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研究成果の概要（和文）：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、細胞は酸化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、Keap1の活性酸素種センサーの同定と生理機能解明、さらに酸化ストレス応答における
Nrf2活性化の分子基盤の解明を目的とした。さらに、構造機能連関解析により、Keap1-Nrf2制御系による酸化ス
トレス応答の分子メカニズム解明を目指した。

研究成果の概要（英文）：Disruption of the response system to oxidative stress is closely related to 
the development of various diseases. To prevent such diseases, cells respond rapidly to oxidative 
stress and maintain homeostasis. The stress sensor Keap1 regulates the ubiquitination of the 
transcription factor Nrf2 and is a key factor that plays a central role in the oxidative stress 
defense mechanism. In this study, we aimed to identify the reactive oxygen species sensor of Keap1 
and elucidate its physiological function, as well as the molecular basis of Nrf2 activation in the 
oxidative stress response. Furthermore, we aimed to elucidate the molecular mechanism of oxidative 
stress response by the Keap1-Nrf2 regulatory system through structure-function linkage analysis.

研究分野： 医化学

キーワード： Keap1

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、Keap1が活性酸素種を感知するメカニズムを明らかにしました。このメカニズムは、親電子性物質
を感知するメカニズムとは異なり、Keap1はセンサーを使い分けてストレスを感知していることが明らかになり
ました。本研究を進めていくことで、Keap1－Nrf2システムの活性化メカニズムの分子基盤の理解が進み、
Keap1－Nrf2システムを利用した新薬や治療法の開発が加速することが期待されます。

※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生体応答系の破綻は、様々な疾患発症と密接に関わる。このよ
うなストレス関連疾患の発症を未然に防ぐ目的で、生体は環境ストレスに対して迅速に応答し、
恒常性を維持する仕組みを保持している。Nrf2 は酸化ストレスや異物・毒物代謝に関わる酵素
群の遺伝子を統一的に制御しており、生体防御の要として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大きな注目を浴びており、その作用の様々な疾患の予防・
治療への応用を目指して、国内外で多くのNrf2誘導剤の開発計画が進行している。Nrf2は、非
ストレス刺激下では 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、ユビキチン
リガーゼ複合体の基質認識アダプターとして機能するだけではなく、外来性ストレスのセンサ
ー分子としても機能する。例えば、Keap1 が酸化ストレス刺激を感知すると、同複合体はユビ
キチンリガーゼ活性を失いNrf2のユビキチン化反応は停止する。その結果、分解を免れて安定
化したNrf2は核内に蓄積して、抗酸化剤応答配列（ARE）に結合し、種々の標的遺伝子の転写
を活性化する。 
 
２．研究の目的 

Nrf2活性化制御の主な作用点は Keap1—Cul3複合体によるユビキチン化反応の調節である。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して応答していることを見出し、本メカ
ニズムの存在を実証してきた。このように親電子性物質に対する感知機構は明らかになりつつ
あるが、一方、活性酸素種（ROS）に対する Keap1の感知機構は未だ不明である。そこで、本
研究では、Keap1の ROSセンサーの同定を試みた。さらに、ROSセンサー欠失 Keap1発現マ
ウスを作製し、その生理機能解明を目指した。 

また、ROS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、システイン残基
修飾によって Keap1 タン
パク質に構造変化を惹起
し、その結果、ユビキチン
リガーゼ活性の減弱化を
招来することによって
Nrf2が安定化すること、即
ち Keap1 構造変化仮説を
想定している。しかし、ど
のような Keap1 分子の構
造変化が起こるのかは未
だ解明されていない。本研
究では、酸化ストレス応答
において Nrf2 活性化を惹
起する分子基盤、特に
Keap1による Nrf2のユビ
キチン化反応に対する調
節機構の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 

本研究では、Nrf2 誘導剤と高反応性の Keap1 のシステイン残基に対する系統的なシステイン残
基置換実験を実施した。また、それらの Keap1 変異体分子やマウスの解析を実施した。 

さらに、本研究では、Keap1-Cul3複合体のタンパク質構造を明らかにするために、X 線結晶構造
解析およびクライオ電子顕微鏡法を用いて Keap1 全長タンパク質の構造解明に挑戦した。 

 
４．研究成果 

Nrf2 誘導剤と高反応性の Keap1 のシステイン残基に対する系統的なシステイン残基置換実験を
実施した。それらの Keap1 変異体分子やマウスの解析の結果、Keap1は複数のセンサーシステイ
ン残基を使い分け、多様な環境ストレスに対して、精密な応答をしていることを見出した。この
マルチセンシング機構は Keap1 分子中のシステイン残基に暗号化されたメカニズムであること
から、このメカニズムを「システイン・コード」と命名した。その過程で、Keap1の 25 個のシ



 

 

ステイン残基のうち、11 個を Keap1 のユビキチンリガーゼ活性を保ったまま別のアミノ酸に置
換した Keap1 分子を作出することに成功した。また、そのうち重要な７個のシステイン残基を
改変したマウスの作出にも成功した。それらの分子やマウスの解析の結果、Keap1は複数のセン
サーシステイン残基を使い分け、酸化ストレスを感知していることを見出した。酸化ストレスに
よって Keap1の複数のシステイン残基の間でジスルフィド結合が形成され、その結果 Nrf2を活
性化すると考えられた。このメカニズムの解明により、Keap1は、仮に不具合が発生した場合に
おいても酸化ストレスを感知して生体を守ることができる巧妙な仕組み（フェイルセーフ機構）
を備えていることが明らかになった。この仕組みは、酸化ストレス感知に必要なシステイン残基
の一部が親電子性ストレスなどによる修飾を受けてしまった場合でも、残ったシステイン残基
の間でジスルフィド結合（SS結合）を形成することで Nrf2活性化を引き起こすことを可能にす
るメカニズムである。そのため、システイン残基を１つずつ失わせる従来の解析方法では明らか
にすることは難しく、複数のシステイン残基を同時に失わせる解析アプローチを採用すること
によって明らかにすることに成功した。この過酸化水素を感知する Keap1 システイン残基の解
明は、長い歴史のある酸素生物学の研究分野での最も重要な発見の一つである。 

 
 

さらに、Keap1-Cul3複合体のタンパク質構造を明らかにするために、Keap1, Cul3, Nrf2の精製タ

ンパク質の調製に成功した。いくつかの結晶を得ることにも成功しており、高分解能の X 線結

晶構造解析を行うため、結晶化の条件検討を現在進めている。また、クライオ電子顕微鏡法を用

いた Keap1 全長タンパク質の構造解析も進めており、粒子の撮影に成功している。現在より高

分解能の像を得るための条件検討を進めている。 
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