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研究成果の概要（和文）：本研究では、転写因子の機能と、転写因子自身の制御機構に着目して、

転写因子群の発癌抑制における機能貢献を検証した。その結果、異物代謝系および酸化ストレ

ス応答系遺伝子群の発現を統一的に誘導制御する Nrf2 と、その応答制御を調節する Keap1 の機

能異常が生体防御系を撹乱し、発癌及び癌悪性化に寄与すること、および、造血系の増殖・分

化・細胞死に関わる遺伝子発現を包括的に制御する GATA 因子の機能不均衡が、恒常性維持機

構を破綻し、白血病発症の誘因となることを見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we investigated roles transcription factors play on carcinogenesis 
and carcinogenesis defense in vivo, focusing on the Nrf2 and GATA transcription factors.  We have 
found that co-operative function of Nrf2 and Keap1, which mediates cellular stress response, is 
important for the cancer carcinogenesis defense so that the failure in Nrf2-Keap1 system leads to the 
onset of cancer and poor prognosis. We have further found that deregulated function of GATA factors, 
which act as key molecules in hematopoietic homeostasis, causes leukemogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 

 遺伝子突然変異や染色体構造異常が転写因
子の機能失調を招来し、そのために細胞に内
在する恒常性維持機構が破綻し、細胞癌化の
過程が進行することが明らかにされつつある。
我々は、転写因子 Nrf2 とその結合因子 Keap1
の協調作用が、統一的な第２相解毒酵素や抗
酸化蛋白質遺伝子の発現制御を介して、生体

の発癌防御に重要な役割を担っていることを
明らかにしてきた。その一方で、赤血球や巨
核球分化に重要な遺伝子を包括的に制御する
転写因子 GATA1 の発現低下が、造血系の増
殖・分化・アポトーシスの均衡を破綻し、白
血病の前癌病態を構築することも報告した。
Gata1 遺伝子発現低下マウスは、１つの転写
因子が保持する複数の機能がその発現量によ
って分離された、きわめて独創的な白血病モ
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デルを提供する。すなわち、これらの事象は、
生体防御と恒常性維持のプロセスを巧妙に制
御する転写因子の機能破綻や、これら転写因
子自身の発現制御機構の破綻が発癌抑制機能
の失調として顕在化することを示している。 

２．研究の目的 

 本研究では、転写因子の機能と転写因子自
身の制御機構に着目して、転写因子の発癌抑
制における機能貢献の検証を試みる。生体防
御と恒常性維持のプロセスを巧妙に制御する
転写因子の機能とその破綻が発癌抑制機能の
失調として顕在化する様子を、これらの過程
を制御する転写因子Nrf2をモデル系として検
討する。Nrf2 は、親電子性化学物質および酸
素ストレスに応答して、異物代謝系および酸
化ストレス応答系遺伝子群の発現を統一的に
誘導制御する。そこで、本研究では、Nrf2 と
その抑制性制御因子 Keap1 の機能解析を中心
にして、生体における化学発癌防御メカニズ
ムの解明に取り組む。同時に、細胞分化プロ
グラムとその制御の破綻が細胞癌化の引き金
になる様子を、GATA 転写因子群をモデル系
にして検討する。GATA1 と GATA2 は相互の
遺伝子発現を制御しながら、血液細胞の分化
プログラムを巧妙に進めている。そこで、本
研究では造血器腫瘍の形成過程を、特に、両
因子の有効存在量比に不均衡が生じた時に生
ずる増殖・分化決定機構の破綻に焦点をあて
て解析する。 

３．研究の方法 

(1) Nrf2-小Maf群因子のヘテロ２量体の認識
機構および配列の検討：Nrf2 は小Maf群因子
とヘテロ２量体を形成することでARE配列と
結合し標的遺伝子を活性化するが、このヘテ
ロ２量体の認識配列の特異性は十分に解析さ
れていない。そこで、TOYOBOとの協力で新
たに開発した表面プラズモン共鳴（SPR）を
利用したチップ法を用いて、Nrf2-小Maf群因
子ヘテロ２量体の認識機構および配列の検討
を行う。 

(2) Keap1 分子の個体解析：Keap1 分子のシス
テイン残基は、親電子性物質により修飾され
るので、ストレス感知に重要と考えられる。
そこで、反応性システイン残基に変異をもつ
Keap1 変異体のマウス個体内での機能解析を
行う。具体的には、LacZ をレポーターとした
トランスジェニックマウスを作成し、内在性
Keap1 の発現を再現できる制御領域を決定す
る。引き続いて、同制御領域による Keap1 変
異体発現系を確立し、遺伝子相補レスキュー
法を用いて、Keap1 欠損マウスに認められる
上部消化管表現型および致死性を指標に Nrf2
抑制能やストレス応答の分子メカニズムを解
析する 

(3) 構造生物学的解析による細胞応答制御機
構の解明：Nrf2 は、非ストレス存在下では
Keap1-Cul3 複合体によりユビキチン化をうけ、
速やかに分解されるが、ストレス存在化では
その分解が停止し、速やかに核内に蓄積して、

標的遺伝子を活性化する。そこで、結晶構造
解析やカロリメトリーによる結合解析を行い、
Keap1 による Nrf2 の制御メカニズムを解析す
る。 

(4) Keap1-Nrf2 システムの破綻と発癌：ヒト
癌細胞や癌細胞株を用いて、Keap1 および
Nrf2 の遺伝子解析を行う。また、同定された
遺伝子変異をマウス個体に再構築してモデル
動物を作成し、Keap1-Nrf2 システムの破綻が
関与する発癌の分子機構を解析する。 

(5) Nrf2 活性変動の個体解析：Nrf2 の標的で
あるキノン酸化還元酵素（NQO1）遺伝子制御
下にルシフェラーゼを発現するレポータート
ランスジェニックマウスを作成し、様々な化
学物質や酸化ストレスが生体にどのような影
響を与えるのかを、動物用ルミノメーター
（IVIS）を用いて経時観察する。 

(6) 白血病幹細胞の同定と解析：GATA1 発現
低下ヘテロマウスでは、GATA1 機能の部分的
阻害により蓄積した前赤芽球に遺伝子異常が
集積して、高率に白血病を発症する。この白
血病細胞は、免疫不全マウスに移植継代でき
ることから、白血病幹細胞の存在が示唆され
るので、白血病幹細胞を同定し、その特異性
を検討する。 

(7) ダウン症関連白血病の発症機序の解析：ダ
ウン症患児は、一過性骨髄増殖症（TMD）を
経て、高率に巨核芽球性白血病（AMKL）を
発症するが、そのほぼ全例に GATA1 の部分欠
失変異体が認められる。そこで、同様の変異
体を持つ遺伝子改変マウスを作成し、白血病
発症機序の分子メカニズムを解析する。 

(8) GATA 因子発現量の不均衡が細胞の分
化・増殖・癌化に及ぼす影響の解析：細胞分
化プログラムとそのネットワーク制御の破綻
が細胞癌化の引き金になる様子を、GATA 転
写因子群をモデル系にして検討する。造血器
腫瘍の形成過程において GATA 転写因子が果
たす役割を、GATA1 と GATA2 両因子の存在
量に依存した制御様式（定量的制御機構）、特
に、両因子の有効存在量比に不均衡が生じた
時に生ずる増殖と分化決定機構の破綻に焦点
をあてた解析を進める。 

４．研究成果 

Keap1-Nrf2 システムによる発癌防御機構と
癌悪性化機構 

(1) Nrf2 および MafG の DNA 結合ドメインに
ついて精製蛋白質を作製し SPR 解析を行った
結果、その認識配列は Nrf2-MafG ヘテロ２量
体を好むもの、MafG ホモ２量体を好むもの、
両者が認識しうるものに分類されることを明
らかにした。また、Nrf2 が属する CNC 因子群
と Maf 因子群の DNA 結合領域の比較を行っ
た結果、Nrf2 の 502 番目のアラニン(A)に対応
する MafG の 64 番目のチロシン(Y)が決定的
に異なっていることを見いだした。そこで、
このアラニンとチロシンを交換した変異分子
Nrf2 A502Y と MafG Y64A を作製して検討し



たところ、Nrf2 A502Y-MafG へテロ２量体は
MafG ホモ２量体と、MafG Y64A ホモ２量体
は Nrf2-MafG へテロ２量体と、それぞれ類似
した結合プロファイルを呈し、認識配列の特
異性が入れ替わっていることが確認された
（Kimura et al, JBC 2007）。このことから、DNA
結合領域に存在する１アミノ酸が２量体の
DNA 結合認識特異性の決定に大きく貢献し
ていることが明らかになった。この成果は、
生体防御に働くNrf2標的遺伝子の選択性の解
明につながる重要な知見である。 

(2) LacZ を用いたレポーター解析から、Keap1
遺伝子の第一エキソンを含む翻訳開始点上流
約 5.7kb の領域（KRD）を用いることにより、
Keap1 遺伝子の発現を再現できることを見い
だした。さらに、KRD を用いて野生型 Keap1
を発現するトランスジェニックマウスでは、
Keap1 欠損マウスの消化管上部組織の角化亢
進などの表現型を改善していることを確認し
た。そこで、同 KRD を用いて、各種 Keap1
変異体を発現するトランスジェニックマウス
系統を樹立し、相補レスキュー法を用いて解
析した結果、ストレス感知に重要なシステイ
ン残基の重要性を明らかにした (Yamamoto et 
al, MCB 2008)。このことは、Keap1 が生体に
おいて実際にストレスセンサーとして働いて
いること示している。 

(3) NMR の構造解析から、Nrf2 のアミノ末端
領域（Neh2 ドメイン）には、ETGE モチーフ
と DLG モチーフが存在し、これらのモチーフ
間には、ユビキチン化の標的となる７つのリ
ジン残基が存在していること、そのうちの６
残基がαヘリックスの片方の面に位置するこ
とを明らかした。さらに、２分子の Keap1 に
対して１分子の Nrf2 が、その ETGE モチーフ
と DLG モチーフを介して異なる結合親和力
により結合していることを明らかにした。こ
れにより、DLG モチーフと ETGE モチーフの
間に存在するユビキチン化の標的リジン残基
が適切に配置され、Keap1-Cul3 複合体による
ユビキチン化とそれに続くプロテアソームに
よる分解が可能となる。これが、非刺激存在
下において、Keap1 により Nrf2 が迅速に分解
されている状態である。親電子生物質が
Keap1 のシステイン残基を攻撃し、共有結合
を生じると、全体のコンフォメーションにゆ
がみが生じて低親和性結合部位である DLG
モチーフが Keap1 から解離する。その結果、
Neh2 のαヘリックスの配向が変化して、ユビ
キチン化がおこらなくなり、Nrf2 の分解が停
止するものと予想される。ETGE が蝶番、DLG
が留め金という形になり、親電子性物質のセ
ンサーとして機能するものと考えられる（図
1 参照）（Tong et al, MCB 2007; Ogura et al, 
PNAS 2010）。 

(4) 肺癌由来の細胞株および肺癌患者検体の
検索を国立がんセンターとの共同で行った結
果、 Keap1 の Nrf2 結合部位や Nrf2 の
DLG/ETGE モチーフに、高率に体細胞変異が
存在していることを見いだした。これらの癌
細胞では、Keap1 による Nrf2 の活性化調節機

構が破綻し、恒常的な Nrf2 の活性化により、
一連の解毒酵素・抗酸化蛋白質遺伝子・多剤
耐性関連蛋白質群の発現が上昇し、抗がん剤
に対する耐性を獲得ていた。さらに、Keap1
遺伝子やNrf2遺伝子の変異が負の予後因子で
あることを見いだした（Padmanabhan et al, 
Mol Cell 2006; Shibata et al, PNAS 2008）。また、
このような Nrf2 活性化は、細胞増殖促進にも
働き、癌細胞の悪性化に寄与することを見い
だした（Ohta et al, Cancer Res 2008）。一方、
オートファジー系の異常により分解されずに
蓄積した p62 が、Keap1 蛋白質の Nrf2 結合部
位に競合的に結合し、Nrf2 の恒常的活性化を
惹起することを明らかにした（Komatsu et al, 
Nature Cell Biol 2010）（図２参照）。このこと
は、Keap1 遺伝子や Nrf2 遺伝子自身に変異が
存在しなくても、Keap1 による Nrf2 の活性化
調節機構の破綻が、癌化や癌悪性化の誘因と
なる可能性を示唆している。発癌予防や癌治
療に向けて、Keap1-Nrf2 システムを標的とし
た臨床開発が期待される。 

(5) NQO1遺伝子レポータートランスジェニッ
クマウスに、Nrf2 の活性化機序を介して発癌

予防に寄与する化合物 CDDO-Im を経口投与
し、個体内で Nrf2 活性化を経時解析すること
に成功した。この解析系の樹立により、発癌
予防効果が期待される化合物のスクリーニン
グを個体で行うことができるようになった。 

GATA1 転写因子の機能破綻と白血病発症メ
カニズムの解析 

(6) Gata1 遺伝子ノックダウンマウスヘテロ接
合体に発症する白血病は、マウス系統により
その発症率が大きく異なり、Balb/c 系統では
全く白血病を発症しないが C57BL/6 系統では
ほぼ全例で発症すること、Balb/c 系統のノッ
クダウンマウスを C57BL/6 系統に２世代戻し
交配したマウスのほぼ半数が白血病を発症す
ることを見いだした。以上の結果は、GATA1
関連白血病の発症に関与する遺伝子の存在を



示唆しており、白血病発症における GATA1
因子の役割を解析する上で重要な手がかりと
なる。 

(7) Gata1 遺伝子ノックダウンマウスヘテロ接
合体に発症する白血病には白血病幹細胞
（LSC）が存在し、Hoechst 染色陰性の SP 分
画に濃縮されていることを見いだした。LSC
細胞は、造血幹細胞（HSC）の幹細胞性に関
与すると報告されているいくつかの遺伝子を
発現している一方で、赤血球前駆細胞特有の
遺伝子も発現していることから、異常蓄積し
た赤血球前駆細胞が幹細胞性を獲得して白血
病化したと考えられる。また、LSC は、HSC
と同様に通常は静止期に存在し、抗がん剤治
療に抵抗性であった。LSC は HSC と同様に抗
がん剤治療からの回復期に細胞周期にはいり、
すみやかに元の白血病状態に再燃する母体と
なった。ところが、HSC とは異なり、ひとた
び細胞周期に入った LSC は、もとの白血病状
態に至っても二度と静止期には戻らず、増殖
を続けていた（図３参照）。ヒト白血病の再発
症例が初発時の病態に比べて悪性度が増して
いるという事象は臨床的によく経験されるが、
以上の結果から、この原因の一端に治療抵抗
性で残存した白血病幹細胞自体の悪性化が関
与している可能性が考えられる（Abe et al, 
Exp Hematol 2009）。 

(8) TMD や DS-AMKL と同様のアミノ末端欠
失GATA1（・NT-G1）を発現するマウスでは、
TMD 患児と同様に、胎生期から新生児期に未
熟な巨核芽球が著明に蓄積しているが、この
表現型は出生後すみやかに消失することを見
いだした。また、ヒト症例と異なり、成獣マ
ウスではAMKLを発症しないことを見いだし
た。このことは、GATA1 単独変異により TMD
が発症しうるが、AMKL の発症には、21 番染
色体トリソミーに起因する他の遺伝子異常が
引き金となることを示唆している（Shimizu et 
al, Genes Cells 2009）。私たちは以前、GATA1
ノックダウンマウスの解析を通して、GATA1
の発現量の低下により、赤血球前駆細胞が蓄
積し、その中の一部のマウスが前赤芽球性白
血病を発症すること報告した。これらの結果
は、GATA1 の量的異常（発現量の低下）と質
的異常（構造異常）が、それぞれ系列特異的
な未熟な前駆細胞の蓄積を招来し、白血病発
症の素地を作ること、さらに、それぞれの白
血病発症には、GATA1 変異にさらなる未知の

遺伝子変異が関与している可能性を示唆して
いる（Shimizu et al, Nature Rev Cancer 2008）。 

(9) Cre 酵素により、Gata1 遺伝子の翻訳領域
とプロモーター領域をそれぞれ後天的に欠損
させることのできる２種の条件付きターゲッ
ティングマウスを作成したところ、前者では
赤血球前駆細胞が減少したが、後者では TMD
や DS-AMKL と同様の・ NT-G1 を少量発現す
るために、無効造血を伴った赤血球前駆細胞
の蓄積を呈することを見いだした（Gutiérrez 
et al, MCB 2008; Kobayashi et al, JBC 2010）。ま
た、GATA2 の後天的欠失マウスでは造血幹細
胞のみならず全系列の前駆細胞が著減するが、
GATA2 ノックダウンマウスではむしろ顆粒
球系前駆細胞が蓄積した。これらの結果は、
転写因子の有効存在量の不均衡が造血前駆細
胞の異常蓄積を惹起し、白血病発症の温床と
なる可能性を示唆している。 
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