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研究成果の概要（和文）：ゲノムDNAが収納されている核では、エピゲノム制御やDNAの複製・修復に伴い、活発
な酸化還元反応が起こっていることが明らかになってきた。しかし、核内のレドックスバランスの制御機構とそ
の破綻がもたらす病態には不明な点が多い。そこで、本研究では、内因性親電子性物質がもたらすゲノム・エピ
ゲノムへの影響を明らかにすることを目的として、解毒酵素ADH5とDNA修復因子FANCD2の機能的連関を明らかに
するとともに、ADH5の酵素活性のレドックス制御機構の解明に挑んだ。

研究成果の概要（英文）：It has been recognized that various active redox reactions take place in the
 nucleus together with epigenetic regulation and DNA recombination and repair.  However, regulatory 
mechanisms of these intranuclear redox reactions as well as pathological conditions caused by their 
defects have not been well understood.  In this study, we aimed at clarifying effects of endogenous 
electrophiles on genome and epigenome.  Functional relations between ADH5, which is a detoxification
 enzyme of formaldehyde, and FANCD2, which is one of the DNA repair factors, were examined.  And 
redox-sensitive regulatory mechanisms of ADH5 enzymatic activity were also examined.

研究分野：生化学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 エピゲノム制御に伴うヒストン脱メチル
化反応により、核内では反応性が高い親電子
性物質であるホルムアルデヒドが発生する。
ヒストンや DNA 脱メチル化過程を担う
Jumonji タンパク質や TET タンパク質の活性
中心に存在する Fe 原子は、非常に酸化力が
強い IV 価の状態となり反応を触媒する。ヘ
リカーゼや DNA ポリメラーゼは鉄−硫黄クラ
スターを有しており、酵素反応に伴い電子の
動きがあると考えられている。このように核
内では、これまで考えられている以上に活発
な酸化還元反応が起こっており、核内レドッ
クスバランスの恒常性維持が健全な核機能
の発現に重要であると予想される。実際、ニ
ワトリ DT40 細胞は、ホルムアルデヒドの代
謝を担うアルコールデヒドロゲナーゼ３ 
(Adh3) と DNAクロスリンク (ICL) 障害の修
復を担うファンコニ貧血 (FA) 経路の因子
を同時に欠失すると増殖できず死滅する 
(Rosado et al., Nat Struct Mol Biol 2011)。
これは、内因性ホルムアルデヒドの代謝が障
害されると、核内で重篤な ICL 障害が発生す
ることを示している。しかし、生体において、
ホルムアルデヒドに代表される内因性親電
子性物質がもたらす遺伝毒性の実態は明ら
かでない。また、そのような親電子性物質は、
核内のタンパク質にも作用してその機能変
換をもたらすと予想されるが、その実態も不
明である。 
 申請者はこれまで、CNC 因子と sMaf が形成
するヘテロ２量体転写因子の生体内機能の
解明に挑み、CNC 因子の一つである Nrf2 が親
電子性毒物や活性酸素種に対する生体防御
機構において中心的な役割を果たすことを
明らかにしてきた。中でも、グルタチオン 
(GSH) 合成とその還元は、Nrf2 による生体防
御機構の主要な柱の一つである。グルタチオ
ンは、さまざまな抗酸化機能を担っているが、
ホルムアルデヒドの代謝においても重要で
ある。ホルムアルデヒドは GSH と非酵素的に
結合してヒドロキシメチルグルタチオンに
なり、それが Adh3 により酸化され、さらに
ギ酸と GSH に加水分解されることで、ホルム
アルデヒドの毒性が回避される。したがって、
ホルムアルデヒドの代謝は、Adh3 と Nrf2 に
大きく依存すると考えられ、実際、申請者は、
Adh3:Nrf2 二重欠損マウス由来のマウス線維
芽細胞 (MEF) で、GSH が減少し、ホルムアル
デヒドが増加することを見いだし、
Adh3:Nrf2 二重欠損マウスが、酸化ストレス
に対して特に脆弱であることを見いだした。 
 
２．研究の目的 
 これらの結果に基づき、本研究では、NRF2
と ADH3 の機能低下がもたらす核内レドック
ス バ ラ ン ス の 変 化 と ゲ ノ ム の 攪 乱 
(genotoxicity) ・ エ ピ ゲ ノ ム の 攪 乱 
(epigenotoxicity)を明らかにすることを目
的とした。そして、それらが細胞の老化やが

ん化、機能障害をもたらし病態の形成に関与
する可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞内レドックスバランスの評価 
 核内で発生する内因性親電子性物質の主
要なものとしてホルムアルデヒドに着目し
た。WT MEF、 Nrf2–/– MEF、 Adh3–/– MEF、
Adh3–/–:Nrf2–/– MEF を用いて、細胞全体にお
け る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を
2,4-dinitrophenylhydrazine で誘導体化し
た後 LC-MS/MS により定量した。次に核内で
の評価をこころみた。さらに、レドックスバ
ランスを評価するための蛍光プローブを用
いた評価も試みた。 
（２）内因性親電子ストレスによる
genotoxicityの検討 
 Fancd2欠損マウスを作成し、Nrf2欠損マ
ウス、Keap1ノックダウンマウスとそれぞれ
交配を実施した。また、条件つき Fancd2欠
損マウスの作成も行い、条件付き Nrf2 欠損
マウス、条件付き Keap1 欠損マウスとそれ
ぞれ交配した。条件付き遺伝子欠損マウスは、
造血組織特異的にCreリコンビナーゼが発現
する Vav1-Cre マウスとさらに交配すること
で、造血組織特異的に遺伝子改変を行った。
これらのマウスを用いて、造血幹細胞の動態、
ストレス応答状態などを解析した。 
（３）エピゲノム代謝回転の可能性の探索 
 通常状態の細胞において発生する内因性
アルデヒドの多くは、ヒストン脱メチル化に
より発生するホルムアルデヒドであると想
定される。これまでに、造血幹細胞では、
Fancd2:Adh5 二重欠損により、DNA 損傷が発
生して細胞障害が顕著に認められることが
報告されている。一方、成熟した造血細胞で
はあまり顕著な影響は認められていない。内
因性ホルムアルデヒドの発生が多いという
ことは、ヒストンの脱メチル化・メチル化の
ターンオーバーが活発であると考えられ、
Fancd2:Adh5 二重欠損がもたらす細胞障害の
程度はヒストンメチル化のターンオーバー、
すなわち、エピゲノム代謝回転を反映すると
いえる。そこで、エピゲノム代謝回転が、細
胞の状態（通常状態、老化、がん化など）に
より変化する可能性を探るため、条件付き
Fancd2:Adh5 二重欠損マウスを作成し、若齢
と高齢とで2重欠損状態がもたらす障害の程
度を比較することを目指した。 
 条件付き Fancd2 欠損マウスを、Adh5 欠損
マウスと交配して作成した条件付き2重欠損
マウスに対して、誘導的 Cre リコンビナーゼ
発現マウス Ubc-CreERT2 を交配して、タモキ
シフェン誘導性に、Fancd2:Adh5 二重欠損状
態の作成を試みた。誘導的遺伝子改変の効率
をモニタリングするために、さらに、
Rosa-tdTomato マウスを交配し、Cre リコン
ビナーゼの作用した細胞を tdTomato 蛍光で
標識することにした。  
 



（４）ミトコンドリア機能における活性イオ
ウ種の役割の検討 
 パースルフィドは内因性親電子性物質に
対する防御系として重要な役割を担ってい
ることが想定されている。しかし、その産生
機構、責任酵素については不明な点が多かっ
た。最近、ミトコンドリア酵素の一つである
CARS2 がパースルフィド産生において主要な
役割を果たしていることが明らかになった。
そして、CARS2 が産生するパースルフィドが
ミトコンドリアの膜電位形成と酸素消費の
促進に必要であることがわかった。さらに、
CARS2 機能抑制によりミトコンドリアからの
硫化水素産生、チオ硫酸イオン産生が抑制さ
れることもわかった。NRF2 の活性化は、細胞
内へのシスチンの取り込みを促進すること
でミトコンドリアにおけるイオウ代謝を活
性化すると予想し、NRF2 が活性化している細
胞としていない細胞のイオウ代謝物を定量
して比較した。 
 
４．研究成果 
（１）細胞内レドックスバランスの評価 
 WT MEF 、 Nrf2–/– MEF 、 Adh3–/– MEF 、
Adh3–/–:Nrf2–/– MEF を用いて、まず細胞全体
に お け る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を
2,4-dinitrophenylhydrazine で誘導体化し
た後 LC-MS/MS により定量したところ、予想
通り、Adh3–/– MEF、Adh3–/–:Nrf2–/– MEF におけ
るホルムアルデヒドの蓄積が認められた。そ
れに伴い、活性イオウ種である GSH、GSSH、
Cys-SH、Cys-SSH のレベルの低下が認められ
た。 
 次に核内での評価をこころみたが、質量顕
微鏡の解像度が十分ではないことが判明し、
直接の検出は断念した。レドックスバランス
を評価するための蛍光プローブを用いた評
価についても余り明確な定量的な差異がみ
とめられず、評価が難しかった。 
（２）内因性親電子ストレスによる
genotoxicityの検討 
 Fancd2 が欠損した場合、いずれも造血細
胞におけるDNA損傷マーカーであるH2AX
や活性酸素種レベルの上昇が認められた。一
方、Nrf2遺伝子欠損は、その傾向を助長し、
Keap1 遺伝子欠損はその傾向を改善する傾
向がみとめられたが、予想に反してその程度
はあまり顕著ではなかった。また、造血幹細
胞、前駆細胞の数については、Fancd2 単独
欠損マウスで減少が顕著であったが、Keap1
ノックダウンとの交配によりその減少がや
や改善する傾向にあった。 
 造血幹細胞の機能を調べるため、これらマ
ウスの長期造血幹細胞を分取してコロニー
アッセイを実施した。Fancd2 欠損の造血幹
細胞は、マイトマイシン Cのような DNA損
傷を直接誘導する試薬に対して極度に感受
性が高かったが、それは、NRF2の活性化に
よりレスキューされることはなかった。一方、
過酸化水素に対する感受性も Fancd2欠損の

造血幹細胞では高い傾向があったが、これは
NRF2の活性化によりややレスキューされる
傾向が認められた。 
（３）エピゲノム代謝回転の可能性の探索 
Fancd2:Adh5:Rosa-tdTomato:Ubc-CreERT2
マウスに対してタモキシフェンを1週間連続
投与して、その後 2週間たったところで屠殺
し、各臓器の tdTomato 蛍光の発現と貧血の
程度を検討した。造血組織においては、タモ
キシフェンを投与していない状態にもかか
わらず、CreERT2 の活性のリークがあり、
tdTomato 陽性細胞が 5 割程度もみとめられ、
これは、タモキシフェン投与によっても増加
しなかった。他の臓器、肝臓や腎臓、肺など
は、タモキシフェン非投与時の tdTomato の
リークはほとんどなく、タモキシフェン投与
により tdTomato の発現がみとめられた。一
方、Ross-tdTomato マウスを Ubc-CreERT2 マ
ウスと交配しない状態でしらべてみても、造
血細胞での tdTomato 陽性細胞はみとめられ
なかった。以上のことから、Ubc-CreERT2 が
なんらかの理由で造血組織に特異的にタモ
キシフェン非投与時においても活性化して
しまったものと考えられる。 
 Fancd2:Adh5 二重欠損により最も顕著な障
害がみとめられる細胞系列が造血細胞であ
ることから、やはり、造血細胞での評価を行
うべきであると考え、異なる誘導的 Cre 発現
マウスを使用することにした。Gata1 遺伝子
の遺伝子発現制御領域を一部改変して、造血
幹細胞で特異的に CreERT2 を発現する、
MG-CreERT2 マウスを利用し、条件つき
Fancd2:Adh5 二重欠損マウスとの交配をすす
めた。現在、マウスの繁殖をすすめており、
若齢マウスと高齢マウスとで誘導的な
Fancd2:Adh5 二重欠損がもたらす造血障害の
程度を比較する予定である。 
（４）ミトコンドリア機能における活性イオ
ウ種の役割の検討 
NRF2 が活性化している細胞としていない
細胞のイオウ代謝物を定量して比較したと
ころ、NRF2 の活性が高い細胞群ではいずれも
ミトコンドリアからの硫化水素産生、チオ硫
酸イオン産生が促進されていることがわか
った。さらに、これらの細胞で NRF2 をノッ
クダウンすると硫化水素、チオ硫酸イオンの
レベルが低下したことから、NRF2 がこれら活
性イオウ種の産生を促しているものと予想
される。また、単離ミトコンドリアを用いて
そこから放出されるイオウ代謝物を測定し
た場合も、NRF2 ノックダウン細胞から得られ
たミトコンドリアは、NRF2 が活性化している
細胞からえられたものに比較して、活性イオ
ウ種の産生が低下していることがわかった。
以上から、NRF2 はミトコンドリアにおける活
性イオウ種の代謝を促進し、ミトコンドリア
機能を強化していると予想される。 
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〔学会発表〕（計 119件 うち招待講演 41件、
以下主なものを示す） 
1. Hozumi Motohashi. Metabolic features of 

NRF2 addicted cancers. Cancer and 
Metabolism. Cold Spring Harbor Asia. 
Suzhou, China. March 26-30, 2018. 

2. Hozumi Motohashi. Metabolic and 
transcirpitonal features of NRF2 addicted 
cancers. Cancer Colloquium XIII, St. 
Andrews, Schotland. February 27-March 2, 
2018. 

3. 本橋ほづみ．NRF2 依存性がんの成立と
悪性化機構．日本消化器癌発生学会特別
推進 理事長直轄プロジェクト「癌代謝
からみた発癌・進展メカニズム解明の新
展開」（基調講演） 徳島大学病院 日
亜ホールブルー 徳島 2018.2.2. 

4. 本橋ほづみ．生体の酸化ストレス応答機
構とその破綻がもたらす疾患．八戸市医
師会生涯教育講座 八戸グランドホテ
ル 八戸 2018.1.19. 

5. 本橋ほづみ．NRF2 依存性がんにおける
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生から革新的な治療薬開発へ〜」 日本
学術会議講堂 東京 2018.1.12. 
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がん．第 14 回日本病理学会カンファラ
ンス  名 鉄犬山ホテル  名 古屋 
2017.7.29. 

8. Hozumi Motohashi. KEAP1-NRF2 system 
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18. Hozumi Motohashi. KEAP1-NRF2 system 
in stress response and cancer malignancy. 
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