
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 ２１年 ４ 月 ２日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
本研究の目的は，社会的な問題に発展しているメタボリックシンドロームに対する新たな治

療標的として転写因子Nrf1に着目し，その脂質代謝にかかわる遺伝子発現制御ネットワークを

解明する点にある。Nrf1の肝臓特異的遺伝子破壊マウスは，肝臓に脂肪が蓄積して，脂肪肝を

経て最終的に肝ガンを発症する。このマウスの症状は，ヒトの非アルコール性脂肪肝(NASH)

の症状ときわめて酷似しているため，疾患モデルマウスとなることが期待されている。本研

究では，Nrf1の欠失による遺伝子発現制御ネットワークの破綻がもたらす脂質代謝異常につ

いて，その発症の分子機構を解析することを目標した。 

まず Nrf1 の標的遺伝子を同定するために，Nrf1 遺伝子破壊マウスの肝臓を用いてマイクロ

アレー解析を行った。Nrf1 は転写活性化因子のため，遺伝子破壊によって発現が減少している

遺伝子に着目したが，脂質代謝に関わる遺伝子は見いだせなかった。このことは，Nrf1 は脂質

代謝に対して直接は機能せず，本来の生理機能が破綻したことによって間接的に脂質代謝へ影

響をもたらした可能性が示唆された。次に，Nrf1 の生理機能をもたらす分子基盤として，Nrf1

の細胞内局在とタンパク質機能制御について検討した。Nrf1 は，通常細胞質の小胞体（ER）に

局在し，プロテアソーム依存的なタンパク質分解を受けていることを見いだした。すなわち

Nrf1 の機能発現には，この小胞体局在とタンパク質分解による機能抑制を解除する活性化シグ

ナル・ストレスが存在することを見いだした。そこで，Nrf1 タンパク質の分解機構を解明する

目的で，Nrf1 結合タンパク質を検索した結果，ユビキチン結合酵素のアダプターを同定した。

したがって，Nrf1 は，ユビキチンープロテアソーム依存的にタンパク質分解を受けている可能

性が高いことが分かった。 
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１．研究開始当初の背景 
（1） 肝臓特異的Nrf1遺伝子破壊マウスの 

   脂肪蓄積  

 脂質代謝調節機構では，転写因子PPARa, 

γやSREBP-1cが脂肪酸合成において非常に

重要な機能を担っているため，これら転写因

子を標的とした治療・創薬研究が盛んに行わ

れている．一方，転写因子Nrf1は，血球分化

や酸化ストレス応答に関わる因子と目され

ていたが，最近，肝臓特異的なNrf1遺伝子破

壊マウスは，肝臓に脂肪が蓄積して，脂肪肝

を経て最終的に肝ガンを発症することが報

告された (1)．実際，申請者も同遺伝子破壊

マウスの作成に成功し，図1に示すように，

肝臓における脂肪の蓄積を明らかにした(2)．

このマウスの症状は，ヒトの非アルコール性

脂肪肝(NASH)の症状ときわめて酷似してい

るため，疾患モデルマウスとなることが期待

されている．すなわち，Nrf1は脂質代謝に関

わる可能性が高いわけである．しかしながら，

この遺伝し破壊マウスの解析は，詳細に行わ

れておらず，その脂肪蓄積の原因も，肝臓で

の脂肪酸合成の亢進か，あるいは取り込みの

亢進なのか，全く明らかにされていない状況

である．  
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図1 Nrf1遺伝子破壊マウス肝臓における 

      脂肪蓄積（Oil Red O染色,左） 

 

 

 

 

（２）CNCファミリー転写因子Nrf1とNrf2の 

     機能的協調性と差異  

 Nrf1は，塩基性ロイシンジッパー型のCNC

ファミリー転写因子群に属し，小Maf因子と

へテロ二量体を形成して，抗酸化物質応答配

列に結合して遺伝子の発現を活性化するこ

とが，培養細胞レベルの実験で明らかにされ

ている．しかしながら，個体レベルのNrf1

の生理機能に関しては，その遺伝子破壊マウ

スが胎性致死になり成獣での機能解析がで

きないため，全く不明である．そこで，申請

者を含む２つのグループが，条件付きNrf1

遺伝子破壊マウスを作成し，上述したような

脂質代謝における新たな機能が分かり始め

ている現状である． 

 一方，申請者は，同ファミリーに属する
Nrf2 と酸化ストレスセンサーKeap1 により形
成される酸化ストレス応答の分子機構を研
究してきた．Keap1 は，Nrf2 の Neh2 と名付
けられたドメインと相互作用し，Nrf2 の核移
行を阻害することで転写活性を抑制する．こ
の Neh2 ドメインは，Nrf1 にも相同性の高い
アミノ酸配列として存在するため，Nrf1 も
Keap1 の制御下にあることが予想されたが，
申請者の解析は，その仮説を否定した（3）．
すなわち，Nrf1 は，Nrf2 の酸化ストレス応
答とは異なる生理機能していることを，強く
示唆している． 
 

(3) 転写因子Nrf1のタンパク質安定性を 

    介した活性制御機構  

申請者は，培養細胞をプロテアソーム阻害

剤MG132あるいはラクタシスチンで処理する

と，内在性Nrf1タンパク質が安定化すること

を見出している．関連因子のNrf2も，プロテ

アソームによる分解抑制を受けているが，こ

れはKeap1依存的なメカニズムであることを

明らかにした．したがって，Nrf1の分解機構

は，Nrf2とは異なるメカニズムであると予想

される．これに対する１つのヒントとしては，

最近，Nrf1のアミノ末端に膜貫通ドメインが

存在し，このドメインを介してNrf1は小胞体

にアンカーしているという報告がある（４）．

これらの知見から仮説を立てると，通常，

Nrf1は小胞体にとどめられてタンパク質分

解を受けているが，何らかの刺激によりNrf1



 

 

は活性化され，核へ移行後，脂質代謝に関わ

るような標的遺伝子の発現を活性化するモ

デルが考えられる（図２）． 

    
      

 
 
 
 
 
 
 

 
 
  図２ Nrf1活性化モデル 

 

 

参考になる例としては，脂質代謝に関わる

SREBP-1cのプロテアーゼにより切断され，活

性化される制御が有名である．すなわちNrf1

の生理機能を知る上で，この活性化シグナル

とそれによるNrf1の活性化機構を明らかに

することは，きわめて重要であることが理解

される． 
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２．研究の目的 

本研究の目的は，社会的な問題に発展し

ているメタボリックシンドロームに対す

る新たな治療標的として転写因子Nrf1に

着目し，その脂質代謝にかかわる遺伝子発

現制御ネットワークを解明する点にある。

Nrf1の肝臓特異的遺伝子破壊マウスは，肝

臓に脂肪が蓄積して，脂肪肝を経て最終的

に肝ガンを発症する。このマウスの症状は，

ヒトの非アルコール性脂肪肝(NASH)の症

状ときわめて酷似しているため，疾患モデ

ルマウスとなることが期待されている。本

研究では，Nrf1の欠失による遺伝子発現制

御ネットワークの破綻がもたらす脂質代

謝異常について，その発症の分子機構を解

析することを目標した。 

 
３．研究の方法 

 Nrf1標的遺伝子の同定 

 Nrf1肝特異的遺伝破壊マウスにおいて，脂

肪蓄積をもたらす原因遺伝子を同定するた

めに，遺伝子破壊マウスの肝臓からmRNAを

調製し，遺伝子発現の変動をマイクロアレ

ー解析で観察する．その再現性をとるため

に，別個体のマウス肝臓を用いて，RT-PCR

を行う．これらがNrf1の直接的な標的遺伝

子の場合は，その遺伝子の調節領域にNrf1

の結合配列である抗酸化物質応答配列が存

在し，さらに様々な動物種間で保存されは

ずである．そこで，ゲノムデータベースを

サーチして，制御領域内にNrf1の結合配列

である抗酸化物質応答配列が存在するか確

認する． 

  
タンパク質分解制御を介したNrf1活性化機

構の解析 

１）Nrf1タンパク質分解機構の解析 

  前述したように，申請者はすでに，Nrf1

がプロテアソーム依存的な分解を受けてい

る可能性を見出している．このことは，タ

ンパク質分解機構のオン・オフにより，Nrf1

の転写活性が制御されていることを示唆し

ている．そこで，まずこの分解機構を解明

する．分解をもたらす責任ドメインの同定

を行う．種々のNrf1欠失変異体プラスミド

を構築し，上記培養細胞へ遺伝子導入し，

それぞれのタンパク質の半減期を測定する．

この分解機構が，ユビキチン化依存的であ

るのか検討するために，温度感受性ユビキ

チン化酵素欠損培養細胞が存在するので，

Nrf1が安定化するか調べる． 

 

２）Nrf1タンパク質安定化シグナルの同定 

  何らかの生理的シグナルが，Nrf1タンパ

ク質の安定化をもたらし，その機能を発動

させるはずである．そこで，マウスおよび

ヒト肝臓由来培養細胞Hepa-I, HepG2細胞を，

脂質合成に関わる試薬をはじめとして，

様々な試薬で処理し，細胞抽出液を用いて，

Nrf1タンパク質の安定化を観察する．同定

したシグナルが，Nrf1の分解ドメインの機

能を阻害することを確認する． 

 

３）内在性Nrf1の細胞内局在解析 

  Nrf1が小胞体にアンカーしているという

報告があるが，これは培養細胞への過剰発

現実験により示された結果であり，果たし

て正常なNrf1の細胞な局在ないし動態を反

映しているか疑問の余地がある．そこで，

内在性Nrf1の細胞内局在を解析する．上記

実験で明らかにしたNrf1活性化シグナルを，

細胞に添加し，実際Nrf1が安定化し，核移

行することを，免疫蛍光染色解析で確認す



 

 

る． 

 

４．研究成果 
 Nrf1 の標的遺伝子を同定するために，Nrf1
遺伝子破壊マウスの肝臓を用いてマイクロ
アレー解析を行った。Nrf1 は転写活性化因子
のため，遺伝子破壊によって発現が減少して
いる遺伝子に着目したが，脂質代謝に関わる
遺伝子は見いだせなかった。このことは，
Nrf1 は脂質代謝に対して直接は機能せず，本
来の生理機能が破綻したことによって間接
的に脂質代謝へ影響をもたらした可能性が
示唆された。次に，Nrf1 の生理機能をもたら
す分子基盤として，Nrf1 の細胞内局在とタン
パク質機能制御について検討した。Nrf1 は，
通常細胞質の小胞体（ER）に局在し，プロテ
アソーム依存的なタンパク質分解を受けて
いることを見いだした。すなわち Nrf1 の機
能発現には，この小胞体局在とタンパク質分
解による機能抑制を解除する活性化シグナ
ル・ストレスが存在することを見いだした。
そこで，Nrf1 タンパク質の分解機構を解明す
る目的で，Nrf1 結合タンパク質を検索した結
果，ユビキチン結合酵素のアダプターを同定
した。したがって，Nrf1 は，ユビキチンープ
ロテアソーム依存的にタンパク質分解を受
けている可能性が高いことが分かった。 
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