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研究成果の概要（和文）：　体を構成する細胞は様々な恒常性維持機構を発動することで、健康維持・アンチエ
イジングをもたらしている。その恒常性維持機構の1つとして、細胞内で発現しているタンパク質の品質管理が
あげられる。今回の研究では、転写因子NRF1が、タンパク質品質管理において重要な機能をもつプロテアソーム
の発現を制御するとともに、異なるタンパク質分解システムであるオートファジーも制御していることを発見し
た。またNRF1関連因子であるNRF3はPOMPと呼ばれるタンパク質を発現誘導することで、20Sプロテアソームを活
性化し細胞の老化に関わるタンパク質を分解していることを見出した。

研究成果の概要（英文）：Cells, which are small units of our body, has multiple regulatory systems to
 sustain its homeostasis. Protein homeostasis (i.e. proteostasis) is one of such regulatory 
mechanisms. We discovered that a transcription factor NRF1 (NFE2L1) regulates not only Proteasome 
that is a crucial proteolysis enzyme, but also Autophagy that is another protein degradation system.
 In addition, we found that NRF1-related transcription factor NRF3 (NFE2L3) regulates gene 
expression of POMP as protein chaperon, thereby activating 20S proteasome that degrades cellular 
proteins related to ageing.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　細胞のタンパク質品質管理に関わるタンパク質分解酵素プロテアソームが、どのように発現するのか？という
メカニズムについては、これまで長く不明であった。今回の研究の学術的な意義は、（1）NRF1と呼ばれるタン
パク質が制御し、さらにオートファジーにも関与すること、そして（2）関連因子NRF3も異なるタンパク質分解
経路に関わることを発見したことにある。本研究成果の社会的意義は、この知見にもとづいてNRF1あるいはNRF3
を活性化する方法を開発すれば、細胞の恒常性の維持によるアンチエイジング法につながる点にある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

老化の原因として、加齢に応じたタンパク質分解酵素プロテアソームの機能低下があげられ
る。プロテアソームが機能低下すると、細胞内に変性タンパク質が蓄積し、その機能が破綻する。
したがってプロテアソーム活性あるいは発現を維持できれば老化予防（アンチエイジング）が可
能になる。しかしながら、これまでプロテアソームの発現機構やその転写因子すら解明できてい
なかった。最近申請者らは、転写因子 Nrf1 がプロテアソームの誘導的発現を制御していること
を見出し(Tsuchiya Y.(2011) Mol Cell Biol)、研究のきっかけを掴んだ。 
 
２．研究の目的 

本研究では、（１）プロテアソームの構成的・誘導的な発現機構と（２）細胞のアンチエイジ
ングにつながる NRF1によるタンパク質恒常性機構の全容解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）プロテアソームの構成的・誘導的発現 
 プロテアソーム遺伝子群の発現に関わる転写因子 NRF1 と NRF3 をヒト大腸がん細胞 HCT116 に
おいて RNA 干渉法によりノックダウンし、細胞のプロテアソーム遺伝子の構成的発現、つまり
mRNA 発現をリアルタイム PCR で、プロテアソーム活性を ZsGreen プローブにより検出する。プ
ロテアソーム遺伝子の誘導的発現に関しては、プロテアソーム阻害剤 MG132 処理することで、
NRF1 ないし NRF3 による発現誘導を上記の方法により解析する。 
（２）NRF1 によるタンパク質恒常性維持機構の全容解明 
  NRF1 によるタンパク質恒常性維持機構の全容を解明するために、NRF1 が発現制御する標的遺
伝子をゲノムワイドに同定することを試みる。方法としては、NRF1 を認識する抗体を用いたク
ロマチン免役沈降シークエンス（ChIP-seq）解析とマイクロアレイ解析によるデータをバイオイ
ンフォマティクス解析で統合する。これらの解析から抽出された NRF1 標的遺伝子候補をさらに
吟味するために、NRF1 ノックダウンにより各標的遺伝子候補の発現への影響をリアルタイムPCR
で検証する。機能解析については細胞ないし生化学的手法に吟味する。 
 
４．研究成果 
（１）プロテアソームの構成的・誘導的発現機構の解明 
① NRF1 と NRF3 はガン細胞においてプロテアソームの構成的発現を制御する 

細胞内のユビキチン化タンパク質を分解する 26S プロテアソームは、33 遺伝子から構成され
ている。そしてプロテアソーム阻害時に NRF1 は、このほぼ全てのプロテアソーム遺伝子群を誘
導することで、その活性低下を補完することを、海外の 2つのグループと当研究室が明らかにし
ている（Steffan J. (2010) Mol Cell, Radhakrishnan SK.(2010) Mol Cell, Tsuchiya Y. 
(2011) Mol Cell Biol）。一方、NRF1 は 6つの転写因子から構成される CNC ファミリーに属して
おり、その中で NRF1 は NRF3 とアミノ酸配列の相同性が高い。そこで NRF1 と NRF3 が協調的に
プロテアソーム遺伝子発現を制御しているという仮説を立て、構成的なプロテアソーム発現に
おける関与を解析した。 

まず NRF1 あるいは NRF3 を単独に siRNA によりノックダウンさせたところ、プロテアソーム
活性が減弱することを見出した。そこでさらに NRF1 と NRF3 を同時にノックダウンさせたとこ
ろ、著しくプロテアソーム活性が低下することを発見した。この結果はヒト大腸がん由来 HCT116
細胞における構成的なプロテアソーム活性は、NRF1 と NRF3 が協調的に制御していることを強く
示唆する。 
② NRF3 による NRF1 タンパク質の翻訳抑制機構の発見 
 NRF1 と NRF3 によるプロテアソームの構成的発現機構の詳細を解析するために、まず NRF1 あ
るいは NRF3 ノックダウンによる各タンパク質の発現レベルについてウエスタンブロットで解析
した。NRF1 ノックダウンでは HCT116 細胞の内在性 NRF3 タンパク質の発現レベルに影響はなか
った。しかし大変興味深いことに、NRF3 ノックダウンによって NRF1タンパク質の発現レベルが
著しく増加することを発見した。 
③ NRF3 は NRF1 タンパク質の翻訳を制御する 
上記の知見は、NRF3 による NRF1 制御機構として以下の 3 つのメカニズムの存在を示唆してい

る。すなわち NRF3による（ａ）NRF1 の mRNA の安定性、（ｂ）NRF1 タンパク質の安定性、そして
（ｃ）NRF1 タンパク質の翻訳である。これらの可能性について詳細に解析した。 
まず（ａ）については、NRF3 ノックダウンにより NRF1 mRNA の発現レベルに変動がなかった。

さらに(ｂ)についても、NRF1 タンパク質の安定性をサイクロヘキシミド追跡実験で解析したと
ころ、NRF3 ノックダウンによる変動は確認されなかった。以上の結果から、（ａ）と(ｂ)の可能
性は否定された。 
最後に（ｃ）の可能性の検討として、NRF1タンパク質の翻訳状態もモニターするために、NRF1 

mRNA 上のポリソームをグリセロール密度勾配遠心で解析した。その結果、NRF3 ノックダウンに
より NRF1 mRNA のポリソーム画分の顕著な増加が見られた。一方、NRF1 以外の mRNA からの翻訳
は亢進していないことも確認した。以上の結果は、NRF3 ノックダウンによりNRF1 タンパク質の
翻訳が活性化していること、つまり NRF3 は未知な遺伝子を誘導することで NRF1 タンパク質の



翻訳を抑制していることを強く示唆する。 
④ NRF3 は翻訳制御因子 CPEB3を誘導することで NRF1の翻訳を抑制する 

上記解析から NRF3 標的遺伝子が NRF1 の翻訳を特異的に抑制していることを見出した。この
NRF3 標的遺伝子を同定するために、マイクロアレイ解析を行った。NRF3 ノックダウンにより発
現低下する遺伝子群の中で、翻訳に関わる因子を調べたところ、CPEB3 (cytoplasmic 
polyadenylation element-binding protein 3)を見出した。また CPEB3 遺伝子の制御領域には、
NRF3 が結合する ARE 配列（抗酸化物質応答配列）が種間で保存されていることを見出した。さ
らに CPEB3 が結合して翻訳を抑制する CPE 配列が NRF1 mRNA の 3’非翻訳領域に存在することも
見出した。以上の知見は、NRF3 が CPEB3 を発現誘導することで、NRF1 タンパク質の翻訳を抑制
することを強く示唆した。この可能性について詳細に検討した。 

まず NRF3 ノックダウンにより、CPEB3 の発現が低下することを確認した。また CPEB3 を siRNA
でノックダウンすると、NRF1 タンパク質の発現レベルが増加した。さらに NRF1 mRNA の 3’非翻
訳領域に存在する CPE 配列に変異を導入すると、NRF1 タンパク質の発現が上昇することを確認
した。 
 上記知見から、NRF1 と NRF3 はガン細胞におけるプロテアソームの構成的発現を制御している
こと、NRF3 は NRF1 の翻訳を抑制していることを見出した（投稿準備中）。これら制御機構の存
在は、細胞におけるタンパク質恒常性維持に多く関わり、ひいては細胞のアンチエイジングをも
たらしていると考えられる。 
 
（２）NRF1 によるタンパク質恒常性維持機構の全容解明 
① タンパク質恒常性に関わる NRF1 標的遺伝子のゲノムワイド解析 
 NRF1 にはプロテアソーム発現以外に、タンパク質恒常性維持につながる生理機能はないので
あろうか？この問題を解決する目的で、NRF1 が発現制御する標的遺伝子をゲノムワイドに同定
する ChIP-seq 解析とマイクロアレイ解析、そして各データを統合するバイオインフォマティク
ス解析を行った。 
 まずChIP-seq解析により、NRF1がゲノム上に結合している領域として4444カ所を同定した。
これら遺伝子座の多くは、これまでの我々の解析結果を支持するように、プロテアソーム遺伝子
群であることがわかった。またマイクロアレイ解析で、NRF1 依存的な発現変動を示す遺伝子と
して 1344 遺伝子を見出した。この両者解析で共通する遺伝子は、272 遺伝子であった。この 272
遺伝子の生理機能をパスウェイ解析ソフト KEGG により解析した結果、細胞接着、細胞周期、ア
クチン重合制御に関わる遺伝子群とともに、オートファジー関連因子が濃縮されていることを
見出した。オートファジーは、ユビキチンープロテアソーム系とならんで、細胞のタンパク質恒
常性維持に大きく関わるタンパク質分解システムである。したがって、このオートファジーに関
わる NRF1 標的遺伝子候補群に、新たな NRF1 によるタンパク質恒常性機構につながるヒントが
隠されている。そこで、この遺伝子群をつぶさに解析した結果、選択的オートファジーに関わる
GABARAPL1 の同定に成功した。 
② 新たな NRF1 標的候補遺伝子として発見された GABARAPL1 とは？ 
 オートファジーはユビキチン−プロテアソーム系とならぶタンパク質分解系であり、細胞内の
タンパク質恒常性の維持に関わる。研究当初、オートファジーは飢餓に対する細胞内タンパク質
の自食作用と考えられてきたが、研究の発展とともに、ミトコンドリアなどのオルガネラをバル
クで分解することなども解明されつつある。さらに大きな進展としては、非特異的なタンパク質
分解だけではなく、タンパク質特異的な分解、つまり選択的オートファジーがあることがわかり
つつある。この選択的オートファジーに関わるのが、ATG8 ファミリー因子群であり、GABARAPL1
はそのファミリーに属する因子である（Schaaf MN.(2016) FASEB J.）。GABARAPL1 の生理機能に
関しては、（Ａ）オートファゴソームの隔離膜の伸長、（Ｂ）ミトコンドリアの分解するマイトフ
ァジー、（Ｃ）肝臓においてグリコーゲンを分解するグリコファジーに関わることが報告されて
いる。しかし、これら知見は十分な追試を経ておらず、確立されたものとは言い難い。 
③ NRF1 は GABARAPL1 遺伝子の発現を誘導する 
 そこで NRF1 が実際 GABARAPL1 遺伝子を直接発現誘導しているか、解析を行った。まず
GABARAPL1 遺伝子座に NRF1 が認識する ARE 配列（抗酸化物質応答配列）が様々な動物種間で高
く保存されていることを確認した。さらに NRF1 がこの ARE 配列に結合していることを、クロマ
チン免役沈降実験で証明した。 
 NRF1 が GABARAPL1 遺伝子の発現を誘導することを確認するために、ヒト大腸がん由来 HCT116
細胞において RNA 干渉法を用いて NRF1 をノックダウンした。その結果、GABARAPL1 遺伝子の発
現が顕著に低下することをリアルタイム PCR で同定した。以上の結果から、NRF1 は GABARAPL1
を誘導することで、選択的オートファジーを制御していることを強く示唆した。 
 以上の結果から、NRF1 は選択的オートファジーに関わる GABARAPL1 遺伝子の発現を制御して
いることを発見した。今後、重要なことは「NRF1 が GABARAPL1 を介したタンパク質恒常性維持
しているか？」あるいは「GABARAPL1 によるマイトファジーに関わるのか？」という問題である。
現在解析を行っているが、これら仮説はどちらも細胞老化に強く関与するため、本研究における
中心的な目標である「新たなアンチエイジング法の確立向けたタンパク質恒常性維持機構の全
容解明」につながることが期待される。 
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