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研究成果の概要（和文）：転写因子NRF2と小MAF群因子の二量体は、酸化ストレスに応答した生体防御遺伝子の
発現を制御する。脊椎動物では、3種類の小MAF群因子が同定されているが、各因子の機能の違いは充分解析され
ていなかった。本研究では独自の系を用いて、NRF2-MAFG二量体の性状と同二量体とNRF2-MAFF二量体との機能的
差異を解析した。結果、sMAF間で最も多様性に富むC末端領域は、NRF2との二量体による転写活性化には必須で
ないことが示された。また、NRF2-MAFF二量体は、NRF2-MAFG二量体と同様に各種生体防御遺伝子の転写活性化に
寄与できるが、活性化能には違いがある可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The NRF2 and small MAF heterodimers regulate the expression of genes 
involved in the defense response to oxidative stress. In vertebrates, three small MAF proteins have 
been identified, but the functional differences between these factors have not been fully analyzed. 
In this study, using an own unique system, we analyzed the characteristics of the NRF2-MAFG dimer 
and the functional differences between the NRF2-MAFF dimer. As a result, the sMAF C-terminal region,
 which is the most diverse among sMAFs, is not essential for NRF2-mediated transcriptional 
activation. Furthermore, while the NRF2-MAFF dimer can contribute to the transcriptional activation 
of cytoprotective genes similarly to the NRF2-MAFG dimer, the results showed the possible 
differences in their activation capabilities.

研究分野：遺伝子発現制御

キーワード： 酸化ストレス　NRF2　小MAF

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
特定の小MAF群因子が特定のがんで高発現していることが報告されているが、各小MAF因子の機能の違いは十分に
解析されていなかった。今回、独自の解析系を用いて、MAFGとMAFFが基本的に共通した標的遺伝子転写活性化能
を有していることが示された。この結果は、がん細胞を対象とした研究においても学術的に重要である。また、
近年ヒトゲノムの解析が進み、同定されたバリアントの機能解釈の重要性が増す中で、小MAF群因子のC末端に関
して得られた知見は、疾患ゲノム研究においても重要な知見となる。

※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 
 
塩基性領域-ロイシンジッパー（bZIP）型転写因子である NRF1 や NRF2 を含む CNC 因子は、小 MAF 
（sMAF）群因子とヘテロ二量体を形成し、様々な生体防御遺伝子の発現を制御する。NRF1 と sMAF 
の二量体は、タンパク質蓄積ストレスに応答して、プロテアソーム関連遺伝子を活性化する。
NRF2 と sMAF の二量体は、ストレスに応答して、抗酸化・解毒代謝酵素遺伝子を活性化する。一
方で、一部のがん細胞では、NRF1 や NRF2 が恒常的に活性化し、がんの悪性化に寄与することが
明らかになっている。ヒトでは 3種類の sMAF 群因子（MAFF, MAFG, MAFK）が同定され、それぞ
れ、がん細胞の悪性化との関連も報告されている。しかし、sMAF 群因子間の機能の違いは十分
に解析されていなかった。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、十分解明されていない sMAF 群因子の機能的な差異を、申請者が独自に構築した特定
の CNC-sMAF 二量体の機能を評価する解析系を用いて明らかにし、それぞれの sMAF 群因子が正
常細胞の恒常性およびがん細胞の機能獲得に果たす役割を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
CNC 因子と sMAF をリンカーペプチドで融合させたテザード CNC-sMAF 二量体を、sMAF 因子を全
て欠失した細胞に導入し、内在性の sMAF ホモ二量体や CNC-sMAF ヘテロ二量体の干渉を受ける
ことなく、特定の CNC-sMAF 二量体の機能を評価できる独自の解析系 （Tethered Dimer Rescue: 
TDR 系）を用いて、sMAF 因子の機能的な差異を評価する（引用文献①）。この目的で、（1） sMAF
因子の C末端領域の機能解析と、（2） NRF2-MAFF 二量体の機能解析の 2つの課題に主に取り組
んだ。 
 
４．研究成果 
 
（1） sMAF 因子の C末端領域の機能解析 
 
sMAF 群因子の機能的な差異を検討するにあたり、同因
子のアミノ酸一次構造上、多様性のある領域に着目し
た。sMAF 群因子は、DNA 結合に関わる塩基性領域から二
量体形成に関わるロイシンジッパー領域までは比較的
保存性が高い。しかし、C末端側は多様性に富んでおり、
この領域の重要性を示すことが重要であると考えた。過
去の報告で、MAFG の C 末領域は、CNC 因子の一つ p45NE-
E2 との二量体の機能において、転写活性化に必須であ
ることが示されている。本研究では、MAFG の C 末領域
が NRF2 との二量体の機能に必須であるかを、TDR 系を
用いて検討した。 
 
 テザード NRF2-MAFG 二量体（T-N2G）およびテザード
NRF2-C 末端欠損 MAFG 二量体（T-N2GdC）の安定発現細
胞を樹立した （図 1）。定量的な解析を行うため、過剰
発現ではない T-N2G 発現細胞株（T-N2G-Low）を樹立し、
同程度の発現量を示す T-N2GdC 安定発現細胞株を 2 ク
ローン樹立した （図 1）。T-N2G および T-N2GdC ともに、
NRF2 活性化剤であるジエチルマレイン酸 （DEM）の処
理によって誘導されることが確認された。T-N2GdC は、
C末端領域が欠失していることが、分子量が小さいこと
でも確認できる（図 1）。 
 
 樹立したT-N2G発現細胞とT-N2GdC発現細胞をDEMで
処理し、網羅的な遺伝子発現解析を行うため、RNA シー
クエンス解析を実施した。発現ベクターのみを導入した
細胞をコントロール （Mock）とした。結果、T-N2G 発現
細胞で DEM によって誘導される多くの NRF2 の標的遺伝
子は、T-N2GdC 発現細胞においても同程度に誘導される



ことが示された （図 2）。この結果は、MAFG が NRF2
の二量体として転写活性化に寄与する場合において、
その C末端領域、すなわち sMAF 群因子で最も多様性
に富む領域は必須ではないことを示している。同領域
は、p45NF-E2-sMAF 二量体の巨核球関連遺伝子の転写
活性化に対しては、必須であることが示されている。
したがって、sMAF 群因子の C 末端領域の必要性は、
二量体のパートナーとなる CNC 因子によって異なる
ことが示された。 
 
過去の報告で、MAFG の C 末端領域が核マトリック
ス分画への同因子の局在に重要であることが示され
ている（引用文献②）。NRF2 および NRF2-MAFG 二量体 
（T-N2G）の核内局在を分画法にて確認した結果、核
マトリックスが濃縮される核の不溶性分画 
（Insoluble）ではなく、可溶性分画（Soluble）に主
に局在することが明らかとなった （図 3）。一方で、
内在性の MAFG は核の不溶性分画に局在した。また、
MAFG の C 末端領域を欠失した NRF2-MAFG 二量体 （T-N2GdC）も、同様に可溶性分画に主に局在
し、C末端領域の核局在に対する寄与は確認されなかった。 
以上の結果から、sMAF 群因子で最も多様性に富む C 末端領域の NRF2-MAFG 二量体における機
能に対する貢献は、限定されている可能性が示された。他の CNC 因子との二量体における機能に
対する貢献については、さらに検証していく必要がある。 
 
（2） NRF2-MAFF 二量体の機能解析 
 
sMAF 群因子間の機能の差異
を検討するため、TDR 系を用
いて NRF2-MAFG 二量体と
NRF2-MAFF 二量体の機能解析
を実施した。sMAF 群因子の中
で、MAFG と MAFK は相同性が
高く、MAFF は MAFG および
MAFK と進化的に距離があり、
アミノ酸一次構造において
独自の構造を持っている。こ
のため、MAFG と MAFF の機能
比較を実施した。テザード
NRF2-MAFF 二量体（T-N2F）安
定発現細胞株を樹立し、すで
に樹立済みのT-N2G発現細胞
株との比較解析を実施した （図 4）。T-N2F 分子は、T-N2G 分子同様に、DEM の処理によって誘導
されることを確認した。 
  
 T-N2G 発現細胞と T-N2F 発現細胞を DEM で処理し、網羅的な遺伝子発現解析を行うため、RNA
シークエンス解析を実施した。発現ベクターのみを導入した細胞をコントロール （Mock）とし
た。T-N2F は、T-N2G と比較して、NRF2 標的遺伝子の転写活性化能が弱いことが示された。但し、
本解析系ではバルクの安定細胞を用いた解析であるため、T-N2F の NRF2 標的遺伝子転写活性化
能を、より定量的に評価するためには、安定細胞のクローニングが必要であると考えている。 
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