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研究成果の概要（和文）：アンチエイジングをもたらす細胞の恒常性維持機構として、タンパク質分解酵素プロ
テアソームと転写因子NRF1が形成するタンパク質恒常性維持機構について解析し以下の成果を得た。（１）NRF1
はプロテアソームだけではなくオートファジー関連因子p62、TBK1、GABARAPL1も発現制御することを発見した。
詳細な作用メカニズムは解析中であるが、NRF1はオートファジーによるタンパク質恒常性も制御する可能性を見
出した。（２）がん細胞におけるプロテアソーム発現制御は、NRF1からNRF1関連因子NRF3へシフトすることを明
らかにした。この知見はNRF3による新たなタンパク質恒常性機構の存在を示唆する。

研究成果の概要（英文）：We have analyzed and identified the following insights about the mechanism 
of protein homeostasis by the proteasome and the transcription factor NRF1 for development of 
anti-aging methods: (1) NRF1 regulates the gene expression of not only the proteasome but also the 
autophagy-related factors p62, TBK1, and GABARAPL1. Although the detailed mechanism of action is 
still under analysis, our observation suggests that NRF1 may also regulate protein homeostasis by 
autophagy. (2) We found that cancer cells shift from NRF1 to NRF1-related factor NRF3 for the 
regulation of proteasome expression. This finding suggests the existence of a new protein 
homeostasis mechanism regulated by NRF3.

研究分野：分子生物学

キーワード： タンパク質分解　プロテアソーム　転写因子　遺伝子発現

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
老化の要因は様々あるが、その１つに細胞内のタンパク質恒常性の破綻があげられる。したがってプロテアソー
ムをはじめとするタンパク質恒常性維持メカニズムを解明し、その鍵となる分子を活性化する方法が開発できれ
ば、エビデンスベースの新たなアンチエイジング戦略が可能になる。そのような観点からも、本研究の成果は、
NRF1ないしNRF3による新たなタンパク質恒常性維持機構の発見という分子ないしメカニズムであるため、老化メ
カニズムの理解とその予防法の開発に対して重要な知見を与えると考える。

※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 
(1) アンチエイジングに関わる細胞のタンパク質恒常性維持機構 
老化の原因として、タンパク質分解酵素プロテアソームの機能低下があげられる。これにより

変性タンパク質が細胞に蓄積し老化が進行する。したがってプロテアソームなどによるタンパ
ク質恒常性システムを誘導できれば老化予防できるはずである（アンチエイジング）。しかしタ
ンパク質恒常性維持機構ないしプロテアソーム遺伝子の発現機構については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 老化メカニズムを細胞の恒常性維持機構の破綻と捉え、恒常性維持システムの１つとしてタ
ンパク質恒常性に着目する。その中心的に機能するタンパク質分解酵素プロテアソームの発現
制御メカニズムについて解明することで、アンチエイジング法の開発に対して基礎的知見を得
ることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
(1) 近年プロテアソーム遺伝子群の発現を転写因子 NRF1(NFE2L1)が制御することが明らかにさ
れている（Steffen J. (2010) Mol Cell、Radhakrishnan SK. (2020) Mol Cell、Tsuchiya Y. 
(2013) Mol Cell Biol）。そこで NRF1 によるプロテアソーム遺伝子誘導を介したタンパク質恒
常性維持機構の全容について解析する。具体的には、NRF1 標的遺伝子を網羅的に同定する
transcriptome 解析を精力的に展開する。同定した NRF1 標的遺伝子による制御機構を分子生物
学ないし細胞生物学的手法で解明する。 
 
(2) NRF1 はファミリーを形成しており、その関連因子として我々が発見した NRF3(NFE2L3)が
存在する(Kobayashi A. (1999) J Biol Chem)。これまで NRF3 の生理機能については全く不明
であったが、近年 NRF3 もまたプロテアソーム遺伝子発現に関わることを明らかにしている（Waku 
T. (2020) Mol Cell Biol, Kobayashi A. (2020) Can Sci, Kobayashi A. (2020) Cancers）。
そこで NRF1 と NRF3 によるプロテアソーム発現を介したタンパク質恒常性維持機構を、同様に
分子生物学ないし細胞生物学的手法で解明する。 
 
４．研究成果 
(1) タンパク質恒常性をつかさどる転写因子 NRF1 標的遺伝子の網羅的同定 
 転写因子 NRF1 は、プロテアソームの活性阻害時に同遺伝子群の発現を誘導し細胞のタンパク
質恒常性を維持していることが明らかにされ大変注目されている。また Nrf1 ノックアウトマウ
スは胎生致死になるなど劇的な表現系を呈することからも、生体において重要な機能をもつこ
とも強く示唆されていた。しかしながら NRF1 が発現制御する標的遺伝子の全容については不明
なままであった。そこで我々は、ヒト大腸がん由来 HCT116細胞を用いてプロテアソーム阻害時
における NRF1 標的遺伝子を同定するマイクロアレイ解析を行った。具体的には、（1）プロテア
ソーム阻害剤 MG132 の処理と（2）siRNA による NRF1 ノックダウンの条件を組み合わせた 4つの
条件の細胞から RNA を抽出してマイクロアレイ解析に供した。ここでは、NRF1 が転写活性化因
子であることから、NRF1 ノックダウンにより発現低下した遺伝子を抽出した。さらに NRF1 の染
色体上における結合領域を同定するクロマチン免役沈降シークエンス（ChIP シークエンス）を
行い、これらすべてのデータの統合解析を行った。その結果、タンパク質恒常性に関わる遺伝子
として p62、TBK1、GABARPL1 の同定に成功した。 
  p62 は NRF1 関連因子である NRF2 の標的遺伝子としても知られており、選択的オートファジー
に関わる（Danieli A.(2018) J Cell Biol）。これまでオートファジーは細胞内タンパク質を非
特異的に分解するシステムであると考えられてきた。しかし近年、ユビキチン化タンパク質が
p62 をはじめとするカーゴレセプタータンパク質と結合しオートファゴソームに運ばれること
で、基質選択的なオートファジーを引き起こされていることが解明されている。 
 TBK1（TANK-binding kinase 1）はリン酸化酵素であり様々な基質をリン酸化するが、その基
質の 1つとして上記 p62 が知られている(Matsumoto G. (2015) Hum Mol Genet)。TBK1 によりリ
ン酸化された p62 は、ユビキチン化タンパク質との親和性が増加する。したがって NRF1 は TBK1
と p62 を発現誘導することで選択的オートファジーを活性化しているという仮説が成立する。 
 最後に GABARAPL1 はオートファゴソームを形成する LC3 ファミリーに属するタンパク質であ
る。GABARAPL1 は、基質タンパク質と結合したカーゴレセプタータンパク質と相互作用すること
で基質タンパク質をオートファゴソーム内に取り込む機能をもつことが明らかにされている。 
以上の解析結果をまとめると、p62、TBK1 そして GABARAPL1 が NRF1 標的遺伝子候補として抽
出されたことから、NRF1 はプロテアソームだけではなく、オートファジーによるタンパク質分
解機構を活性化しタンパク質恒常性維持をもたらしている可能性を見出した。 
 
 



 

 

(2) NRF1 によるプロテアソームとオートファジーの活性化メカニズムの発見 
 上述したように NRF1 はプロテアソームだけではなく、p62、TBK1、GABARAPL1 を誘導すること
でオートファジーによるタンパク質分解機構も活性化している可能性を見出した。その詳細に
ついて解析したが、結論としては今回完全に解
明するには及んでいない。 
 まず NRF1 は転写レベルで上記３遺伝子の発
現を誘導することは確認できた。また NRF1 は
p62 をオートファゴソームにリクルートさせて
いることも確認できた。この現象に、TBK1 によ
る p62 のリン酸化が関わることが考えられた
が、その可能性は見いだせていない。ただしNRF1
標的遺伝子と目される新たな遺伝子Ｘがリン酸
化を介して p62 をオートファゴソームへリクル
ートさせている可能性を見出している。この
NRF1 による制御メカニズムが、オートファジー
活性化につながっていることが示唆された。 
 
(3) NRF3 による NRF1 タンパク質の翻訳抑制メカニズムの発見 
NRF1 は様々な組織・細胞において高発現しタンパク質恒常性維持に関わる。一方、我々が発

見した NRF1 関連因子である NRF3 は（Kobayashi A. (1999) J Biol Chem）、胎盤等の組織以外
では非常に発現が低いが、大腸がんや膵がんなどのがん細胞では著しく発現が誘導される
(Kobayashi A. (2020) Can Sci, Kobayashi A. (2020) Cancers)。しかし NRF3 の生理機能に
ついては、Nrf3 ノックアウトマウスが顕著な異常を示さないことから、全く不明のままであっ
た。今回我々は NRF3 の機能を解析する過程で、ヒト大腸がん由来 HCT116細胞において NRF3 を
ノックダウンすると NRF1 タンパク質の発現レベルが増加することを発見した。つまり大腸がん
細胞では NRF3 が NRF1 タンパク質の発現を低下させていた。そこで、この NRF3 による NRF1 タ
ンパク質レベルの抑制メカニズムを解明するために、（1）Nrf1 mRNA の転写レベル、(2) Nrf1 タ
ンパク質の安定性、(3)Nrf1 タンパク質の翻訳レベルという 3 点について解析した結果、(3)で
ある可能性を見出した。さらにこの結果を支持するように、NRF1 mRNA 上のポリソーム形成が
NRF3 ノックダウンにより著しく亢進することも見出した。これらの結果は、NRF3 が発現制御す
る遺伝子産物が NRF1 mRNA上のポリソーム形成を阻害し、NRF1 タンパク質の翻訳抑制をしてい
ることを意味する。 
 
(4) NRF3 は翻訳制御因子 CPEB3 の発現を制御する 
次に NRF3 による NRF1 タンパク質の翻訳抑制機構の全容を解明する目的で、NRF3 標的遺伝子

を網羅的に同定するマイクロアレイ解析を行っ
た。ヒト大腸がん由来 HCT116細胞に対して NRF3
ノックダウンにより発現低下した 1794 遺伝子を
同定し、さらに NRF3 を安定的に発現するヒト肺
がん由来 H1299 において発現亢進した 1247遺伝
子を同定した。これら遺伝子群で共通する 146遺
伝子群の中で、翻訳制御に関わる遺伝子として
CPEB3（cytoplasmic polyadenylation element 
binding protein 3）を発見した。CPEB3 は、mRNA
の 3’-非翻訳領域（UTR）に存在する CPE配列に
結合して、その mRNA からの翻訳を正あるいは負
に制御することが知られている（Chen Y. (2016) 
Anticancer Res）。したがって上記結果は、NRF3
が CPEB3 を介して NRF1 タンパク質の翻訳を抑制
することを強く示唆した。 
 

(5) NRF1 と NRF3 による連動したプロテアソーム発現とガン細胞におけるリプログラミング 

 上記仮説に対して、まず NRF3 が CPEB3 遺伝子に直接結合し発現誘導することを確認した。さ

らに発現誘導した CPEB3 は、NRF1 mRNA の 3’-UTR に存在する CPE配列に直接結合することを、

RNA免役沈降実験で証明した。つぎに NRF3 により誘導された CPEB3 を siRNA を用いてノックダ

ウンすると細胞内の NRF1 mRNA のポリソーム形成が促進すること、一方、NRF1 mRNA の 3’-UTR

に存在する CPE 配列に CPEB3 が結合できない変異を導入すると、タンパク質の翻訳を活性化す

ることをルシフェラーゼアッセイで確認した。以上の知見から、正常細胞では NRF1 がプロテア

ソーム発現を制御するが、ガン化すると NRF3 の制御に連動しつつリプログラミングすることを

発見した。 

 今回の発見は、NRF1 と NRF3 によるプロテアソーム発現機構には機能的な差異が存在し、がん
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細胞におけるタンパク質恒常性には後者による制御が必要であるということを示唆する。この

違いについては今回解明できておらず今後の重要課題の１つであると考えている。 
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