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研究成果の概要：bZIP 型転写因子である小 Maf 群因子は，Nrf2 と二量体となり，抗酸化剤応答

配列(Antioxidant response element)に結合し，酸化ストレス応答・異物代謝系酵素群の遺伝

子の転写を正に制御している．本研究では，小 Maf 群因子の一つ MafG を発現するトランスジェ

ニックマウスを作製し、小 Maf 群因子三重欠失マウスの表現型をレスキュー(トランスジェニッ

ク相補レスキュー)することに成功した。また MafG の SUMO 化部位変異体を発現するトランスジ

ェニックマウスに相補レスキュー解析の結果、同修飾は、MafG の個体の発生、生存には必須で

はないことを明らかにした。 
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１． 研究開始当初の背景 
生命は、個体の発生、分化、生存において、
常に外界の環境の変化に対応し、時には、外
界の環境ストレスだけではなく、内因性の
様々ストレスから自己を防御することで、そ
の活動を維持している。その環境に対する適
応の破綻が、様々な疾患の発症の原因となる。
従って、このようなストレスに対する生体防
御機構の解明は、研究開始当初だけでなく、
現在においても極めて重要な研究テーマで
ある。 
  このような生体防御系は、しばしば遺伝子

の発現制御レベル(転写レベル)で厳密に制
御されている。Basic region-leucine zipper 
(bZIP)型転写因子である Nrf2 と小 Maf 群因
子は、生体防御遺伝子の発現制御において、
中心的な役割をするタンパク質である。遺伝
学的な解析によって、Nrf2 欠失マウスでは，
酸化ストレスや異物代謝応答に関わる酵素
群の遺伝子の一群の発現が著明に減少して
いることを報告されている。また、研究代表
者らは、小 Maf 群三重欠失マウスを作製・解
析し報告している。小 Maf 群因子三重欠失マ
ウスは、胎生 11.5 日周辺で致死である。胎



(2)  小 Maf 群因子は、その存在量が、転写
に対して大きく影響することが知られてい
る。従って、相補レスキュー系に用いる遺伝
子発現制御領域は、小 Maf 群因子自身のもの
を用いることが望ましい。この目的で、MafG
遺伝子の制御領域(MafG gene regulatory 
domain:MGRD)を単離し、同制御領域の下でβ
ガラクトシダーゼ(LacZ)遺伝子を発現する
トランスジェニックマウスを作製する。LacZ
の発現が内在性の発現を再現していること
が確認された場合は、同制御領域で外来性の
MafG を発現するトランスジェニックマウス
MGRD-MafG を作製し、小 Maf 群因子三重欠失
マウスとの交配により、相補レスキューを試
みる (図 1)。G1K0F0 とは、MafG 遺伝子をヘ
テロに持ち、MafK, MafF 遺伝子がホモで欠失
したマウスを言う。このマウスは、正常に出
生し、交配可能であることを確認している。 

仔線維芽細胞を樹立し、酸化ストレス・異物
代謝酵素群の発現を解析したところ、ストレ
スに対する誘導能が完全に消失しているこ
とを明らかにした。これらの結果は、Nrf2 と
小 Maf 群因子のヘテロ二量体が、生体防御関
連遺伝子の発現誘導に極めて重要な役割を
果たしていることを示している。 
 遺伝子破壊マウスの解析結果が集積され
た当時、研究代表者は、次ぎなる課題は，Nrf2
と小 Maf 群因子のドメインの構造・機能相関
の解析であると考えた．ドメインとは、タン
パク質の機能に、あるいは、他の DNA・タン
パク質との相互作用に重要な領域のことを
指す。これまでの解析で、Nrf2 には、転写活
性化に重要なドメインが複数あることが示
されていたが、その詳細は不明であった。ま
た、小 Maf 群因子は、その N 末側に Small 
Ubiquitin-related modifier (SUMO)の修飾
部位があり、実際に SUMO 化修飾されること
が明らかにされていた。しかし、この SUMO
化修飾部位のマウス個体における機能は、明
らかに。 
 
２．研究の目的 
(1) Nrf2、小 Maf 群因子の各ドメインの機能
貢献をマウス個体レベルでの解析を実施す
ることを目的に、Nrf2 欠失マウスの肝臓特異
的相補レスキュー系の確立と、小 Maf 群因子
三重欠失マウスの相補レスキュー系を確立
することを当初の目的とした。相補レスキュ
ーとは、内在性の遺伝子を破壊したマウスに、
外来性の遺伝子を導入して相補的にレスキ
ューする手法である。 

 
４．研究成果 

 (1) 肝臓特異的な制御領域として、アルブミ
ン遺伝子の制御領域を利用して、Nrf2 を発現
するトランスジェニックマウスを作製した。
しかし、肝臓においての外来性の Nrf2 の発
現をウェスタンブロットで解析した結果、同
制御領域では、Nrf2 を充分量発現させること
が困難あることが明らかとなった。従って、
本申請期間内に、Nrf2 欠失マウスの相補レス
キュー系の確立には至らなかった。本研究に
関しては、条件付きに Nrf2 変異体を発現す
るような遺伝子構築作製し、内在性の Nrf2
遺伝子座に ES 細胞を用いた相同組換えの手

(2) Nrf2、小 Maf 群因子の野生型分子によっ
て、それぞれの遺伝子欠失マウスの表現型が
レスキューされた場合、相補レスキューが確
立されたと見なされる。よって、構築された
相補レスキュー系を用いて、ドメインの変異
体による相補レスキューを実施し、表現型の
解析から、ドメインのマウス個体における機
能貢献を明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 食道上皮などでの Nrf2 の恒常的な活性
化は、過角化によってマウスが致死となるこ
とが報告されている。一方、肝臓での Nrf2
の恒常的な活性化は、致死とならない。相補
レスキューの際に、Nrf2 変異体が恒常的な活
性化体になる可能性も視野にいれ、肝臓特異
的な相補レスキュー系の確立を計画した。ア
ルブミン遺伝子の制御領域は、肝臓特異的な
遺伝子発現を再現することが報告されてい
る。同制御領域で Nrf2 を発現するトランス
ジェニックマウスを作製し、Nrf2 欠失マウ
スと交配することで、肝臓特異的 Nrf2 欠損
相補レスキューを実施する。 



法によって導入し、マウス個体での Nrf2 の
ドメイン機能解析を計画している 
 
(2) MafG 遺伝子の制御領域として、同遺伝子
転写開始地点上流 6.9kbp、及び下流領域
3.7kbp を、マウスファージゲノムライブラリ
ーより単離し MGRD とした (図 2)。MGRD によ
って、LacZ 遺伝子を発現するトランスジェ
ニックマウスを作製し、LacZ 染色を実施した
結果、LacZ 染色部位は、これまでに報告され
ている MafG 遺伝子の発現部位とほぼ一致す
ることが明らかとなった。よって、単離した
制御領域 MGRD に、内在性の MafG の発現を再
現するために充分な領域が含まれているこ
とが明らかとなった。次に、MGRD によって、
野生型の MafG を発現するトランスジェニッ
クマウス MGRD-MafG を複数系統樹立した。
MGRD-MafG マウスは、外来性の MafG を内在性

の MafG の発現分布、発現量をほぼ再現して
発現すること、各組織より抽出したタンパク
質を用いたウェスタンブロットにて確認し
た。また、同マウスによって小 Maf 群因子の
三重欠失マウスの致死性の表現型をレスキ
ューできることを確認した(図 3)。 
 
また、組織学的な解析、血液学的な解析によ
っても、明らかな表現型は観察されなかった。
従って、小 Maf 群因子三重欠失マウス相補レ
スキュー系の確立に成功したと言える。 
 
(3) 次に、魚類からヒト・マウスまで進化上
保存された小 Maf 群因子の SUMO 化修飾部位
の重要性を上記相補レスキュー系を用いて
検討した(図 4)。SUMO 化部位である 14 番目
のリジン残基をアラニン残基に置換した変
異 MafG を発現するトランスジェニックマウ
スを複数系統樹立した。野生型と同様に小
Maf 群因子三重欠失との交配による相補レス
キュー解析を実施したところ、小 Maf 群因子
の致死性を完全に回避することが明らかと
なった。また、このレスキューマウスは、成
獣において著しい表現型を示さなかった。し
たがって、小 Maf 群因子の SUMO 化修飾は、
個体の発生・生存には必須ではないことが示

唆された。SUMO 化修飾のうち、特に SUMO-2/3
修飾は、ストレス刺激で誘導されると報告さ
れている。申請者らは、先に、小 Maf 群因子
の SUMO 化修飾が、SUMO-2/3 化であることを
同定している。従って、小 Maf 群因子の SUMO
化修飾が、定常状態では必須ではないが、ス
トレス時により重要となる可能性が充分考
えられる。現在、各種ストレス負荷に対する
SUMO 化部位変異 MafG レスキュー個体の反応
性を詳細に解析することを計画している。 
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