C. et al. 2010)，サルベージ経路の律速段階は NAMPT の方で

ある (Revollo, J.R., et al. 2004)． 

 NAMPT は，元々前駆 B 細胞の成熟を強める推定上のサイトカイン pre-B-cell colony-enhancing 

factor (PBEF)として同定され (Samal, B., et al. 1994)，その後，NAD 生合成に関わる NAMPT であ

ることが明らかになった (Rongvaux, A. et al. 2002)．しかし，その後も好中球のアポトーシスを抑

制するサイトカインのような作用を持つという報告がされ (Jia, S.H. et al. 2004)，さらにはインスリ

ンのような作用を持つ新規アディポカイン visfatin であるという報告までされた (Fukuhara, A. et al. 

2005)．このインスリン様作用を持つというのは議論となり，結局再現性の問題で撤回される始末と

なったが，NAMPT は古典的な ER-ゴルジによる分泌経路に寄らずに分泌され (Tanaka, M. et al. 

2007)，extracellular NAMPT (eNAMPT)として全身での NMN 合成に働くことが明らかになり，最近

では，この NMN の作用がインスリン分泌に影響を与えていると考えられている (Revollo, J.R., et al. 

2007; Yoshino, J. et al. 2011)． 

 細胞外だけでなく，intracellular NAMPT (iNAMPT)も重要である．例えば，NAMPT の転写は clock 

circadian regulator (CLOCK)と brain-muscle Arnt-like protein 1 (BMAL1)の制御を受け，その発現

量が１日周期で変動し，NAD 量も変動させる．一方，概日リズムに重要な CLOCK のヒストンアセチ

ル化とバランスを取っているヒストンデアセチル化酵素 sirtuin 1 (SIRT1)は，酵素活性に NAD+を必

要とすることから，それがフィードバックとなって NAMPT は概日リズムを制御していることが報告

された (Nakahara, Y. et al. 2009; Ramsey, K.M. et al. 2009)．また，がん細胞は，増殖率，エネル

ギーの必要性，poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)や sirtuin といった NAD 消費酵素活性が高いた

め，NAD の要求性が高いことで知られる (Galli, U., et al. 2013)．そこで，NAMPT 特異的阻害剤

FK866 を抗がん剤として用いる戦略が考えられており，実際に臨床研究中である (von Heideman, A. 

et al. 2010)．他にも NAD は，DNA 修復に重要な poly(ADP-ribosyl)ation (PAR 化)や，カルシウム

チャネルのアゴニストとして働く adenosine diphosphate ribose (ADPR)や cyclic ADP-ribose 

(cADPR)，nicotinic acid adenine dinucleotide phosphate (NAADP)などの材料でもあり，様々な生

理現象に関わるのは想像に難くない．ただ，これだけ幅広い分野で研究されていても，浸透圧ストレ

スと NAMPT の関連性に関しては，報告がない． 

 

６．本研究の目的と成果 

 以上のように，細胞が浸透圧ストレスを認識して ASK3 の活性変化へと至る制御機構は不明であり，

高浸透圧ストレスによって定常状態よりも敢えて ASK3 の活性が下がることの生理学的意義も不明で

あった．そこで，ハイコンテントゲノムワイド siRNA スクリーニングで得られた，高浸透圧ストレス

による ASK3 不活性化制御候補分子 63 個を基に，詳細な解析を行うことで，高浸透圧ストレスによ

る ASK3 不活性化の制御機構と生理学的意義の解明を目指した．その結果，本研究によって，スクリ

ーニングで得られた唯一のプロテインホスファターゼであった PP6 が，高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化を担う直接のホスファターゼであることが明らかになった．また，スクリーニングで
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最も顕著な陽性であった NAMPT は NMN や NAD を介して ASK3 不活性化を亢進していることが明ら

かになった．そして，高浸透圧ストレスによって ASK3 が不活性化するのは，細胞死を回避し，恒常

性を維持するためであることも明らかになった． 
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図 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.0-1 浸透圧ストレス後の細胞体積回復機構 

浸透圧ストレスによる水の流出入に伴い，細胞体積は強制的に変化させられる．そこで細胞は，イオ

ンの流出入を積極的に変化させることで，細胞内外の浸透圧差を減らし，逆方向の水の流出入を引き

起こすことで細胞体積を直ちに回復しようとする機構を有する．この体積回復機構は，低浸透圧スト

レス後は regulatory volume decrease (RVD)，高浸透圧ストレス後は regulatory volume increase 

(RVI)と呼ばれる． 
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Fig.0-2 Apoptosis signal-regulating kinase (ASK)ファミリー 

(A) ASK3 と ASK1，ASK2 とのアミノ酸相同性．ASK3 は ASK1 や ASK2 と高い相同性を有し，特

に ASK1 との相同性が高い．(B) ASK ファミリーの活性ループのアミノ酸配列．ASK3 (ASK1，ASK2)

の活性には，活性ループ中の２番目の Thr808 (Thr838, Thr806)のリン酸化が必須であると知られ

る． 
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Fig.0-3 ASK3 の発現部位 

(A) 各組織における ASK3 の mRNA 量．特に腎臓に多く発現する．(B) 各組織における ASK3 のタ

ンパク質量．特に，腎臓や胃に多く発現する．(C) ヒトの組織免疫染色．青色はヘマトキシリン染色，

茶色は ASK3 抗体による染色．ASK3 は管腔側に強く発現している．(A & B)は Naguro, I., et al. 2012，

(C)は Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org)より抜粋．  
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Fig.0-4 浸透圧ストレスと ASK3 活性 

(A) ASK3 の活性変化．ASK1・ASK3 を過剰発現した HEK293A 細胞に，各浸透圧刺激を 10 分間行

い，ASK1・ASK3 のキナーゼ活性に必須な Thr838・Thr808 のリン酸化検出抗体 p-ASK を用いて，

ASK1・ASK3 の活性レベル検出した．ASK3 は，浸透圧ストレスに対して，両方向性に応答する．(B) 

浸透圧ストレスと ASK3 活性の概念図．定常状態より高くなっても低くなってもストレスとなる両方

向性の浸透圧ストレスに対して，ASK3 は両方向性に応答できる． 
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Fig.0-5 ASK3-WNK1-SPAK/OSR1 経路による血圧調節モデル 

ASK3 は WNK1-SPAK/OSR1 経路をキナーゼ活性依存的に負に制御し，KCC の不活性化や NCC・NKCC

の活性化を介して，塩の再吸収，つまり水の再吸収を調節することで，個体の体液量調節に関わると

考えられている (Naguro, I. et al. 2012)． 
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Fig.0-6 本研究の目的 

細胞が高浸透圧ストレスを認識し，どのようにして ASK3 を不活性化するのか，ほぼ全くわかってい

ない．また，高浸透圧ストレスによって，なぜ定常状態よりも敢えて ASK3 活性が下がらなければな

らないのか，その生理学的意義は明らかになっていない．そこで，高浸透圧ストレスによる ASK3 不

活性化の制御機構と生理学的意義の解明を本研究の目的とした． 
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Fig.0-7 ゲノムワイド siRNA スクリーニングのアッセイ系 

各 siRNA を 384 ウェルプレート上に予め分注しておき，リバーストランスフェクションによって発現

抑制を行い，浸透圧刺激後，抗リン酸化 ASK 抗体による蛍光免疫染色を行って，イメージアナライザ

ーにて画像を取得・解析した．プレート上で ASK3 活性を直接測定することでハイスループットなア

ッセイが可能となった． 
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Fig.0-8 ハイコンテント解析による ASK3 活性測定アルゴリズム 

まず，核・リン酸化 ASK3・トータル ASK3・細胞質の画像を撮影する．次に核の画像を基に，各細

胞をターゲットとして認識させる．続いて，細胞質の画像から，各ターゲットの細胞領域 (region of 

interest; ROI)を決定する．そして，リン酸化 ASK3 とトータルの ASK3 の画像から，ROI 内の蛍光強

度を１細胞毎に測定する．最終的にその比をとれば，１細胞当たりの ASK3 活性が測定できたことに

なる． 
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Fig.0-9 ハイコンテントゲノムワイド siRNA スクリーニングの結果の例 

(A) スクリーニングにおける全ウェルの ASK3 活性．プレート間変動を robust-Z score で標準化し

たケースを示す．Robust-Z score が高い程，ASK3 不活性化の抑制効果が大きいことを意味する．(B) 

実際の蛍光免疫染色画像の例．Robust-Z score が高い NAMPT は等浸透圧ストレス時に匹敵する程，

p-ASK3 の蛍光強度が増強していることが確認できた．修士論文 (渡邊謙吾, 平成 23 年度)より抜粋． 
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Fig.0-10 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御分子の 63 個の候補遺伝子 

二次スクリーニングの結果得られた 63 個の候補遺伝子に対して，オントロジー解析・ネットワーク

解析を行ったまとめの例 (Mercer, J. et al. 2012)．各 63 候補遺伝子は丸四角で描かれ，その大きさ

が大きい程，二次スクリーニングで ASK3 不活性化への抑制効果が大きかったことを示す．また，各

遺伝子は，DAVID データベースによって最も上位に来たクラスターに割り振ってあり，細胞内のおお

よその位置に配置されている．そして，遺伝子間の線は，STRING データベースにおける関連性を示し

ており，色が赤色である程，関連性が高いことを示す．ASK3 不活性化は非常に素早い応答であるこ

とからも，予想通り既存のパスウェイが得られることはなかったが，プロテアソームの 19S 調節ユニ

ットが特異的に得られたことは注目に値し，今後の検討課題の１つである．また，転写・翻訳関連だ

けでなく，細胞膜近傍に存在するような分子も得られており，その後の解析が期待できる候補分子が

得られたと考えられる． 
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方法 

 

 

１．細胞培養 

 HEK293A 細胞，A549 細胞は，10 v/v% fetal bovine serum (FBS; biowest)，100 units/mL ペ

ニシリン G カリウム (PG; 明治製菓)を含む Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM; Sigma) 

high glucose で，37℃, 5% CO2 条件下で培養した． 

 HeLa 細胞は，10 v/v% FBS，100 units/mL PG を含む DMEM low glucose で，37℃, 5% CO2 条

件下で培養した． 

 テトラサイクリン誘導性 Flag-hASK3 恒常発現 HEK293A 細胞は，以前当研究室で樹立したものを

使用した (梅田剛, 平成 21 年度)．培養には，10 v/v% FBS，2.5 μg/mL Blasticidin (Invitrogen)，

50 μg/mL Zeocin (Invitrogen)を含む DMEM high glucose で，37℃, 5% CO2 条件下で培養した．

また，発現誘導は，アッセイに用いる 24 時間前に，1 μg/mL テトラサイクリンを添加して行った． 

 

２．遺伝子導入 

 遺伝子導入用試薬 PEI-MAX (Polysciences)と各細胞の培地と同じ DMEM (PG, FBS 未含有)を用いて，

Invitrogen が Lipofectamine 2000 Reagent 用に提供しているプロトコールに従い，トランスフェク

ション試薬を調製し，細胞に添加した．発現誘導がかかるまで 24〜48 時間培養した． 

 

３．遺伝子抑制 

 siRNA の場合は，siRNA 導入用試薬 Lipofectamine RNAiMAX Reagent (Invitrogen)と OPTI-MEM 

(GIBCO)を用いて，Invitrogen が提供しているフォワードトランスフェクションあるいはリバースト

ランスフェクションのプロトコールに従い，トランスフェクション試薬を調製し，細胞に添加した．

発現抑制がされるまで 48〜72 時間培養した． 

 shRNA の場合は，過剰発現と同様に，トランスフェクション試薬を細胞に導入し，48 時間後に 1 μ

g/mL Puromycin (GIBCO)含有培地へと培地交換して，さらにセレクションのために 72 時間培養し

た． 

 

４．プラスミド 

 以下のプラスミドは，当研究室の plasmid library に存在するものを使用した． 

Flag-hASK3: #292 Flag-hASK3 in pcDNA3/GW 

HA-hASK3: #298 HA-hASK3 in pcDNA3/GW 

GFP-hASK3: #1672 GFP-hASK3 in pcDNA4 

Flag-hASK3(T808A): #337 Flag-hASK3(T808A) in pcDNA3/GW 

 以下のプラスミドは，山口大学獣医薬理学教室 大浜剛准教授より分与して頂いたプラスミドを鋳型

に以下のプライマーを用いて再クローニングし，EcoRI と XhoI で切断して，3’-Flag-pcDNA3/GW ま

たは 5’-Flag-pcDNA3/GW へライゲーションした．また，配列を CEQ2000 (Beckman Couter)で確

認後，適宜 3’-HA-pcDNA3/GW，3’-Venus-pcDNA3/GW，5’-YFP-pcDNA3/GW へ乗せ変えた． 

[HA3-hPPP6C] 

  大浜剛准教授より分与して頂いたプラスミドをそのまま利用した． 

[hPPP6C-Flag, hPPP6C-HA, hPPP6C-Venus] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCACCGCCATGGCGCCGCTAGACCTG-3’ 
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  プライマー2: 5’-GCCTCGAGAAGGAAATATGGCGTTGTC-3’ 
[hPPP6C(D84N)-HA] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCACCGCCATGGCGCCGCTAGACCTG-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGAAGGAAATATGGCGTTGTC-3’ 
[Flag-hPPP6R1, YFP-hPPP6R1] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTTTGGAAGTTTGACCTGC-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGCTATTGGGAGCCTGGGGAT-3’ 
[Flag-hPPP6R2, YFP-hPPP6R2] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTCTGGAAGTTTGACTTGAA-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGTCACACTGGGCCATTTAAGG-3’ 
[Flag-hPPP6R3, YFP-hPPP6R3] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTTTGGAAATTTGATCTTCA-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGTCATACAGGGCCATTCACTG-3’ 

 以下のプラスミドは，HEK293A 細胞の cDNA から，以下のプライマーを用いてクローニングし， 

5’-Flag-pcDNA3/GW へライゲーションした．配列を CEQ2000 で確認後，適宜 5’-HA-pcDNA3/GW，

5’-YFP-pcDNA3/GW へ乗せ変えた． 

[Flag-hANKRD28, YFP-hANKRD28] 

 以下のプライマー1 とプライマー2，プライマー3 とプライマー4 でクローニングしたも

のをそれぞれ EcoRI と BamHI，BamHI と NotI で切断して，３点ライゲーションを行った 

  プライマー1: 5’-CCGAATTCGCGTTCCTCAAACTCCGTGACC-3’  

  プライマー2: 5’-ACGGATCCCTGGATTTGCATCG-3’ 
  プライマー3: 5’-CAGGGATCCGTGATAAGCAAGG-3’  

  プライマー4: 5’-GGGCGGCCGCTCAGTAGGTCTCAGAATCGGAGTC-3’  

[Flag-hANKRD44, YFP-hANKRD44] 

 以下のプライマー1 とプライマー2，プライマー3 とプライマー4 でクローニングしたも

のをそれぞれ EcoRI と XbaI，XbaI と XhoI で切断して，３点ライゲーションを行った 

  プライマー1: 5’-CCGAATTCGCAGTGCTCAAACTCACCGACCAG-3’ 
  プライマー2: 5’-ACTCTAGACATAGTGTGGCTTCC-3’ 
  プライマー3: 5’-TGTCTAGAGTTTCTGCTTCAAAATG-3’ 
  プライマー4: 5’-GGCTCGAGTCATTCTTCTTTTTGTACAGCGGTTC-3’ 
[Flag-hANKRD52, HA-hANKRD52, YFP-hANKRD52] 

 以下のプライマー1 とプライマー2，プライマー3 とプライマー4 でクローニングしたも

のをそれぞれ EcoRI と HindIII，HindIII と XhoI で切断して，３点ライゲーションを行った 

  プライマー1: 5’-CCGAATTCGGGATCCTCAGCATCACGGACCAG-3’ 
  プライマー2: 5’-AGAAGCTTACGACAACAGTCAGAG-3’ 
  プライマー3: 5’-CGTAAGCTTCTTTCCTCAGGTCAG-3’ 
  プライマー4: 5’-GGCTCGAGCTACTCAGAGTAGCAGCCATCTAAC-3’ 
[Flag-hNAMPT] 

 以下のプライマー1 とプライマー2 でクローニングしたものを EcoRI と XhoI で切断して，

ライゲーションを行った． 

  プライマー1: 5'-GCGAATTCATGAATCCTGCGGCAGAAG-3' 

  プライマー2: 5'-GCCTCGAGCTAATGATGTGCTGCTTCCAG-3' 



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

24 

 以下のプラスミドは，野生型の Flag-hNAMPT in pcDNA3/GW を鋳型として，QuickChange 

site-directed mutagenesis (Stratagene)のプロトコールを用いて作製した．使用したプライマーは

以下の通りである． 

[Flag-hNAMPT(S199D)] 

  プライマー1: 5’-GGCTACAGAGGAGTCgaTTCCCAAGAGACTGCT-3’ 
  プライマー2: 5’-AGCAGTCTCTTGGGAAtcGACTCCTCTGTAGCC-3’ 
[Flag-hNAMPT(S200D)] 

  プライマー1: 5’-TACAGAGGAGTCTCTgaCCAAGAGACTGCTGGC-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCAGCAGTCTCTTGGtcAGAGACTCCTCTGTA-3’ 

 以下のプラスミドは，野生型の Flag-hPPP6Rs in pcDNA3/GW を鋳型として，QuickChange 

site-directed mutagenesis (Stratagene)のプロトコールを用いて作製した．使用したプライマーは

以下の通りである． 

[Flag-hPPP6R1ΔC (1-519)] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTTTGGAAGTTTGACCTGC-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGTCACACCATGTTCTTCTTGTTGGTC-3’ 
[Flag-hPPP6R2ΔC (1-532)] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTCTGGAAGTTTGACTTGAA-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGTCACACAGTGTTCCTGCGGTTC-3’ 
[Flag-hPPP6R3ΔC (1-513)] 

  プライマー1: 5’-GCGAATTCATGTTTTGGAAATTTGATCTTCA-3’ 
  プライマー2: 5’-GCCTCGAGTCATACCGTGTTCCTCTTGTTAGTTTC-3’ 

 hASK3-tdTomato は当研究室の名黒功講師が作製したものを分与して頂いた． 

 

５．siRNA 

 用いた Stealth siRNA (Invitrogen)の配列は以下の通りである (sense 配列のみ記載)． 

[Control siRNA] 

  Negative Control Medium GC Duplex #2: 配列非公開 

  Negative Control Medium GC Duplex #3 (A549 細胞の場合): 配列非公開 

[hPPP6C siRNA #1] 

  #306: GACUACGUUUGUGACCUCCUCUUAG 

[hPPP6C siRNA #2] 

  #675: GCAGCUUUAAUAGAUGAGCAGAUUU 

[hPPP5C siRNA] 

  #8415: カタログ#HSS108415 

[hNAMPT siRNA #1] 

  #349: CCACCGACUCCUACAAGGUUACUCA 

[hNAMPT siRNA #2] 

  #1674: GAUCUUCUCCAUACUGUCUUCAAGA 

[hASK3 siRNA #1] 

  #2711: GAGAGGGUUUCUUAAGGCAGGUGAA 

[hASK3 siRNA #2] 

  #3279: CGGAUUUCAGGAUGCCGUAAAUAAA  
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[hWNK1 siRNA] 

  #6103: CAGCUGAGCUCAAAGAGCCUUCCTA  

[hPPM1A siRNA] 

  #8328: GCAUGCAAGGCUGGCGUGUUGAAAU 

 用いた ON-TARGETplus siRNA (Dharmacon)の配列は以下の通りである (sense 配列のみ記載)． 

[hNAMPT siRNA #1] 

  J-004581-05: GGUAAGAAGUUUCCUGUUA 

[hNAMPT siRNA #2] 

  J-004581-06: CAAAUUGGAUUGAGACUAU 

[hNAMPT siRNA #3] 

  J-004581-07: UAACUUAGAUGGUCUGGAA 

[hNAMPT siRNA #4] 

  J-004581-08: CAAGCAAAGUUUAUUCCUA 

[hRNF146 siRNA #1] 

  J-007080-05: GGACGUCGCAGGAAGAUUA 

[hRNF146 siRNA #2] 

  J-007080-06: GGAUGUAUCUGCAGUUGUU 

[hRNF146 siRNA #3] 

  J-007080-07: GAUGGACAGUGCACAGUAA 

[hRNF146 siRNA #4] 

  J-007080-08: CCGUAAACCUAGCAAGAGA 

 

６．shRNA 

 当研究室にて丸山順一博士 (現・東京医科歯科大学病態代謝解析学分野 助教)によって作製された

pENTR201-H1MCS に，以下の shRNA 配列を ClaI と XhoI でライゲーションした後，同じく丸山博士

によって作製された pSuperior.puro_DEST(w/o H1)に，Gateway cloning technology (Invitrogen)

による LR 反応を用いて乗せ変えることで作製した． 

[Luciferase shRNA] 

  top 鎖: cgatGTGtGCTGtTGGTGCCAgCCCGTGTGCTGTCCGGGTTGGCACCAGCAGCG 

CACttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGTGCGCTGCTGGTGCCAACCCGGACAGCACACGGGcTGG 

CACCAaCAGCaCACat 

[PPP6R1 shRNA #1]: #386 

  top 鎖: cgatGtATCCTCATtAACCGtAAGAGTGTGCTGTCCTCTTGCGGTTGATGAGG 

ATGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCATCCTCATCAACCGCAAGAGGACAGCACACTCTTaCG 

GTTaATGAGGATaCat 

[PPP6R1 shRNA #2]: #1816 

  top 鎖: cgatGtCAACCTACTTGAGgTATGtGTGTGCTGTCCGCATATCTCAAGTAGG 

TTGGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCCAACCTACTTGAGATATGCGGACAGCACACaCATAc 

CTCAAGTAGGTTGaCat 
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[PPP6R2 shRNA #1]: #75 

  top 鎖: cgatGGAGTTgATGGATGgAGATGgGTGTGCTGTCCTCATCTTCATCCATTA 

ACTCCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGGAGTTAATGGATGAAGATGAGGACAGCACACcCATCTc 

CATCCATcAACTCCat 

[PPP6R2 shRNA #2]: #1161 

  top 鎖: cgatGtACTTCtAAGTGGAACTgTGGTGTGCTGTCCCATAGTTCCACTTGGA 

AGTGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCACTTCCAAGTGGAACTATGGGACAGCACACCAcAGTT 

CCACTTaGAAGTaCat 

[PPP6R3 shRNA #1]: #151 

  top 鎖: cgatGtAGAATGTCTtGAAGATTTgGTGTGCTGTCCTAAATCTTCGAGACATT 

CTGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCAGAATGTCTCGAAGATTTAGGACAGCACACcAAATC 

TTCaAGACATTCTaCat 

[PPP6R3 shRNA #2]: #2408 

  top 鎖: cgatGtCTCACTGTAGgTGCCAAGgGTGTGCTGTCCTCTTGGCATCTACAGTG 

AGGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCCTCACTGTAGATGCCAAGAGGACAGCACACcCTTGGC 

AcCTACAGTGAGaCat 

[ANKRD52 shRNA]: #863 

  top 鎖: cgatGtTTGGAGCTgCTGGTTgATAGTGTGCTGTCCTATTAACCAGTAGCTCC 

AAGCttttttC 

  bottom 鎖: TCGAGaaaaaaGCTTGGAGCTACTGGTTAATAGGACAGCACACTATcAAC 

CAGcAGCTCCAAaCat 

 

７．抗体・試薬 

 イムノブロットの一次抗体として，抗 Flag 抗体 (1E6; Wako)，抗 HA 抗体 (3F10; Roche)，抗 GFP

抗体 (1E4; MBL)，抗 actin 抗体 (AC40; Sigma)，抗α-tubulin 抗体 (YL1/2; Santa Cruz)，抗 PPP6C

抗体 (A300-844A; Bethyl Laboratories)，抗 PPP5C 抗体 (611020; BD Transduction 

Laboratories)，抗 PPM1A 抗体 (p6c7; Santa Cruz), 抗 ANKRD52 抗体 (A302-372A; Bethyl 

Laboratories，抗 PBEF 抗体 (A300-372A; Bethyl Laboratories)，抗 WNK1 抗体 (A301-515A; 

Bethyl Laboratories)，抗 OSR1 抗体 (M01; Abnova)，抗リン酸化 p38 抗体 (Cell Signaling)，抗

p38 抗体 (C-20-G; Santa Cruz)，抗リン酸化 JNK 抗体 (Cell Signaling)，抗リン酸化 Aurora A 抗体 

(Thr288; Cell Signaling)，抗β-catenin 抗体 (610154; BD Transduction Laboratories)．抗 CCNB1

抗体 (GNS1; Santa Cruz)．抗 hASK3 抗体 (hC4-1-1-6; 当研究室作製)，抗リン酸化 SPAK/OSR1

抗体 (p-SPAK/OSR1; 当研究室作製)，抗リン酸化 ASK 抗体 (p-ASK; 当研究室作製)を用いた． 

 また，イムノブロットの二次抗体としては，HRP 標識抗 mouse IgG 抗体 (Cell Signaling), HRP 標

識抗 rat IgG 抗体 (Cell Signaling), HRP 標識抗 rabbit IgG 抗体 (Cell Signaling)を用いた． 

 プロテアソーム活性阻害剤 MG132 (Enzo Life Science)，NAMPT 特異的阻害剤 FK866 (Sigma)，

NMNATs 阻害剤 Gallotannin (Sigma)，HICC 阻害剤 Flufenamate (東京化成)，汎 TRP チャネル阻害

剤 SKF96365，イオンキレーターBAPTA-AM (B035; Dojindo)は，使用する 1,000 倍の濃度に DMSO 
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(Sigma)で溶解させた．汎プロテインホスファターゼ阻害剤 NaF (Sigma)は，使用する細胞の培地で

使用直前に溶解させた．NMN (Sigma)，NAD+ (Sigma)，NADH (Sigma)は，使用する 100 倍の濃度

に純粋で溶解した． 

 

８．浸透圧刺激 

 培地を等浸透圧バッファー (約 300 mOsm/kg H2O, pH 7.4; 130 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM 

KH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 20 mM mannitol, 10 mM glucose), 高浸透圧バ

ッファー (約 400 mOsm/kg H2O, pH 7.4; 130 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 

mM MgCl2, 10 mM HEPES, 120 mM mannitol, 10 mM glucose), 高浸透圧バッファー (約 500 

mOsm/kg H2O, pH 7.4; 130 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM 

HEPES, 220 mM mannitol, 10 mM glucose) 低浸透圧バッファー (約 200 mOsm/kg H2O, pH 7.4; 

90 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glucose)

に置換し，常温で 10 min 静置した．また，300 mOsm から 800 mOsm まで 100 mOsm 単位の浸

透圧 buffer は，等浸透圧バッファーと高浸透圧バッファー (約 800 mOsm/kg H2O, pH 7.4; 130 mM 

NaCl, 2 mM KCl, 1 mM KH2PO4, 2 mM CaCl2, 2 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 520 mM mannitol, 10 

mM glucose)の混合比を変えることで作製した． 

 高浸透圧培地は，DMEM low glucose (PG, FBS なし)に 250 mM NaCl，500 mM mannitol，500 mM 

sorbitol のいずれかを十分に溶解させ，フィルター処理(0.22 μm; Millipore)を行い，それを DMEM 

low glucose (PG, FBS なし)と混合し，10 v/v% FBS を添加することで，適宜目的の浸透圧に調製し

た．刺激は，培地交換後に 37℃, 5% CO2 条件下で培養した． 

 カルシウム・マグネシウムフリーの高浸透圧バッファーは，PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 

mM Na2HPO4•12H2O, 1.47 mM KH2PO4)に mannitol を加えることで作製した． 

 Flufenamate や SKF96365 の阻害剤，EDTA や EGTA のイオンキレーターの同時処置は，予め最

終濃度になるように各浸透圧バッファーと混合しておき，そのバッファーと置換することで行った． 

 

９．イムノブロット 

 24 ウェルプレートにおいて，過剰発現した分子を検出する場合は 200 μL/well，内在性分子を検

出する場合は 100 μL/well の IP lysis buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 10 mM EDTA, 

1 w/v% sodium deoxycholate, 1 v/v% Triton-X 100, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 μ

g/mL leupeptin; 内在性分子のリン酸化を検出する際には PhosSTOP (Roche)，または phosphatase 

inhibitor cocktail (8 mM NaF, 12 mM β-glycerophosphate, 1 mM Na3VO4, 1.2 mM Na2MoO4, 5 

μM cantharidin, 2 mM imidazole)を更に添加)に置換し，4℃で 20 分以上溶解した．この細胞溶解液

を回収し，15,000 rpm, 4℃で 10 分間遠心した後，上清 50 μL を等量の 2×SDS sample buffer 

(100 mM Tris-HCl pH 8.8, 10 w/v% bromophenol blue, 36 v/v% glycerol, 4 w/v% sodium 

dodecyl sulfate, 10 mM dithiothreitol)と混合し，98℃で 3 分間煮沸してサンプル化した．なお，

Dharmacon の siRNA を用いる際は，96 ウェルプレートにて IP lysis buffer 60 μL/well で溶解した． 

 このサンプル化したタンパク質を SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)によって分

離し，セミドライ式のブロッターによって BioTrace polyvinylidene difluoride membrane (0.45μ

m; Pall)あるいは Fluorotrans W membrane (0.2 μm; Pall)へと転写した． 

 転写後，メンブレンを 5 w/v% スキムミルク (雪印)を含む TBS-T (150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl 

pH 8.0, 0.05 v/v% Tween 20)に浸し，室温で２時間程度ブロッキングした．その後，TBS-T で洗浄

し，1st antibody dilution buffer (TBS-T に 5 w/v% bovine serum albumin (BSA; 岩井化学)と 0.1 
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w/v% NaN3 を添加)で希釈した一次抗体と 4℃で一晩以上反応させた．その後，メンブレンを TBS-T

で洗浄し，5 w/v%スキムミルクを含む TBS-T で希釈した二次抗体と常温で１時間反応させた．そし

て，TBS-T で１時間洗浄して，enhanced chemiluminescence (ECL)システム (GE Healthcare)を用

いて検出した． 

 

10．免疫沈降法 

 12 ウェルプレートにおいて，IP lysis buffer 400 μL/well で細胞溶解・遠心後，上清に抗 Flag 抗

体ビーズ (anti-DYKDDDDK tag antibody beads; Wako)を加え，30〜120 分間４℃で反応させた．

その後，ビーズを Washing buffer for IP 1 (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 500 mM NaCl, 1 w/v% sodium 

deoxycholate, 1 v/v% Triton-X 100, 0.2 w/v% sodium dodecyl sulfate)で２回洗浄後，IP lysis 

buffer でさらに１回洗浄して，最終的に 2×SDS sample buffer を加えてサンプル化した． 

  

11． In vitro ホスファターゼアッセイ 

 PP6 の精製は，まず，10 cm dish２枚分の細胞を PP6 lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM 

NaCl, 1 v/v% Triton-X 100, 1 mM DTT, 500 μM MnCl2, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 

μg/mL leupeptin) 1 mL で溶解し，scrape して回収後，遠心の上清に抗 Flag 抗体ビーズ 

(M2-agarose affinity gel; Sigma)を加え，180 分間 4℃で反応させた．その後，ビーズを PP6 lysis 

buffer で３回洗浄後，100 μg/mL 1xFlag peptide (F3290; Sigma) in PP6 lysis buffer で PP6 を

溶出させた． 

 ASK3 の精製は，細胞溶解前に 50 mM NaF を 37℃, 5% CO2 条件で 30 分間前処置しておき，10 cm 

dish１枚分の細胞を PP6 substrate lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH7.5, 150 mM NaCl, 1 v/v% 

Triton-X 100, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride, 5 μg/mL leupeptin, phosphatase inhibitor 

cocktail) 1 mL で溶解し，scrape して回収後，遠心の上清に抗 HA 抗体 (12CA5; Roche)を加え，

60 分間４℃で反応させた．そして，ProG ビーズ(Protein G Sepharose 4 Fast Flow; Amersham 

Biosciences)を加え，さらに 120 分間４℃で反応後，ビーズを PP6 lysis buffer で３回洗浄した． 

 リン酸化ペプチドを基質として反応させる場合，Ser/Thr phosphatase assay system (Promega)

を使用した．具体的には，まず，精製した PP6 とリン酸化ペプチド RRA(pT)VA を混ぜ，30℃で軽く

震盪させながら反応させた．15 分後，モリブデン酸溶液を加えて反応を止め，リンモリブデン酸発色

に由来する 650 nm の吸光度を測定することで，検量線から遊離したリン酸量を測定した． 

 ASK3 を基質として反応させる場合，精製した PP6 と精製した ASK3 ビーズを混ぜ，30℃で軽く震

盪させながら反応させ，２時間後，2×SDS sample buffer (dithiothreitol は 20 mM に増加)を添加

してサンプル化した． 

 

12．NAD 量測定 

 Amplite Fluorimetric NAD/NADH assay kit (AAT Bioquest)を使用した．具体的には，IP lysis 

buffer によって細胞溶解・遠心後，上清と Amplite Fluorimetric NAD/NADH assay kit の反応液を混

ぜ，遮光室温で 15 分反応後，蛍光プレートリーダー (infinite M200 Pro; Tecan)を用いて Ex: 540 nm, 

Em: 590 nm で蛍光を 15 分毎に 2 時間経時測定した．そして，検量線とサンプルの蛍光強度を用い

て，サンプルの NAD++NADH の濃度を算出した． 

 

13．PI 染色による細胞死アッセイ 

 まず，24 ウェルプレートに播種した HeLa 細胞に各 siRNA (30 nM)をフォワードトランスフェクシ
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ョンにて導入した．24 時間後，トリプシン処理により細胞を浮遊させ，96 ウェルプレートに 2,500 

cells/well で播種し直した．さらに 24 時間後，等浸透圧培地・高浸透圧培地に交換することで浸透圧

ストレスを開始した．そして，48 時間後，1/1k Hoechst33342 (Dojindo)と 1/1k propidium iodide 

(PI; Dojindo)含有培地に交換し，37℃, 5% CO2 条件で 30 分間染色した．最終的に，PBS に置換して

イメージアナライザー (Cellomics ArrayScan VTI; Thermo Scientific)で画像を取得した． 

 取得した画像へのハイコンテント解析には，Cell Health Profiling を用いた．具体的には Hoechst 

33342 のシグナルから細胞を規定し，細胞毎に PI のシグナルを割り当てた．つまり，Hoecst33342

陽性で全細胞数を算出し，その中で PI 陽性であるターゲットを死細胞として測定したことになる．そ

して，Cell Death を[PI 陽性細胞数]／[Hoecst33342 陽性細胞数]で定義し，Number of cells は[サ

ンプルの全細胞数]／[siRNA 未導入の等浸透圧培養サンプル群の全細胞数]で表した． 

 

14．細胞周期同調 

 シングルチミジンブロック法を用いて S 期同調した．具体的には，テトラサイクリン誘導性の ASK3

恒常発現 HEK293A 細胞に各 siRNA をフォワードトランスフェクションし，12 時間後に 2 mM 

thymidine (Sigma)を加え，24 時間以上培養させることで S 期同調させた．チミジン除去は，各タイ

ムコースでチミジンを含まない培地に交換することで行った， 

 

15．ライブセルイメージング 

 1 w/v% gelatin (ナカライテスク) in PBS でコートした 35 mm ガラスボトムディッシュ (松波)に，

HEK293A 細胞を播種し，適宜遺伝子導入を行った．実験では，等浸透圧バッファー2 mL に置換して

室温 10 分間以上経ってから，タイムラプスをスタートさせた．等浸透圧状態の画像を数枚取得後，1 

mL 抜き取り，2 倍の濃度の高浸透圧バッファー1 mL を添加することで高浸透圧ストレスをかけ，引

き続き撮影させた． 

 観察には，共焦点蛍光顕微鏡 (LSM510 META; Carl Zeiss)を用い，Plan-Apochromat 63x/1.4 Oil 

DIC の対物レンズを使用した．また，Venus/YFP，tdTomato はそれぞれ Argon/2 レーザー (488 nm)，

HeNe1 レーザー (543 nm)で励起し，505-530 nm，560-610 nm の検出域で蛍光を検出した． 

 

16．細胞活性測定 

 まず，24 ウェルプレートに播種した HeLa 細胞に各 siRNA (30 nM)をフォワードトランスフェクシ

ョンにて導入した．24 時間後，トリプシン処理により細胞を浮遊させ，96 ウェルプレートに 2,500 

cells/well で播種し直した．さらに 24 時間後，等浸透圧培地・高浸透圧培地に交換することで浸透圧

ストレスを開始した．そして 48 時間後，5 w/w% Cell counting kit 8 (Dojindo) in 培地 50 uL/well

に置換して，37℃, 5% CO2 条件で培養し，２時間後の 450 nm の吸光度を測定した（実際には１時

間後から１時間毎に推移を経時測定した）．Cell viability は[サンプルの吸光度]／[siRNA 未導入の等浸

透圧サンプル群の吸光度]で定義した． 

 

17．スクリーニングにおける ASK3 活性のヒートマップ 

 作製にはオープンソースの Cytoscape を用いた．まず，酵素反応のネットワークを描き，スクリー

ニングの結果を読み込ませ，適宜配色・レイアウトを変更することで作製した． 

 

18．統計処理 

 データは MEANS±S.E.M.で示した．検定には統計ソフト R を使用し，説明文に示した検定を行った．  
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結果 

 

 

１．PPP6C は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の制御に必要である 

 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は，数分という非常に素早い応答であり，自然に起きる加

水分解ではなく，積極的に脱リン酸化する機構が存在すると推察される (Naguro, I. et al. 2012)．一

方，ASK1 の活性制御機構において，リン酸化修飾のみならず，ユビキチン-プロテアソーム系による

制御も関わっていることを踏まえれば (Nagai, H. et al. 2009; Maruyama, T. et al. 2014)，確かに

高浸透圧ストレスによって活性化型の ASK3 の量を積極的に分解しているような可能性も考えられる．

しかし，プロテアソーム活性阻害剤である MG132 処置によっても，高浸透圧ストレス依存的に ASK3

の量が増えたり，不活性化が抑制したりすることはなかった (Fig.01)．ここで，汎プロテインホスフ

ァターゼ阻害剤である NaF 処置では，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が確認されたこ

とから (梅田剛, 平成 21 年度)，高浸透圧ストレス時に ASK3 はプロテインホスファターゼによって

脱リン酸化されることが強く示唆されていた． 

 一方，ハイコンテントゲノムワイド siRNA スクリーニングで得られた 63 個の候補分子を調べてみ

ると，プロテインホスファターゼとして報告があるのは PP6 の触媒サブユニット PPP6C のみであっ

た (Fig.0-10)．そこでまず，PP6 の高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化への関与について検討す

ることにした． 

 テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，PPP6C を発現抑制すると，高

浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が確認できた (Fig.02)．この時，ASK1 のプロテインホ

スファターゼとして知られる PPP5C の発現抑制では (Morita, K. et al. 2001)，ASK3 不活性化の抑

制が見られなかったことから，ASK3 不活性化への関与は PP6 特異的であると考えられた． 

 続いて，HeLa 細胞において，内在性の ASK に対する影響を確認したところ，PPP6C の発現抑制に

よって，内在性の ASK 活性が上昇した (Fig.03)．これは，HeLa 細胞に限らず，HEK293A 細胞や

A549 細胞においても同様に見られた (Sup.Fig.01)．ここで，ASK3 はキナーゼ活性依存的に

WNK1-SPAK/ OSR1 経路を負に制御しているため (Naguro, I. et al. 2012)，高浸透圧ストレス下で

も ASK3 活性が維持された場合，高浸透圧ストレスによる WNK1-SPAK/OSR1 経路の活性化が抑制さ

れると想定されるが，確かに PPP6C の発現抑制によって OSR1 活性化の抑制まで確認された (Fig.03; 

Sup.Fig.01)．この PPP6C 発現抑制による OSR1 活性化の抑制は，ASK3 をさらに発現抑制すると，

ASK3 単独の発現抑制同様，逆に OSR1 活性化が亢進することから，確かに ASK3 を介していること

が示唆される (Fig.04)．また，高浸透圧ストレスによる p38 の活性化は Rac-MEKK3-MKK3 を介す

ると知られているが (Uhlik, M.T. et al. 2003)，ASK3 は MAP3K であるため，PPP6C の発現抑制は

ASK3 活性の上昇を介して p38 の過剰活性化を引き起こすことも確認された． 

 以上より，PPP6C は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御に必要であることが示された． 

 

２．PP6 は ASK3 を不活性化する 

 続いて逆に，PPP6C の過剰発現が高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進できるか検討した．

しかし，PPP6C の単独過剰発現では，細胞毒性が生じ始める程 PPP6C を発現させても ASK3 を不活

性化できなかった (Sup.Fig.02)．ここで PPP6C は，PPP6R1/2/3 や ANKRD28/44/52 といった制

御分子とヘテロ複合体を形成することでホロ酵素となっていることが提唱されている (Stefansson, 

B. et al. 2008)．そこで，PPP6C と PPP6R3 による PP6 コア酵素を過剰発現したところ，PP6 コア

酵素は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進した (Fig.05)．ここで，PPP6R3 の単独過剰発
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現でも ASK3 不活性化の亢進はわずかに見られたが，単独過剰発現では ASK3 を不活性化しなかった

PPP6C との共発現の方が不活性化亢進は顕著であったことから，内在性の PPP6C とコア酵素を形成

した影響だと推察される．また，PPP6C の不活性化型変異体として知られる D84N の過剰発現では 

(Kajino, T. et al. 2006)，逆に高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化が抑制された．これは，内在

性の PP6 と競合して，ドミナントネガティブ効果が現れたものだと考えられる．よって，PP6 コア酵

素は ASK3 を不活性化することが示された． 

 

３．PP6 は ASK3 の直接のプロテインホスファターゼである 

 さらに，PP6 はセリン／スレオニンホスファターゼに分類されるため，ASK3 の活性に必須な

Thr808 のリン酸化を直接脱リン酸化する可能性を検討した．HEK293A 細胞に PP6 あるいは ASK3

を過剰発現し，免疫沈降法によってそれぞれ精製した後に混ぜて in vitro で反応させたところ，不活

性化型変異体 D84N の PP6 では脱リン酸化せず，野生型の PP6 においてのみ ASK3 の脱リン酸化が

見られた (Fig.06)．以上より，PP6 は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の直接のプロテインホ

スファターゼであると考えられた． 

 

４．高浸透圧ストレスによって PP6 の脱リン酸化能や ASK3 の被脱リン酸化は増加しない 

 次に，PP6 はどのように高浸透圧ストレス後に ASK3 不活性化を亢進させているのかという疑問が

生じる．高浸透圧ストレスによって PPP6C 量の顕著な増加は見られないこと (Fig.03; Sup.Fig.01)，

高浸透圧による ASK3 不活性化にはプロテアソーム活性が必要ないことから (Fig.01)，高浸透圧スト

レスによって PP6 の絶対量が急激に増加することで ASK3 不活性化を亢進させている可能性は低いと

推察される．そこで，高浸透圧ストレスによって PP6 のホスファターゼ活性が増加する可能性を検討

したところ，高浸透圧ストレス後に精製した PP6 と等浸透圧状態で精製した PP6 は，リン酸化スレオ

ニンペプチドに対する脱リン酸化能が同程度であった (Sup.Fig.03)．これは，基質を ASK3 に変えて

も同じであった (Fig.07)．さらにこの時，PP6 側ではなく，ASK3 側の被脱リン酸化能が高浸透圧ス

トレスによって増加する可能性についても検討したが，高浸透圧ストレス後に精製した ASK3 と等浸

透圧状態で精製した ASK3 は，PP6 によって同程度脱リン酸化された． 

 

５．高浸透圧ストレスの強度依存的に ASK3 と PP6 の結合が増加する 

 そこで今度は，高浸透圧ストレスによって ASK3 と PP6 の結合が増加する可能性を検討した．

HEK293A 細胞に PP6 コア酵素 (PPP6C + PPP6R3)と ASK3 を共発現し，ASK3 と共免疫沈降される

PP6 コア酵素の量を確認したところ，高浸透圧ストレスの強度依存的に，共免疫沈降される PP6 コア

酵素の量が増加した (Fig.08)．この時，ASK3 と PP6 の結合は ASK3 の活性と完全に逆相関してい

た．また，高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合増加の時間推移を確認したところ，高浸透圧

ストレスから数分で，ASK3 と PP6 コア酵素の結合の増加が見られ，5 分後以降にはほぼ一定となっ

た (Fig.09)．ここでも，ASK3 と PP6 の結合は，ASK3 の不活性化とほぼ同じタイムコースで逆相関

するように推移していた．以上より，PP6 は高浸透圧ストレス後に ASK3 との結合を増加させること

で，ASK3 不活性化を亢進している可能性が示唆された． 

 

６．NAMPT は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の制御に必要である 

 一方，予想外なことに，スクリーニングにおいて最も顕著な陽性分子は，直接のプロテインホスフ

ァターゼである PP6 ではなく，NAMPT であった (Fig.0-09)．NAMPT は，NAD 合成経路の律速段階

の反応を触媒する酵素であるが (Revollo, J.R. et al. 2004)，NAMPT・NAD と高浸透圧ストレス・ASK
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との関連性については全く知られていない．そこで，ASK3 不活性化制御機構の全貌を解明すべく，

NAMPT の高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化への関与についても検討することにした． 

 テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，NAMPT を発現抑制すると，

高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が確認できた (Fig.10)．ここで，各 siRNA による

NAMPT の発現抑制効率と ASK3 不活性化抑制効率が理想通り相関している点は言及に値する． 

 また，HEK293A 細胞において，内在性の ASK に対する影響も確認したところ，NAMPT の発現抑

制によって，内在性の ASK 活性が上昇した (Fig.11)．そして，PPP6C の時と同様に，NAMPT の発

現抑制で OSR1 の活性化の抑制も確認された．これら NAMPT 発現抑制の内在性 ASK への影響は，

A549 細胞においても同様に見られたが (Sup.Fig.04)，HeLa 細胞ではあまり見られず (Data not 

shown)，細胞種に依存する可能性が示唆された． 

 

７．NAMPT は，酵素活性依存的に，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進させる 

 続いて逆に，NAMPT の過剰発現が高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進できるか検討し

たところ，NAMPT との共発現によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の亢進が見られた 

(Fig.12)．また，NAMPT は二量体化することで酵素活性を有することが知られているが (Revollo, J.R. 

et al. 2007b)，二量体化の部分抑制変異体である S199D の過剰発現では ASK3 不活性化亢進の程度

は野生型よりも弱くなった．そして，二量体化の完全抑制変異体である S200D の過剰発現では ASK3

不活性化の亢進は見られなかった．よって，NAMPT は，酵素活性依存的に，高浸透圧 ASK3 不活性

化を亢進させることが示唆された． 

 NAMPT 特異的阻害剤として FK866 が広く用いられているため (Hasmann, M. and Schemainda, I. 

2003)，この酵素活性の必要性についても確認した．FK866 を３時間以上前処置すると，NAMPT の

発現抑制と同様に，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が確認された (Fig.13)．また，内

在性の ASK に対する影響も，NAMPT の発現抑制と同様に，FK866 の前処置は ASK 活性を上昇させ，

OSR1 活性化を抑制した (Fig.14)． 

 以上より，NAMPT は，酵素活性依存的に，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を正に制御し

ていることが示された． 

 

８．NAMPT の量変化は細胞内 NAD 量と正に相関する 

 それでは，NAMPT はどのように高浸透圧ストレス後に ASK3 不活性化を亢進させているのかとい

う疑問が続いて生じる．ここで，細胞膜を透過可能な構造にも関わらず，FK866 による ASK3 不活性

化の抑制には比較的長時間の前処置が必要であった (Fig.13)．つまり，高浸透圧ストレスによって

NAMPT の活性が上昇することで ASK3 不活性化を亢進している可能性は低いと推察される．むしろ，

この処置時間は，細胞内 NAD 量に影響を与えるタイムコースとほぼ一致する(Hasmann, M. and 

Schemainda, I. 2003; Pittelli, M. et al. 2010)．また，通常，過剰発現によって下流の分子への影響

が検出できるのは，直接作用する分子か，シグナル伝達経路上のボトルネックとなっている分子に限

られるが，NAMPT の過剰発現では ASK3 不活性化の亢進が検出できた (Fig.12)．そして，現在まで

に NAMPT の脱リン酸化能は疎か，ASK3 との結合は確認されておらず，NAMPT が ASK3 不活性化に

直接作用する可能性は低いと想定される．よって，NAMPT が NAD 合成経路の律速反応を担う酵素で

あることも踏まえると，NAMPT の量変化によって NAD 量が変化し，ASK3 不活性化に関与している

可能性が高いと予想された． 

 そこでまず，NAMPT の量変化によって，実際に NAD 量が変化しているか確認したところ，NAMPT

の発現抑制によって NAD (NAD+ + NADH)量の減少が確認された (Fig.15A & B)．また逆に，NAMPT
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の過剰発現によって NAD 量の増加が確認され (Fig.15C & D)，確かに NAMPT の量変化は NAD 量を

正に変化させることが確認された． 

 

９．NAD が高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化に必要である 

 続いて実際に，直接の NAMPT 反応産物である NMN の高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化への

必要性について検討した．FK866 によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られた

ところで，さらに NMN を添加すると，その抑制が解除された (Fig.16)．この時，NMN 単独添加によ

り，NAMPT の過剰発現同様，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の亢進まで確認された．よっ

て，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御において，NAMPT の酵素活性は NMN 生成のために

必要であったことが示された． 

 NAD 合成経路において，NMN は NMNAT により NAD へと変換される．この NMNAT には，核局在

の NMNAT1，ゴルジ体 (細胞質側)局在の NMNAT2，ミトコンドリア局在の NMNAT3 の３種類がヒ

トにおいて存在するが (Berger, F. et al. 2005; Lau, C. et al. 2010)，全ての NMNATs の阻害剤とし

て Gallotannin が知られている，そこで，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，NMNATs

活性の必要性について検討した．Gallotannin の in vitro での NMNAT1/2/3 に対する IC50 はそれぞれ

10/55/2 μM であるが (Berger, F. et al. 2005)，100 μM の Gallotannin によって高浸透圧スト

レスによる ASK3 不活性化が抑制された (Fig.17)．つまり，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化

制御において，NMN は続く NMNATs の酵素反応のために必要であったことが示唆された． 

 そして，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，最終産物である NAD の必要性について

検討した．FK866 によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られたところで，さら

に NAD+を添加すると，NMN と同様にその抑制が解除された (Fig.18)．この時，NAD+単独添加でも，

やはり NMN と同様に，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進した．ここで，NAD+は酸化還

元電位に従って一定の NAD+/NADH 比をとるが，1 mM の NAD+添加が細胞外・細胞内の酸化還元状

態を変える程影響を与えるとは想定し難い．しかし，NAD+が還元剤として働くこと，酸化ストレスが

ASK1 の代表的な活性因子であることを踏まえると (Saitoh, M. et al. 1998)，NAD+添加は定常状態

における ROS を除去することで ASK3 活性を下げた可能性も想定できる．そのため逆に，酸化剤とし

て働く NADH を添加したが，NMN，NAD+と同様の結果が得られたことから (Fig.18)，酸化還元によ

る作用を見ていた可能性は低いと考えられる．なお，既存の報告では細胞外に NMN や NAD を添加す

る際，100 μM で用いられることが多いが (Revello, J.R. et al. 2007b; Billington, R.A. et al. 2008; 

Yoshino, J. et al. 2011)，HEK293 細胞における NAD 濃度は 365 μM 程度であると見積もられてい

ることから (Yang, H. et al. 2007)，生理条件からかけ離れている訳ではない． 

 以上より，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化における NAMPT の作用は NAD を介しているこ

とが示された． 

 

10．高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，NAMPT は PP6 の上流に位置する 

 ここまでで，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御において，NAMPT と PP6 の関与が明ら

かになったため，この２分子の関係性について検討した．PPP6C の単独発現抑制よりも NAMPT の単

独発現抑制の方が，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制効果は強かった (Fig.19)．これは，

スクリーニングと一致する結果である．そして，NAMPT と PPP6C の共発現抑制では，高浸透圧スト

レスによる ASK3 不活性化の更なる抑制効果は見られず，NAMPT の単独発現抑制の場合と同程度で

あった．これは，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，NAMPT と PP6 が独立している

可能性は低いことを示唆し，PP6 が ASK3 の直接のプロテインホスファターゼであったことを踏まえ
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ると，NAMPT が PP6 の上流に位置することを示唆する． 

 ただ，PPP6C の発現抑制効果が悪いという可能性を考慮すると，PP6 の方が NAMPT よりも上流で

ある仮説も考えられる．そこで，NAMPT・PP6 の発現抑制と過剰発現を組み合わせて，別の角度から

も検討した．PP6 の方が NAMPT よりも上流である仮説は，Fig.19 の結果より，PP6 から NAMPT 経

由以外の経路は存在しないケースにしか成り立たない．つまり，NAMPT を発現抑制した状態で，PP6

を過剰発現しても ASK3 不活性化には影響を与えることができないことになる．しかし，NAMPT の

発現抑制による ASK3 不活性化の抑制は，PP6 の過剰発現によって減弱した (Fig.20;右４レーン参照)．

よって，NAMPT が PP6 の上流に位置すると考えられる．また，PPP6C の発現抑制による ASK3 不活

性化の抑制も，NAMPT の過剰発現によって減弱した (Fig.20; 左４レーン参照)．これは，NAMPT は

PP6 経由以外の経路でも ASK3 不活性化に関与していることを示唆する． 

 

11．NAMPT は高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合増加に正に作用する 

 さらに，PP6 は高浸透圧ストレス後に ASK3 との結合を増加させることで，ASK3 不活性化を亢進

している可能性が示唆されたため，PP6 よりも上流で働く NAMPT は，結合にも影響を与えるか確認

した．NAMPT 特異的阻害剤 FK866 によって，ASK3 と PP6 コア酵素の結合がわずかに減少した 

(Fig.21)．この時，FK866 によって，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制も確認された．

逆に，NAMPT の直接の反応産物 NMN，続く反応で生じる NAD+，NADH を添加すると，高浸透圧ス

トレス時の ASK3 と PP6 の結合がわずかに増加した (Fig.22)．この時，NMN・NAD+・NADH によっ

て ASK3 の活性は減少していた．よって，NAMPT は NAD を介して高浸透圧ストレスによる ASK3 と

PP6 の結合増加に正に作用することが示唆された． 

 なお，念のため，NAMPT が PP6 の脱リン酸化能や ASK3 の被脱リン酸化能を増加させている可能

性を検討したが，FK866 処置後に精製した PP6 と未処置で精製した PP6 は，ASK3 に対する脱リン

酸化能が同程度であった (Sup.Fig.05)．また，FK866 処置後に精製した ASK3 と未処置で精製した

ASK3 も，PP6 によって同程度脱リン酸化された．従って，PP6 の脱リン酸化能や ASK3 の被脱リン

酸化能の増加ではなく，PP6 と ASK3 の結合の増加によって，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性

化は達成されている可能性が支持される． 

 

12．高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制は，細胞死を引き起こす 

 ここまで高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の制御機構について解析してきたが，そもそも定

常状態よりも敢えて ASK3 活性が下がることの生理学的意義は未解明であった．これは，高浸透圧ス

トレス下においても ASK3 の活性を高い状態に維持する手段がなかったためである．実際，ASK3 の

キナーゼ活性に必須なリン酸化部位は Thr808 や Thr812 であるため (Tobiume, K. et al. 2002; 

Naguro, I. et al. 2012)，アスパラギン酸・グルタミン酸に置換した変異体を全通り作製したが，ASK3

の恒常活性変異体は得られなかった (Data not shown)．しかし，本研究によって，高浸透圧ストレ

スによる ASK3 不活性化を担う上流分子が得られたため，これらの分子を発現抑制することで，高浸

透圧ストレスにおいても ASK3 の活性を高い状態にすることが可能となった．そこで，高浸透圧スト

レスによる ASK3 不活性化の生理学的意義について検討することにした． 

 高浸透圧ストレスによる ASK3 の不活性化は，数分という非常に早い応答であることから (Naguro, 

I. et al. 2012)，高浸透圧ストレスに対する細胞応答の中でも，早い現象に重要であると推測される．

細胞は，高浸透圧ストレスにさらされると強制的に収縮してしまうが，すぐに体積を回復しようとす

る (Burg, M.B. et al. 2007; Hoffmann, E.K. et al. 2009)．この機構は RVI と呼ばれ，主に NHEs や

NKCCs によって NaCl を細胞内に取り込むことで達成される．ここで NKCC1 は，HeLa 細胞において
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WNK1-OSR1 経路によるリン酸化で制御される (Moriguchi, T. et al. 2005; Anselmo, A.N. et al. 

2006)．よって，WNK1-SPAK/OSR1 経路を負に制御している ASK3 の活性が高浸透圧ストレス下で

も高い状態であると，OSR1 の活性化が抑制されてしまい (Fig.03 & 04)，NKCC1 の活性化抑制，RVI

の抑制，つまり細胞収縮の持続につながると推測される．一方，細胞収縮の持続は，アポトーシス時

の初期段階でも観察されるが，これは apoptotic volume decrease (AVD)と呼ばれ，アポトーシスの

必要条件であることが知られる (Maeno, E. et al. 2000)．さらに，高浸透圧ストレス時に RVI が阻害

されるとアポトーシスが誘導されること (Maeno, E. et al. 2006)，ROS によるアポトーシス誘導時に

は ASK1 が RVI を抑制していることが報告されている (Subramanyam, M. et al. 2010)．以上より，

高浸透圧ストレス下においても ASK3 の活性が高い状態であると，細胞収縮の持続，そして細胞死が

引き起こされるという仮説が立てられる (Fig.23)． 

 そこで，この仮説を検証するため，HeLa 細胞に高浸透圧ストレスを処置し，PI 陽性を指標に細胞死

を評価した．PPP6C の発現抑制によって高浸透圧ストレス下の ASK3 活性を高い状態にすると，細胞

死が有意に亢進した (Fig.24A & B)．ここにさらに ASK3 を発現抑制すると，細胞死亢進が有意に抑

制された．一方，等浸透圧状態で培養した場合は，PPP6C の発現抑制によって，有意な細胞死亢進，

細胞数低下がみられなかった (Fig.24D)．従って，高浸透圧ストレス下で ASK3 が不活性化するのは，

細胞死を回避し，恒常性を維持するためであることが示唆された． 
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考察 

 

 

１．PP6 による ASK3 不活性化制御 

 これまで，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，何らかのプロテインホスファターゼ

が積極的に脱リン酸化している可能性は示唆されていたが (Fig.01; 梅田剛, 平成 21 年度; Naguro, I. 

et al. 2012)，その正体は不明であった．しかし，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の制御分

子をゲノムワイド siRNA スクリーニングで網羅的に探索した先行研究 (渡邊謙吾, 平成 23 年度)と本

研究によって，PP6 が高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を直接担っていることが明らかになっ

た．ここで，かつて当研究室において，Drosophila の S2 細胞を利用してホスファターゼに絞った RNAi

スクリーニングを行ったが，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を担うプロテインホスファター

ゼは得られなかった (梅田剛, 平成 21 年度)． Drosophila では PPV が PPP6C のオルソログとして知

られており (Bastians, H. and Ponstingl, H. 1996)，酵母における Sit4 の機能オルソログでもあるこ

とから (Mann, D.J. et al. 1993)，当時 PPV が得られなかったことは矛盾するようにも思える．この

理由として主に２つの可能性が考えられる．１つ目は，S2 細胞内でも本当は PPV が ASK3 を不活性

化していたが，スクリーニング条件によって同定できなかった可能性である．これは，用いた PPV の

dsRNA の発現抑制効率が悪かった可能性だけでなく，後に述べるように，発現抑制効率の悪い細胞の

方が増殖速度が速く，ASK3 不活性化の抑制がマスクされてしまった可能性も含まれる．他にも，蛍

光免疫染色画像にハイコンテント解析を適用した検出系に比べてイムノブロットによる検出感度が悪

く，ASK3 不活性化の抑制が検出できなかった可能性 (渡邊謙吾, 平成 23 年度)，ダイナミックレン

ジを広げる目的で一度低浸透圧にしてから高浸透圧にしたことで，高浸透圧ストレスにおけるプロテ

インホスファターゼが検出しにくくなっていた可能性などがある．２つ目は，S2 細胞内では PPV が

ASK3 を不活性化していなかった可能性である．Drosophila には ASK3 は保存されておらず，さらに

ASK ファミリー分子として唯一保存されている DASK1 は高浸透圧ストレスによって活性化する．た

だ，興味深いことに，S2 細胞に発現させたヒトの ASK3 は高浸透圧ストレスによって不活性化された

ため，高浸透圧ストレスによって活性が増加するプロテインホスファターゼの存在などを予想して，

RNAi が容易に行える S2 細胞が用いられた (梅田剛, 平成 21 年度)．浸透圧変化は非常に根本的なス

トレスであるため，S2 細胞も浸透圧ストレスに対する応答機構を備えているはずではあるが，結果と

して，ASK3 と関連を持ったプロテインホスファターゼ自身まで保存されていなかった可能性が考え

られる．むしろ第５項で後述するように，高浸透圧ストレスによって ASK3 が脱リン酸化され易くな

る機構が保存されていて，プロテインホスファターゼは何でも良かったのかもしれない． 

 なお，スクリーニングにおける解析結果では，PPP6C の siRNA による ASK3 不活性化の抑制効果は

非常に小さく (Fig.0-9; Sup.Fig.06)，検出系をイムノブロットに変えても当初は抑制効果がわずかで

あった．そこで，PP6 が細胞周期の調節に重要であることから (Bastians, H. and Ponstingl, H. 1996; 

Zeng, K. et al. 2010)，ノックダウン効率の悪い細胞が増えて抑制効果がマスクされている可能性を

念頭に，スクリーニング時よりも播種時の細胞数を多くするなどの条件検討を行うことで改善した．

一方，細胞周期に関わるということは，PPP6C の発現抑制によって，細胞周期の分布パターンが変わ

り，単に高浸透圧ストレスに応答しにくい細胞が多い集団になっている可能性など，細胞周期の影響

が疑われる．そこで，チミジン処置により細胞を S 期同調させ，チミジン除去後の高浸透圧ストレス

に対する応答性を確認した．その結果，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の程度は細胞周期に

よって変動するものの，いずれの細胞周期においても高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化が見ら

れた (Sup.Fig.07)．また，同様の細胞周期依存性を保ちながら，PPP6C 発現抑制による ASK3 不活
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性化の抑制も見られた．よって，PPP6C の発現抑制による ASK3 不活性化の抑制は，PP6 の細胞周期

への影響が原因ではないことが示唆された． 

 また，過剰発現した ASK3 に対しては PP6 が高浸透圧ストレスでのみ働いたのに対し (Fig.02)，

内在性の ASK に対しては PP6 が定常状態でも働いたように見えることは (Fig.03)，結果が一致しな

いようにも思える．しかし，ASK1 が自己リン酸化するのと同様に (Tobiume, K. et al. 2002)，ASK3

も自己リン酸化できるため，過剰発現の系では定常状態における自己リン酸化を上回る程，内在性の

PP6 が脱リン酸化できなかったと解釈できる．つまり，PP6 は定常状態でも ASK3 を不活性化してい

ると想定される．すると今度は，PP6 は恒常的に ASK3 に働いているプロテインホスファターゼであ

って，高浸透圧ストレスとは無関係である可能性を疑うこともできる．しかし，定常状態は活性化機

構と不活性化機構の平衡がとれた状態であるとも考えられ，むしろ浸透圧ストレスは両方向性のスト

レスであり，ASK3 が迅速かつ可逆的に両方向に応答できることを踏まえると，この方がシステムと

して都合が良いと言える．実際，PP6 に限らず，NAMPT の発現抑制でも定常状態の ASK 活性を増加

させたことから (Fig.11)，定常状態は活性化機構と不活性化機構の平衡状態であると推察される．一

方，PPP6C を発現抑制した状態でも ASK の不活性化自体が見られたことについては (Fig.03)，PP6

が高浸透圧ストレスとは無関係である可能性を高めてしまう．ただ，PPP6C の発現抑制が完全ではな

いこと，NAMPT 下流で PP6 を経由しない ASK3 不活性化制御機構の存在が示唆されたこと (Fig.20)，

そして，高浸透圧ストレスに応答して ASK3 と PP6 の結合が増加したこと (Fig.08)から，PP6 は高

浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を担うプロテインホスファターゼであると考えられる． 

 本研究では，細胞レベルにおける解析のみであり，腎臓に存在する ASK3 も PP6 によって不活性化

されるとは限らない．しかし，PPP6C の発現抑制による内在性 ASK の活性上昇は，細胞種に関係なく

見られたことから (Fig.03 & Sup.Fig.01)，腎臓の尿細管管腔側上皮細胞においても PP6 が ASK3 の

不活性化を担っている可能性は十分推測できる．さらに，最近，淡水で生活していたイトヨを海水で

１ヶ月間飼育して，腎臓で発現が変化する遺伝子を RNA-Seq にて網羅的に探索したところ，海水に適

応すると ASK3 が有意に減少することが報告された (Wang, G. et al. 2014)．これは，海水では体内

から水が排出されてしまうため，ASK3 の発現を抑制することで，WNK1-SPAK/OSR1 経路を活性化

して塩の再吸収亢進，すなわち水の再吸収を亢進し，少しでも水の排出を抑制する仕組みであると解

釈できる．ここで注目すべきことに，報告中では全く触れられていなかったが，海水に適応すると有

意に発現が増加する遺伝子の中に，PP6 の制御分子である PPP6R2 と ANKRD52 が含まれていた．確

かに，有意に変化する遺伝子として 1,844 遺伝子もの数が掲載されてはいたが，全遺伝子数を約

18,000 遺伝子とした場合，PP6 の構成分子７遺伝子 (PPP6C, PPP6R1/2/3, ANKRD28/ 44/52)の

割合は 7/18,000 で，約 1,800 遺伝子中に２遺伝子存在したことは約３倍濃縮されたということで

ある．よって，発現変化方向が一致しているということも考慮すると，PP6 の発現を上げることで，

ASK3 活性を低下させ，さらに水の再吸収亢進が有利になるように適応していると解釈でき，腎臓内

においても PP6 による ASK3 不活性化機構が存在すること，そして PP6 と ASK3 をまとめて mRNA

レベルで調節する機構が存在することを推察させる． 

 

２．PP6 制御分子の必要性 

 生体内にセリン／スレオニンキナーゼが約 400 種類あるのに対して，セリン／スレオニンホスファ

ターゼは約 30 種類しか存在しないため，プロテインホスファターゼは触媒サブユニットと複数の調

節サブユニットによる組み合わせによって基質特異性を生み出していると考えられており (Shi, Y. 

2009)，PP6 も PPP6C が PPP6R1/2/3 や ANKRD28/44/52 といった制御分子とヘテロ複合体を形

成することで機能すると提唱されている (Stefansson, B. et al. 2008)．実際，PPP6R3 ではなく
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PPP6R1 の発現抑制でのみ TNFαに対する IκBε分解亢進が見られること (Stefansson, B. and 

Brautigan, D.L. 2006)，PPP6R3 ではなく PPP6R1 の発現抑制でのみ電離放射線刺激による DNA-PK

活性化の抑制が見られること (Mi, J. et al. 2009)，ANKRD28/44 の発現抑制では核の形態異常が見

られるが ANKRD52 の発現抑制では見られないこと (Zeng, K. et al. 2010)から，それぞれ役割の異

なる PP6 ホロ酵素が存在していることが示唆されている．しかし，IL-1 による TAK1 のリン酸化を

PP6 が負に制御している報告 (Kajino, T. et al. 2006)や，BCR クロスリンク時の Bcl-xL のリン酸化

を PP6 が負に制御している報告 (Kajihara, R. et al. 2014)など，PP6 の過剰発現による影響を見る場

合，触媒サブユニット PPP6C の単独発現で影響が見られている．これは PP2A など他のプロテインホ

スファターゼの報告でも見られることではあるが，基質特異性を失った人為産物を見ているリスクが

非常に高くなると思われる．一方，ASK3 の場合，むしろ PPP6C 単独過剰発現では ASK3 の不活性化

が見られず (Sup.Fig.02)，制御分子の PPP6R3 との共発現によって初めて ASK3 の不活性化が見ら

れた (Fig.05)．確かに，制御分子まで過剰発現しなければ不活性化が見えない方が人為産物であると

主張することもできるかもしれないが，PPP6R3 の単独過剰発現によって ASK3 不活性化亢進が見え

ていることは内在性の PP6 構成分子の量は PPP6Rs に対して PPP6C の方が過剰に存在することを示

唆し，Fig.05 は基質特異性がきちんと反映された実験であると考えられる．なお，ASK3 不活性化に

対しては PPP6C の不活性化型変異体 D84N がドミナントネガティブ効果を示したのに対し (Fig.05)，

Kajino らは D84N の過剰発現で IL-1 による TAK1 の過剰活性化が見えておらず (Kajino, T. et al. 

2006)，基質によって内在性の PPP6C の寄与度が異なり，異なる PP6 ホロ酵素が使用されているこ

とを推測させる． 

 一方，ゲノムワイド siRNA スクリーニングでは PPP6Rs は陽性とならなかった．この理由としては，

主に２つ考えられる．１つ目は，制御分子間の冗長性による可能性である．実際，ASK3 の不活性化

亢進は，PPP6R1/2/3 のいずれの PP6 コア酵素を過剰発現しても見られた (Sup.Fig.08)．２つ目は，

発現抑制効率が悪かった可能性である．スクリーニングの条件では，PPP6C も顕著な陽性として得ら

れていなかった．また，発現抑制効率は確認できていないが，少なくとも過剰発現レベルのタンパク

質を発現抑制できる配列の shRNA を用いて (Sup.Fig.09A)，PPP6Rs の発現抑制による ASK3 不活

性化への影響を検討したところ，少なくとも PPP6R3 の shRNA では２種類とも高浸透圧ストレスによ

る ASK3 不活性化の抑制が見られた (Sup.Fig.09B)．よって，PPP6Rs も高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化に必要であると推察される．特に，PPP6R3 と共発現した場合，PPP6C の劇的な増加

が見られたことから (Fig.05)，PP2A のような複雑なホロ酵素合成・分解機構が存在し (Hombauer, 

H. et al. 2007; Kong, M. et al. 2009)，PPP6Rs は PPP6C の安定化に必要であると推測される． 

 また，ゲノムワイド siRNA スクリーニングでは ANKRD28/44 も陽性でなかったが，ANKRD52 に

ついてはそもそも siRNA ライブラリー中に含まれていなかった．ここで ANKRD52 は，発現抑制で核

の形態異常が観察されない唯一の PP6 構成分子であり (Zeng, K. et al. 2010)，他との違いを生み出

している可能性がある．そして，ANKRD52 は，PP6 コア酵素同様，ASK3 との結合が高浸透圧スト

レスによって増加することを発見した (Sup.Fig.10)．さらに，ASK3 は高浸透圧ストレスによって粒

状の局在を示すが (渡邊謙吾, 平成 23 年度)，ANKRD52 も高浸透圧ストレスによって粒状の局在を

示し，ASK3 と完全に共局在することも明らかになった (Sup.Fig.11)．この高浸透圧ストレスによる

局在変化は，ANKRDs では見られるが，PPP6C や PPP6Rs では見られず，全構成分子を過剰発現する

と PPP6C や PPP6Rs も ASK3 と共局在するようになったことから (Sup.Tab.01)，ASK3 との結合に

おいて ANKRDs が重要な役割を担っている可能性が推測された．なお，免疫沈降実験では高浸透圧ス

トレス依存的な PP6 コア酵素と ASK3 の結合増加が見られたのに対し (Fig.08)，蛍光観察実験では

PP6 コア酵素と ASK3 の共局在は見られず，ANKRDs をさらに共発現することで初めて共局在が見ら
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れたが (Sup.Tab.01)，PP6 コア酵素の過剰発現では ANKRDs と結合していない成分が存在し，その

成分由来のシグナルに埋もれて蛍光観察実験では検出できなかったと解釈できる．一方で，ANKRDs

の ASK3 不活性化に対する必要性に疑問を投げかけるデータも得られている．まず，ANKRDs を過剰

発現しても ASK3 不活性化の亢進が見られなかった (Sup.Fig.12)．これは内在性の ANKRDs 量が他

の構成分子よりも多いと考えれば釈明はできる．また，shRNA によって ANKRD52 を発現抑制した場

合に，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られなかった (Sup.Fig.09)．この時，観察

された ANKRD52 の発現減少は ASK3 不活性化に影響を与える程十分でない可能性，他の ANKRDs

との冗長性が存在する可能性を仮定すれば反論はできる．さらに，ANKRDs と結合できない PPP6Rs∆C

変異体による PP6 コア酵素でも ASK3 不活性化が見られた (Sup.Fig.13; Stefansson, B. et al. 

2008)．これを説明するには Dr. Hammond らが立てたモデルの様に (Hammond, D. et al. 2013)，

PPP6C を介しても ANKRDs が結合できている可能性を仮定すれば保留可能である．以上より，ASK3

不活性化における ANKRDs の必要性は未だ不明である． 

 

３．結合変化による活性制御機構 

 本研究において，高浸透圧ストレスによって ASK3 と PP6 の結合が増加することで，ASK3 は不活

性化される可能性が示唆された (Fig.08 & 09)．しかし，酵素と基質の関係で結合の増加が見えるの

はやや疑問である．なぜなら，一般に酵素が基質と結合すれば瞬時に反応すると考えられるため，た

とえ高浸透圧ストレスによって ASK3 と PP6 の結合が増加しても，すぐに結合は解離してしまい，結

合の増加を免疫沈降法で検出できないと思われるからだ．それにも関わらず結合の増加が見えたとい

うことは，結合は脱リン酸化反応とは独立している可能性を推察させる．実際，ASK3 の自己リン酸

化による活性化を瞬時に抑えるために，高浸透圧ストレス下では ASK3 と PP6 が結合してスタンバイ

の状態にあるのは合理的かもしれない．また，PPP6C の不活性化型変異体 D84N による PP6 コア酵

素と ASK3 の結合も野生型と同程度であったことは (Sup.Fig.14)，脱リン酸化反応と結合の独立性を

示唆する． 

 一方，ASK3 と PP6 の結合増加と ASK3 不活性化の逆相関があるデータしか示せていないため，逆

に，不活性化した ASK3 に PP6 が結合しているという可能性も考えられる．しかし，この可能性が正

しい場合，ASK3 の不活性型変異体 T808A と PP6 の結合は，野生型よりも強くなると予想されるが， 

PP6 との結合は野生型と T808A の場合でほぼ同じであり(Sup.Fig.15)，不活性化後に結合している

可能性は低いと考えられた． 

 結局，ASK3 と PP6 の結合ができない状態で ASK3 不活性化が起きないということを示さなければ，

最終的に結論付けることはできない．しかし，PP6 と ASK3 は広範に結合部位があるのか，現在まで

に PP6 と結合する ASK3 の領域や，逆に ASK3 と結合する PP6 の領域も特定できておらず，未だ示

す手段が得られていない．ただ，もし本当に結合の増加が ASK3 不活性化を担っているのであれば，

創薬を考える上で非常に重要な知見であると考えられる．なぜなら，様々な分子と酵素-基質の関係に

あるキナーゼやホスファターゼの場合，活性阻害ではなく，結合阻害をターゲットにする方が特異性

を出す上で優れた戦略であると考えられるためである．実際，ASK ファミリー分子の相同性は非常に

高く，ASK1 の阻害剤として作られた K811 は (Hayakawa, Y. et al. 2012)，ASK3 の活性も阻害し

てしまう．しかし，PP6 との結合は ASK1 よりも ASK3 の方が強く見られたことから (Sup.Fig.16)，

ASK3 と PP6 の結合阻害剤は ASK3 の特異的な活性化剤となり得る．例えば，高週齢の ASK3 ノック

アウトマウスが野生型よりも高血圧症状を呈するデータが (Naguro, I. et al. 2012)，ASK3 活性低下

の蓄積で高血圧になることを意味するのであれば，このような結合阻害剤は，チャネルを直接阻害す

る既存の利尿薬とは異なるメカニズムの新規高血圧治療薬となり得るだろう．  
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４．NAMPT・NAD による ASK3 不活性化制御 

 NAMPT は NAD 合成経路の律速段階反応を担うため(Revollo, J.R. et al. 2004)，代謝・炎症・がん

といった非常に広い分野で注目されている (Garten, A. et al. 2009, Galli, M. et al. 2010)．しかし，

浸透圧ストレスという非常に根本的なストレスとの関連については全く考えられておらず，本研究が

初めて NAMPT の高浸透圧ストレスにおける関連を示唆することになる．これはまさに，ゲノムワイ

ド siRNA スクリーニングで網羅的に探索した成果であると言える． 

 そして，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NAMPT 自身ではなく，NAD が重要な役割

を担っていた (Fig.18)．ここで，NAMPT 発現抑制の内在性 ASK への影響は，HEK293A 細胞や A549

細胞においては見られたが (Fig.11 & Sup.Fig.04)，HeLa 細胞ではあまり見られず (Data not 

shown)，細胞種に依存する可能性が示唆された．これは，ASK3 不活性化機構に NAD が必要な細胞

種と不要な細胞種が存在しているというよりも，細胞種によって NAD 合成経路における NAMPT の寄

与度の違いが要因だと考えられる．実際，NAMPT 発現抑制時の NAD 量を HeLa 細胞においても測定

したが，HEK293A 細胞のように(Fig.15A & B)，NAD 量の低下は見られなかった (Data not shown)．

この要因として，HEK293A 細胞と HeLa 細胞のタンパク量を比べた時，アクチン量に対する NAMPT

量は HeLa の方が多いことから (Data not shown)，HeLa 細胞では NAD 合成量に影響を与える程発

現抑制できていなかった可能性がある．また，哺乳類における NAD 合成経路では NAMPT を介するサ

ルベージ経路がメインだが，肝臓では de novo 合成経路も利用されているため (Revollo, J.R. et al. 

2007)，実は HeLa 細胞は de novo 合成経路も使用しているのかもしれない． 

 さて，NAD によって ASK3 不活性化が制御されるということは (Fig.18)，高浸透圧ストレスによ

って NAD 量は増えることが想定される．そこで実際に，浸透圧ストレス後の NAD 量を測定したが，

浸透圧ストレスによる NAD 量の変化は見られなかった (Sup.Fig.17A & B)．ただ，高浸透圧ストレス

によって細胞が収縮することを踏まえると，NAD 濃度としては増加すると考えられる (Sup.Fig.17C)．

この仮説が正しい場合，細胞は高浸透圧ストレスを NAD 濃度変化に変換していることを意味し，根本

的な生理活性物質を用いて根本的なストレスに対してシンプルに応答するのは合理的であるかもしれ

ない．なお，ASK3 不活性化の抑制に必要な FK866 の処置時間から (Sup.Fig.13)，NAMPT 活性が

高浸透圧ストレスで急激に上がることは想定し難いが，NAD 量が一定であるというデータは同時に，

NAD を分解する酵素の活性も不変であることを想定させる． 

 一方，細胞内の NMN や NAD を増加させる目的で細胞外に NMN や NAD を添加する方法は，既存の

報告で用いられているものの (Revello, J.R. et al. 2007b; Yoshino, J. et al. 2011)，実際にどのよう

にして細胞外の NMN や NAD が細胞内に移行しているのかはわかっていない (Stein, L.R. and Imai, S. 

2012)．特に，細胞外の NAD や NMN は nicotinamide riboside (NR)にまで分解されてから細胞内に

入り，再度リン酸化されて NMN になるという報告もあり (Nikiforov, A. et al. 2011)，細胞外の NMN

や NAD によって ASK3 不活性化が亢進したのは (Fig.16 & 18)，単純に細胞内 NMN や NAD の増加

による影響ではない可能性がある点は留意する必要がある． 

 すると，NAD が ASK3 不活性化に必要であることを示唆する上で，NMNATs 阻害剤 Gallotannin に

よって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られたことが重要になるが (Fig.17)，

Gallotannin は NMNATs だけでなく，poly(ADP-ribose) glycohydrolase (PARG)の阻害剤としても知

られる (Ying, W. and Swanson, R.A. 2000; Rapizzi, E. et al. 2004)．実際， NAMPT が NAD 合成

経路の律速段階を担うにも関わらず，FK866 処置よりも Gallotannin 処置の方が短時間で ASK3 不活

性化の抑制が見られた (Fig.13)．よって，PAR の半減期が 1 分程度と非常に短いと言われていること

からも (Rapizzi, E. et al. 2004)，PARG 阻害の影響も反映している可能性には留意する必要がある． 
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５．ASK3 不活性化制御機構における NAD の作用点 

 本研究によって，NAMPT が PP6 を介して ASK3 不活性化を制御していることが示され (Fig.19 & 

20)，さらに NAD が ASK3 と PP6 の結合を制御していることが示された (Fig.21 & 22)．しかし，

今まで NAMPT・NAD と PP6 の関連は想定されておらず，NAD がどのようにして ASK3 と PP6 の結

合を制御しているかは不明のままである．この可能性を考察する上で，まず NAMPT が PP6 以外の経

路でも ASK3 不活性化を制御している点について考えてみる．PP6 が ASK3 の直接のプロテインホス

ファターゼであることから (Fig.06)，他の経路においても ASK3 の直前には何らかのプロテインホス

ファターゼが存在すると想定されるが，これまでに ASK3 の直接のプロテインホスファターゼとして

知られるのは PPM1A/B のみである (梅田剛, 平成 21 年度)．そこで，PPM1A と PP6 の関係性につ

いて検討したところ，高浸透圧ストレスを 500 mOsm に強くすると，PPP6C の発現抑制による ASK3

不活性化抑制効果は弱くなるが (Fig.19)，ほぼ ASK3 不活性化を抑制できない PPM1A の発現抑制よ

りは (梅田剛, 平成 21 年度)，強かった (Sup.Fig.18)．そして，PPP6C と PPM1A を共に発現抑制す

ると ASK3 不活性化の抑制効果が増強した．これは，PPM1A と PPM1B を共に発現抑制しても更なる

ASK3 不活性化抑制効果が見えなかったことと対照的であり (梅田剛, 平成 21 年度)，NAMPT から

ASK3 不活性化に至る別経路として少なくとも PPM1A が存在すると推察される．ここで，高浸透圧ス

トレスによる ASK3 不活性化への寄与の低い PPM1A は，共免疫沈降実験によって ASK3 との結合を

検出することが非常に困難であり (梅田剛, 平成 21 年度)，ここでも結合力と不活性化能力に相関が

ある点は言及に値するだろう．つまり，NAMPT・NAD は，PP6 と PPM1A の ASK3 との結合を制御

していると仮定できそうだが，PP6 と PPM1A は構造があまり似ていない (Shi, Y. 2009)．よって，

NAMPT・NAD は，ホスファターゼ側ではなく，ASK3 側の結合能力に作用している可能性が高いと推

察される．実際，この仮説であれば，S2 細胞においても ASK3 が高浸透圧ストレスによって不活性化

できたのは (梅田剛, 平成 21 年度)，NAD 濃度上昇によって何らかの形で ASK3 側の被脱リン酸化能

が上がり，ASK3 との親和性の高いプロテインホスファターゼが脱リン酸化を行ったと説明できる． 

 さて，上記の仮説を仮定すると，NAD の作用点として魅力的な仮説が導かれる．まず，スクリーニ

ングにおいて，NAMPT に次ぐ程顕著な陽性分子として RING finger protein 146 (RNF146)という E3

リガーゼが得られていた．実際，RNF146 の発現抑制効率は確認できていないものの，RNF146 を発

現抑制すると，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が確認された (Sup.Fig.19)．RNF146

は，グルタミン酸の興奮毒性において parthanatos を抑制することで神経保護的に働いたり，Axin や

Tankyrase をユビキチン化することで Wnt シグナルを正に制御したり，DNA 損傷時に多くの PAR 化

されたタンパク質と結合して細胞生存や DNA 損傷に働いたり，Cherubism の原因遺伝子 3BP をユビ

キチン化したりすることが 2011 年に一気に報告された (Andrabi, S.A. et al. 2011; Zhang, Y. et al. 

2011; Calow, M.G. et al. 2011; Kang, H.C. et al. 2011; Levaot, N. et al. 2011)．この流行を作っ

たのは，RNF146 が基質の PAR 化を認識して結合し，ユビキチン化するというユニークな基質認識機

構に由来する．ここで，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御機構における関連可能性を考え

ると，NAMPT・NAD が PAR 化において必須である点に気付き，次のような制御機構が推測される 

(Sup.Fig.20)；高浸透圧ストレスによって NAD 濃度が上昇すると，上記の仮説より ASK3 あるいは

ASK3 結合分子が PAR 化される．この PAR 化を RNF146 は認識・結合して，PAR 化された ASK3 あ

るいは ASK3 結合分子をポリユビキチン化する．ここで，PPP6C はポリユビキチンと結合することが

報告されているため (Broglie, P. et al. 2010)，このユビキチン化によって PP6 と ASK3 の結合が上

昇し，ASK3 が不活性化される．この仮説であれば，高浸透圧ストレスによって ASK3 の被脱リン酸

化能が上昇しなかった点も (Fig.07)，半減期の短い PAR (Rapizzi, E. et al. 2004)やポリユビキチン

の分解を抑制していなかったために，上昇した被脱リン酸化能の効果が精製中に消失してしまい，観
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察されなかったと説明できる．一方，この仮説では NAD を ASK3 あるいは ASK3 結合分子に PAR 化

する PARP が必要であるが，スクリーニングにおいてはいずれも陰性であり (Sup.Fig.21)，冗長性な

どを想定することになる． 

 一方，NAD の作用点を全く別の視点から眺めてみると，他にも魅力的な仮説が考えられる．高浸透

圧ストレスによる ASK3 の不活性化の応答性の速さから (Naguro, I. et al. 2012)，ASK3 の不活性化

は浸透圧ストレス応答の中でも早いイベントである，細胞体積の回復 RVI に関与していると仮定する

のは自然である．ここで，電気生理学の分野において，高浸透圧ストレスによって活性化する非選択

的カチオンチャネル HICC の存在が確認され，HICC の阻害は RVI を抑制することがわかっていたが 

(Wehner, F. et al. 2003)，その分子実体は長らく謎であった．しかし 2012 年，遂に HeLa 細胞にお

ける HICC の分子実体は TRPM2 のΔC スプライシングバリアントであると報告された (Numata, T. et 

al. 2012)．この TRPM2 は，温度や pH など様々な刺激に対してセンサーとして働く TRP チャネルフ

ァミリーに属するカチオンチャネルであるが (Ramsey, I.S. et al. 2006; Venkatachalam, K. and 

Montell, C. 2007)，C 端側に ADPR 加水分解酵素活性を持つ NUDT9H ドメインを有する点が特徴的

で，NAD の分解産物である ADPR によって活性化される (Perraud, A.L. et al. 2001; Sano, Y. et al. 

2001)．一方，Sano らは NAD も TRPM2 のアゴニストとして働くと主張したのに対し，Perraud ら

は働かないと主張し，その後も，NUDT9H ドメインに NAD が直接結合して活性化するという報告が

なされる一方で (Hara, Y. et al. 2002)，市販の NAD には ADPR が混入しているという報告がなされ

るなど (Kolisek, M. et al. 2005)，NAD が TRPM2 のアゴニストであるかは未だ論争中である．しか

し，いずれにせよ NAD は分解されて ADPR になるため，次のような制御機構が推測される 

(Sup.Fig.22)；高浸透圧ストレスによって NAD 濃度あるいは ADPR 濃度が上昇すると，HICC である

TRPM2ΔC を活性化する．その後，何らかの形で ASK3 と PP6 の結合が上昇し，ASK3 が不活性化さ

れる．この仮説では TRPM2 が必須になるが，スクリーニングにおいて TRPM2 は陽性にわずかに届か

ずに陰性となっていた．ここで，TRPM2 のような膜タンパク質はターンオーバーが長く，siRNA によ

る 48 時間の発現抑制では，十分に発現減少ができなかった可能性は十分考えられる．また，HICC の

阻害剤として知られる Flufenamate を処置すると (Wehner, F. et al. 2003)，高浸透圧ストレスによ

る ASK3 不活性化の抑制が見られたことから(Sup.Fig.23)，ASK3 不活性化制御機構において HICC

の活性化が必要だと示唆される．さらに，TRP チャネルの汎阻害剤として知られる SKF96365 を処置

しても，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られたことから(Sup.Fig.23)，ASK3 不

活性化制御機構において TRP チャネルの活性化も必要だと示唆される．その上，HICC や TRPM2ΔC

のカルシウム透過性はかなり低く (Wehner, F. et al. 2003; Numata, T. et al. 2012)，HICC 活性化

後の応答に細胞外カルシウム流入は必要ないと考えられているが，カルシウムを含まない高浸透圧バ

ッファーによっても ASK3 は不活性化できたこと (Sup.Fig.24)，高浸透圧バッファー中のカルシウム

をキレートした場合でも ASK3 は不活性化できたことから (Sup.Fig.25)，高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化には細胞外カルシウム流入を必要としないことが示唆された．一方，当研究室の丹羽

國祥氏 (平成 26 年度博士後期課程進学)によって，細胞内カルシウムのキレート剤 BAPTA-AM は，

高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を抑制することが発見されていたが (Sup.Fig.25)，TRPM2

の活性化に細胞内カルシウムが必要であると知られている (McHugh, D. et al. 2003)．以上より，高

浸透圧ストレスによって HICC，つまり TRPM2ΔC が活性化することで ASK3 が不活性化できるとい

う仮説と一致する状況証拠が得られていると言える．但し，この仮説の場合，HICC や TRPM2 から活

性化した後にどうやって PP6 と ASK3 の結合を上昇させるかということについては，さらなる情報と

アイデアが必要になる． 
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６．高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の生理学的意義 

 高浸透圧ストレスにさらされると，細胞は強制的に収縮してしまうため，細胞体積を回復する機構

RVI を有する (Burg, M.B. et al. 2007; Hoffmann, E.K. et al. 2009)．この RVI においては，主に anion 

exchanger (AE)と共役した NHEs や NKCCs といったエフェクター分子を活性化させることで細胞内

に NaCl を取り込み，水の流入に伴って細胞体積を回復する．一方，この時，HICC も活性化するが，

この HICC の阻害は RVI を抑制することが知られる(Wehner, F. et al. 2003)．前項の通り，高浸透圧

ストレスによる ASK3 の不活性化において HICC の活性化が必要であることが示唆され (Sup.Fig.23)，

高浸透圧ストレス時に HICC が阻害されて起きる RVI の抑制は ASK3 活性の高い状態であることが要

因である可能性が推察される．実際，HeLa 細胞において高浸透圧ストレス時にも ASK3 活性が高かっ

た場合，WNK1-OSR1 経路の活性化が抑制され，それにより NKCC1 の活性化が阻害 (Moriguchi, T. et 

al. 2005; Anselmo, A.N. et al. 2006)，最終的に RVI が抑制されるというシグナル伝達経路が具体的

に推察できる．また最近，WNK1 を阻害することで RVI が抑制されるという報告までなされた (Zhu, W. 

et al. 2014; Roy, A. et al. 2014)．それ故，ASK3 不活性化を抑制した時に RVI が抑制されるか検討

しようと試みてきた．しかし，細胞が細い穴に通る際の電気抵抗から細胞体積を測るコールター法や

前方散乱光による細胞体積測定法では，既存の報告通り，体積をきちんと測定できなかった．そこで，

細胞を蛍光タンパク質で規定し，共焦点顕微鏡で z-stack した画像から三次元構築することで細胞体

積を測定する系を構築したが，体積測定自体は理論値と一致したものの，RVI のように見える細胞体

積の増加が Flufenamate で抑制されず，未だ確固たるアッセイ系が得られていない．一方，細胞透過

性の高い尿素によって高浸透圧ストレスをかけると，細胞収縮後，尿素が細胞内に入ることで体積も

自然に戻ることを利用して (Ford, P. et al. 2005)，細胞体積と ASK3 活性に相関があることが示唆さ

れている (梅田剛, 平成 21 年度)．よって，RVI が生じているなら，細胞体積が回復し ASK3 の不活

性化も元に戻ると推測されるが，確かに長時間高浸透圧培地で培養すると，内在性 ASK の活性が等浸

透圧培地と同程度に回復した(Sup.Fig.26)．これは２時間後でも ASK3 が不活性化したままであった

データと異なるが (Naguro, I. et al. 2012)，内在性の ASK をモニターしている点，浸透圧バッファ

ーではなく，FBS の入った高浸透圧培地を用いている点が要因である．よって，RVI は起きている条

件であると考えられ，今後も細胞体積検出系側の改善に取り組む必要がある． 

 一方，細胞体積調節と細胞死は密接な関係にあることが知られている．例えば，高浸透圧ストレス

によって胸腺リンパ細胞はアポトーシスで死ぬが，HeLa 細胞や COS 細胞は死なず，体積回復機構の

有無が生死を分けていると考えられ (Bortner, C.D. and Cidlowski, J.A. 1996)，その後実際に，RVI

を阻害すると HeLa 細胞でも高浸透圧ストレスによってアポトーシスが誘導されることが示された 

(Maeno, E. et al. 2006)．また，アポトーシスの際に観察される細胞収縮の持続 AVD は，アポトーシ

スに必要であり，低浸透圧後の体積回復 RVD の機構を利用することで積極的に達成しているが 

(Maeno, E. et al. 2000)，アポトーシス誘導後に HICC を活性化させると RVI によって，アポトーシ

スから回避できることが明らかになった (Numata, T. et al. 2008)．このことはアポトーシスを適切

に行うには RVI を阻害しておく必要がある可能性を想定させるが，その後，ASK1 が Akt1 を阻害す

ることでアポトーシス時の RVI を抑制していることが報告された (Subramanyam, M. et al. 2010)．

ここで，ASK1 による Akt1 阻害からイオントランスポーターに至るシグナル伝達経路は不明であるの

に対し，前述の仮説の通り，活性化した ASK3 は WNK1-OSR1 経路を不活性化することで NKCC1 の

活性化を抑制するという具体的な経路が想定できる．また，ASK3 の方が浸透圧ストレス・体積調節

変化に相関して両方向性に活性変化できること (梅田剛, 平成 21 年度; Naguro, I. et al. 2012)，

ASK1 と ASK3 は相互にリン酸化できること (小林夕美恵, 平成 16 年度)を踏まえると，アポトーシ

ス時に RVI を抑制しているのは ASK1 ではなく ASK3 である方が合理的であるように思える．実際，
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PPP6C の発現抑制によって高浸透圧ストレス下でも ASK3 の活性が高い状態にすると (Fig.03)，細

胞死は亢進することが明らかになったが (Fig.24)，驚くべきことに，同一の系で ASK1 を発現抑制し

ても，PPP6C の発現抑制による細胞死亢進がキャンセルできない傾向が現在までに得られてきている 

(Data not shown)．なお，前述の通り，実際に細胞体積の測定はできていないが，HeLa 細胞におい

て高浸透圧ストレスで細胞死が誘導されたということは，上記の既存の報告を踏まえると，高浸透圧

ストレス下で ASK3 活性が維持された時に RVI の抑制も起きている可能性を強く示唆する． 

 さて，本研究によって，高浸透圧ストレス下で ASK3 が不活性化するのは，細胞死を回避し，恒常

性を維持するためであることが明らかになった，そして上述の考察の通り，恐らく RVI を達成し，恒

常性を維持するためでもあると推測される．ここで，高浸透圧ストレスに応答して RVI を達成する目

的だけであれば，細胞は WNK1 や SPAK/OSR1 だけ有しておけば良いように思える．しかし，不活性

化に失敗すれば，RVI ができず，細胞死を誘導してしまうような危険な分子 ASK3 をわざわざ有して

いるということは，RVI が達成できなかった場合に細胞死を誘導できるオプションを敢えて有してい

ることを意味する．ここで，細胞が高浸透圧ストレスを受けると，細胞収縮によるイオン強度・マク

ロ分子の増加が生じるだけでなく，転写・翻訳の抑制，DNA 損傷，細胞周期の停止，ミトコンドリア

の脱分極など甚大な影響を及ぼす．従って，速やかに RVI を行えなかった細胞は周囲の細胞にまで悪

影響を及ぼす可能性が高く，積極的に細胞死を誘導できた方が，個体としての恒常性を維持する上で

は有利だと考えられる．すなわち，”apoptosis signal-regulating kinase”である ASK3 の活性変化が，

細胞体積調節を通じて生存と細胞死を決定する分岐点となっている可能性が推察される． 

 

７．PP6 や NAMPT における発展可能性 

 現在までに，PP6 は細胞周期や DNA 損傷，NAMPT は代謝や概日リズム，老化，がん，炎症などに

関する報告が主であり，浸透圧ストレスとの関連については全く考えられていない．しかし，浸透圧

ストレス応答による体積調節は，細胞体積という最も根本的な要素であるが故に，様々な生理現象に

関わることが知られる (Hoffmann, E.K. et al. 2009)．例えば，細胞移動において，前方では NHE1

や NKCC1 など RVI に関わるイオントランスポーターによってイオンを取り込み，水の流入に伴って

進行方向に細胞を膨らませるのに対し，反対に後方では VRAC など RVD に関わるチャネルがイオンを

排出し，水の流出に伴って進行方向に細胞を縮ませることで，全体として細胞が移動するという興味

深いモデルが提唱されている (Schwab, A. et al. 2012)．他にも，細胞周期において細胞は体積を変

化させなければならず，詳細はよくわかっていないが，一般に細胞増殖は低浸透圧による膨張で亢進

し，高浸透圧による収縮で抑制される (Pedersen, S.F. et al. 2013)．よって，PPP6C を発現抑制し

た細胞では双極紡錘体形成の遅延が見られるが (Zeng, K. et al. 2010)，他にも ASK3 活性の亢進に

より WNK1-OSR1-NKCC1 活性が低下し，細胞が収縮することで細胞周期が遅くなっている可能性な

ど，既存の PP6 や NAMPT の機能に関して，浸透圧ストレス・細胞体積調節・ASK3 といった新たな

視点からの理解の必要性が示唆される． 

 実際，細胞増殖と細胞体積については，本研究でも，高浸透圧培地で培養すると等浸透圧培地より

も細胞数が明らかに低下していた (Fig.24C & E)．また，高浸透圧ストレス群内でも，PPP6C 発現抑

制で細胞数が有意に低くなったが (Fig.24C)，これは細胞死によって細胞数が少なくなった可能性と

同時に，ASK3 活性が高い状態であるために WNK1-OSR1-NKCC1 活性が低下して，より細胞が収縮

しているために細胞増殖が抑制された可能性も類推される．特に，等浸透圧培地では細胞死が検出さ

れなかったにも関わらず (Fig.24D)，PPP6C 発現抑制によって細胞数が少ない傾向にあった理由とし

ては考え易い (Fig.24E)．なお，定常状態で生存に必要なキナーゼ・ホスファターゼを探索した siRNA

スクリーニングにおいて，発現抑制でアポトーシスが誘導されたプロテインホスファターゼの中に
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PPP6C が陽性となっていたが (MacKeigan, J.P. et al. 2005)，等浸透圧培地では PPP6C 発現抑制群

でも細胞死は見られなかった (Fig.24D)．この相違は，恐らく細胞死の検出系が異なるためだと考え

られ，実際，等浸透圧培地でも PPP6C の発現抑制では細胞数の少ない傾向が見られ (Fig.24E)，バイ

アビリティは有意に低下していた (Sup.Fig.28)． 
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総括 

 

 

 本研究において私は， 

・ ゲノムワイド siRNA スクリーニングによって同定された唯一のプロテインホスファターゼであっ

た PP6 が，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を担う直接のプロテインホスファターゼであ

ることを明らかにした． 

・ 高浸透圧ストレスによって，PP6 の活性が上昇するのではなく，ASK3 との結合が上昇することで，

ASK3 の不活性化が達成されている可能性を見出した． 

・ ゲノムワイド siRNA スクリーニングで最も顕著な陽性分子であった NAMPT は，その反応産物であ

る NMN や NAD を介して，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を制御することを明らかにし

た． 

・ 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化制御機構において，PP6 と NAMPT は独立して作用するの

ではなく，NAMPT は ASK3 と PP6 の結合に正に作用することが明らかになった． 

・ 高浸透圧ストレスによって ASK3 が不活性化するのは，細胞死を回避し，恒常性を維持するためで

あることが明らかになった． 

 

 本研究によって，今まで不明であった ASK3 不活性化の制御機構の一端が明らかになった (Fig.25)．

ただ，検討しなければならないことはまだ多く残っている．例えば，本当に ASK3 と PP6 の結合が増

加することで ASK3 不活性化が亢進しているのか，結合ができない変異体で確認することが必要であ

る．また，技術的な問題によって，ASK3 と PP6 の結合は内在性レベルで確認できておらず，実験系

を改善しなければならない． 

 また，NAD がどこに作用して，ASK3 不活性化を引き起こしているのか，という点は ASK3 不活性

化制御機構解明の上でも最も大きなポイントである．実際，もし RNF146 を介する仮説が正しいなら

ば， (Sup.Fig.20)，根本的な生理活性物質である NAD の濃度変化が根本的な高浸透圧ストレスのセ

ンサーを担っていることを提唱することになる．さらに，RNF146 による PAR 化認識は，基質を分解

するためでなく，シグナル伝達のためでもあることまで提唱することになる．一方，HICC である TRPM2

ΔC を介する仮説が正しいならば (Sup.Fig.22)，HICC から細胞体積に至るシグナル伝達経路の主要

部分の多くが明らかにされることになる． 

 他にも，当研究室の芝本絵理香氏 (平成 26 年度薬学部薬学科卒業見込)によって，ASK3 のプルダ

ウンアッセイ法や酵母ツーハイブリッド法により同定された ASK3 の新規結合タンパク質 SUGT1 と

CACYBP は，ASK3 を不活性化することが明らかになった (芝本絵理香, 平成 26 年度)．注目すべき

ことに，プルダウンアッセイ法などによって結合分子を同定した報告において，PPP6R2 が CACYBP

と結合する(近くに存在する)というデータが示されており (Couzens, A.L. et al. 2013)，CACYBP/ 

SUGT1 を PP6 や NAD との関連も含めて検討して行く必要があるだろう． 

 そして，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を抑制すると，RVI の抑制が見られる可能性は非

常に高い状況にも関わらず，細胞体積・RVI を測定する系が構築できていない．既に様々な手を尽く

しているが，測定系さえ構築できれば，かなり有望な仮説なので，今後も測定系構築に努めたい．同

時に，細胞体積調節は様々な生理学的現象に関わるため，細胞移動など，他の生理学的な現象におけ

る ASK3 の役割も検討して行きたい． 
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Fig.01 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，プロテアソーム活性ではなく， 

プロテインホスファターゼ活性が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，プロテアソーム活性阻害剤

MG132 を 24 時間前処置，あるいは，汎プロテインホスファターゼ阻害剤 NaF を 30 分間前処置し，

浸透圧刺激を行った．MG132 処置によって確かにβ-catenin の量が増えているところで，高浸透圧

ストレス依存的に ASK3 の量が増加したり，不活性化が抑制したりすることはなかった．一方，NaF

処置によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化が抑制された．MG132: –/+/++/+++ = 

0/0.625/1.25/2.5 μM (1‰ DMSO), 24 時間．NaF: 50 mM, 30 分間．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/400 mOsm, 10 分間． 

 

 

 

 

 

 

  

Hyperosmotic �

Tetracycline-induced Flag-hASK3 stable HEK293A cell�

MG132�
NaF�

–� +� ++� +++�
–� +� –� +� –� +� –� +� –� +�

Pre-treatment�

IB: p-ASK � p-ASK3 �

IB: Flag� ASK3 �

IB: Actin� Actin�

IB: β-catenin� β-catenin�



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

58 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.02 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，PPP5C ではなく PPP6C が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランス

フェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．PPP6C の発現抑制によって，高浸透圧ストレスによ

る ASK3 不活性化の抑制が見られたが，PPP5C の発現抑制では見られなかった．siRNA: 10 nM, 48

時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.03 高浸透圧ストレス下の ASK 活性の抑制には，PPP6C が必要である 

HeLa 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．

PPP6C の発現抑制によって，内在性の ASK 活性が上昇した．また，PPP6C の発現抑制によって，OSR1

リン酸化 (活性化)の抑制も確認された．siRNA: 10 nM, 48 時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.04 PPP6C 発現抑制による OSR1 活性化の抑制・p38 活性の増強は ASK3 を介する 

HeLa 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．

PPP6C の発現抑制によって，高浸透圧ストレスによる OSR1 活性化の抑制と，p38 活性の増強が見ら

れた．さらに ASK3 と共に発現抑制すると，ASK3 単独の発現抑制同様，高浸透圧ストレスによる OSR1

活性化の亢進と，p38 活性の減弱が見られた．siRNA: 10 nM, 48 時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.05 PP6 コア酵素の過剰発現によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は亢進する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．PPP6C 単

独過剰発現ではなく，PP6 コア酵素 (PPP6C + PPP6R3)を過剰発現すると，高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化は亢進した．一方，PPP6C の不活性化型変異体 D84N との共発現では，ドミナントネ

ガティブ効果が見られた．Hyperosmotic: –/+/++ = 300 mOsm/400 mOsm/ 500 mOsm, 10 分間． 
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Fig.06 PP6 は ASK3 の直接のプロテインホスファターゼである 

HEK293A 細胞において過剰発現した PP6 と ASK3 をそれぞれ免疫沈降法にて精製し，混ぜて in vitro

で反応させた．不活性化型変異体 D84N の PP6 ではなく，野生型の PP6 でのみ，ASK3 の脱リン酸

化が見られた． 
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Fig.07 高浸透圧ストレスによって PP6 の脱リン酸化能や ASK3 の被脱リン酸化能は 

増加しない 

HEK293A 細胞において過剰発現した PP6 と ASK3 をそれぞれ免疫沈降法にて精製し，混ぜて in vitro

で反応させた．この際，細胞溶解前に浸透圧刺激を行った．高浸透圧ストレス後に精製した PP6 と等

浸透圧状態で精製した PP6 は，同程度に ASK3 を脱リン酸化した．また，高浸透圧ストレス後に精製

した ASK3 と等浸透圧状態で精製した ASK3 は，同程度に PP6 に脱リン酸化された． 
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Fig.08 高浸透圧ストレスの強度依存的に ASK3 と PP6 の結合が増加する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，ASK3 を

Flag タグにて免疫沈降した．高浸透圧ストレスの強度依存的に ASK3 と共免疫沈降される PP6 コア酵

素の量が増加した．この時，ASK3 と PP6 の結合は，ASK3 の活性と逆相関していた．Osmolarity: 各

浸透圧, 10 分間． 
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Fig.09 高浸透圧ストレス後，数分で ASK3 と PP6 の結合は増加する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，ASK3 を

Flag タグにて免疫沈降した．高浸透圧ストレスから数分で，ASK3 と共免疫沈降される PP6 コア酵素

の量の増加が見られ，5 分後以降にはほぼ一定となった．この時，ASK3 と PP6 の結合は，ASK3 の

不活性化とほぼ同じタイムコースで推移していた．Hyperosmotic: 500 mOsm, 各時間． 
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Fig.10 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NAMPT が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をリバーストランスフ

ェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．NAMPT の発現抑制によって，高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化の抑制が見られた．NaF: 50 mM, 30 分間前処置．siRNA: Dharmacon ON-TARGETplus, 

10 nM, 48 時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.11 高浸透圧ストレス下の ASK 活性の抑制には，NAMPT が必要である 

HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，浸透圧刺激を行

った．NAMPT の発現抑制によって，内在性の ASK 活性が上昇した．また，NAMPT の発現抑制によ

って，OSR1 リン酸化 (活性化)の抑制も確認された．siRNA: 10 nM, 48 時間．Hyperosmotic: –/+ = 

300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.12 NAMPT の過剰発現によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は亢進する 

HEK293A 細胞において，ASK3・NAMPT を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．NAMPT の過剰発現

によって，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は亢進した．一方，NAMPT 二量体化の部分抑制

変異体である S199D の過剰発現では ASK3 不活性化の亢進効果は弱くなり，NAMPT 二量体化の完全

抑制変異体である S200D の過剰発現では ASK3 不活性化の亢進は見られなかった．Hyperosmotic: + 

= 400 mOsm, 10 分間． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

HEK293A cell�

Hyperosmotic �
HA-hASK3 �

+�
+�

–�
WT� S199D� S200D�

+� ++� +++� +� ++� +++� +� ++� +++�
Flag-hNAMPT�

IB: p-ASK�

IB: HA�

IB: Actin�

IB: Flag�

p-ASK3�

ASK3�

Actin�

NAMPT�



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

69 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fig.13 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NAMPT 活性が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，NAMPT 特異的阻害剤 FK866 を

前処置し，浸透圧刺激を行った．FK866 を比較的長時間前処置すると，高浸透圧ストレスによる ASK3

不活性化の抑制が見られた．FK866: 10 nM (1‰ DMSO), 各時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.14 高浸透圧ストレス下の ASK 活性の抑制には，NAMPT 活性が必要である 

HEK293A 細胞(A)，A549 細胞(B)において，NAMPT 特異的阻害剤 FK866 を前処置し，浸透圧刺

激を行った．FK866 前処置によって，内在性の ASK 活性が上昇した．また，FK866 前処置によって

OSR1 活性化の抑制も確認された．FK866: 10 nM (1‰ DMSO), ６時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.15 NAMPT の量変化は細胞内 NAD 量と正に相関する 

(A & B) HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，60 時

間後に細胞を溶解した．(C & D) HEK293A 細胞において，過剰発現し，30 時間後に細胞を溶解し

た．(B & D) 細胞溶解液から，酵素反応を利用した赤色蛍光による検出キットによって NAD (NAD+ + 

NADH)量を測定した．NAMPT の発現抑制によって NAD 量は減少し，逆に NAMPT の過剰発現によっ

て NAD 量は増加した．siRNA: 10 nM, 60 時間．数値は MEAN ± S.E.M., N=3．(B) One-way ANOVA, 

followed by Dunnett’s test (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001)．(D) Two-tailed t-test (* P < 

0.05) 
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Fig.16 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NMN が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，FK866・NMN を前処置し，浸

透圧刺激を行った．FK866 によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られたところ

で，さらに NMN を添加すると，その抑制が解除された．また，NMN 単独添加は，NAMPT の過剰発

現と同様，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進した．FK866: 10 nM (1 ‰ DMSO), ６時

間前処置．NMN: 1 mM, ６時間前処置．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.17 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NMNAT 活性が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，NAMPT 特異的阻害剤 FK866・

NMNATs 阻害剤 Gallotannin を前処置し，浸透圧刺激を行った．100 mM Gallotannin によって，FK866

よりも早く，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られた．GTN: +/++/+++ = 1/10/ 

100 μM Gallotannin (1 ‰ DMSO)，各時間前処置．FK: 10 nM FK866 (1 ‰ DMSO), 各時間前処

置．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.18 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，NAD が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，FK866・NMN・NAD+・NADH

を前処置し，浸透圧刺激を行った．FK866 によって高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が

見られたところで，さらに NAD+や NADH を添加すると，NMN と同様にその抑制が解除された．また，

NAD+や NADH 単独添加は，NMN と同様に高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を亢進した．

FK866: 10 nM (1 ‰ DMSO), ３時間前処置．NMN, NAD+ , NADH: 1 mM, ３時間前処置．

Hyperosmotic: 400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.19 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化において，NAMPT は PP6 の上流に位置する 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランス

フェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．スクリーニング同様，高浸透圧ストレスによる ASK3

不活性化の抑制効果は，NAMPT の発現抑制の方が PPP6C の発現抑制よりも強かった．そして，NAMPT

と PPP6C を両方発現抑制した場合は，NAMPT の単独発現抑制の場合と同程度にしか，高浸透圧スト

レスによる ASK3 不活性化の抑制が見られなかった．siRNA: 10 nM, 60 時間．Hyperosmotic: –/+/+ 

= 300 mOsm/400 mOsm/500 mOsm, 10 分間． 
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Fig.20 NAMPT は PP6 と未知の経路を介して ASK3 不活性化に関わる 

HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，さらに 24 時間

後に ASK3・NAMPT・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現した後，浸透圧刺激を行った．NAMPT の発現抑

制による高浸透圧ストレス下の ASK3 不活性化抑制は，PP6 の過剰発現によって減弱した (右４レー

ン)．また，PPP6C の発現抑制による高浸透圧ストレス下の ASK3 不活性化抑制は，NAMPT の過剰発

現によって減弱した (左４レーン)．siRNA: 10 nM, 60 時間．過剰発現: 36 時間．Hyperosmotic: 400 

mOsm, 10 分間． 
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Fig.21 高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合に NAMPT 活性は必要である 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，FK866 を前処置して浸透圧刺激

を行った後，ASK3 を Flag タグにて免疫沈降した．FK866 によって，ASK3 と共免疫沈降される PP6

コア酵素の量がわずかに減少した．この時，FK866 によって，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性

化の抑制も確認された．FK866: 1 μM, 12 時間．Hyperosmotic: -/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10

分間． 
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Fig.22 NMN・NAD+・NADH は高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合を亢進する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，NMN・NAD+・NADH を前処置し

て浸透圧刺激を行った後，ASK3 を Flag タグにて免疫沈降した．高浸透圧ストレス時に ASK3 と共免

疫沈降される PP6 コア酵素の量が，NMN・NAD+・NADH によってわずかに増加した．この時，NMN・

NAD+・NADH によって ASK3 の活性は減少していた．NMN・NAD+・NADH: 1 mM, 12 時間．

Hyperosmotic: 400 mOsm, 10 分間． 
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Fig.23 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の生理学的意義 

(A) 正常な状態．細胞は，高浸透圧ストレスにさらされると，水の流出入に伴い強制的に収縮してし

まうが，AE と共役した NHE や NKCC を活性化させ，NaCl を細胞内に取り込むことで細胞体積を回復

する機構 (RVI)を有する．この時，高浸透圧ストレス依存的に活性化する非選択的カチオンチャネル 

(HICC)の存在が知られており，HICC の活性化が RVI において重要であるとされる．(B) 高浸透圧ス

トレス後にも ASK3 活性が高い場合．ASK3 が WNK1-SPAK/OSR1-NKCC 経路の活性化を抑制し，収

縮状態の持続を引き起こす結果，最終的に細胞死が誘導されると推測される． 
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Fig.24 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制は，細胞死を引き起こす 

(A) HeLa 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入してから 24 時間後，

同一細胞数ずつ播種し直し，さらに 24 時間後に等浸透圧・高浸透圧の培地に交換した．48 時間培養

後，Hoechst33342，PI で染色し，イメージアナライザーにて画像を取得した．高浸透圧の培地で培

養したサンプルの画像例． 

 

 

  

Control siRNA�

PPP6C siRNA�

PPP6C siRNA!
+!

ASK3 siRNA�

ASK3 siRNA�

Hoechst33342� PI�

100 µm �

A.�



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

81 

 

 
 

Fig.24 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制は，細胞死を引き起こす 

(B & C) (A)の画像にハイコンテント解析を適用し，Hoechst 33342 陽性で全細胞数を規定し，その

中で PI 陽性であるターゲットを死細胞としてカウントした． Cell Death は死細胞の割合(B)，Number 

of cells は siRNA 未導入の等浸透圧培養サンプル群の全細胞数に対する割合(C)と定義した．PPP6C

の発現抑制によって高浸透圧ストレス下の ASK3 活性を高い状態にすると，細胞死が有意に亢進し，

細胞数も有意に低下した．ここにさらに ASK3 を発現抑制すると，細胞死亢進が有意に抑制され，細

胞数低下は回復傾向にあった．(D & E) 等浸透圧の培地で培養した場合の画像に，(B & C)と同様に

してハイコンテント解析を適用した．等浸透圧状態では PPP6C の発現抑制によって，有意な細胞死亢

進や細胞数低下が見られなかった．siRNA: 30 nM． Hyperosmotic: 600 mOsm by mannitol．数値

は MEAN ± S.E.M., N=10．One-way ANOVA, followed by Tukey’s HSD (* P < 0.05, ** P < 0.01)．  
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Fig.25 まとめ 
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Sup.Fig.01 高浸透圧ストレス下の ASK 活性抑制への PPP6C の必要性は細胞種に依存しない 

HEK293A 細胞(A)，A549 細胞(B)において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入

し，浸透圧刺激を行った．HeLa 細胞同様，PPP6C の発現抑制によって，内在性の ASK 活性が上昇し

た．また，この時内在性の ASK 活性上昇レベルに相関して，OSR1 活性化の抑制も確認された．siRNA: 

10 nM, 48 時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間．  
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Sup.Fig.02 PPP6C の単独過剰発現では ASK3 を不活性化しない 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．PPP6C を過剰発現さ

せても，ASK3 を不活性化しなかった．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.03 高浸透圧ストレスによって PP6 の脱リン酸化能は増加しない 

PP6 を過剰発現した HEK293A 細胞に，浸透圧刺激を行った後，免疫沈降法にて精製し，リン酸化ス

レオニンペプチド (RRA(pT)VA)と混ぜて in vitro で反応させた．高浸透圧ストレス後に精製した PP6

と等浸透圧状態で精製した PP6 の脱リン酸化能は同程度であった．数値は MEAN ± S.E.M., N=3． 
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Sup.Fig.04 高浸透圧ストレス下の ASK 活性の抑制には，NAMPT が必要である 

A549 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．

HEK293A 細胞同様，NAMPT の発現抑制によって，内在性の ASK 活性が上昇した．また，NAMPT

の発現抑制によって，OSR1 リン酸化 (活性化)の抑制も確認された．siRNA: 10 nM, 48 時間．

Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.05 PP6 の脱リン酸化能や ASK3 の被脱リン酸化能は NAMPT 活性の阻害によって 

減少しない 

HEK293A 細胞において過剰発現した PP6 と ASK3 をそれぞれ免疫沈降法にて精製し，混ぜて in vitro

で反応させた．この際，細胞溶解前に NAMPT 特異的阻害剤 FK866 を処置した．FK866 処置後に精

製した PP6 と未処置で精製した PP6 は，同程度に ASK3 を脱リン酸化した．また，FK866 処置後に

精製した ASK3 と未処置で精製した ASK3 は，同程度に PP6 に脱リン酸化された． 
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Sup.Fig.06 スクリーニングにおいて PPP6C は弱い陽性分子であった 

二次スクリーニングにおける実際の画像例．PPP6C siRNA によって，確かに高浸透圧ストレス時より

もリン酸化 ASK3 の蛍光強度は高くなっていたが，等浸透圧状態と比べるとかなり弱かった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

100 µm �

Positive Ctrl.!
(Iso)!

Merge!

p-ASK3!

t-ASK3!

Negative Ctrl. 
(Hyper)!

PPP6C siRNA!
(Hyper)!



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

89 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sup.Fig.07 PPP6C の発現抑制による ASK3 不活性化の抑制は，PP6 の細胞周期への影響が

原因ではなかった 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランス

フェクションにて導入し，チミジン処置によって S 期で同調させた後，チミジンを除くことで細胞周

期を再開させ，最終的に浸透圧刺激を行った．Cyclin B1 がチミジン除去８時間で増え，その後減って

いることから，チミジン除去０時間は S 期，８時間は M 期，12 時間・16 時間は G1・G0 期になって

いると想定される．この時，いずれの細胞周期においても，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化

が見られ，PPP6C の発現抑制による ASK3 不活性化の抑制も見られた．siRNA: 10 nM, 52 時間．チ

ミジン処置: 2 mM, ≥24 時間．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.08 いずれの PPP6R から成る PP6 コア酵素の過剰発現でも高浸透圧ストレスによる 

ASK3 不活性化は亢進する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R1/2/3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．いず

れの PPP6R による PP6 コア酵素を過剰発現しても，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は亢進

した．また，他の PPP6C の不活性化型変異体である H144A との共発現でも，D84N 同様，ドミナン

トネガティブ効果が見られた．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.09 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化に，少なくとも PPP6R3 は必要である 

(A) HEK293A 細胞において，YFP タグの PPP6Rs とそれぞれの shRNA を共にトランスフェクション

し，72 時間後に細胞を溶解してサンプル化した．いずれの shRNA も，わずかではあるが過剰発現レ

ベルのターゲットを発現抑制できた．(B) テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞

において，各 shRNA をリバーストランスフェクションにて導入し，puromycin でセレクション後，

浸透圧刺激を行った．少なくとも ANKRD52 の発現抑制が確認できるところで，PPP6R3 の shRNA で

は高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が見られた．NaF: 50 mM, 30 分間前処置．

Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.10 高浸透圧ストレスによって ANKRD52 と ASK3 の結合が増加する 

HEK293A 細胞において，ASK3・ASK1・ANKRD52 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，ASK を

Flag タグにて免疫沈降した．高浸透圧ストレスによって ASK3 と共免疫沈降される ANKRD52 の量が

増加した．また，ASK1 よりも ASK3 と ANKRD52 の結合の方が強かった．Hyperosmotic: –/+ = 300 

mOsm/500 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.11 高浸透圧ストレスによって ANKRD52 と ASK3 は共局在する 

(A) HEK293A 細胞において，ANKRD52 を過剰発現し，共焦点顕微鏡下で観察しながら，浸透圧刺

激を行った．高浸透圧ストレス依存的に ANKRD52 は，細胞質内に粒状の局在を示した．(B) HEK293A

細胞において，ASK3・ANKRD52 を過剰発現し，共焦点顕微鏡下で観察しながら，浸透圧刺激を行っ

た．高浸透圧ストレス依存的に ASK3 と ANKRD52 は共局在した．Hyperosmotic: 500 mOsm．  
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Sup.Fig.12 ANKRDs の過剰発現では高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は亢進しない 

HEK293A 細胞において，ASK3・ANKRDs を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．ANKRDs を過剰発

現させても，ASK3 を不活性化しなかった．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.13 ANKRDs と結合できない PPP6Rs∆C の過剰発現でも高浸透圧ストレスによる

ASK3 不活性化を亢進する 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6Rs・PPP6RsΔC を過剰発現し，浸透圧刺激を行った．ANKRDs

と結合できない PPP6RsΔC の単独過剰発現でも，ASK3 不活性化を亢進した．Hyperosmotic: –/+ = 

300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.14 高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合には PPP6C 活性は不要である 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，ASK3 を

Flag タグにて免疫沈降した．ASK3 と共免疫沈降される PP6 コア酵素の量は，PPP6C が不活性化型変

異体 D84N の場合でも，野生型と同程度であった．なお，わずかではあるが，D84N との共発現では，

ASK3 不活性化に対してドミナントネガティブ効果が確認できている点は Fig.05 と一致する．

Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/500 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.15 高浸透圧ストレスによる ASK3 と PP6 の結合には ASK3 活性は不要である 

HEK293A 細胞において，ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，ASK3 を

Flag タグにて免疫沈降した．ASK3 と共免疫沈降される PP6 コア酵素の量は，ASK3 が不活性化型変

異体 T808A の場合でも，野生型とほぼ同程度であった．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/500 

mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.16 ASK1 よりも ASK3 の方が PP6 と強く結合する 

HEK293A 細胞において，ASK1・ASK3・PPP6C・PPP6R3 を過剰発現し，浸透圧刺激を行った後，

ASK を Flag タグにて免疫沈降した．高浸透圧ストレスの強度依存的に ASK3 と共免疫沈降される PP6

コア酵素の量が増加した．また，ASK1 よりも ASK3 と PP6 コア酵素の結合の方が強かった．

Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/500 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.17 浸透圧ストレスによって NAD 濃度は増加する 

(A & B) HEK293A 細胞に，浸透圧刺激を行い，細胞を溶解した．(A) 細胞溶解液から，酵素反応を

利用した赤色蛍光による検出キットによって NAD (NAD+ + NADH)量を測定した．浸透圧ストレスに

よって NAD 量は変化しなかった．数値は MEAN ± S.E.M., N=3．(C) 高浸透圧ストレス後の準平衡状

態における NAD 濃度変化量の概算値．高浸透圧ストレスによって細胞体積は強制的に収縮するため，

NAD 量が一定であるなら，NAD 濃度は増加することになる． 
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Sup.Fig.18 強い高浸透圧ストレス時には PPM1A の寄与も大きくなる 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をフォワードトランス

フェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制効果

は，PPP6C の発現抑制の方が PPM1A の発現抑制よりも強かった．そして，PPP6C と PPM1A を両方

発現抑制した場合は，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化の抑制が増強した．NaF: 50 mM, 30

分間前処置．siRNA: 10 nM, 60 時間．Hyperosmotic: -/++ = 300 mOsm/500 mOsm, 10 min 
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Sup.Fig.19 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，RNF146 が必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，各 siRNA をリバーストランスフ

ェクションにて導入し，浸透圧刺激を行った．RNF146 の発現抑制によって，高浸透圧ストレスによ

る ASK3 不活性化の抑制が見られた．siRNA: Dharmacon ON-TARGETplus, 10 nM, 48 時間．

Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.20 NAD の作用点の仮説① 

NAMPT に由来する NAD 濃度が高浸透圧ストレスによって上昇すると，ASK3 (あるいは ASK3 の結

合分子)が PAR 化される．この PAR 化を認識した RNF146 が ASK3 (あるいは ASK3 の結合分子)を

ポリユビキチン化する．PPP6C はポリユビキチンと結合する能力を有するため，このユビキチン化に

よって PP6 と ASK3 の結合が上昇し，ASK3 が不活性化される． 
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Sup.Fig.21 スクリーニングにおいて NAD 関連分子はほとんど完全に陰性であった 

NAD 関連遺伝子の一次スクリーニングにおける ASK3 活性のヒートマップ．各黄色いノードは NAD

合成・分解関連低分子化合物を示し，それらを結ぶ矢印は反応経路を示す．矢印の近傍に記載されて

いるのが反応を担う酵素であり，色は一次スクリーニングによる ASK3 活性の B スコアを値の高いも

のを赤，低いものを青として示してある．つまり，赤い矢印の反応が抑制されると ASK3 不活性化が

抑制されることになる．NAMPT 以外には NaAD から NAD へと反応させる NADSYN1 が陽性 (B スコ

アが 2.78)である以外は，ほとんど完全に陰性であった． 
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Sup.Fig.22 NAD の作用点の仮説② 

NAMPT に由来する NAD 濃度が高浸透圧ストレスによって上昇すると，HICC である TRPM2ΔC を活

性化する．その後，何らかの形で ASK3 と PP6 の結合が上昇し，ASK3 が不活性化される． 
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Sup.Fig.23 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，HICC や TRP チャネルの活性化が

必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，HICC 阻害剤 Flufenamate，汎

TRP チャネル阻害剤 SKF96365 を浸透圧刺激と同時に処置した．Flufanamate，SKF96365 のいず

れも，高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化を抑制した．Flufenamate: 300 μM (1‰ DMSO)．

SKF96365: 100 μM (1‰ DMSO)．Hyperosmotic: –/+ = 300 mOsm/400 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.24 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化には，細胞外カルシウムは必要ない 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，細胞外カルシウム・細胞外マグ

ネシウムのない状態で，高浸透圧ストレスを行った．細胞外にカルシウム・マグネシウムのない状態

でも高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化は観察された．Ca, Mg: 2 mM．PBS: 300 mOsm; PBS + 

0.1 M Man.: 400 mOsm; PBS + 0.2 M Man.: 500 mOsm, 10 分間． 
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Sup.Fig.25 高浸透圧ストレスによる ASK3 不活性化に，細胞内カルシウムが必要である 

テトラサイクリン誘導性の ASK3 恒常発現 HEK293A 細胞において，細胞内外のカルシウムをキレー

トした状態で，高浸透圧ストレスを行った．細胞外カルシウムをキレートしても高浸透圧ストレスに

よる ASK3 不活性化は観察されたのに対し，BAPTA-AM で細胞内カルシウムをキレートすると高浸透

圧ストレスによる ASK3 不活性化が抑制された．EDTA, EGTA: 5 mM．BAPTA: 20 μM BAPTA-AM 

(1 ‰ DMSO), 30 分間前処置． 
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Sup.Fig.26 長時間の高浸透圧ストレスでは ASK3 不活性化は回復する 

HeLa 細胞において，NaCl・マンニトール・ソルビトールを添加した高浸透圧培地に交換し，培養後，

細胞を溶解・サンプル化した．10 分後にはいずれの高浸透圧培地によっても強度依存的に ASK3 不活

性化，OSR1・JNK・p38 活性化は見られたが，時間が経つにつれ，マンニトールやソルビトール添加

培地では等浸透圧培地と同程度のリン酸化レベルに収束していく様子が見られた．一方，NaCl 添加培

地では，ASK3 不活性化はそのまま維持され，OSR1・JNK・p38 の収束も，より強い高浸透圧である

300 mM のマンニトールやソルビトール添加培地のように遅かった．NaCl: 75 mM in culture medium．

Man: +/++ = 150 mM/300 mM mannitol in culture medium．Sor: 300 mM sorbitol in culture 

medium． 

 

 

 

 

 

  

IB:p-ASK�

HeLa cell�

10 min� 90 min� 5 hr�

–� NaCl�
Man�

Sor� –� NaCl�
Man�

Sor� –� NaCl�
Man�

Sor�
+� ++� +� ++� +� ++�

p-ASK�

IB: p-JNK�

IB: p-p38�

IB: p-SPAK/OSR1�

IB: ASK3�

IB: Actin�

ASK3�

Actin�

p-OSR1�

p-JNK�

p-p38�

*�*�

*�

*�

Addition�

Hyperosmotic�

*�



平成 26 年度博士論文（渡邊謙吾）	
 

109 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sup.Fig.27 ASK3 活性の上昇は細胞の生存活性を低下させる 

HeLa 細胞において，各 siRNA をフォワードトランスフェクションにて導入してから 24 時間後，同一

細胞数ずつ播種し直し，さらに 24 時間後に等浸透圧(A)・高浸透圧(B)の培地に交換した．48 時間

培養後，Cell counting kit 8 を添加し，２時間培養後に吸光度を測定した．Cell viability は siRNA 未

導入の等浸透圧培養サンプル群の吸光度に対する割合と定義した．PPP6C の発現抑制によって ASK3

活性を高い状態にすると，細胞活性が有意に低下した．ここにさらに ASK3 を発現抑制すると，等浸

透圧では細胞活性低下が有意に抑制され，高浸透圧ストレスでは細胞活性低下が抑制される傾向があ

った． siRNA: 30 nM． Hyperosmotic: 600 mOsm by mannitol．数値は MEAN ± S.E.M., N=7．

One-way ANOVA, followed by Tukey’s HSD (* P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001)． 
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Sup.Tab.01 高浸透圧ストレスによる PP6 の細胞内局在変化 

 
 

HEK293A 細胞に，各組み合わせで PP6 のサブユニットを過剰発現し，共焦点顕微鏡下で Venus/YFP

のシグナルを観察しながら，高浸透圧刺激 (500 mOsm)を行って，その後の局在変化を観察した．ま

た，さらに ASK3-tdTomato と共発現した場合にも，同様に，Venus/YFP と tdTomato のシグナル

が共局在するか観察した (Cf. Sup.Fig.11)． 
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