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研究成果の概要（和文）：個体レベルでのGCN1L1の役割を明らかにするためにGCN1L1LのRWD BD (RWD binding 
domain)特異的欠失マウス（GCN1L1 deltaRWDBDマウス）を作成した。GCN1L1 deltaRWDBDマウスは、胎児期によ
り成長遅延を呈し出生直後に肺胞虚脱のため呼吸不全により死亡した。GCN1L1 KOマウス由来の胎児期繊維芽細
胞で解析すると、DRG2のタンパク質量低下を伴うG2/M arrestを起こしていることが明らかになった。GCN1L1は
DRG2の機能調節を介して細胞増殖を制御していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to clarify the roles of GCN1L1, we generated GCN1L1 mice lacking 
RWDBD (GCN1L1 delta RWDBD) that is required for GCN1L1 binding to RWD possessing proteins such as 
GCN2 and DFRP2. The embryos of GCN1L1 delta RWDBD mice shows growth retardation starting from at 
least 12.5 dpc and died soon after birth. The embryonic fibroblasts obtained from GCN1L1 delta RWDBD
 mice shows slower prolifferation compared to those of wild-type mice associting with G2/M cell 
cycle arrest and decreased levels of DRG2 that heterodimerizes with DFRP2. These results suggest 
that GCN1L1 controls cell proliferation via the regulation of DRG2/DFRP2.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
	
 転写因子 Nrf2 は親電子性物質や活性酸素
などによって活性化され一群の生体防御遺
伝子を誘導するストレス応答性転写因子で
ある。私たちは Nrf2 がアミノ酸飢餓応答に
関わる転写因子 ATF4 および GCN1L1 と相互作
用することを見出した。GCN1L1 は酵母におい
ては、アミノ酸飢餓のセンシングに関わる因
子であることがわかっていたが、哺乳動物に
おける GCN1L1 の生理的役割は不明であった。	
 
	
 
２．研究の目的 
	
 Nrf2 の酸化ストレスによる活性化および
Nrf2 の機能発現における ATF4 および GCN1L1
の役割を詳細に解析することにより、Nrf2 と
アミノ酸飢餓ストレス応答経路とのクロス
トークが Nrf2 を介した酸化ストレス応答経
路に果たす役割を明らかにする。	
 
	
 
３．研究の方法 
（１）GCN1L1 の in	
 vivo での機能を知るため

に CRSPR/CAS9 を用いて GCN1L1	
 KO マウスを

作成した。GCN2 の結合部位である RWD	
 BD	
 (RWD	
 

binding	
 domain)特異的欠失マウス（GCN1L1	
 

ΔRWD マウス）と GCN1L を全長を欠失したマウ
ス（GCN1L1	
 Δ2nd	
 exon	
 マウス）の 2 とおりの
ノックアウトマウスを作成した。	
 

(２)	
 GCN1L1 の酸化ストレス応答における役

割を Nrf2 の活性化（親電子性物質ストレス）

と ATF4 の活性化（ミトコンドリアストレス）

に注目して解析した。方法としては、ヒト一

倍体細胞株 HAP1 において GCN1L1 をノックア

ウトした細胞（HAP1ΔGCN1L1）を利用した他
に種々のがん細胞で GCN1L1 をノックダウン

することにより解析した。（３）Nrf2 と ATF4

による転写の協調作用を Nrf2 と ATF4 の両者

が活性化するプロテアソーム阻害下で解析

した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）GCN1L1 が酸化ストレス防御に果たす役

割の個体レベルでの検討	
 ---	
 個体レベルで

の GCN1L1 の役割を明らかにするために

GCN1L1L の RWD	
 BD	
 (RWD	
 binding	
 domain)特

異的欠失マウス（GCN1L1	
 ΔRWDBD マウス）を
作成した。RWD 領域は他の生物種において

GCN2 ばかりではなく DFPRP2	
 を介して DRG2

と複合体を形成することが知られている

GCN1L1 の重要ドメインである。GCN1L1	
 

ΔRWDBD マウスは、胎児期により成長遅延を呈
し出生直後に肺胞虚脱のため呼吸不全によ

り致死であった（図１）。	
 

	
 

GCN1L1	
 Δ2nd	
 exon	
 マウスはより重篤なフェノ
タイプを示し、胎生早期に致死であることが

明らかになった。また、GCN2	
 KO マウスは

GCN1L1	
 ΔRWDBD マウスにみられるようなフェ
ノイプを呈さないため、このフェノタイプは

GCN2 経路の機能不全によるものではないこ

とが示唆された。KO マウスから MEF を作成し

て解析すると、GCN1L1	
 KO マウスでは野生型

MEF に比較して、細胞増殖抑制がみられた。

ところで、DRG2 を欠失した細胞は p21 の発現

誘導を伴う G2/M	
 arrest を起こすことが報告

されている。そこで GCN1L1	
 KO マウス由来の

MEF で解析すると、DRG2 のタンパク質量低下

を伴う G2/M	
 arrest を起こしていることが明

らかになった。以上のことから、GCN1L1 は

DRG2 の機能調節を介して細胞増殖を制御し

ていることが示唆された。また、GCN1L1	
 KO

マウス由来の MEF では IGF-1 による AKT のリ

ン酸化が減弱していることが明らかになっ

た。(２)	
 HAP1 の野生株および HAP1ΔGCN1L1
を用いて ATF4 活性化および Nrf2 活性化を解

析した。ヒスチジン飢餓を模倣する

histidinol 処理により野生株では ATF4 の標

的遺伝子であるアスパラギン合成酵素

（ASNS）の発現が誘導されたが、GCN1L1 欠損

株では誘導されなかった。ミトコンドリアス

トレス誘導剤として ATP アーゼ阻害剤

oligomycin	
 およびミトコンドリア翻訳阻害

剤 doxycycline で処理したところ、いずれに

よっても ASNS の発現誘導が見られ、

HAP1ΔGCN1L1 では野生株に比べ oligomycin
による誘導に差はなかったが doxycycline に

よる誘導が半減した（図２）。	
 

	
 



以上のことから、GCN1L1 はドキシサイクリン
処理によるミトコンドリアの異常を特異的
に感知できる可能性が示唆された。一方で親
電子性物質ジエチルマレイン酸による Nrf2
の活性化を野生株およびHAP1ΔGCN1L1を用い
て解析すると HAP1ΔGCN1L1 において Nrf2 の
活性化が著明に減弱していることが明らか
になった。以上のことから GCN1L1 は親電子
性物質による Nrf2 の活性化に関与すること
が示唆された。（３）Nrf2 と相互作用する因
子を酵母ツーハイブリッド法により検索し、
ATF4 を同定した。膀胱癌細胞 T-24 細胞にお
いてプロテアソーム阻害剤は Nrf2 と ATF4 を
同時活性化し、シスチントランスポーター
xCT の発現を協調的に活性化した。クロマチ
ン免疫法で解析すると Nrf2 と ATF4 はそれぞ
れ独自にそれぞれの応答配列に結合したが、
両者はそれぞれプロモーター上で相互作用
し複合体を形成していた。Nrf2 と ATF4 によ
る協調的な xCT の発現制御は、膀胱癌のプロ
テアソーム阻害剤抵抗性に寄与していた。	
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