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研究成果の概要（和文）：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て、生体防御に働
く転写因子である。Nrf2は、非刺激下ではKeap1-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迅速に分解されている。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は核内に蓄積して種々の標的
遺伝子の転写を活性化する。本研究では、ストレス応答におけるNrf2活性化の分子基盤、特にKeap1によるユビ
キチン化反応の調節機構の解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Nrf2 is a transcription factor that acts as defense system by regulating a 
group of genes involved in oxidative stress and xenobiotic metabolism. Keap1 functions as a sensor 
molecule and stops the ubiquitination reaction of Nrf2 when Keap1 senses oxidative stress. 
Stabilized Nrf2 accumulates in the nucleus and activates transcription of various target genes. In 
this study, we aim to elucidate the molecular basis of Nrf2 activation in the stress response, 
especially the regulation mechanism of ubiquitination by Keap1.

研究分野： 医化学

キーワード： ストレス応答

  ３版

 2.5渡航期間： ヶ月

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Keap1-Nrf2タンパク質相互作用を阻害する化合物がNrf2活性化を引き起こすメカニズムとその影響
を明らかにすることに成功した。これまでは試験管内反応においてのみ解析が実施されてきたが、本研究によ
り、細胞レベルおよびマウス個体レベルでの実証に成功した。この研究成果は、Keap1-Nrf2タンパク質相互作用
阻害による次世代型のNrf2活性剤の開発に有益な情報を提供する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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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とが知られ
ている。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すばやく応
答し、恒常性を維持する。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
て、生体防御に働く転写因子である。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、非刺激下では 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迅速に分解されている。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、種々の標的遺伝子の転写を活性化する。 

Nrf2活性化制御の主な作用点は、Keap1を介したユビキチン化反応調節である。これまでに私た
ちは、Keap1分子は複数のシステイン残基をセンサーとして保持（システインコード）し、それ
ら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ことを見出し、このメカニ
ズムの存在を実証してきた。しかし、これらのシステイン残基（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
システイン残基の実態は未だ同定されていない。 

また、ストレス刺激に応答して Nrf2 ユビキチン化を停止する分子機構として、システイン残基
修飾によって Keap1 に構造変化を生じ、その結果ユビキチンリガーゼ活性が減弱化すること
（Keap1構造変化仮説）が提唱されているが、ストレス刺激に応じてどのような Keap1分子の構
造変化が起こるのかは未だ解明されていなかった。 
 
２．研究の目的 

本研究では、Nrf2活性化の分子基盤、特に次世代型 Nrf2誘導剤として期待される Keap1-Nrf2 相
互作用阻害剤による影響を明らかにすること、また、Keap1 上に存在する活性酸素種センサーと
して機能するシステイン残基の生理機能の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

（１）英国 University of Dundeeの Albena Dinkova-Kostova 博士と共同研究を行い、新しい Nrf2
活性化剤として期待される Keap1-Nrf2 阻害剤 PRL-295の解析を行なった。 

（２）米国 Fred Hutchinson Cancer Research Centerの Thomas Kensler 博士と共同研究を行い、Keap1
センサーシステイン残基の機能解析を行なった。 
 
４．研究成果 

（１）Keap1-Nrf2 阻害剤 PRL-295の解析 

Keap1-Nrf2 阻害剤 PRL-295は、米国 University of Illinois
の Terry Moore 博士が開発し合成したものを分与いた

だいた（Lazzara et al, 2019、図１）。私たちはこれまで

に、NMR（核磁気共鳴）を用いた試験管内反応の解析

により、PRL-295が Keap1-Nrf2 相互作用を阻害するこ

とを明らかにしていた（Horie et al, 2021）。本研究では、
英国 University of Dundeeの Albena Dinkova-Kostova 博
士と共同研究を行い、FRET（Förster resonance energy 
transfer）や CETSA（Cellular Thermal Shift assay）を通し

て、実際に細胞内においても Keap1-Nrf2 相互作用を阻

害することを明らかにすることに成功した。 

当初の計画では、私が University of Dundeeに渡航し、

いずれの解析も実施する予定であったが、新型コロナウイルス流行の影響により渡航を中止し、

CETSA解析は Dinkova-Kostva研究室の Sharadha Dayalan Naidu研究員が実施した。また、マウ

スへのアセトアミノフェン投与による肝障害が PRL-295 投与により軽減されることを示す実験

も University of Dundeeにて実施予定であったが、同様の理由で計画を変更し、東北大学におい

て実施した。 

FRET解析では、HeLa細胞に sfGFP-Nrf2と mCherry-Keap1の共過剰発現を行い、PRL-295 処理

図１ 
 



 

 

前後の同一細胞の観察を行なった（図２）。処理前の細胞では Nrf2は主に細胞質に局在し、FRET
解析から Keap1 と Nrf2 は細胞質において相互作用していることが確認された。一方、PRL-295
処理 1 時間後の細胞では Nrf2 は核内にも局在するようになり、同時に細胞質における Keap1-
Nrf2 相互作用は減弱化することが確認された。 

 
図２ 

 

CETSA解析では、HL-60細胞に PRL-295 処理を行い、そのタンパク質抽出液の処理する温度を

変化させ、Keap1の熱安定性の変化を調べることにより、細胞内においてもPRL-295が直接Keap1
と相互作用をしていることを明らかにした（図３）。 
以上の解析結果は、iScience誌に発表した。 
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（２）Keap1センサーシステイン残基の機能解析 

私たちはこれまでに Keap1 がセンサーシステイン残基を使い分けて親電子性物質や酸化ストレ

スを感知していることを、主に培養細胞を用いた解析から明らかにしてきた（Saito et al, 2016; 
Suzuki et al, 2019）。しかし、マウス個体レベルの解析は十分に実施されていなかった。そこで、

米国 Fred Hutchinson Cancer Research Centerの Thomas Kensler 博士と共同研究を行い、Keap1セ
ンサーシステイン残基のマウス個体レベルの機能解析の実施を試みた。しかし、新型コロナウイ

ルス流行の影響により渡航不可能になったため、私たちが作製した各種 Keap1 センサーシステ
イン残基変異マウスの凍結受精卵を送付し、米国 Fred Hutchinson Cancer Research Centerにて個

体復元を行い、現在 Thomas Kensler 博士らが解析を進めている。これまでの予備実験により、

CDDO-Im 投与による Nrf2活性化は Keap1-Cys151を介していることがマウス個体レベルの解析

から明らかになっている。今後、さらなる解析を進め、論文化を目指す。 
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