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研究成果の概要（和文）：酸化ストレス応答に関わる遺伝子群Keap1,Nrf2の遺伝子を欠損させた

ノックアウトES細胞を樹立して、酸化ストレス下での応答性を解析することにより、Keap1-Nrf2

を介した酸化ストレスのメカニズムを解明することが本研究の目的である。今年度はKeap1へテ

ロマウス同士の掛け合わせ、およびNrf2へテロ同士の掛け合わせから得られた胚盤胞からES細胞

を樹立し、genotypeの判定によりKeap1ノックアウトES、Nrf2ノックアウトES細胞をそれぞれ樹

立した。樹立したES細胞は野生型と同様にES細胞様の形状を維持し、幹細胞としての増殖能を保

持していた。現在、胚様体形成によるES細胞分化系を行い、これら変異ES細胞の分化能を調べて

いる。 
 
 
研究成果の概要（英文）：New ES cells lines are generated from Nrf2, Keap1 null blastocytes. 
These Nrf2 KO and Keap1 KO ES cells are expected to have phenotypes in oxidative stress 
responses. Nrf2 and Keap1 null blastocytes are obtained from cross mating heterozygous 
mutant mice. Genomic PCR are used to determine the genotypes of established ES cells. 
Nrf2 and Keap1 null ES cells show typical ES-like morphologies. The ES cell lines also 
show expression pattern of ES cell markers. Embryoid body formation are used as ES 
differentiation system.  
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１．研究開始当初の背景 活性酸素種などの

酸化ストレスや外来異物に対しての応答系

の破綻は、様々な疾患の発症と密接に関わっ

ている。このような疾患を未然に防ぐ目的で

細胞はストレスに対して素早い応答で対応

し、恒常性を維持している。これまでの研究
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から転写因子 Nrf2 が酸化ストレス・異物代

謝応答系に関わる酵素遺伝子の一群を統一

的に制御していることが明らかになってい

る。Nrf2は、非刺激時では Keap1分子を介し

てプロテアソーム依存的に分解されている。

この Keap1 の Nrf2 分解促進作用は Keap1 と

結合している Cullin3ユビキチン複合体によ

る Nrf2ユビキチン化の促進による。しかし、

酸化ストレスや親電子性物質の投与により、

Nrf2 の分解が停止し、Nrf2 は速やかに核に

蓄積し、標的遺伝子群を活性化する。 
 この酸化ストレスを感知し、酸化—抗酸化の
バランスを調節するいわゆるレドックスの
ホメオスタシスにおいて Keap1-Nrf2 は重要
な役割を果たしている。最近になって外来か
らの親電子性物質だけでなく生体内で合成
される内在性の活性酸素種などの存在が明
らかになったことから Keap1-Nrf2 システム
は単に外来からの酸化ストレス応答だけで
なく、細胞内のシグナル伝達の役目を担って
いることがわかった。また様々ながん組織に
おいて Keap1 や Nrf2 への突然変異によって
Nrf2 の活性が恒常的に活性化していること
が報告されており、がん腫瘍形成にも
Keap1-Nrf2 システムが深く関与しているこ
とが示唆されている。本研究では特にがん発
生の初期段階における酸化ストレスに着目
し、幹細胞/がん幹細胞ニッチにおける
Keap1-Nrf2 システムを介した酸化ストレス
の役割を解明することを目的とする。  
 がん遺伝子、がん抑制遺伝子の発見により
細胞のがん化のメカニズムを分子レベルで
語ることができるようになりがんの理解は
飛躍的に進んできた。とくに癌細胞の異常な
増殖能に着目して研究を集中してきた結果、
細胞周期のメカニズムと癌細胞がどのよう
にしてその正常な機構から逸脱しているか
という点については様々な試料、角度から研
究され、その理解は飛躍的に進んできた。一
方、我々の身体の中ではがん細胞は正常細胞
に囲まれているという事実は、これまでの研
究においてあまり考慮されてこなかった。近
年、正常細胞と変異細胞が互いの差異を認識
し、両者の細胞内シグナル伝達に相互に影響
を与えていることが明らかになってきた。ま
た、癌腫瘍の形成過程において転移や腫瘍増
殖はその機序がかなり解析されているが、が
んの初期発生の機序は、少数からなる癌細胞
を観察する難しさなどもあり、細胞レベル・
分子レベルでの理解はまだ不明な点が多い。
がん発生の初期段階では突然変異により生
じた変異細胞（がん細胞/がん幹細胞）は正
常細胞に囲まれた状態で増殖をする。このが
ん細胞周囲の環境を考慮すると、変異細胞自
身の cell-autonomousな現象・シグナル伝達
だけでなく変異細胞と正常細胞間の相互作

用による non-cell-autonomousな現象・シグ
ナル伝達もがん形成に大きく関わっている
と考えられる。遺伝子破壊マウスの解析やヒ
ト癌検体からの変異体の検出結果から、がん
腫瘍形成に Keap1-Nrf2 システムが深く関与
していることが明らかになっている。しかし
ながら Keap1-Nrf2 ががん形成のどの段階に
寄与しているかはほとんど明らかになって
いない。ある種の幹細胞やがん幹細胞におい
て ROSレベルが低く保たれており、分化とと
もに ROSレベルは上昇することから細胞の未
分化維持において酸化ストレスが何らかの
役割を担っていると考えられる。  
 

２．研究の目的  in vivo でのさまざまな

電子伝達反応の間に産生される活性酸素種

（ROS）は、一般的に細胞に対して有害であ

ると考えられている。幹細胞やがん幹細胞で

は ROSが低く保たれているという観察結果か

ら酸化ストレスが未分化細胞の増殖や分化

の制御にも深く関与していることが近年の

研究により明らかになってきた。本研究では

酸化—抗酸化のバランス調節において中心的

な役割を果たしている Keap1-Nrf2 システム

が幹細胞やがん幹細胞内での ROS濃度の調節

を介して、未分化細胞の増殖と分化制御に関

わっているという仮説から出発し、in vivo、
in vitro の系を組み合わせて幹細胞ニッチ

における Keap1-Nrf2 システムを介した酸化

ストレスの役割を解明することを目的とす

る。 

 

３．研究の方法 がん幹細胞の存在の証明は

近年成功したが、がんの種類によりがん幹細

胞マーカーも異なり、未だ同定法・培養法は

確立されていない。そこで本研究では細胞同

定としてのマーカーや培養法、分化系が確立

しており、がん幹細胞とよく似た性質を保持

していると考えられている胚性幹細胞（ES細

胞）を用いる。ES細胞の樹立は往来難しいも

のであり、ES細胞の樹立が不可能と考えられ

ていたマウス系統もあったが、血清に代わる

serum replacement の開発や培養条件の改善

によって近年では ES 細胞を比較的簡単に樹

立することが可能となった。当研究室で既に

作製されている Keap1、Nrf2の遺伝子破壊マ

ウスを交配することによりホモ接合の胚盤

胞を得、これからノックアウト ES 細胞を樹

立する(図 1)。 

 

 

 

 



 

 

 新しく樹立したノックアウト ESは酸化スト

レス感受性もしくは抵抗性を示すことが予

測されるがその程度を酸化剤添加での培養

により、幹細胞における Keap1-Nrf2 を介し

た酸化ストレス応答を解析する。またこれら

ノックアウト ES 細胞が、自己複製能や分化

能といった幹細胞の性質を野生型と同様に

保っているか機能解析を行う。具体的にはノ

ックアウト ES 細胞を浮遊培養することによ

り embryoid bodyを形成させ、その後改めて

付着培養することにより embryoid bodyを三

胚葉系に分化させる。外胚葉、中胚葉、内胚

葉それぞれのマーカーで定量的 PCRもしくは

免疫染色によりノックアウト ES 細胞の分化

能を調べる。この研究計画により幹細胞にお

ける酸化ストレスと Keap1-Nrf2 系の役割の

解明が期待できるが in vitro の系であるが

ゆえに実際の生体内での現象と齟齬が起き

る可能性がある。その欠点を補うために、本

研究ではさらに生体内での酸化ストレス応

答領域を決定すべき、以下に述べる酸化スト

レス応答モニタートランスジェニックマウ

スを作製し、解析する。DFO 等の蛍光色素を

生きた培養細胞やマウス個体に投与するこ

とで、比較的簡便に生きた状態での ROSを測

定することが既に可能となっているが、一度

酸化ストレスを受けてその後正常状態に戻

った細胞を検出するのは難しい。そこで Nrf2

の活性制御ドメインである Neh2 ドメインを

Creに融合させたNeh2-Creトランスジェニッ

クマウスを作製する。このマウスは定常状態

において Creタンパクはそれぞれ Keap1との

相互作用により分解されてしまうが、酸化ス

トレスで Creタンパクは安定になり、ゲノム

上に存在する loxP配列を認識して loxP間の

ゲノム配列を切り出すことができるように

なる。このトランスジェニックマウスを

ROSA26GFP マウスと掛け合わせることにより、

一度でも酸化ストレス状態になった細胞は

恒常的に GFPを発現するようになり、定常状

態に戻った後も GFP陽性細胞として追跡する

ことができる(図 2)。 

 

 作製したノックアウト ES 細胞に GFP 発現

ベクターを導入して、ノックアウト ES 細胞

をあらかじめ GFP標識しておく。ノックアウ

ト ES細胞は野生型の ES細胞集団と共培養さ

せてノックアウト ES細胞が野生型 ES細胞に

とり囲まれている環境を作る。この混合 ES

細胞集団を用いて幹細胞分化系の実験を行

う。ノックアウト ES 細胞は GFP 標識されて

いるので容易に野生型 ESと区別がつくので、

野生型 ES 細胞に囲まれた際のノックアウト

ES細胞の挙動および増殖能・分化能について

調べる。  特に野生型 ES 細胞と接してい

る、境界上のノックアウト ES細胞/野生型 ES

細胞については E-カドヘリンなどの接着因

子や細胞骨格因子の発現様式に着目して解

析を行う（図 3）。 

 



 

 

                                      

４．研究成果 Keap1 へテロマウス同士の掛

け合わせ、および Nrf2 へテロ同士の掛け合

わせから得られた胚盤胞から ES 細胞を樹立

し、genotypeの判定により Keap1ノックアウ

ト ES、Nrf2ノックアウト ES細胞をそれぞれ

樹立した。樹立した ES 細胞は野生型と同様

に ES 細胞様の形状を維持し、幹細胞として

の増殖能を保持していた。 
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