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研究成果の概要（和文）：酸化ストレスや外来異物に対する応答系の破綻は様々な疾患発症と密接に関わってい
る。このような疾患を未然に防ぐ目的で、細胞は環境ストレスに対して素早い応答で対応し、恒常性を維持して
いる。ストレスセンサーKeap1は転写因子Nrf2のユビキチン化反応を制御し、酸化ストレス防御機構の中心的役
割を担う鍵因子である。本研究では、これまで同定されていなかったKeap1の過酸化水素に対するセンサーを明
らかにすることに成功した。Keap1の過酸化水素センサーは４つのシステイン残基から成り、親電子性物質に対
するセンサーとは異なる分子メカニズムであることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The Keap1-Nrf2 system plays a central role in the oxidative stress response,
 however the identity of the reactive oxygen species sensor within Keap1 remains poorly understood. 
Here, we show that a Keap1 mutant lacking eleven cysteine residues retains the ability to target 
Nrf2 for degradation, but is unable to respond to cysteine-reactive Nrf2 inducers. Of the eleven 
mutated cysteine residues, we found that four are important for sensing hydrogen peroxide. Our 
analyses revealed that Keap1 utilizes the cysteine residues redundantly to set up an elaborate 
fail-safe mechanism in which specific combinations of these four cysteine residues can form a 
disulfide bond to sense hydrogen peroxide. Importantly, this sensing mechanism is distinct from that
 used for electrophilic Nrf2 inducers, demonstrating that Keap1 is equipped with multiple 
cysteine-based sensors to detect various endogenous and exogenous stresses.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレスに対する応答系の破綻は様々な疾患発症と密接に関わっている。このような疾患を未然に防ぐ目的
で、細胞は環境ストレスに対して素早い応答で対応し、恒常性を維持している。ストレスセンサーKeap1は転写
因子Nrf2の活性を制御し、酸化ストレス防御機構の中心的役割を担う鍵因子である。本研究はKeap1が酸化スト
レスを感知してNrf2を制御する分子メカニズムの一端を明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

酸化ストレスや外来異物に対する応答系の破綻は様々な疾患発症と密接に関わる。このよ
うな疾患発症を未然に防ぐ目的で、細胞は環境由来ストレスに対して素早い応答で対応し、
恒常性を維持している。転写因子 Nrf2 は酸化ストレス・異物代謝に関わる遺伝子群を統一
的に制御し⽣体防御に働く。Nrf2活性化による強⼒な⽣体防御機能の増強作⽤は国内外で
注⽬を浴びており、様々な疾患の予防・治療への応⽤を⽬指して多くの Nrf2誘導剤の開発
が進んでいる。Nrf2は、⾮刺激下で Keap1-Cullin3(Cul3)を構成因⼦とするユビキチンリガ
ーゼ複合体によりユビキチン化されプロテアソームにより分解されている。Keap1 はセン
サー分⼦として機能し、酸化ストレス刺激を感知すると Nrf2のユビキチン化反応を停⽌す
る。その結果、安定化した Nrf2 は核内に蓄積して抗酸化剤応答配列(ARE)を介して DNA
に結合し転写を活性化する。Nrf2活性化制御の主要な作⽤点は、Keap1を介したユビキチ
ン化反応調節である。 
これまでに申請者らは、Keap1 分⼦は複数のシステイン残基を使い分けて、多様なストレ
ス刺激に対する応答を可能にしている(システインコード)ことを⾒出した。しかし、この
システイン残基（即ち Keap1ストレスセンサー）の使い分けの分⼦機構の詳細はよくわか
っておらず、活性酸素種の感知に働く Keap1センサーシステイン残基は未だ同定されてい
なかった。 

 
２．研究の目的 

本研究は、ストレス応答における Nrf2 活性化の分子基盤、および Keap1 の活性酸素種セ
ンサーの同定と生理機能解明を目的とした。 

 
３．研究の方法 

マウス Keap1 分子は 25 個のシステイン残基を有するが、様々な組み合わせでシステイン
残基の変異体を作製し、培養細胞への一過性過剰発現実験により、Nrf2 抑制能を調べた。
また、Keap1 欠失マウス由来線維芽細胞を用いて安定発現細胞株を作製し、過酸化水素に
対する応答能を調べた。さらに、過酸化水素に対する応答に重要なシステイン残基につい
てノックインマウスを作製し、マウス個体レベルの検証を行った。 

 
４．研究成果 

過酸化水素（H2O2）に対する Nrf2
活 性 化 に は 、 Keap1 の
C226/613/622/624 の４つのシステ
イン残基が重要であることを見
出した。これらのシステイン残基
が３つのセンサーを形成し、過酸
化水素の感知にはこのうち２箇
所が必要であることがわかった。
このことは、３つのセンサー部位
のうちいずれか２箇所が過酸化
水素によってジスルフィド結合
を形成することで、Keap1 の構造
変化を引き起こし、Nrf2 ユビキチ
ン化反応を停止させるメカニズ
ムであると考えられた（図）。これは、３つのセンサーのうち１箇所が親電子性物質や
SO2H/SO3H などの酸化修飾を受けた場合でも、過酸化水素に応答できる仕組み、すなわ
ち”fail-safe”メカニズムとして働く新しい感知機構と考えられる。この成果は現在論文発表
するため投稿中である。 
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