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ASK1 は MAP3K ファミリーに属し、酸化ストレスや小胞体ストレス等によって活性化され、JNK および

p38 MAP キナーゼ経路を活性化して、アポトーシスをはじめとする多様なストレス応答を引き起こす。これ

まで、生体における生理的・病理的ストレス応答におけるASK1シグナルの重要性が明らかとなってきた一

方で、ストレス刺激による ASK1 活性化の分子レベルでのメカニズムについては未解明の部分が残されて

いる。本研究では、このメカニズムの解明を目的として、ショウジョウバエを用いた遺伝学的アプローチから

ASK1の上流で機能する新たな活性制御因子の探索を行った。ショウジョウバエASK1（DASK1）のN末端

を欠損させた変異体（DASK1DN）をハエの背側中央領域に異所性に発現させると、ショウジョウバエ p38
（Dp38）経路依存的なメラニンの蓄積が観察される。この表現型を ASK1-p38 経路活性化の指標としてとら

え、内在性遺伝子の強制発現が可能なショウジョウバエ変異体ライブラリーを用いて、メラニン蓄積を誘導

できる遺伝子のスクリーニングを行った。その結果、機能未知分子 Slim およびそのヒトオルソログ

KLHDC10 を ASK1 の新規活性化因子として同定した。さらに Slim/KLHDC10 の分子機能ならびにストレ

ス刺激依存的なASK1活性化におけるSlim/KLHDC10の役割について解析を行った。以下に本研究によ

り得られた主要な知見をまとめた。 
 

1. SlimとdTraf2-DASK1-Dp38 経路の遺伝学的相互作用解析 
ショウジョウバエ背側中央領域における Slim の異所性発現によるメラニン蓄積の表現型を指標に、Slim

と ASK1-MAP キナーゼ経路のシグナルコンポーネントとの遺伝学的相互作用解析を行った。Slim 発現に

よるメラニン蓄積は、DASK1およびDp38経路のMAP2KであるdMKK3やdMKK4のノックダウン、Dp38a
ドミナントネガティブ体(Dp38aDN)の共発現によって抑制された。一方、DASK1DN 発現によるメラニン蓄

積に対して Slim のノックダウンは影響を与えなかったことから、Slim は遺伝学的に DASK1 の上流に位置

することが示された。また、ASK1 の活性化因子である TRAF6 のショウジョウバエオルソログ dTraf2 のノッ

クダウンによっても、Slim 発現によるメラニン蓄積が顕著に抑制されたことから、この表現型は

dTraf2-DASK1-Dp38 経路依存的であることが示唆された。 
 

2. Slim/KLHDC10 はCul2-RING E3 リガーゼ複合体の基質認識タンパク質である 
SlimおよびKLHDC10 はどちらも全く機能未知の分子であったが、一次構造上大部分がタンパク質間相

互作用に重要なKelch リピートドメインからなるという特徴をもっている。そこで、HEK293 細胞に

Flag-KLHDC10 を発現させ、プルダウン法により結合分子の同定を試みた。その結果、KLHDC10 の結合

分子として、巨大複合体型ユビキチンE3 リガーゼであるCul2-RING E3 Ligase複合体（CRL2 複合体）の構

成因子群が得られた。CRL2 複合体は足場タンパク質Cul-2 を中心とした複合体として、基質をユビキチン

化することで分解に導く。近年、Kelchリピートドメインを持つ複数の分子が、CRL複合体の基質特異性を決

定する基質認識タンパク質であることが報告された。これら分子とのアミノ酸配列比較から、KLHDC10 のC
末端領域に基質認識タンパク質とCul2 やアダプター分子Elongin Cとの結合に重要なコンセンサス配列が

存在することがわかった。そこで、この配列を欠損させた変異体（KLHDC10DBC）や配列内に点変異を導



入した変異体（KLHDC10A409P）を作製し、野生型KLHDC10 とともに、Cul2 との結合を共免疫沈降法に

よって検討した。その結果、野生型KLHDC10 とCul2 との結合は検出されたが、変異体では検出されなか

った。よって、KLHDC10 がCul2 複合体の基質認識タンパク質であることが明らかとなった。また、Slimも共

発現したショウジョウバエCul2（dCul2）と結合すること、さらにC末端領域のコンセンサス配列を欠損させた

変異体（SlimDBC）では、共発現させたショウジョウバエElongin C（dElongin C）との結合が検出されなくな

ることを確認した。よってSlim/KLHDC10 は種を超えて保存されたCRL2 複合体の基質認識タンパク質で

あることが示唆された。 
 

3. Slim/KLHDC10 はCRL2 複合体非依存的にASK1 を活性化する 
Slim/KLHDC10 が ASK1 を活性化するメカニズムとして、CRL2-KLHDC10 複合体として何らかの基質

のユビキチン化・分解を介したメカニズムを想定し、CRL2 複合体としての ASK1 活性化に対する影響を検

討した。野生型 Slim と dElongin C と結合出来ない変異体 SlimDBC をそれぞれ DASK1 と共発現させ、ウ

ェスタンブロット解析により DASK1 に対する活性化能を検討したところ、予想に反してどちらも DASK1 を

活性化した。よって、Slim/KLHDC10 が CRL2 複合体としての機能とは非依存的に ASK1 を活性化してい

ることが示唆された。また、ハエ背側中央領域でのメラニン蓄積を指標に検討を行ったところ、dCul2 のノッ

クダウンによってメラニン蓄積が誘導された。また、S2 細胞で dCul2 をノックダウンすると、Slim のタンパク

質量の増加が検出された。これらの結果は、CRL2 複合体自身が基質認識タンパク質である

Slim/KLHDC10 を分解し、ASK1 シグナルに対してはむしろ抑制的に働くことを示唆している。 
 

4. KLHDC10 は酸化ストレス依存的なASK1 の活性化に必要である 
ストレス刺激依存的な ASK1 の活性化に対する KLHDC10 の必要性の検討を行った。過酸化水素刺激

は TRAF6 依存的な ASK1 の活性化を誘導する。そこで、Neuro2A 細胞において KLHDC10 をノックダウ

ンし、過酸化水素刺激を行ったところ、ASK1 および p38 の活性化の減弱が認められた。よって、

KLHDC10 は酸化ストレス依存的な ASK1-p38 経路の活性化に必要であることが示唆された。 
  

本研究は、機能未知分子Slim/KLHDC10がCRL2複合体の基質認識タンパク質であること、しかしながら

ASK1 活性化因子として機能する場合は CRL2 複合体非依存的であることを明らかにした。CRL 複合体に

おいては基質だけでなく、基質認識タンパク質も CRL 複合体自身によって分解されることが知られており、

KLHDC10もCRL2複合体依存的に分解されていると考えられる。一方、KLHDC10は過酸化水素刺激依存

的な ASK1-p38 経路の活性化に必要であった。これらの結果は、本来 E3 リガーゼ複合体の構成因子として

タンパク質分解に働く Slim/KLHDC10 が、酸化ストレス状況下などにおいてはシグナルメディエーターとし

て機能する可能性を提示した点において意義深いと考えられる。以上より、本研究は博士（薬学）の学位に

値するものと判定した。 




