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研究成果の概要（和文）：Keap1-Nrf2経路は親電子性物質や酸化ストレスに対する主要な生体防御機構である。
Keap1がNrf2活性を制御する分子メカニズムを明らかにするために、Keap1-Nrf2相互作用部位に変異を導入した
新しいNrf2変異体発現マウスを作製して解析を行った。また、Nrf2活性を制御するKeap1-Cul3複合体の相互作用
に酸化ストレスが与える影響を調べた。以上の解析から、酸化ストレスによるNrf2活性制御はKeap1-Nrf2-Cul3
複合体の構成を変化させることによるものではないことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The Keap1-Nrf2 pathway is the body’s principle inducible defense against 
electrophilic and oxidative stress, and as such plays an important role in cellular homeostasis and 
human health. In order to study the molecular mechanism of Keap1-dependent Nrf2 regulation, I used a
 new mouse model of Nrf2 activation, in which the weak binding DLG motif has been mutated into an 
additional ETGE motif, which binds tightly to Keap1. Analysis of this mouse revealed no change in 
the oxidative stress response, suggesting that the release of the DLG motif is not required for Nrf2
 activation in response to electrophilic inducers. This approach was complemented by in vitro 
studies of the Keap1-Cul3 complex, which revealed that the majority of Nrf2 inducers do not impact 
the composition of the Keap1-Cul3 complex.

研究分野： Molecular Biology

キーワード： Keap1-Nrf2

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
Nrf2活性化による疾患治療効果を最大限にするために、詳細なNrf2の誘導機構の理解が不可欠である。本研究の
成果は酸化ストレスによるNrf2活性化の分子機構において新しい知見を与えた。今後のNrf2活性化メカニズムの
研究およびNrf2誘導剤の開発において有益な情報を得ることができた。



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

多くのヒト疾患は環境因子によって細胞の恒常性が破綻することで生じる。このような生体

の恒常性破綻を防ぐために、哺乳類は様々なストレス応答シグナル系を備え、それを活性化すること

により、生体をダメージから守り、恒常性を維持する。Keap1-Nrf2 系は親電子性物質や酸化ストレスに

対する主要な生体防御機構である。親電子性物質や酸化ストレスはがん、心血管系疾患、メタボリック

シンドロームなど多くの疾患の発症に関与している。このようなヒト疾患における重要性のため、Nrf2

は創薬標的として注目されている。この Nrf2 標的薬の効果および特異性を最大限にするために、Nrf2

誘導機構の詳細な理解が必要である。 

 
２．研究の目的  
 

Nrf2 は非ストレス状態では Keap1 を含むユビキチン E3 ライゲースによって負に制御されて

いるが、細胞内外からの小分子誘導剤によって Keap1 の活性は調節される。この Nrf2 を安定化させ

る正確なメカニズムは未だよくわかっていない。特に、誘導剤が Keap1 に結合した際に、どのようにユ

ビキチンライゲース機能を阻害しているのか不明である。Keap1 の不活化は様々な仕組みによって引

き起こされうる。例えば、ユビキチン E3 ライーゲス複合体から Keap1 が乖離すること、あるいは

Keap1-Nrf2 の相互作用の変化によって生じうる。本研究では、酸化ストレスに応答して Nrf2 を活性化

する際の Keap1 不活化のメカニズムについて解析を行った。 

 
３．研究の方法  
 

Keap1 による Nrf2 制御の分子メカニズムを明らかにするために、Nrf2 が Keap1 と相互作用

する部位に変異を導入した Nrf2-Dual ETGE 変異体発現マウスを解析した。Nrf2 は DLG と ETGE の２

つのモチーフを介して Keap1 と結合するが、結合親和性の弱いDLG モチーフを、結合親和性の強い

ETGE モチーフと置換した Nrf2 を発現するマウスを作製した。この解析により、酸化ストレス時におけ

る DLG モチーフの重要性を明らかにできると期待される。すなわち、酸化ストレス応答において結合親

和性の弱いDLG モチーフが Keap1 から解離することが必要かどうか調べることが可能になる。また、

Keap1-Cul3-Nrf2 複合体の構成に酸化ストレスが影響を与えるのか調べるために、様々な分子生物

学的手法を用いてストレスの有無の違いを調べた。 

 
４．研究成果  
 

Nrf2-Dual ETGE マウスの樹立に成功し、生存および生殖可能であった。このマウスから腹腔
マクロファージを採取し、酸化ストレスに対する応答を調べた結果、有意な変化は観察され
なかった。Nrf2標的遺伝子の発現誘導を調べたところ、野生型マウスと Nrf2-Dual ETGEマウ
スに有意な違いは観察されなかった。以上の結果は、酸化ストレスに応答して Nrf2 が活性
化するために DLGモチーフが Keap1から外れることは必要ないことを示唆する。現在、オー
トファジーシャペロン p62による Nrf2の安定化における影響を、この Nrf2-Dual ETGEマウス
を用いて検証を行っている。 

また、Keap1-Cul3複合体の構成に酸化ストレスが影響を与えるのか調べるために、29種類の
Nrf2誘導剤を用いてその相互作用を調べた。その結果、CDDO-Imを除く、ほとんどの化合物
は Keap1-Cul3複合体の相互作用に影響しないことがわかった。 

以上の解析から、酸化ストレスによる Keap1 不活化は Keap1-Cul3-Nrf2 複合体の構成には

影響しないことがわかった。 
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