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研究成果の概要（和文）：Nrf2は高等動物の酸化ストレス応答において中心的な役割を果たす転写因子である。酵母GC
N1はアミノ酸飢餓応答に必須であることがわかっている。本研究において私たちは酵母GCN1のヒトホモローグGCN1L1が
Nrf2と直接相互作用することを見出し、種々のヒトがん細胞やマウス繊維芽細胞においてGCN1L1のノックダウンがNrf2
の活性化を減弱することを見出した。また、Nrf2はグリオーマU373MG細胞においてアミノ酸飢餓によって活性化するこ
とを見出した。以上のことから、Nrf2を介した酸化ストレス応答はアミノ酸飢餓応答とクロストークすることが明らか
になった。

研究成果の概要（英文）：Nrf2 plays an important role in oxidative stress response in animals. On the other
 hand, yeast GCN1 plays an essential role in amino acid starvation response. In this study, we found that 
GCN1L1, a human homologue of GCN1, directly binds to 
Nrf2 and that GCN1L1 knockdown diminishes Nrf2 response in various human cancer cells and mouse fibroblast
s. Furthermore, Nrf2 was activated by the amino acid starvation. These results suggest the cross talk of N
rf2 stress response with amino acid starvation response pathway.
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１．研究開始当初の背景 
	
 転写因子 Nrf2 はグルタチオン合成酵素を

始めとする多くの抗酸化酵素の発現調節に

関わり、活性酸素の蓄積を抑制してがんの増

殖や神経変性疾患の防御に重要な役割を果

たしている。Nrf2 の活性は抑制因子 Keap1 を

介したユビキチン・プロテアソームによるタ

ンパク質分解で負に制御されている。酸化ス

トレスによる Nrf2 の活性化は Keap1 タンパ

ク質システインチオール基の酸化（不活化）

を介した Nrf2 分解の抑制によることがこれ

までに提唱されているが詳細は不明である

（Yamamoto	
 T	
 et	
 al,	
 MCB	
 2008）。	
 

	
 酸化ストレス応答においては、細胞内に数
mM の濃度で存在するグルタチオン（GSH；グ
リシン、システイン、グルタミン酸よりなる
トリペプチド）が重要な役割を果たすので、
細胞内アミノ酸代謝も酸化ストレス応答に
重要である。私たちは Nrf2 と相互作用する
因子を網羅的に検索して、酵母 GCN1 ホモロ
ーグである GCN1L1 が Nrf2 に結合することを
発見した。GCN2 はアミノ酸飢餓のセンサーと
して働くリン酸化酵素である。GCN2 は翻訳調
節因子 eIF2a のリン酸化等を介してストレス
耐性に寄与するが、酵母においてGCN1はGCN2
の活性化に必要とされるポリソーム結合性
の因子である。私たちはこれまでにヒトアス
トロサイトーマ細胞株 U373MG においてグル
タチオン枯渇薬である親電子性物質ジエチ
ルマレイン酸（DEM）による Nrf2 の活性化が
GCN1L1 のノックダウンにより著明に減弱す
ることを見出した。この結果は、GCN1L1 が
Nrf2 の酸化ストレスによる活性化に必須の
因子であり、さらに GCN1L1 が酸化ストレス
のセンサーとして働くことを示唆した。	
 
 
２．研究の目的 
本研究においては、酵母においてアミノ酸飢

餓応答に必須の因子であるGCN1のヒトホモ
ローグ GCN1L1 が酸化ストレスの鍵転写因
子 Nrf2 の活性化に果たす役割を解明するた
め、特に以下の２点について明らかにするこ

とを目的とした。	
 

（１）酸化ストレス（DEM およびその他の酸

化ストレス刺激）による Nrf2 活性化におけ

る GCN1L1 の役割および分子機構を明らかに

する。	
 

（２）酵母において GCN2-GCN1 経路を活性化
するアミノ酸飢餓（特にシステイン飢餓）が
Nrf2 を活性化するかどうかを明らかにする。	
 
 
３．研究の方法 
（１）Nrf2 と GCN1L1 との相互作用部位を明らか
にするため、GST-Nrf2 の融合タンパク質と 35S
放射性ラベルした GCN1L1 タンパク質を用いて
プルダウン法により解析した。 
（２）GCN1L1 の細胞内局在は western	
 blot 解析
と免疫染色法により解析した。また、ハロタグ

を融合した GCN1L1 を用いて、DEM が GCN1L1 の
細胞内局在に影響を与えるかどうかを解析した。	
 
（３）種々のがん細胞や繊維芽細胞および種々の
酸化ストレス剤を用いて GCN1L1 ノックダウン
および GCN2 ノックダウンが Nrf2 経路に与える
影響を解析した。	
 
（４）GCN1L1 が Nrf2 の転写活性化能に与える影
響を HeLa 細胞における一過性過剰発現実験に
より解析した。トランスフェクション試薬には
FueGene を用いた。	
 
（５）システインなどのアミノ酸が欠乏した培地
を用いてアミノ酸飢餓が Nrf2 経路に与える影
響を解析した。	
 
	
 
４．研究成果	
 

（１）Neh2,	
 Neh4,	
 Neh5 を含む Nrf2	
 N 末端

(NT)領域と GCN1L1 との相互作用様式を明ら

かにするため、Nrf2 および GCN1L1 の各種欠

失変異体を用いて解析した。その結果、Nrf2

の	
 Neh5 領域が GCN1L1 全長と強く相互作用

することが明らかになった。Neh2-4 を含む領

域は非常に弱く GCN1L1 と相互作用した。ま

た、Nrf2-NT は GCN1L1 の最も N末端の 1〜373

アミノ酸領域と強く相互作用することが明

らかになった。この領域は機能ドメインが同

定されていない機能未知の領域であった。	
 

（２）GCN1L1 をノックダウンした T-24 細胞

（膀胱癌細胞）、U87MG 細胞（グリオーマ）に

おいては、U373MG 細胞と同様に DEM や tBHQ

による Nrf2 の細胞内蓄積の減弱が観察され

た。また、マウス繊維芽細胞においては、

GCN1L1 ノックダウンにより過酸化水素によ

る Nrf2 の蓄積が減少した。また、U373MG 細

胞においては、プロテアソーム阻害による

Nrf2 の蓄積が GCN1L1 ノックダウンにより減

弱した。	
 

	
 GCN1L1 をノックダウンした U373MG 細胞で

は DEM 刺激による AKT のリン酸化（Ser473 番

目のリン酸化）が減弱していたが、T-24 細胞

ではそれが観察されなかったことから

GCN1L1 の役割は細胞種ごとで異なることが

示唆された。HeLa 細胞において解析すると、

GCN1L1 のノックダウンは酸化ストレスによ

る Nrf2 の細胞内蓄積には影響を与えなかっ

たが HO-1 のタンパク質レベルでの誘導を減

弱した。このことは、GCN1L1 が Nrf2 の制御

とは独立して HO-1 の発現制御を担う可能性

を示唆した。さらに U373MG 細胞では、GCN2

のノックダウンが HO-1 の mRNA レベルおよび

タンパク質レベルでの発現を著明に増加す

ることから（図１）、GCN1L1-GCN2 経路は HO-1

の発現レベルをタンパク質あるいは mRNA レ

ベルで調節していることが考えられた。	
 

	
 



	
 
図１	
 GCN2ノックダウンによるHO-1タンパク質の誘導。

ControlまたはGCN2	
 siRNAをトランスフェクションして24

時間後、DEM処理してHO-1の発現量をwestern	
 blot法で解

析した。コントロールには、β-actinを用いた。	
 
	
 

（３）GCN1L1のNrf2活性化に果たす役割を解

析するため、GCN1L1の細胞内局在を解析した。

その結果、GCN1L1はU373MG細胞およびHeLa細胞

の両方において細胞質に局在することが明ら

かになった。また、この結果と一致してハロタ

グを付加したGCN1L1も核周囲の細胞質に強い

局在が観察された（図２）。この局在はDEM処理

によって変化しなかった。一方、実験ごとのば

らつきはあるものの、GCN1L1はDEM処理によっ

てタンパク質レベルで増加することが観察さ

れた。このことが酸化ストレス感知に役立って

いることが考えられた。	
 

	
 

	
 
図2.	
 HeLa細胞におけるGCN1L1の細胞内局在。(A)	
 GCN1L1

抗体で検出したGCN1L1.	
 （B）ハロタグGCN1L1の融合タン

パク質を蛍光顕微鏡により検出した.	
 いづれも核周囲の

細胞質に強い局在を示した。	
 

	
 

（４）GCN1L1がNrf2の転写活性化能に与える

影響を解析するため、QR-AREを持つルシフェラ

ーゼリポーター遺伝子を用いて解析した。

GCN1L1およびGCN1L1ハロタグ融合タンパク質

の過剰発現はリポーター遺伝子の発現を濃度

依存性に活性化した。また、GCN1L1は過剰発現

したNrf2の転写活性化能を濃度依存性に活性

化した。	
 

（５）U373MG細胞を用いて、システイン欠乏

培地（Cys(-)）、メチオニン欠乏培地（Met(-)

）ロイシン欠乏培地（Leu(-)）がNrf2の蓄積に

対する影響を解析した。その結果、いずれの欠

乏培地もNrf2の細胞内蓄積を誘導した。次に

Nrf2標的遺伝子の発現を解析した。興味深いこ

とに、Cys(-)はLeu(-)に比べて非常に強くヘム

オキシゲナーゼ１の遺伝子誘導をおこした。逆

にLeu(-)はCys(-)に比べてNQO1の発現誘導を

強く起こした。Preliminaryな結果ではあるが

、Leu(-)はCys(-)に比べてNrf2の核蓄積を強く

誘導した。これらの結果は各アミノ酸に対する

特異的な飢餓応答が存在することを示唆した。	
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