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研究成果の概要（和文）：　スルフォラファンが転写因子SREBPの活性を抑制する分子機構について解明を行っ
た。スルフォラファンはプロテアソーム経路を介した前駆体SREBPの分解を促進することに加え、SCAP、HSP27、
Keap1-Nrf2経路など、SREBPやスルフォラファンが関与することが知られている因子に非依存的に作用すること
を明らかにした。
　スルフォラファンビーズを作製・解析を行い、複数の候補因子を見出した。脱パルミトイル化酵素APT2につい
て解析を行い、スルフォラファンがAPT2の56番目のシステイン残基と結合すること、その結合がAPT2自身のパル
ミトイル化を減弱させ、細胞膜への局在を低下させることを示した。

研究成果の概要（英文）：　I investigated the molecular mechanism by which sulforaphane suppresses 
the activity of the transcription factor SREBP. I found that sulforaphane promotes degradation of 
the precursor SREBP via the proteasome pathway and that sulforaphane acts independently on factors 
known to be involved in SREBP and sulforaphane, such as SCAP, HSP27, and the Keap1-Nrf2 pathway.
　Sulforaphane beads were prepared and analyzed, and several candidate factors were found. Analysis 
of the depalmitoylase APT2 showed that sulforaphane binds to the 56th cysteine residue of APT2 and 
that this binding attenuates the palmitoylation of APT2 itself, reducing its localization at the 
plasma membrane.

研究分野： 食品生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　様々な食品成分が生理作用を発揮することは広く知られているが、その作用機構については不明な点が多く残
されている。これらの作用機構の正確な理解は、食品による生体機能改善に向けた利用に大きく貢献することが
期待される。
　本研究では、これまでに申請者がその生理作用について明らかにしてきたスルフォラファン（SFN）に着目し
て検討を行った。具体的には、SFNが転写因子SREBP活性を抑制するメカニズムの解明およびSFAの直接の標的因
子の同定を行った。直接の標的因子の発見は、その成分がどのようなメカニズムで作用するかについて、分子レ
ベルでの理解を深めることに繋がる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 様々な食品成分が生理作用を発揮することは広く知られているが、その作用機構については
不明な点が多く残されている。これらの作用機構の正確な理解は、食品による生体機能改善に向
けた利用に大きく貢献することが期待される。 
 研究代表者は転写因子の活性制御を指標として、抗メタボリックシンドローム作用を有する
食品成分の探索を行い、これまでに複数の成分の同定に成功している。現在、それらの食品成分
がどのような機構で転写因子の活性を制御するのかについて研究を行っている。 
 
２．研究の目的 
 肥満や脂肪肝を抑制する食品成分は多く知られており、動物での表現型や標的臓器由来の培
養細胞を用いた解析から、その作用メカニズムの解析が行われている。本研究では、これまでに
申請者がその生理作用について明らかにしてきたスルフォラファン（SFN）に着目して検討を行
った。具体的には、SFN が転写因子 SREBP 活性を抑制するメカニズムの解明および SFA の直接の
標的因子の同定を行った。直接の標的因子の発見は、その成分がどのようなメカニズムで作用す
るかについて、分子レベルでの理解を深めることに繋がる。 
 
３．研究の方法 
（1）SFN による SREBP 活性抑制機構の解明 
 研究代表者はこれまでに、脂質代謝を包括的に制御する転写因子である SREBP の活性を抑制
する食品由来成分として SFN を見出し、SFN 処理が前駆体 SREBP タンパク質のユビキチン−プロ
テアソーム経路による分解を促進することを明らかにしている。また、その分解には SREBP の C
末端側が必須であることを明らかにしている。本研究では、SFN による SREBP 前駆体タンパク質
の分解に①SCAP、②HSP27、③Keap1-Nrf2 経路が関与するかについて解析を行った。 
 
（2）SFN ビーズの作製と SFN結合因子の同定 
 SFN は特徴的な官能基としてイソチオシアネート基をもち、親電子性を有する。この性質によ
り Keap1-Nrf2 経路の活性化を引き起こすことが知られている。SFA の多岐にわたる生理作用を
考慮すると、Keap1-Nrf2 や上記の SREBP 経路以外にも標的となる分子が存在することが想定さ
れる。本研究では SFN ビーズを作製し、新規な SFN結合タンパク質の同定を行った。 
 
（3）SFN結合因子 APT2 に関する解析 
 SFN結合因子として同定した APT2 について、SFN との結合様式や APT2 の機能におよぼす影響
について検討を行った。 
 
４．研究成果 
（1）SFN による SREBP 活性抑制機構の解明 
①SFN による SREBP 前駆体タンパク質の分解への SCAP の関与の解析 
 SFN 処理による SREBP 前駆体タンパク質の分解に SCAP が関与するかについて検討を行った。
SREBP は SCAP と複合体を形成して小胞体膜に局在しており、SCAP の欠損は前駆体 SREBP タンパ
ク質の分解が促進することが報告されている。また、我々は HSP90の阻害が SCAP タンパク質の
分解促進を介して、前駆体 SREBP タンパク質を不安定化させることを明らかにしている。 
 Huh-7 細胞を 100μM SFN で 6 時間処理したところ、SCAP タンパク質の発現量の減少が観察さ
れた（図 1）。そこで次に、SCAP欠損 CHO細胞株（SRD-13A 細胞株）を用いて SFN の効果を検討
した。親株である CHO-7 細胞では 100μM SFN の 6 時間処理により SCAP および SREBP-1 前駆体
タンパク質の発現低下が観察された（図 2左）。SCAP欠損株である SRD-13A 細胞ではこれまでの
報告の通り、前駆体 SREBP-1 タンパク質の発現が低下しており、100μM SFN の 6 時間処理によ
ってさらなる低下が観察された（図 2 右）。これらの結果より、SFN による SREBP-1 前駆体タン
パク質の分解促進には SCAP 依存的経路に加えて、SCAP 非依存的経路が存在することが示され
た。 
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図 1. SFN 処理による SCAP タンパク質発現量の変化
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図 2. SCPA 欠損細胞株における SFN の前駆体 SREBP-1 におよぼす影響



②SFN による SREBP 前駆体タンパク質の分解への HSP27 の関与の解析 
 SFN は HSP27 の発現上昇を介してプロテアソーム活性を促進させることが報告されている。そ
こで次に、SFN 処理による SREBP-1 前駆体タンパク質の分解に HSP27 が関与するかどうかについ
て検討した。Huh-7 細胞を 100μM SFN で 24 時間処理したところ、HSP27 mRNA レベルが 1.8 倍
に有意に上昇した。siRNA を用いて HSP27 をノックダウンさせた条件においても SFN による
SREBP-1 前駆体タンパク質の低下が観察されたことから（図 3）、HSP27 発現上昇は SFN による
SREBP-1 前駆体タンパク質分解の促進には関与しないことが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
③SFN による SREBP 前駆体タンパク質の分解への Keap1-Nrf2 経路の関与の解析 
 SFNはNrf2の核内移行を促進することで抗酸化酵素の発現を促進することが報告されている。
そこで SFN による SREBP-1 前駆体タンパク質の分解促進に Keap1-Nrf2 経路が関与しているか検
討を行った。Huh-7 細胞について siRNA を用いて Nrf2 をノックダウンさせ、SFN による SREBP-1
前駆体タンパク質への影響に変化が起こるかについて検討した。その結果、Nrf2 のノックダウ
ン時においても SFN による前駆体 SREBP-1 タンパク質の発現低下が観察された（図 4）。Nrf2 の
ノックダウン効率はリアルタイムPCRによる mRNAの定量により検出した。これらの結果よりSFN
は Keap1-Nrf2 経路の活性化とは別経路で SREBP-1 前駆体タンパク質の分解を促進することが示
された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（2）SFN ビーズの作製と SFN結合因子の同定 

 SFN のイソチオシアネート基と相互作用する因子の同定を目指し、スルホニル基側のアルキン

誘導体を合成し、クリックケミストリーにより SFN ビーズを作製した。Huh-7 細胞抽出液を SFN

ビーズとコンタクトさせ、結合タンパク質を濃縮後に質量分析に供し、候補因子を多数得ること

ができた。本報告書では、候補因子の一つである APT2 に関して記述する。 

 

（3）SFN結合因子 APT2 に関する解析 

 SFN結合候補因子として acyl protein thioesterase 2 (APT2)を見出した。APT2 はタンパク

質の翻訳後修飾の一つであるパルミトイル化を切断する脱パルミトイル化酵素である。 

 APT2 の発現プラスミドを作製し、SFN ビーズとの結合を検討した。HEK293細胞に APT2 発現プ

ラスミドをトランスフェクション後に細胞抽出液を回収し、SFN ビーズとコンタクトさせた。プ

ルダウンしたサンプルをウエスタンブロットに供し、APT2 タンパク質の SFN ビーズへの結合性

について検討した。その結果、APT2 タンパク質の SFN ビーズへの結合が検出され、さらにこの

結合はフリーの SFN 添加によって減弱することから、APT2 は SFN と結合していることが示され

た。またこの結合はアリルイソチオシアネート（イソチオシアネート基をもつ他の化合物）やタ

ンパク質のシステイン残基を非可逆的にアルキル化するヨードアセトアミド（IAM）で処理する

ことでこの結合が減弱することが観察された。これらの結果より、APT2 はそのシステイン残基

と SFN のイソチオシアネート基で結合していることが示唆された。次に APT2 の部分欠失体およ

びシステイン変異体を作製・検討を行ったところ、56 番目のシステイン残基を介して SFN と結

合していることが明らかになった。 

 次に SFN との結合が APT2 タンパク質へおよぼす影響について解析を行った。APT2 は膜にアン

カーされていると酵素的に活性型であることが報告されている。即ち、APT2 活性の変化と、そ

の局在の変化は同意であるといえる。HEK293細胞に APT2 発現プラスミドをトランスフェクショ

ンし、細胞質画分と細胞膜画分に分画し、ウエスタンブロットにより APT2 の局在を検討した。
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図 3. HSP27 ノックダウン時の SFNによる前駆体 SREBP-1 発現量の解析
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その結果、100μM SFN で 3 時間処理により APT2 の細胞膜画分が減少した。細胞膜に結合してい

る APT2 はパルミトイル化を受けていることが報告されていることから、引き続いて APT2 自身

のパルミトイル化について検討を行った。その結果、100μM SFN で 3 時間処理により APT2 タン

パク質のパルミトイル化が減弱することが示され、この減弱は SFN と結合しない 56 番目のシス

テイン残基変異体では観察されなかった。 

 以上の結果より、SFN は APT2 の 56 番目のシステイン残基と結合すること、さらにその結合は

APT2自身のパルミトイル化を減弱させ、APT2 の細胞膜への局在が低下することが示された。 

 

 本研究成果は、これまで未知であった SFN の直接の標的因子を見出し、SFN の生理作用に関す

る作用機序について、分子機構解明の足がかりとなる知見の提示に成功した。今後、他の標的因

子についても解析を行っていく。 
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