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研究成果の概要（和文）：本研究では、Nrf2依存的遺伝子発現調節における左巻きDNA構造が果

たす役割の解析を行った。まず、生細胞内で一過性に生じるZ-DNA構造の検出法を確立した。

その方法を用いて、ヒトヘムオキシゲナーゼ‐１(HO-1)遺伝子のプロモーター領域がNrf2依存

的にZ-DNA構造を形成することを明らかにした。さらに、HO-1遺伝子発現増強に先んじて、ク

ロマチンリモデリング因子BRG1がエンハンサー領域にリクルートされることおよびプロモー

ター領域がZ-DNA構造を形成することがわかった。また、Z-DNA構造形成によりプロモーター

領域のヌクレオソーム崩壊が速やかに起こるとともに、RNA polymerase IIのプロモーター導入

が促進されることがわかった。以上から、Z-DNA構造がHO-1遺伝子発現を増強することがわか

った。本研究により、DNAの形がクロマチン構造に影響を与え、遺伝子発現を制御することが

明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）： 

Left-handed double helix of DNA, called Z-DNA, is an alternative structure of DNA and appears to 

have many diverse roles in nuclear processes such as transcriptional regulation and nucleosome 

positioning. In this study, I have developed a method for in vivo detection of Z-DNA formation and 

show Nrf2 activation is associated with Z-DNA formation in the HO-1 gene promoter. The results 

implicate Nrf2-dependent Z-DNA formation in HO-1 gene transcriptional activation and suggest 

the involvement of BRG1 in Z-DNA formation. Human HO-1 gene promoter might be a good 

model system to understand Z-DNA formation and how Z-DNA forming sequences regulate gene 

expression. 
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１．研究開始当初の背景 

 生物は環境変化を感知し、速やかに適応

するが、その適応反応は遺伝性因子やエピジ

ェネティクスによって遺伝子発現の段階で

調節されている。そのため遺伝子発現調節機

構は生物の生存に必須であり、この環境変化

依存的な遺伝子発現は分業特化した転写因

子によって調節されている。 

 Nrf2 は活性酸素種や重金属、親電子性物

質などの環境ストレスに応答・活性化する転

写因子である。Nrf2 遺伝子破壊マウスの解析

から、Nrf2 が酸化ストレスや外来異物に対す

る生体防御機構の活性化を担うことが明ら

かになった。しかし、核内での Nrf2 依存的

な転写活性化の分子機構の詳細は、ほとんど

解明されていない。これまで研究者らは 

Nrf2 の核内挙動に着目し、核内で Nrf2 に相

互作用する分子について解析を進めてきた。

その結果、Nrf2 と相互作用する分子として

CBP、 BRG1、TRRAP を同定し、Nrf2 依存

的な転写活性化における機能を解析してき

た。なかでもクロマチン構造変換複合体のコ

アサブユニット BRG1 は Nrf2 の標的遺伝子

のうちヒトヘムオキシゲナーゼ-1（HO-1）遺

伝子の発現を選択的に増強した。さらに、ヒ

トHO-1遺伝子プロモーター領域にはZ-DNA

構造をとりうるチミンとグアニン(TG)の反

復配列が存在し、その配列が Nrf2-BRG1 複合

体を介した遺伝子発現を増強することが示

唆された。 

 通常、生体の DNA は右巻き二重らせん

構造をとっている。一方、プリン塩基とピリ

ミジン塩基が交互に並ぶ反復配列は、左巻き

らせん DNA 構造（Z-DNA）をとりやすいこ

とが知られており、Z-DNA 形成配列と呼ばれ

ている。しかし、細胞内のゲノム上で実際に

Z-DNA構造が形成されるか否かは、不明であ

った。そこで研究者らは、Z-DNA結合タンパ

ク質を用いて核内に移行して Z-DNA 構造に

結合する分子プローブを作製し、クロマチン

免疫沈降法によって細胞内における Z-DNA

形成の有無を検討した。その結果、細胞内ゲ

ノム上の HO-1 遺伝子プロモーター領域にお

いて、酸化ストレス誘導的な Z-DNA 構造形

成が検出できた。しかし、未だ Z-DNA 形成

の転写調節における機能的意義は明らかに

なっていない。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、Nrf2 依存的な遺伝子発現調節

において Z-DNA 構造が担う役割を解明する

ことが目的である。 

 

３．研究の方法 

（１）Z-DNA形成検出法の構築：生細胞内で

一過性に起きる Z-DNA 構造形成を検出する

ために、Z-DNA結合タンパク質アデノシンデ

アミナーゼ１（ADAR1）の Zドメインと

SV40 の核移行シグナルそして EGFP を融合

した分子プローブを作製した。さらに Zド

メインと SV40 の間に可動性リンカー配列を

挿入し、Z-probe タンパク質を作製した。陰

性対照として、Zドメインの Z-DNA 結合に

必須のアミノ酸に変異を導入し、Zmut-probe

を作製した。作製したタンパク質は、ゲルシ

フト解析で Z-DNA結合活性を確認した。 

（２）Z-DNA形成挙動の解析：生細胞内での

一過性 Z-DNA 構造形成検出するために、

Z-probe 発現プラスミドを生細胞へ導入し、

EGFP 特異的抗体を用いてクロマチン免疫沈

降を行った。さらに、Nrf2活性化剤であるジ

エチルマレイン酸(DEM)で HeLa 細胞を処理

した後、Nrf2 の標的遺伝子 HO-1 のプロモー

ター領域の Z-DNA 構造形成を経時的に解析

した。 

（３）Z-DNA 形成における Nrf2 の役割の解



 

 

析：Z-DNA 構造形成における Nrf2 の役割を

検討するために、HeLa 細胞に Nrf2 特異的

siRNA を導入し、HO-1 のプロモーター領域

の Z-DNA 構造形成を検討した。また、DEM

処理時のHO-1領域におけるNrf2結合挙動を

経時的に解析した。 

（４）Z-DNA形成における BRG1 の役割の解

析：Z-DNA 構造形成における Nrf2 の役割を

検討するために、HeLa 細胞に BRG1 特異的

siRNA を導入し、HO-1 のプロモーター領域

の Z-DNA 構造形成を検討した。また、DEM

処理時の HO-1 領域における BRG1 結合挙動

を経時的に解析した。 

（５）Z-DNA 形成の転写制御への貢献：

Z-DNA 形成の転写制御への貢献を検討する

ために、Z-DNA形成時の HO-1 領域における

RNA polymerase II (Pol II)の結合挙動を経時

的に解析した。さらに、この時の HO-1 遺伝

子プロモーターのヌクレオソーム挙動を解

析した。 

（６）Nrf2 と相互作用するタンパク質（群）

の同定と解析：Nrf2 の転写活性化の分子機構

を解明するために、大腸菌で合成したリコン

ビナント Nrf2 と相互作用するタンパク質を

HeLa 細胞の核抽出液から単離し、同定を行

った。また、同定タンパク質の Nrf2 依存的転

写活性化における機能を解析した。 

 

４．研究成果 

（１）Z-probeの Z-DNAへの結合活性を調べ

るために、ゲルシフト解析を行った。その結

果、Z-probe は Z-DNA 形成配列である TG18

反復配列に結合したが、Zmut-probe は結合し

なかった。さらに、競合阻害実験を行ったと

ころ、Z-DNA 形成配列である TG18 および

GC18では、Z-probe の Z-DNAへの結合が阻害

されたが、TA18 配列では阻害されなかった。

以上から、Z-probe は、Z-DNA 形成配列に結

合することが明らかとなった。 

（２）HeLa 細胞に Z-probeを発現させたとこ

ろ、核に局在することを確認した。生細胞内

での一過性Z-DNA構造形成検出するために、

Z-probe を発現するプラスミドと BRG1 発現

プラスミドを SW13細胞へ一過性形質導入し

た。SW13 細胞では、BRG1 依存的に CSF1

遺伝子プロモーターのTG反復配列の Z-DNA

形成を介して、遺伝子発現が増強する。抗

GFP 抗体によるクロマチン免疫沈降(ChIP)を

行ったところ、BRG1 依存的な CSF1 遺伝子

プロモーターの濃縮が見られた。すなわち、

Z-probeがBRG1依存的にCSF1遺伝子プロモ

ーターに結合増強したことを示している。こ

のことから、Z-probe を用いて生細胞内で

Z-DNA形成を検出できることがわかった。 

 次に、HeLa 細胞に Z-probe を導入し、

Nrf2 活性化剤であるジエチルマレイン酸

(DEM)で細胞を刺激した後、抗 GFP 抗体によ

る ChIP を行った。その結果、DEM刺激によ

り、ヘムオキシゲナーゼ‐１（HO-１）遺伝

子プロモーターの TG 反復配列の Z-probe に

よる濃縮が増強した。一方、チオレドキシン

レダクターゼ‐１(TXNRD1)遺伝子プロモー

ターの Z-probe による濃縮は見られなかった。

以上から、DEM により HO-1 遺伝子プロモー

ターの Z-DNA 形成が増強することがわかっ

た。 

（３）DEM による HO-1 遺伝子プロモーター

の Z-DNA形成増強における Nrf2の役割を検

討するために、HeLa細胞へNrf2特異的 siRNA

を導入した後、HO-1 遺伝子プロモーターの

Z-DNA 形成を検出した。その結果、Nrf2 ノ

ックダウン細胞では、DEMによる HO-1 遺伝

子プロモーターの Z-DNA 形成増強が見られ

なかった。このため、DEMによる HO-1 遺伝

子プロモーターの Z-DNA 形成増強には Nrf2

が必要なことがわかった。さらに、Z-DNA形



 

 

成における Nrf2 の必要性を検討するため、

HeLa 細胞に DEM を投与した後、経時的に

Nrf2 の HO-1 遺伝子領域への結合挙動を検討

した。その結果、DEM による HO-1 遺伝子発

現に先んじて、Nrf2が HO-１遺伝子の転写開

始点上流 9kb の E2 エンハンサーへ結合増強

するとともに、Z-DNAが形成されることがわ

かった。 

（４）Z-DNA形成における BRG1 の役割を検

討するために、HeLa 細胞に BRG1 特異的

siRNA を導入し、HO-1 遺伝子プロモーター

領域の Z-DNA 形成を検討した。その結果、

Nrf2 の発現量自体が低下してしまった。そこ

で、DEM 処理時の HO-1 遺伝子領域における

BRG1 結合挙動を経時的に解析した。その結

果、DEM 刺激により、BRG1 は HO-1 遺伝子

エンハンサーおよびプロモーターへの結合

が増強していた。この結合挙動は、Z-DNA形

成挙動に一致するものであった。以上から、

BRG1 は Z-DNA 形成に関与していると考え

られた。 

（５）Z-DNA形成の転写制御への貢献を検討

するために、Z-DNA形成時の HO-1 領域にお

ける RNA polymerase II (Pol II)の結合挙動お

よびプロモーター領域のヌクレオソーム占

有度を経時的に解析した。その結果、HO-1

遺伝子プロモーターにおけるヌクレオソー

ム占有度は、 Z-DNA 形成とともに速やかに

減少した。さらに、HO-1 遺伝子プロモータ

ーへの Pol II 結合は、Z-DNA形成とともに増

加したが、TXNRD1 遺伝子プロモーターでは、

増強が見られなかった。以上の結果から、

Z-DNA構造は、転写活性化に関与していると

考えられた。 

（６）Nrf2と相互作用するタンパク質として

KAP1 を同定した。KAP1 は転写の活性化お

よび抑制化のどちらにも関与するタンパク

質である。KAP1 の Nrf2 依存的転写活性化に

おける機能を解析するために、マウス線維芽

細胞 NIH3T3 において、KAP1 をノックダウ

ンした。その結果、Nrf2の標的遺伝子である

Ho-1 および Nqo1遺伝子発現が低下した。さ

らに、KAP1ノックダウン細胞では、Nqo1遺

伝子の Nrf2 結合部位 ARE への結合が低下し

ていた。また、酸化ストレス感受性検査を実

施したところ、KAP1 ノックダウン細胞はコ

ントロール細胞に比べ、酸化ストレスに対し

て脆弱になっていることがわかった。以上の

結果から、KAP1 は Nrf2依存的転写活性化に

関与する分子であることが明らかとなった。 
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