
弘前大学・医学研究科・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１１０１

新学術領域研究（研究領域提案型）

2018～2014

酸素ストレス感受性転写因子ネットワークによる生体内レドックス環境調節機構の解明

Elucidation of redox regulatory mechanisms by transcription factor network

１０３２３２８９研究者番号：

伊東　健（Itoh, Ken）

研究期間：

２６１１１０１０

年 月 日現在  元   ６ １９

円    61,800,000

研究成果の概要（和文）：Nrf2とATF4が相互作用しプロテアソーム阻害時などにおいて一群の細胞防御遺伝子を
協調的に活性化することを見出した。ATF4の上流活性化因子GCN1L1はGCN2依存的なアミノ酸飢餓や紫外線応答に
重要であると同時にGCN2非依存的なメカニズムで細胞周期やマウスの胎児期での成長を制御することを明らかに
した。Keap1は複数のシステイン残基を使い分けて多様なストレス刺激を感知することを実証し、Nrf2誘導剤は
システイン必要性の違いから５種類に分類されることを明らかにした。新規プロテアソーム機能調節因子を複数
同定し、また、プロテアソーム機能低下によるNrf1の活性化因子としてDDI2を同定した。

研究成果の概要（英文）：We identified the strong physical interaction between Nrf2 and ATF4, and 
demonstrated that they cooperatively regulates gene expression of a set of cytoprotective genes. We 
also showed that GCN1L1 regulates cell cycle and embryonic development in a GCN2-independent manner 
as well as GCN2-dependent amino acid starvation and UV response. We also demonstrated thata Keap1 
senses a variety of stresses by using multiple cysteine residues and consequently, Nrf2 inducers can
 be classified into at least 5 subclasses. We also identified novel regulators of proteasome and an 
Nrf1 activator during proteasome inhibition.

研究分野：ストレス応答
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研究成果の学術的意義や社会的意義
酸化ストレス応答やタンパク質生体恒常性維持機構に関わる重要な因子を同定するとともに、生体におけるそれ
らの役割を明らかにした。これらは、加齢性疾患の病態生理を理解し予防法を検討する上で重要な標的因子にな
ると思われる。また、親電子性物質や活性酸素に対するKeap1のセンシング機構を明らかにした。これらは、細
胞の酸化ストレス感知機構に重要な意義を持つ。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
細胞内レドックスやタンパク質動態の恒常性維持機構（プロテオスタシス）の破綻は、それぞれ
酸化ストレスおよびタンパク質変性ストレスとしてクロストークしつつ加齢性疾患等の発症・病
態形成に関与する。これは生体外からの環境ストレスばかりではなく細胞内恒常性維持機構の破
綻（例えば老化に伴うミトコンドリア機能低下や腸内細菌のアンバランス）としても生じうる。 
高等動物レドックス制御の鍵転写因子Nrf2は、活性酸素や親電子性物質の消去・除去や細胞内
レドックス環境の維持に加え、プロテアソームの発現誘導やミトコンドリア機能の活性化など幅
広い生理作用を発揮することが報告されている。このことは、酸素ストレス（酸素あるいは酸素
を起源とする活性分子種の最適レベルからの逸脱およびこれに起因するレドックス異常）で活性
化されたNrf2による遺伝子発現制御が細胞内外からの刺激に対する環境適応に重要な働きを有
していることを示唆している。例えば、モデル動物の線虫においては、ミトコンドリア異常によ
って活性化した線虫Nrf2が細胞内環境適応に働き、寿命の延長につながることも報告されている
（いわゆるミトホルミシス現象（mitohormesis）。 
申請者はこれまでにKeap1/Nrf2応答系が生体防御に果たす役割やKeap1がレドックス異常を感
知する分子機構について世界に先駆けた研究を展開してきた。近年では、Nrf2相互作用因子の網
羅的検索からプロテオスタシスに関連する転写因子ATF4（eIF2αリン酸化の下流で選択的に活性
化されIntegrated Stress Response（ISR）に中心的な役割を果たす）やアミノ酸飢餓応答因子G
CN1L1（eIF2αリン酸化の上流因子）がNrf2と相互作用することを見出し、その役割を解析して
きた。生理的な加齢や病態に伴うNrf2の活性化機構・役割を明らかにするためには、従来の外来
性親電子性物質によるNrf2応答経路の解析ばかりではなく、種々の細胞内小器官とのクロストー
ク解析などを含めたNrf2活性化機構・恒常性維持機構の解析が肝要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、プロテオスタシスやミトコンドリアからの生理的・病理的なシグナルがKeap1-Nrf2経路を中
心とした核内転写調節機構とクロストークする様子を解析し、酸素ストレスに応答した細胞内環境リモデ
リング機構を解明することを目的にした。 
 
３．研究の方法 
１）酸素ストレスで活性化する転写因子のネットワークを、細胞内小器官間のクロストーク（

特にミトコンドリア-核とのクロストーク）を基盤に解析する。特に、Nrf2結合因子であり、

ATF4の上流活性化因子であるGCN1L1に注目し酸素ストレス感受性転写因子ネットワークの役

割をNrf2経路とeIF2リン酸化経路とのクロストークを中心に明らかにする。 

２）プロテアソーム機能低下マウス（PAC1 KOマウス等）における酸化ストレス惹起メカニズム

を解明し、老化への関与を検討する。また、プロテアソームとレドックス制御を結びつける

因子を、プロテアソームと会合する新規因子の探索およびショウジョウバエ遺伝学などを用

いて明らかにする。さらにKeap1-Nrf2経路とのクロストークを解析し、その破綻としての疾

患発症・病態形成機構について明らかにする。 

 
４．研究成果 
１）Keap1-Nrf2経路とGCN1L1-ATF4経路による酸素ストレス応答転写因子ネットワークの解析 
以前に酵母ツーハイブリッドスクリーニングにより、Nrf2がATF4と相互作用することを見出し
ていたがその意義や詳細な分子メカニズムについては不明であった。今回、プロテアソーム阻
害により活性化されたNrf2とATF4が協調的に働いてシスチントランスポーターであるxCT遺伝
子の発現調節に協調的に関わることを明らかにした。また、この協調機構はロテアソーム阻害
剤に対してがん細胞が耐性を獲得するメカニズムの１つであることを明らかにした。実際に 
xCT阻害剤共投与によりプロテアソーム阻害剤による細胞毒性は著明に増強した。また、ファイ
トケミカルであるカルノシン酸は、ATF4とNrf2を同時に活性化しこれらの協調効果により 
nerve growth factor（NGF）, グルタチオン合成酵素GCLC, xCTなどの発現をsuperinduction
した。これらの結果はいずれもNrf2とATF4が一群の生体防御遺伝子に対して協調的に働くこと
を示唆した。 

２）Nrf2によって制御されるHO-1がミトコンドリア品質管理に及ぼす生理的意義の解析 
酸化ストレスに応答した Nrf2 依存性の HO-1 enhancer 領域からの long non-coding RNA の発現
が HO-1 の遺伝子の発現誘導に重要であることを明らかにした。HO-1 は酸化ストレス応答遺伝



子であり、その応答メカニズムの分子基盤を明らかにする端緒となるものと思われた。HO-1 KO 
胎児繊維芽細胞（MEF）を用いて解析し、HO-1 はミトコンドリアスーパーオキシドに
よる細胞毒性には関与しないことを明らかにした。 

 
３）Nrf2結合因子GCN1L1の個体レベルでの解析 
Nrf2 結合因子であり、ATF4 の上流活性化因子である GCN1L1 を私どもは以前に Nrf2 結合因子と
して見出しており、Nrf2 と ATF4 とのクロストークに GCN1L1 が関与することが予想された。そ
こで今回私たちは２つの GCN1 変異マウス（GCN1Null（完全欠失）と GCN1L1 RWDBDマウス（RWD ド
メイン結合ドメイン欠失変異体マウス）を作り機能を解析した。RWDBD は GCN1L1 における GCN2
との結合ドメインである。GCN1Nullは胎生早期に致死であったが、GCN1L1RWDBDマウスは胎児期成
長遅延を呈して出生直後に死亡した。GCN2 と同様に RWD を有する DRG2 の発現低下細胞は p21
の発現誘導を伴う G2/M arrest を起こすことが報告されていた。GCN1L1 RWDBDマウス由来の胎
児期繊維芽細胞（GCN1L1 RWDBD MEF）で解析すると、DRG2 の発現低下細胞とよく似た p21 の発現
増加を伴う G2/M arrest を起こしていた。また、GCN1L1 RWDBD MEF では IGF-1 に対する応答も
低下していた。これらの異常が in vivo での成長遅延に関与していると思われる。しかしなが
ら、親電子性物質に対する Nrf2 経路の応答は野生型 MEF と変わらなかったことから GCN1L1 の
RWDBD は Nrf2 の活性化には関与しないことが明らかになった。 

４）Keap1-Nrf2 経路によるストレス感知機構の解析 
Keap1-Nrf2 システムは様々な親電性
物質や活性酸素種に応答して一群の
生体防御遺伝子群を活性化する。
Keap1 の 3 つのシステイン残基 C151、
C273、C288 は親電子性物質に対する反
応性が高く、ストレスセンサーとして
働くと考えられていたが、その機能的
検証は十分に行われていなかった。そ
こで、これらの反応性システイン残基
について各種変異体を作成し、様々な
Nrf2 誘導剤に対する応答性を検証し
た。その結果、Nrf2 誘導剤は標的シス
テイン残基の違いから、少なくとも以下の 4つのグループに分類できることがわかった。すな
わち、1）C151 依存型、2）C288 依存型、3）C151/C273/C288 相補型、4）C151/C273/C288 非依
存型誘導剤に分類された。本研究により、Keap1 は複数のストレス感知機構を備え持つことが
機能的にはじめて実証された。また、これまで長く謎であった過酸化水素に対する Keap1セン
サーシステイン残基を明らかにした。 

５）プロテアソームとレドックス制御のクロストーク解明 
脱アセチル化酵素 Sirt1 が、タンパク質品質管理機構に関与していることを明らかにした。一
方で、26S プロテアソームの新規ユビキチン受容体サブユニット Rpn13 が実際にマウス生体内
において既存のユビキチン受容体サブユニット Rpn10 と協調して働き、細胞恒常性維持に働く
ことを遺伝学的に示した。研究の進んでいる酵母では Rpn10, Rpn13 両者が欠損してもマイルド
な表現型を示すのに比べ、哺乳類では両者の働きが必須であることを示した。また、プロテア
ソーム機能低下時のプロテアソーム遺伝子発現亢進を担う Nrf1 の活性化因子として DDI2 を
同定した。 
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