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研究成果の概要（和文）：生体は、環境ストレスに適切に応答して恒常性を維持している。本研

究は、酸化ストレス・異物に対するセンサーである Keap1-Nrf2 システムを検証し、ストレス感

知の新たな分子機構、疾患との関連を明らかにした。また、低酸素ストレスについては、エリ

スロポエチン遺伝子の発現制御を通じて、組織ごとに異なる多様な低酸素応答に対する遺伝子

発現制御機構について新たな知見を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Environmental stress response system allows organisms to keep 
cellular homeostasis. In this study, weexamined Keap1-Nrf2-mediated oxidative and 
xenobiotic defense system, and identified novel molecular mechanisms for stress-sensing 
system and their association with diseases.We alsoidentified diverse and elaborate gene 
regulatory mechanisms in response to hypoxic stressthrough the comprehensive analysis 
of erythropoietin gene regulatory regions. 
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１. 研究開始当初の背景 

 

私たちの体は、摂取している食物および酸素

の内包する毒性やそれらの過不足、すなわち、

環境ストレスに対して、機敏に応答して恒常

性を維持している。生体が環境変化を感知し、

それらに応答して、恒常性維持のための防御

システムを発動させる仕組みの解明は、多く

の疾病の病態解明に繋がる重要課題である。

環境変化を感知した細胞では、センサーから

の指令を受けて転写因子が活性化され、応答

に必要な遺伝子群の転写を活性化する。ここ

での重要知見は、これらの環境応答の分子基

盤を形成しているのは、誘導的な遺伝子発現

であること、即ち、生体防御酵素群の誘導発

現はまさに環境応答の中心的役割を担うシ

ステムであることである。したがって、上述

の転写因子群は「環境応答転写因子」とも呼

ばれる。 

 食餌性毒物（「親電子性物質」）や酸化スト
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レスは DNA 損傷を引き起こすことから、癌や

老化に深く関与することが示唆されてきた。

しかし、これらのストレスを感知するセンサ

ーやそれに応答する転写因子は長く不明で

あったため、本ストレス応答系の解析は停滞

していた。研究開始までに、我々は遺伝子改

変マウスを用いた実証的な解析により、親電

子性物質や酸化ストレスに対する応答系で

は Keap1-Nrf2 が環境応答転写因子の役割を

果たしていることを明らかにしてきた。しか

し、分子メカニズムの解明は、さらに充分に

検証・解明される必要があった。また、低酸

素応答に関わる新規のシステムが腎臓の特

有の細胞に存在することが示されていたが、

その詳細も不明であった。 

 

２. 研究の目的 

本研究は、（1）酸化ストレス・異物に対する

応答機構の解明と、（2）低酸素ストレスに対

する応答機構の解明という、大きな 2つのテ

ーマに焦点を当てて実施された。 

 

（１）Nrf2-Keap1 システムによるストレス感

知機構および同システムと発癌との関連性

の解析：Keap1 は、酸化ストレス・親電子性

毒物に対するセンサー分子として機能し、転

写因子 Nrf2 の活性化を制御している。Nrf2

と Keap1のセンサーとしての分子機能を構造

学的手法で明らかにする。また、これら分子

のマウス個体での評価系を確立し、Keap1 の

センサーとして重要なシステイン残基の個

体においての重要性、Nrf2 の機能ドメインの

解析を実施する。また、Keap1-Nrf2 システム

の疾患との関連を明らかにする。 

 

（２）エリスロポエチン（Epo）遺伝子制御

機構と低酸素感知機構の解析：低酸素に応答

して遺伝子発現が誘導されるEpo遺伝子の制

御機構を、マウス個体レベルで包括的に解析

する。特に、腎臓での Epo 遺伝子の発現に注

目し、その細胞特異的転写制御機構、産生細

胞の同定、及びその株化を試みることで、新

規の低酸素応答機構を解明する。 

 

３. 研究の方法 

 

（１）Nrf2-Keap1 システムによるストレス感

知機構および同システムと発癌との関連性 

 

①構造生物学的解析よるKeap1複合体の機能

の解明: Keap1 は Cul3 と E3 ユビキチンリガ

ーゼ複合体を形成し，Nrf2 をプロテアソーム

依存的に分解する。Keap1 は、反応性の高い

システイン残基を複数有しており、これらが

親電子性物質に対するセンサーとして機能

している。Keap1 全長、および Keap1 を含む

タンパク質複合体の構造を、X 線結晶構造解

析、NMR 解析等の手法で解析し、センサー分

子としての、また、Nrf2 の分解酵素複合体と

しての構造機能相関を解析する。 

 

②マウス個体を用いた Keap1 の機能解明 

個体レベルでのKeap1分子の機能評価系を樹

立し、Keap1 分子が有するシステイン残基の

機能貢献を明らかにする。複数存在するシス

テイン残基は、様々な親電子性物質に対して

応答するため、システインコードの存在が示

唆されるので、これを検証する。 

 

③Nrf2-Keap1システムと疾患との関連Keap1

遺伝子、および Nrf2 遺伝子の変異と、肺癌

等の様々疾患との関連が示唆されている。

Keap1-Nrf2 システムの破綻による疾患モデ

ルを作製し、その表現型や癌発症について解

析する。また、ヒト疾患に対する Keap1-Nrf2

システムの寄与を明らかにする。 

 

（２）Epo 遺伝子制御機構と新規低酸素感知

機構の解明 

 

①腎における Epo 遺伝子制御機構の解明 

Epo は、肝実質細胞ならびに腎臓の間質に存

在する特殊な細胞において極めて特異的発

現している。また、その遺伝子発現は、貧血、

低酸素等の刺激により誘導される。この遺伝

子発現制御機構を解析するために、プラスミ

ドを用いた一般的なトランスジェニックマ

ウスだけでなく、大腸菌人工染色体（BAC）

を用いたトランスジェニックレポーターマ

ウスを作製し、レポーター遺伝子の細胞特異

性、低酸素応答性を検証する。これらの解析

によって、新規の低酸素応答制御機構をシス

エレメントレベルで、また、そこに作用する

トランス因子の同定を試み、新規の低酸素応

答系を明らかにする。 

 

②腎 Epo 産生細胞の単離と性状の解明 

腎 Epo 産生細胞は、成人においての主な Epo

産生細胞として機能しており、その性状解析

は重要である。上記のレポーターマウスを用

いることで、Epo 産生細胞を単離し、その発

生過程における由来や、性状を明らかにする。

単離した細胞の株化を実施して、成人におけ

る Epo 遺伝子発現誘導における、低酸素応答

能の分子機構を解明する。 

 



 

 

４. 研究成果 

 

（１）Nrf2-Keap1 システムによるストレス感

知機構の解析： 

 

① 構造生物学的解析よるKeap1複合体の機

能の解明 : 構造生物学解析の成果として、

Nrf2 が Keap1 分子と結合する際に、静電ポテ

ンシャルの異なる２カ所の部位で相互作用

することを明らかにした。また、オートファ

ジーは、プロテアソームと並ぶ、細胞内の分

解系の主要な経路であるが、オートファジー

で蓄積する p62タンパク質がKeap1に結合し、

その結果、Nrf2-Keap1 システムを活性するこ

とを明らかにした。また、この結合を X線結

晶構造解析によって、明らかにした(図 1: 

Nature Cell Biol, 2010) 

 

 電子線単粒子解析によって、２量体化した

Keap1 分子全長の構造を可視化した。センサ

ーとして機能する活性型システイン残基を

含む領域が、Nrf2 認識ドメインである DC ド

メインを囲むように配置されていることが

明らかとなり、ストレスによってシステイン

残基が修飾され、DCドメインの構造変化へと

つながり、Nrf2の活性化が引き起こされる可

能性が示唆された。(図 2) 

 

② マウス個体を用いたKeap1分子機能の解

明 :  Keap1遺伝子の上流5.7kbpの制御領域

が、Keap1 遺伝子の発現を再現できることを

確認し、この制御領域で外来性の Keap1 分子

を発現するトランスジェニックマウスを作

製した。このマウスを Keap1 欠損マウスと交

配することで、内在性の Keap1 を欠失し、外

来性のKeap1のみを発現するマウスを作製し

た(トランスジェニック相補レスキュー解析

系の樹立)。このマウス個体での Keap1 分子

の解析系を用いて、Keap1 分子のストレスセ

ンサーとして重要なシステイン残基の機能

を検討した。その結果、Keap1 分子の 273 番

目と 288 番目のシステイン残基は、Nrf2 の抑

制に必須であることを示した (MCB, 2008)。

また、Keap1 ホモダイマーを形成する BTB ド

メインの151番目のシステイン残基(Cys151)

の重要性を検討し、BTB の二量体化が Nrf2 の

抑制に必須であること(MCB, 2008)、Nrf2 活

性化にCys151を必須とする親電子性物質と、

そうでないものがあることを明らかにし、シ

ステインコードの一端を示した(投稿中)。ま

た、このようなセンサー機構の分子基盤を理

解する目的で、BTB ドメインの結晶構造解析

を実施し、成功している (投稿準備中)。 

 ゼブラフィッシュを用いたミュータジェ

ネシス解析によって、Keap1/Nrf2 の活性化機

構には、少なくとも 6経路存在することが示

され、活性化メカニズムの多様性が、様々な

ストレスに対しての反応性を獲得したと考

えられた(MCB, 2009)。これらモデルは、p62

タンパク質蓄積による競合的な Nrf2 活性化

機構などの多様な Nrf2 活性化機構を事前に

予測していたと言える。 

 

③ 疾患との関連性 : 喫煙による肺気腫に

対して、Nrf2 が防御系として重要であること

を実証し、一方、肺がん細胞では、Keap1 と

Nrf2 分子のそれぞれに本系を恒常的に活性

化させる体性変異が高頻度に存在すること

を示した (Cancer Res, 2008)。また、野生

型の Keap1 と変異型 Keap1 の二量体には、

Nrf2 抑制能がないことを示し、がん細胞では

Keap1ヘテロ変異でも恒常的なNrf2の活性化

がおきることを示した(Cancer Res, 2011)。

Nrf2 の活性化が、がん細胞の機能にどのよう

に貢献しているか検討した結果、Nrf2 は、生

体防御機構を活性化するのに加えて、NADPH

産生を亢進させ、核酸・脂質合成等に必要な

還元力を供給していることを明らかにした。

さらに、がん細胞は、通常の細胞と比較して

グルコース・グルタミンの取り込み・代謝を

大きく変化させることにより、増殖に有利な

細胞内環境を実現していることが示された

(Cancer Cell, 2012)。 

 構造生物学的解析の欄にも記載したが、

Keap1-Nrf2 システムが、オートファジースト



 

 

レスを検知していることが明らかとなり、ま

た、肝細胞癌、肺癌細胞では、オートファジ

ーの基質であるp62タンパク質の蓄積がしば

しば観察され、これによって活性化した

Keap1-Nrf2 システムもまた、癌細胞の生存等 

に寄与していることを明らかにした

(CancerSci,2012、他)。 

 

（２）低酸素感知機構の解析 

 

① Epo 遺伝子制御機構の解明 : Epo 遺伝子

の制御機構を包括的に明らかにするために、

同遺伝子を含む 180kbp の BAC に緑色蛍光タ

ンパク質(GFP)を挿入し、これをマウスに導

入しBACトランスジェニックマウスを作製し

た。その結果、180kbp の領域には、腎臓、な

らびに肝臓でのEpo遺伝子の組織特異的な低

酸素応答に関与する制御領域が含まれてい

ることを確認した。また、制御領域の十分性

を検証するため、同 BAC 構築で Epo 遺伝子を

発現するトランスジェニックマウスを作製

した。本マウスは交配によって、Epo 遺伝子

欠損マウスの貧血等の表現型をレスキュー

できる事が明らかとなり、BAC 構築が Epo 遺

伝子の制御領域を包括的に含むことが機能

的にも示された(投稿準備中)。 

 過去の報告から、GATA 因子が Epo 遺伝子の

発現を抑制することで、同遺伝子の組織特異

的な発現に寄与していることが示唆されて

いた。同遺伝子のプロモーター領域の GATA

配列についてBACトランスジェニックマウス

で検証した結果、同 GATA 配列は、尿細管等

におけるEpo遺伝子の非特異的の抑制に寄与

していることが示された。また、ChIP 解析で、

この GATA 配列に GATA2, GATA3 が結合してい

ることを示し、GATA 因子が Epo 遺伝子の組織

特異的発現に重要であることをマウス個体

レベルで実証した(Blood, 2008)。 

 

 腎臓特異的なEpo遺伝子の制御領域の探索

をマウス個体において実施し、上流 17kbp の

範囲にあることを突き止めていた。本構築を

基に様々な制御領域の欠失構築作製、トラン

スジェニックマウスによる解析を実施した

結果、腎臓特異的な Epo 遺伝子制御領域を約

1kbp の範囲に特定した。同領域に作用するト

ランス因子としては、HIF2 または、HIF3 の

可能性が高く(下記参照)、現在、その詳細を

解析している。今後、同定した領域を更に解

析していくことで、腎性貧血の病態解明につ

ながると考えられる。 

 

 肝臓特異的なEpo遺伝子の制御領域の解析

をマウス個体において実施し、同遺伝子の3’

の領域(EpoE-3’)が、肝臓での Epo 遺伝子の

低酸素応答的な発現に必要かつ十分である

ことが明らかとなった。また EpoE-3’領域は、

胎生 14.5 日以降の肝臓における Epo 遺伝子

の発現に重要であり、胎仔肝での二次造血を

維持するEpo遺伝子の発現に重要であること

が示された(MCB, 2011)。一方、EpoE-3’領

域を用いて肝臓でのみEpo遺伝子を発現する

マウスを作出する過程で、生存・生殖可能で

あるが、重度の貧血症状を示す系統が得られ

た。このマウス（ISAM と命名）は、腎性貧血

のモデルマウスとして位置づけられ、恒常的

な低酸素状態が個体に与える影響を解析で

きる有用なマウスモデルとして期待される

(特許出願中)。 

 

② 腎臓 Epo 産生細胞(REP)の単離と性状の

解明 : REP 細胞の形態は、共焦点顕微鏡等に

よる観察で、突起を伸長した神経細胞あるい

は、線維芽細胞に類似していることが明らか

となった。免疫組織解析の結果、Epo 産生細

胞は、内皮細胞のマーカーとは一致せず、神

経細胞のマーカーである、MAP2 や NFL と一致

することが明らかとなった(Blood, 2008)。

更なる解析の結果、Epo 産生細胞の多くが、

腎皮質線維芽細胞(CD73 陽性)であることが

明らかとなった。また、REP 細胞を FACS にて

単離し、遺伝子発現をマイクロアレイ法で解

析した。その結果、REP細胞では、線維芽系、

神経系の遺伝子の発現が豊富であり、また、

Hif2a, Hif3a遺伝子の発現が高いことが明ら

かとなった (PLos One, 2011)。一方、単離

した REP細胞の株化をT抗原の導入によって

試みたが、本法では株化細胞樹立には至らな

かった。 

 

（３）当初の計画になかった解析 (Nrf2 と

Nrf1 の個体における機能的差異) 

 

 Nrf2 と同じ CNC ファミリーに属する Nrf1

は、当初、Nrf2 と同じ解毒化酵素群、抗酸化

酵素群の遺伝子の発現を制御していると考

えられていた。しかし、遺伝子破壊マウスの

解析などの結果から、Nrf2 とは異なる遺伝子



 

 

群を制御している可能性が示唆されていた

ため、当初の計画になかったが、Nrf2 と Nrf1

の機能的差異を詳細に解析する必要がある

と考えた。この目的で、Nrf1肝臓特異的、神

経細胞特異的な欠損マウスを作製して、その

表現型を解析した。その結果、Nrf1 肝臓特異

的遺伝子破壊マウスは、ヒトの非アルコール

性肝炎様の症状を示し、Nrf1 は Nrf2 とは異

なる遺伝子を制御していることを明らかに

した (JBC, 2008)。また、Nrf1 が脂質代謝の

制御因子である Lipin1, PGC-1a を直接制御

することを報告した (MCB, 2012)。一方、Nrf1

の神経特異的遺伝子破壊マウスは、小 Maf 群

因子複合欠失マウスで報告されている神経

変性に極めて類似した表現型を示すことを

明らかにし、Nrf1/Maf のヘテロ二量体が同組

織の恒常性の維持に重要であることを示し

た(Genes Cells, 2011)。 
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