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研究成果の概要（和文）：活性酸素や毒物、細胞の機能不全といったストレスに対して、細胞は生体防御遺伝子
群の発現をオンにし適応する。このようなストレス応答遺伝子の発現制御の一部は、bZIP型転写因子であるCNC
因子と小Maf群因子の二量体によって制御されている。本研究では、特定のCNC-小Maf二量体の機能を純粋に評価
できる新規の解析系を確立し、この解析系によって、CNC因子に属するNrf1とNrf2が同じDNA結合配列を利用しな
がら、異なる標的遺伝子選択特異性を示すことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：In response to oxidative, xenobiotic stresses and cellular dysfunction, 
cells turn on a battery of cytoprotective genes　to cope with them.  These stress responses are 
regulated in part by various combinations of heterodimers composing bZIP transcription factors, CNC 
(Nrf1, Nrf2, Nrf3, p45 NFE2) and small Maf proteins (MafF, MafG, MafK). In this study, we 
established a new　assay system, which allows us to analyze the function of each CNC-sMaf dimer 
specifically without interference from other endogenous CNC-sMaf dimers or sMaf homodimers. Using 
this system, together with next generation sequencing analyses, we have clearly shown that  
Nrf1-MafG and Nrf2-MafG heterodimers show different target gene specificity, while they bind to the 
same DNA sequences.

研究分野：遺伝子発現制御
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シークエンス技術の発展により、包括的なヒト全ゲノム情報が蓄積しつつある。そして蓄積したゲノム情
報の、機能アノテーション（意味付け）が重要となっている。しかしながら、機能的に重複したファミリーを形
成する転写因子の正確な機能や、その因子が機能する遺伝子発現制御領域のアノテーションは不足している。本
研究では、新規に確立した解析系を用いることで、Nrf1-MafG, Nrf2-MafG二量体の分子としての機能解明に取り
組み、両者の結合配列に違いはないものの、機能的な点で明確な差異があることを実証した。これら情報は、遺
伝子発現制御の分子機構の理解に役立つものと期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
生物は、外来異物、活性酸素種などの様々なストレスに対して、生体防御遺伝子群を統一的に発
現誘導する。このシステムは主に複数の CNC 群因子（Nrf1, Nrf2, Nrf3, p45 NFE2）と sMaf 群
因子（MafF, MafG, MafK）のヘテロ二量体によって制御されている。CNC 群因子の中で、Nrf2 と
Nrf1 の機能は特に良く研究されている。Nrf2 は、通常細胞質において Keap1 E3 リガーゼ複合
体を介して分解されている。しかし、Keap1 がストレスを感知すると Nrf2 の分解が止まり、Nrf2
は核に移行して sMaf と二量体を形成し、抗酸化剤応答配列（ARE）に結合して抗酸化・解毒代謝
酵素遺伝子群の発現を上昇させる。一方、Nrf1 は小胞体に局在しており、品質不良タンパク質
蓄積ストレスにより活性化する。Nrf1 は、核に移行し sMaf と二量体を形成して、プロテアソー
ムサブユニット遺伝子や脂質代謝関連の遺伝子の発現を上昇させる。 
 Nrf1 と Nrf2 が構造上極めて類似しているにも関わらず、異なる標的遺伝子を選択的に活性化
している点である。しかし、Nrf1 と Nrf2 の結合する DNA 配列には差異は見出されていない。即
ち、両因子がどのように特定の標的遺伝子群を選択し、それらの発現を活性化しているのかは不
明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、CNC 群因子の機能が sMaf に依存する点に着目し、sMaf 群因子の完全欠失細胞株を
用いて、個々の CNC-sMaf 二量体の特異的機能を評価する独自の解析系を樹立する事を目的とし
た。また、本系を活用して、各 Nrf1 と Nrf2 の機能を個別に評価し、シス配列の差異を解析する
事を目的とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) CNC-sMaf テザード分子による sMaf 三重欠失細胞相補レスキュー系の確立 
sMaf 三重欠失マウス由来の線維芽細胞
では、sMaf群因子の機能が完全に欠損し
ているだけでなく、sMaf に依存した
Nrf1と Nrf2を含む全ての CNC因子の機
能も欠損している。この細胞系に対し
て、特定の CNC と sMaf 因子をリンカー
配列で結合した二テザード量体分子を
発現させ、その機能を相補レスキューす
ることで、CNC-sMaf二量体機能を個別に
解析できる系を確立する。まずは Nrf2
と MafG のテザード分子を作成すること
で、この系の確立を試みる。 
 
(2) Nrf1, Nrf2 の分子機能の差異を明らかにする 
上記で樹立した系を用いて、Nrf1 と MafG のテザード分子の機能を評価し、Nrf1 と Nrf2 の標的
遺伝子選択特異性の差異を、RNA シークエンスによる包括的な遺伝子発現解析、クロマチン免疫
沈降（ChIP）シークエンスによるゲノムワイドな結合部位の解析により明らかにする。また、CNC
因子のドメイン機能相関解析を実施し、標的遺伝子選択の特異性が、DNA 結合特異性で規定され
るのか、転写共役因子リクルート等で規定されるのか、その分子メカニズムを解明する。 
 
４．研究成果 
 
(1) CNC-sMaf テザード分子による sMaf 三重欠失細胞相補レスキュー系の確立 
Nrf2-MafG のテザード分子（T-N2G）を作成
し、sMaf 三重欠失細胞に導入し、安定発現
細胞株を樹立した。T-N2G 分子が、Nrf2 の
活性化剤であるジエチルマレイン酸（DEM）
の処理により、予想される分子量として核
に蓄積する事を確認した。定量 PCR による
遺伝子発現解析では、DEM 処理により、T-
N2G 発現細胞でのみ、NAD（P）H キノンオ
キシドレダクターゼ 1(NQO1), グルタチ
オン S-トランスフェラーゼ（GST）A4 と
いった Nrf2 の代表的な標的遺伝子が活性
化する事を確認し、導入したテザード分子が機能的である事を確認した。 



次に、T-N2G 分子によって活性化される遺伝子を包括的に解
析するため、RNA シークエンスを実施した。その結果、T-N2G
分子は、Nrf2 の標的遺伝子である抗酸化酵素遺伝子、解毒
代謝酵素遺伝子、ABC トランスポーター、代謝関連遺伝子等
の一群を活性化することが示された。空ベクターを導入し
た細胞（Mock）では、活性化しないため、T-N2G 依存的な活
性化であることが示された。一方、T-N2G 分子は、Nrf1 の
標的遺伝子であるプロテアソームサブユニット遺伝子の一
群を活性化しない事が明らかとなった。Nrf2-MafG 二量体の
標的遺伝子選択特異性が、Nrf1 と厳密に区別されている事
が示された。 
 
 次に、T-N2G のゲノム結合プロファイルを明らかにするた
め、ChIP シークエンス解析を実施した。その結果、CNC-sMaf 
binding element (CsMBE)が濃縮されることが確認された。
この配列は、TREシークエンスCoreの TGASTCAの片側がCNC
因子の好む Aまたは Gであり、もう片側が sMaf 因子の好む
GC である。このモチーフの他に、T-N2G 結合部位を中心に、
50 塩基程度離れた場所に別のモチーフが濃縮された。このモチーフは、げっ歯類特異的な SINE 
B2 ファミリーに属するレトロトランスポゾンである事が明らかとなった。この結果は、トラン
スポゾンが進化の過程でNrf2の転写制御領域の拡張に寄与
した可能性を示唆している。同様の結果は、我々のヒト不死
化リンパ球を用いたNrf2のゲノムワイドな結合解析でも明
らかになり、ヒトの場合は LINE1 が貢献している事が示唆
されている（引用文献①） 
 
 これらの結果は、T-N2G 分子を用いた sMaf 三重欠失細胞相
補レスキュー系が、Nrf2-MafG 二量体の機能を評価する事が
できることを示し、また、同時に sMaf が Nrf2 の二量体の
パートナー因子であるとするこれまでの主張を更に強く指
示する結果でもあった。これらの結果は、引用文献②で誌上
発表を行った。 
 
 次に、確立した CNC-sMaf テザード分子による sMaf 三重欠失細胞相補レスキュー系を用い、
Nrf1-MafG テザード分子（T-N1G）の機能を評価した。その結果、T-N1G 分子は、プロテアソーム
阻害剤 MG132 の処理によって、自身の標的遺伝子であるプロ
テアソーム関連遺伝子を活性化するだけでなく、Nrf2 の標的
である抗酸化・解毒代謝関連の遺伝子群を広範に活性化する
事が明らかとなった。従って、Nrf1 は、Nrf2 と比較してより
広い標的遺伝子選択特異性を示す事が示された。その他 T-
N1G の ChIP シークエンス解析データを含めた結果は、誌上
発表の予定である。 
 次に転写活性化ドメインと DNA 結合ドメインのどちらが、
これらNrf1と Nrf2の標的遺伝子選択特異性に重要か明らか
にするため、ドメイン置換分子を作成し、その機能を確立し
たテザード分子評価系で解析した。しかし、この過程で Nrf1
と Nrf2 の標的遺伝子選択特異性に関しては、その発現量が
重要である事が明らかとなり、発現量を厳密にコントロール
した系での評価が必要と判断し、新たな解析の構築を検討している 
 
<引用文献> 
① Landscape of electrophilic and inflammatory stress-mediated gene regulation in 
human lymphoblastoid cell lines.Ishida N, Aoki Y, Katsuoka F, et al. Free Radic Biol 
Med. 2020 Dec;161:71-83. 
② Direct and Specific Functional Evaluation of the Nrf2 and MafG Heterodimer by 
Introducing a Tethered Dimer into Small Maf-Deficient Cells. Katsuoka F, Otsuki A, 
Takahashi M, Ito S, Yamamoto M. Mol Cell Biol. 2019 Sep 27;39(20):e00273-19 
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