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研究成果の概要（和文）：Nucleoredoxin（NRX）はチオレドキシンファミリーに属する蛋白質である。
pull-down法によりNRXの結合因子を網羅的に探索したところ、新たなNRX結合蛋白質として、解糖系の酵素PFK1
を同定した。
NRX によるグルコース代謝制御の全貌を明らかにするため、野生型とNRX欠損MEFを用いたメタボローム解析を行
った。乳酸などPFK1の下流の代謝物量が低下し、一方でPFK1の上流で分岐するペントースリン酸経路（PPP）の
代謝物であるリブロース５リン酸は増加傾向にあった。これらの実験結果より、NRXがPFK1の制御を介してペン
トースリン酸経路とのバランスをとっていることが明確となった。

研究成果の概要（英文）：Nucleoredoxin (NRX) is a Thioredoxin family protein. We searched for novel 
binding protein for NRX, and identified glycolysis enzyme PFK1 as a major one. 
To clarify the regulation of glycolytic pathway by NRX, we performed metabolome analyses with wild 
type and NRX-deficient MEF cells. We found that the metabolites produced downstream of PFK1, such as
 lactate, decreased, and the products of pentose phosphate pathway, which diverges at the upstream 
of PFK1, increased. Thus, these results strengthen the notion that NRX regulates the balance between
 glycolytic pathway and the pentose phosphate pathway through PFK1.

研究分野： 細胞生物学
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１．研究開始当初の背景 
グルコースから始まる代謝は生命活動を

維持するために必須であり、エネルギーや各

種生体物質の産生に寄与している。ホスホフ

ルクトキナーゼ１（PFK1）は解糖系における

不可逆的な反応を司る酵素であり、その酵素

活性が抑制されると、上流で解糖系から分岐

するペントースリン酸経路（PPP）を亢進さ

せると知られている。PPP の亢進は核酸や抗

酸化物質 NADPH の産生を促進し、がん細胞

の増殖に利すると考えられている。従って、

PFK1 の活性調節機構を解明することは、グ

ルコースの代謝制御機構の理解に貢献する

だけでなく、がん治療における新たなターゲ

ットの創出へと繋がる可能性がある。 

Nucleoredoxin（NRX）は還元酵素チオレド

キシンと相同性の高いドメインを有する蛋

白質であり、NRX も in vitro においてインス

リンのジスルフィド (S-S) 結合を還元する

活性を有している。私は Wnt シグナルの伝達

に必須のアダプター分子 Dishevelled (Dvl) の

結合因子として NRX を同定し、以降 NRX の

研究に携わってきた。その過程で、酸化スト

レスにさらされると NRX が分子内 S-S 結合

を形成することで Dvl から乖離し、結果と

して Wnt シグナル伝達をレドックス依存的

に抑制していること (Funato et al., Nat. Cell 

Biol. 2006) や、個体レベルでは NRX ノック

アウトマウスが生後すぐに致死となり、骨や

心臓の形成に必要であること (Funato et al., 

Curr. Biol. 2010) などを見つけた。 

私はさらに NRX の新たな機能を明らかに

するべく、GST を融合させた NRX の組換え

精製蛋白質を用いて pull-down 法により NRX

の結合因子を網羅的に探索した。そして質量

分析の結果、新たな NRX 結合蛋白質として

PFK1 を同定した。実際に内在性の NRX と

PFK1 が共沈し、また両者が直接結合するこ

とを確認している。さらに、NRX ノックアウ

トマウスより樹立した NRX 欠損 MEF 細胞で

は野生型MEF細胞と比較してPFK1の酵素活

性が弱まっており、併せて PPP によって産生

される抗酸化物質 NADPH の量が顕著に増大

していた。そして、NRX 欠損 MEF 細胞は野

生型 MEF 細胞に比べて活性酸素処理後の細

胞死の割合が低下していた。これらの結果は

NRXが新たな PFK1およびグルコース代謝経

路の調節因子であることを示しており、NRX

が PPP を負に制御することで、がん細胞の増

殖制御などに寄与している可能性が考えら

れる。 
 
２．研究の目的 
本研究は上述の予備的実験結果に立脚し

て、NRX によるグルコース代謝経路の制御

機構を明らかにすることを目的と定めた。

NRX 欠損 MEF 細胞を用いた実験から、NRX

が PFK1 の活性を維持し、解糖系から分岐す

る PPP を負に制御していることを示唆する

結果を得ている。しかし、その詳細な分子機

序や、代謝系全般に与える影響などについて

はわかっていない。NRX が PFK1 の翻訳後修

飾を制御し、活性を調節するその仕組みを生

化学的な手法などから解明するとともに、メ

タボローム解析などを通じて、NRX 欠損によ

る代謝系全般への影響を明らかにすること

を目的とした実験を行った。 
 
３．研究の方法 

NRXによるPFK1の活性維持機構について、

細胞溶解液を用いた in vitroでの PFK1の活性

測定で NRX 欠損 MEF 細胞における活性が減

弱していたことから、NRX 欠損 MEF 細胞で

は PFK1 の翻訳後修飾が変化しているものと

考えられる。NRX の分子機能と直結する酸化

について、S-S 結合の検出に汎用される非還

元型 SDS-PAGE で調べた。また PFK1 の組換

え精製タンパク質の酵素活性についても、還

元剤ジチオスレイトール（DTT）や NRX の

有無で比較検討を行った。 

併せて、質量分析法を用いたメタボローム

解析によって、NRX による PFK1 活性の制御

が代謝系全般に与えている役割についても

調べた。 

酸化ストレスに対する耐性獲得について

は、ゲノム DNA を電気泳動し、DNA 断片化

の度合いを調べたほか、コメットアッセイ法

によりDNA損傷の割合についても評価した。 

 
４．研究成果 

NRXによるPFK1の活性維持機構について、



特に NRX が還元活性を示し、また PFK1 の酵

素活性が酸化還元によって変化することが

知られていたため、PFK1 の酸化について中

心的に調べた。まず確認実験として、PFK1

の組換え精製タンパク質の酵素活性を DTT

の有無で比較したところ、DTT の存在下で高

い活性を示しており、既報どおり PFK1 の酵

素活性がレドックス依存的であることが確

かめられた。次に酸化、あるいは還元、それ

ぞれの状態の NRX の組換え精製タンパク質

との共存下で比較したところ、還元型の NRX

と共存下でのみ、PFK1 の酵素活性が上昇す

ることが明らかとなった。これらの実験結果

より、NRX は PFK1 を還元することで、その

酵素活性を高めていると考えられた。実際に

どのアミノ酸残基が酸化されているか調べ

るべく非還元型 SDS-PAGE を行ったが、PFK1

の泳動度に明確な差は見受けられなかった。

このため、PFK1 の酸化修飾は非還元型

SDS-PAGE で泳動度が変化する、分子内ある

いは分子間ジスルフィド結合とは異なる様

式である可能性が示唆された。 

また、NRX による PFK1 制御の代謝系全般

に与える影響を調べるため、野生型および

NRX 欠損 MEF 細胞を用いたメタボローム解

析を行っている。それぞれ 2 つの細胞株を用

い、一貫した傾向が見受けられるものを探索

した。その結果、乳酸など、いくつかの代謝

物の量が NRX 欠損細胞で有意に低下してい

た。乳酸は NRX によって活性が制御される

PFK1 の下流に位置しており、NRX が PFK1

の活性を正に制御しているという、これまで

の結論と合致するものであった。また同様に

PFK1 の下流で産生されるピルビン酸やクエ

ン酸などの代謝物も NRX 欠損細胞で低下傾

向にあった。一方で、PFK1 の上流で分岐す

るPPPの代謝物であるリブロース５リン酸の

量は増加傾向にあった。これらの実験結果に

より、NRX が PFK1 の働きを制御しており、

NRX の欠損はペントースリン酸経路へのシ

フトを引き起こすというこれまでの結論が

より強固なものとなった。 

実際、ペントースリン酸経路活性化の意義

の一つと考えられている、活性酸素種に対す

る耐性獲得ついてより詳細に調べたところ、

過酸化水素で処理したゲノム DNA の断片化

の度合いは野生型 MEF 細胞では過酸化水素

処理後 9 時間から DNA の断片化が顕著に観

察された一方で、NRX 欠損 MEF 細胞では過

酸化水素処理後 9 時間の段階では断片化は見

られず、また過酸化水素処理後 12 時間後の

DNA 断片化の度合いも野生型 MEF 細胞と比

べて有意に抑えられていた。また、過酸化水

素処理後 9 時間の細胞を用いたコメットアッ

セイ法でも、NRX 欠損 MEF 細胞ではテイル

を有する細胞の割合や、テイルの長さが野生

型 MEF 細胞と比べて短くなっていた。つま

り、NRX の欠損は PFK の活性低下と PPP の

亢進を介して、活性酸素種に対する抵抗性を

細胞に付与していると考えられた。 

またメタボローム解析の結果からは、PPP

の他にも NRX 欠損細胞ではグリシンの量が

有意に増えており、一方でリン酸化セリンの

量が低下していることが判明した。この結果

は NRX 欠損MEF ではセリン代謝経路の働き

が活性化していることを示唆するものであ

り、NRX が PFK 以外のターゲット分子に対

しても影響を及ぼし、代謝を変容させている

可能性を想起させるものと考えられた。 
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