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研究成果の概要（和文）：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て生体防御機構
の中 心的役割を担う鍵因子である。Keap1は多様なストレス刺激に応答してNrf2のユビキチン化反応を制御す
る。このストレスに対する生体応答の分子基盤においては,ストレス刺激を感知したKeap1タンパク質の構造変化
が鍵になることが示唆されているが,その詳細は不明である。本研究では,ストレスセンサーであるKeap1を包含
するユビキチンリガーゼ複合体の活性が,ストレス刺激によりいかに不活化するのかを明らかにし,生体のNrf2活
性化の分子機構を明らかにすることに挑戦した。

研究成果の概要（英文）：Stress sensor Keap1 is a key factor that controls ubiquitination reaction of
 transcription factor Nrf2 and plays a central role in the stress defense mechanism. Keap1 regulates
 Nrf2 ubiquitination in response to various stress stimuli. Regarding the molecular basis of the 
stress response, it has been suggested that the structural change of the Keap1 protein is the key, 
but the details are unknown. In this study, we aimed to clarify how the activity of the ubiquitin 
ligase complex containing Keap1 is inactivated by stress stimulation, and challenged to elucidate 
the molecular mechanism of Nrf2 activation in our body.

研究分野：医化学

キーワード： ストレス応答

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Keap1のストレス感知機構を構造生物学的に理解することは、現在大きく展開中のNrf2誘導剤の創薬開発に有益
な情報を提供する。Nrf2誘導剤はストレス防御・疾患予防などへの応用が期待されているが、これまで開発され
てきたNrf2誘導剤には特異性の問題点が指摘されている。Keap1に特異的に反応しNrf2を活性化できる化合物を
開発することができれば、より副作用の少ない安全なNrf2誘導剤の開発につながるものと期待される。この点
で、本研究の成果は有益な創薬ツールを提供する。

※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、研究者個人に帰属されます。
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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・毒物に対する生体応答系の破綻は、種々の疾患発症に関わることが知
られている。生体はこのような疾患発症を未然に防ぐ目的で、環境由来ストレスに対してすばや
く応答し、恒常性を維持する仕組みを保持している。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（図１）。Nrf2活性化による強力
な生体防御機能の増強作用は近年大きな注目を浴びており、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。非刺激下では、Nrf2
は Keap1-Cullin3
（Cul3）を構成因子と
するユビキチンE3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も
機能し、ており、ストレ
スを感知すると迅速に
Nrf2 ユビキチン化反応
を停止する。その結果、
Nrf2 は安定化して核内
に蓄積し、抗酸化剤応答
配列（ARE）に結合して、
種々の標的遺伝子の転
写を活性化する（図１）。 

２．研究の目的 
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段階である。ストレスに応答
してNrf2のユビキチン化を停止する分子メカニズムとして、Keap1のシステイン残基修飾によ
り同分子に構造変化を生じ、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に Keap1分子の構造変化が起
こるのかは未だ解明されていない。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に挑んだ。 

３．研究の方法 
Keap1 によるユビキチン化反応の調節機構を明らかにするために、Keap1-Cul3 ユビキチンリガ
ーゼ複合体が Nrf2をユビキチン化する構造機能連関を明らかにする。Keap1-Cul3複合体の全容
を解明するためには Keap1 タンパク質の全長構造を解く必要があるが、これまでに私たちを含
めて誰もこの課題を達成できていなかった。原因として、Keap1はシステイン残基を数多く含ん
でおり、凝集しやすく調製
が難しいことが挙げられ
る。そこで私たちは、マウ
ス Keap1の 25 個のシステ
イン残基のうち 11 個に変
異 を 導 入 し た Keap1-
11Cys-less 変異体分子を作
製し、溶液中で安定な
Keap1 全長タンパク質を
調製することを試みた（図
２）。さらに、この Keap1-
11Cys-less 変異体分子を利
用して、結晶構造解析、ク
ライオ電子顕微鏡解析、
NMR 構造解析を実施し、
これまで未解決であった
Keap1-Cul3 複合体の構造
解明に挑戦することを目
的とした。 

 



４．研究成果 

（１）Keap1-11Cys-less変異体分子の創出 

世界中の多くの研究者がこれま
で Keap1 全長タンパク質の結晶
化・構造解析に挑んできたもの
の、未だ成功例はない。この原因
として、Keap1 野生型分子はシス
テイン残基を数多く含んでおり、
凝集しやすく精製タンパク質の
調製が難しいためだと考えられ
た。そこで私たちは、マウス
Keap1 の 25 個のシステイン残基
のうち高反応性の 11 個のシステ
イン残基に変異を導入した
Keap1-11Cys-less 変異体分子を作
製した。一過性過剰発現実験によ
り、この Keap1-11Cys-less変異体
のNrf2抑制活性を調べたところ、
Keap1 野生型と同等に Nrf2 活性
を抑制できることがわかった（図
２A,B）。すなわち、ユビキチンリ
ガーゼ活性を損なうことなく、高
反応性の 11 個のシステイン残基
を他のアミノ酸残基に置換した
Keap1変異体を創出することに成
功した。 

（２）Keap1-11Cys-less変異体分
子は親電子性／酸化ストレスに
対する応答が減弱化する 

Keap1 欠失マウス胎児由来繊維
芽細胞を用いて、この Keap1-
11Cys-less変異体を安定的に発現する細胞株を作製した（図２C,D）。この細胞株を用いて、様々
な親電子性／酸化ストレスに対する応答を調べた。その結果、検討した全ての親電子性／酸化ス
トレス刺激に対して、Keap1-11Cys-less変異体発現細胞では Nrf2活性化が減弱化していることが
わかった（図３）。この結果から、変異を導入した 11 個のシステイン残基がストレスセンサーと
して必須であることが明らかになった。 

（３）Keap1-11Cys-less変異体分子を用いた構造解析 

Keap1-11Cys-less 変異体を大腸菌で発現させ精製タンパク質の調整を行ったところ、Keap1 野生
型に比べて溶液中で格段に安定な Keap1 全長タンパク質を調製することに成功した。この成果
から、本変異体を利用することで、ユビキチンリガーゼ活性を損なうことなく、Keap1全長タン
パク質の構造解析が可能になった（図４）。実際にこの変異体の精製タンパク質を用いて Cul3と
の相互作用を調べたところ、野生型 Keap1 と同等の相互作用を確認することができた。この
Keap1-11Cys-less変異体分子を利用して、結晶構造解析、クライオ電子顕微鏡解析を試みた。 

この Keap1-Cul3 複合体を用い
て共結晶化を試みたところ、い
くつかの結晶を取得することに
成功した。X 線結晶構造解析を
行ったところ、8Å程度の解像度
の回折データを得ることができ
た。現在、より高品質の結晶を得
るため、条件検討を進めている。 

また、Keap1-Cul3複合体のクラ
イオ電子顕微鏡解析にも挑戦
し、複合体の単粒子像の取得に
成功した。現在、より純度の高い
複合体を調整するための条件検
討を進めている。。 
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〔学会発表〕　計10件（うち招待講演　10件／うち国際学会　5件）
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2018年

2018年

 ２．発表標題

 ２．発表標題
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World Congress of Basic and Clinical Pharmacology (WCP2018)（招待講演）（国際学会）

バルドキソロン全国研究会（招待講演）
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Environmental Health and Toxicology meeting（招待講演）（国際学会）

第42回蛋白質と酸素の構造と機能に関する九州シンポジウム（招待講演）

EUROTOX2018（招待講演）（国際学会）
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