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研究成果の概要（和文）：活性酸素に応答する転写調節機構およびその病態制御における役割を

明らかにするために、Nrf2 を中心に解析した。結果、Nrf2 相互作用因子として、KAP1、GCN1L1、

ATF4 を同定し、各因子が Nrf2 と協調的に働いて酸化ストレス防御に重要な役割を果たすこと

を明らかにした。また、高脂肪食誘導性動脈硬化症マデルマウスを用いて、Nrf2 は動脈硬化症

後期病巣において病巣形成を促進することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：To clarify the transcription regulation in response to reactive 
oxygen species and its roles in pathophysiology, we analyzed it focusing on Nrf2. We 
identified KAP1, GCN1L1 and ATF4 as novel Nrf2-interacting proteins and showed that they 
cooperate with Nrf2 for the protection against oxidative stress. Furthermore, we have 
clarified that Nrf2 promotes atherosclerosis formation in the advanced stage of high fat 
diet-induced atherosclerosis model in mice. 
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１．研究開始当初の背景 

 慢性的あるいは過剰な酸化ストレスは、

がんや脳変性疾患などの様々な疾患の基盤

となる。このような背景から抗酸化剤等に

よる疾患の予防が試みられてきたが、いま

だ成果は得られていない。これは、活性酸

素などによる酸化反応が生体において担う

役割を我々が正確に理解していないこと

に起因していると考えることができる。 

 酸化還元反応がエネルギー代謝や酵素

の触媒機能などの生命現象に関わってい

ることは古くから知られていたが、近年、

タンパク質システインのチオール基を中

心とした酸化還元反応がタンパク質の活
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性を調節（レドックス調節）して細胞内情

報伝達に関わっていることが明らかになっ

てきた。例えば、活性酸素はある種の脱リ

ン酸化酵素を不活化してリン酸化経路を活

性化する。また、活性酸素や親電子性物質

それ自体がシグナル伝達物質として働いて、

炎症反応や生体防御応答に重要な役割を果

たしている。このような観点から、生体内

の酸化還元反応を制御して疾患予防・治療

への応用を推進するためには、生体におけ

る活性酸素の役割や生体内に元来備わって

いる防御機構の制御メカニズムを詳細に理

解して、制御することが重要である。 

２．研究の目的 

 本計画研究の目的は活性酸素による転写調節

機構を明らかにし、それが生理機能や病態制御

に果たす役割を解明することによって、新たな

抗酸化治療戦略の分子基盤を構築することであ

る。目的を達成するために（１）酸化シグナル

に応答した転写調節機構が生理機能や病態制御

に果たす役割を明らかにし、（２）活性酸素によ

り変動する細胞内シグナリングが細胞核で情報

統合されて機能発現する分子機構を解析する。

さらに（３）核内における活性酸素の産生機構

およびそれが転写調節などに果たす役割を明ら

かにする。 

３．研究の方法 

（１）動脈硬化症における Nrf2 の関与を解析す
るため、動脈硬化症モデルマウスである ApoE
遺伝子欠損マウスと Nrf2 遺伝子欠損マウスを
交配させ ApoE::Nrf2 遺伝子二重欠損マウスを
作製し、高脂肪・高コレステロール食（HFHC 食）
を 5週間および 12 週間投与して解析した。HFHC
食投与後、大動脈を採取し、大動脈全体を開き
オイルレッド O 染色で脂肪を染色した。オイル
レッド O 染色で赤く染まった病巣を NIH ImageJ
を用いて定量化し、大動脈全体における病巣の
面積を比較した。Nrf2 のいずれが動脈硬化症に
関与しているのかを検討するために骨髄移植に
より Nrf2 遺伝子の骨髄キメラマウスを作成し
た。レシピエントマウスに致死量の 9Gy の X 線
を照射し、ドナーマウスから取り出した骨髄細
胞を 1x106細胞数で静脈投与により移植した。 

（２）① Nrf2 と相互作用する因子の同定は大腸
菌から精製したリコンビナント Nrf2 と HeLa 核
抽出液を混合した後、Nrf2 を免疫沈降し、免疫
沈降物中に含まれるタンパク質を質量分析によ
り同定した。 

（３）一過性 LSD1 ノックダウンは、LSD1 に特異
的な siRNA を設計して行った。 
４．研究成果 

（１）Nrf2 の動脈硬化症における役割を解析

するために、ApoE 遺伝子と Nrf2 遺伝子の二重

欠損マウス[ApoE(-/-)::Nrf2(-/-)マウス]を

作成して、Nrf2 の動脈硬化巣形成への影響

を解析した。このマウスに High fat high 

cholesterol (HFHC)食を 12 週間投与し大動

脈に形成された動脈硬化巣を解析すると、

ApoE(-/-)::Nrf2(-/-)マウスは

ApoE(-/-)::Nrf2(+/+)マウスと比較して、

動脈硬化巣形成が約 10％まで減少していた。

Nrf2 の動脈硬化症の進行における役割を経

時的に解析するために HFHC 食投与後、5週

および 12 週で病巣を解析してみたところ、

Nrf2 KO マウスと野生型マウスの比較におい

て、5週においては病巣の大きさに差は観察

されなかったが、12 週においては Nrf2 KO

マウスにおいて病巣の減弱が観察された。

大動脈弁起部で組織切片を用いて解析した

ところ Nrf2 KO マウスにおいては、fatty 

streak のステージから necrotic core が形

成されるまでのあいだで病気の進行が減弱

していることが明かにらなった。また、骨

髄移植の実験から、骨髄細胞および非骨髄

細胞両方の Nrf2 が病巣の進行に関与してい

ることが明らかになった。最近、病巣にお

けるモデルマウスを用いた報告では、病巣

形成初期は M2 マクロファージ主体で集簇し，

進行期では M1 主体に変化するということが

示されている。マクロファージを含む動脈

硬化巣をマイクロダイセクションにて採取

し解析したところ、12 週に野生型マウスに

比べ Nrf2 KO マウスにおいては M1 タイプの

マーカー遺伝子である ArgII および iNOS の

発現が低下していることから、Nrf2 KO マウ

スにおいては M2 マクロファージから M1 マ

クロファージへのスイッチングに異常があ

ることが推測された。 

（２）① Nrf2のN末端領域(Nrf2-NT)と

Gal4 DNA結合ドメインとの融合タンパク質

（Gal4-Nrf2-NT）を大腸菌に発現・精製し

HeLa細胞の核抽出液を用いて、Nrf2-NTと特

異的に相互作用する複数のタンパク質を同

定した。新規に同定したタンパク質の１つ

であるKAP1に関して機能解析を行なった。

NIH3T3細胞とGal4レポーターを用いた一過

性過剰発現実験により解析すると、KAP1は

Nrf2の転写活性化能を増強した。さらに

KAP1をノックダウンしたNIH3T3細胞では親

電子性物質であるジエチルマレイン酸によ

るNrf2標的遺伝子の発現誘導が減弱してい

た。また、KAP1をノックダウンした細胞で

はtBHQ（ターシャルブチルヒドロキノン）

や過酸化水素に対する感受性が増強した。

以上のことから、KAP1は新しいNrf2の共役

因子であることを明らかにした。一方、本

網羅的解析においてアミノ酸飢餓応答に関



 

 

与することが知られている因子GCN1L1がNrf2

と直接相互作用することを見出した。グリオー

マU373MGにおけるGCN1L1ノックダウンはNrf2

の核内蓄積と標的遺伝子の発現を低下した。ま

た、HeLa細胞にGCN1L1を過剰発現すると内因性

Nrf2の蓄積が増加した。また、Nrf2結合配列を

有するレポーター遺伝子の解析においても

GCN1L1の過剰発現は外来性および内因性の

Nrf2の転写活性化能を増強した。さらにU373MG

においてGCN1L1のステーブルノックダウン細

胞を作成し解析すると、GCN1L1のステーブルノ

ックダウン細胞においても酸化ストレスによ

るNrf2の細胞内蓄積が減少していることがわ

かった。②私たちは親電子性物質カルノシン酸

による遺伝子発現制御の解析から、Nrf2とATF4

はいくつかの遺伝子において協調的に遺伝子

調節をすることを見出した。このうちシスチン

トランスポーターxCTについて解析すると、xCT

のプロモーター領域を有するレポーター遺伝

子の発現をNrf2とATF4は協調的に制御するこ

とが明らかになった。プロテオソーム阻害剤は

、Nrf2とATF4の両方を阻害するので、引き続き

プロテオソーム阻害剤を用いて解析した。

MG132、ボルテゾミブなどのプロテオソーム阻

害剤はxCTの遺伝子発現を増強し、xCTタンパク

質を増加した。Nrf2およびATF4に特異的な低分

子阻害性RNAを用いて解析すると、それぞれの

単独でもxCTの遺伝子発現を低下させたが、両

者の阻害ではさらに強いxCT遺伝子発現の低下

が観察された。これらのことから、Nrf2とATF4

は協調的にxCTの遺伝子発現を制御することが

明らかになった。 

（３）ヒストンデメチレースである LSD1 はそ
の反応過程で活性酸素である H2O2 を放出する
が、その役割についてはまだ良く理解されてい
ない。そこで LSD1 の Nrf2 による遺伝子発現に
対する役割を LSD1 ノックダウンにより解析し
た。テトラサイクリン誘導性に Nrf2 を発現す
るヒト細胞株 293 細胞において LSD1 をノック
ダウンして解析したが HO-1 遺伝子を始めとす
る Nrf2 の標的遺伝子の発現には有意な変化は
観察されなかった。 
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