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研究成果の概要（和文）：本研究は、小胞体ストレス応答におけるNrf2システムの生理的役割と、その活性化機構解明
を目的に行った。生理的役割に関しては、小胞体ストレス自然発症系統pmm2it768とNrf2突然変異系統nrf2fh318の二重
突然変異系統の表現型解析を行い、Nrf2システムが小胞体ストレスを抑制することを初めて実証した。活性化機構に関
しては、ゼブラフィッシュ初期胚を用いた過剰発現解析及びノックダウン解析を行い、従来予想されていたものと異な
り、PERK依存的にATF4タンパク質が蓄積することによりNrf2が活性化される、との新規モデルを提出できた。

研究成果の概要（英文）：The Aim of this research was to understand physiological roles and molecular 
mechanism of the Nrf2 activation in response to endoplasmic reticulum stress. We used two zebrafish 
mutant lines pmm2it768 and nrf2fh318 for this study: pmm2it768 shows spontaneous endoplasmic reticulum 
stress. We prepared and analyzed pmm2it768;nrf2fh318 double mutants and found that endoplasmic reticulum 
stress was increased in double mutants compared with pmm2it768 single mutants, indicating that Nrf2 plays 
significant roles in reducing endoplasmic reticulum stress. Next, we carried out gene-overexpression and 
-knockdown analyses, and demonstrated that co-overexpression of PERK and ATF4, but not PERK alone, could 
induce Nrf2 activation. Our results suggest that Nrf2 was activated by the accumulation of ATF4 protein 
via the PERK pathway, which is a different hypothesis from an existing model.

研究分野：分子発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Nrf2 システムは、酸化ストレス防御の中心
を担うストレス応答型転写機構である。Nrf2
システムは、全ての脊椎動物に存在し、酸化
ストレス防御に働くと推測される。研究代表
者は、Nrf2 システムがモデル動物ゼブラフィ
ッシュにも保存されていることを実証し、そ
の利点を活かした解析を行い、独自の成果を
挙げてきた。その結果、Nrf2 システムが、複
数のシグナル特異的センサー部位をもち、小
胞体ストレスにも応答するマルチストレス
センサーであることを明らかにした。 
  
２．研究の目的 
 上記研究の過程で、Nrf2 システムが、酸化
ストレスだけでなく小胞体ストレスにも応
答して発動することを、遺伝学的に発見した。
そこで、なぜ酸化ストレス防御機構である
Nrf2 システムが、小胞体ストレスに応答して
発動するのかという疑問が浮かび上がった。
本研究は、小胞体ストレス応答における Nrf2
システムの生理的役割と、その活性化機構を
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 小胞体ストレスと Nrf2 システムの関係理
解のため、小胞体ストレス自然発症系統
pmm2it768とNrf2突然変異系統nrf2fh318の二重
突然変異系統を作製し、表現型解析と遺伝子
発現解析を行い、Nrf2 が機能不全の動物個体
で、小胞体ストレスに対する防御がどうなる
かを遺伝学的に明らかにする。また、分子生
物学的解析が簡便・迅速に行えるゼブラフィ
ッシュ初期胚を用いて、小胞体ストレスに応
答した Nrf2 システムの活性化メカニズムを
分子レベルで明らかにする。 
 
４．研究成果 
 本研究の遂行により、次の２点を明らかに
した。 
（１）Nrf2 システムが小胞体ストレスの軽減
に作用することの証明 
 小胞体ストレスを自然発症する pmm2it768と
Nrf2突然変異系統nrf2fh318の二重突然変異系
統を作製し、その表現型を解析した。二重ヘ
テロ変異系統は、生存・生殖ともに可能であ
り、さらに pmm2it768ヘテロ nrf2fh318ホモの変
異系統も同様であった。一方、二重ホモ変異
系統に関しては、単独の pmm2it768ホモ系統と
同様、孵化後 10 日から二週間で致死となっ
た。 
 これらのことは、pmm2it768の致死性に対し、
Nrf2 の機能破壊が影響しないことを示す。小
胞体ストレスの状況をBiP遺伝子発現などで
解析したところ、pmm2it768単独ホモ変異幼魚
よりも、二重ホモ変異系統の方が、強い小胞
ストレスを発症していることがわかった。こ

れらの結果は、Nrf2 システムが小胞体ストレ
ス抑制に何らかの機能を発揮しているもの
と推測させた。小胞体ストレスに対して、
Nrf2 システムが応答することは知られてい
たが、抑制的に機能することは初めての観察
であり、Nrf2 システムの新しい生体機能を見
出したと言える。 
（２）小胞体ストレスによる Nrf2 システム
の活性化は、PERK-ATF4 経路を介することの
証明 
 小胞体ストレスによる Nrf2 システムの活
性化は、従来リン酸化タンパク PERK による
Nrf2 の直接リン酸化と予想されていた。ゼブ
ラフィッシュ PERK 分子を単離し、過剰発現
解析及びノックダウン解析を行った結果、
活性化した PERK だけでは Nrf2 システムを
活性化できないことがわかった。 
 次に、ゼブラフィッシュ ATF4 分子を単離
し、過剰発現解析及びノックダウン解析を
行った。その結果、PERK 依存的な ATF4 タ
ンパク質の蓄積が、Nrf2 システムの活性化
につながるとのモデルを提出できた。 
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