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１．はじめに  

・CNCファミリー型転写因子Nrf1は神経の恒常性維持に関わる 

 Nrf1 は、CNC ファミリーと呼ばれる一群の bZip 型転写因子から構成されるファミリーに属している

（参考文献１）。本ファミリーは、p45/NF-E2、Nrf1、Nrf2、Nrf3 と Bach1、Bach2 の６つの転写因子か

ら構成され、前者は転写活性化因子であり、後者は転写抑制因子として機能する。これら因子はやはり

bZip 型転写因子である小 Maf 因子群とヘテロ二量体を形成し、抗酸化剤応答配列（ARE: antioxidant 

response element）あるいは MARE 配列（Maf recognition element）を介して、遺伝子発現を制御する。

すなわち１つの調節配列に対して、複数の転写因子が関与する複雑な遺伝子発現制御システムが存在す

ることになる。 

 我々は、Nrf1 の生理機能を解明する目的で種々の Nrf1 遺伝子破壊マウスを作成し解析を行っている。

神経特異的な Nrf1 ノックアウトマウスでは、小脳プルキンエ細胞や海馬・脊髄のニューロンにおいて

ユビキチン陽性タンパク質の蓄積を伴う神経変性を起こすことを見出した（参考文献２）。これまでア

ミノ酸配列の相同性から、Nrf1 は関連因子 Nrf2 が制御する酸化ストレス応答機構に関わると考えられ

てきた。しかし、興味深いこととしては、Nrf1 を欠失させた神経細胞では酸化ストレス応答遺伝子の発

現にはあまり変化がなく、むしろ炎症に関わる遺伝子の発現亢進が認められた。すなわち上記知見は、

Nrf1 が酸化ストレス応答とは異なる遺伝子の発現制御を行い、神経の恒常性維持に努めていることを強

く示唆する。 

・Nrf1 は、通常、タンパク質分解による機能抑制を受けている 

 Nrf1 は、通常、小胞体にとどめられ核移行が阻害されることで、転写活性が負に制御されていること

がわかっていた。さらに我々は、Nrf1 がタンパク質分解を受けていることを見出していた。すなわち

Nrf1 が転写因子として遺伝子発現制御を行うためには、このタンパク質分解機構から回避することが必

要となる。したがって Nrf1 による神経細胞の恒常性維持機構を理解するためには、このタンパク質分

解機構を解明することが重要である。 

 

研究目的 

 本研究課題では、神経の恒常性維持に関わる転写因子 Nrf1 の生理機能を解明するために、Nrf1 タン

パク質自体の分解機構と遺伝子発現制御機構について解明することを目的とする。 

 

２．方法 

 Nrf1 分子の制御機構を解明するために、Nrf1 結合因子の同定を質量分析機を用いたプロテオーム解

析により行った。さらに結合因子と Nrf1 の機能連関は、siRNA を用いた RNA 干渉法や分子生物学的手法

により検討した。 



 

３．研究成果 

（１）ユビキチン化因子 Hrd1 とβTrCP が、Nrf1 のタンパク質分解機構に関与する（発表論文１） 

  a）ユビキチン結合酵素アダプターβ-TrCP が核における Nrf1 の安定性を制御する 

  Nrf1 結合因子のプロテオーム解析により、ユビキチン結合酵素のサブユニットであるβ-TrCP2 と

Skp1 を同定した（産業技術総合研究所 夏目博士、家村博士との共同研究）。β-TrCP2 は Skp1 ととも

に Cullin1(Cul1)型のユビキチン結合酵素複合体を形成し、発生に関わるβ-カテニンなどをユビキチン

化しプロテアソーム依存的なタンパク質分解に供することが知られている。したがって、β-TrCPがNrf1

のタンパク質分解を制御していることが強く示唆されたため、以下の解析を行った。 

 まずβ-TrCP が Nrf1 のタンパク質安定性を制御していることを確認するために、β-TrCP siRNA を用

いた RNA 干渉実験により Nrf1 の安定性への影響を解析した。ヒト子宮頸がん由来 HeLa 細胞にβ-TrCP 

siRNA を導入後、さらに Nrf1 を一過的に発現させて、Nrf1 タンパク質の安定性をシクロヘキシミドチ

ェイス実験で観察した。その結果、HeLa 細胞の内在性β-TrCP をノックダウンさせると、Nrf1 が著しく

安定化することがわかった。また Nrf1 分子内部の 243-463 残基がβ-TrCP 依存的な Nrf1 タンパク質分

解機構に関わることがわかった。この領域のアミノ酸配列を詳細に検討すると、興味深いことに CNC フ

ァミリーの p45/NF-E2、Nrf1、Nrf2、Nrf3 に共通して存在するアミノ酸配列 DSGLS モチーフを持つこと

がわかった。DSGLS モチーフとは、β-TrCP のコンセンサス配列である DpSGXnpS (n≧1, pS: リン酸化

セリン残基）の非典型タイプであり、ヒトエリスロポエチンレセプターEpoR や Yap1 にも存在する。そ

こで DSGLS モチーフのセリン残基をアラニンに変異させた Nrf1 変異タンパク質は著しく安定化するこ

とを明らかにした。したがって、Nrf1 の分解機構は、DSGLS モチーフを介したβ-TrCP によるユビキチ

ン化によるタンパク質分解であることがわかった。 

 次に、β-TrCP による Nrf1 分解の細胞内場を解析した。β-TrCP siRNA によりノックダウンさせて変

異体の安定性を解析したところ、興味深いことに、核局在型 Nrf1 のみが安定化し、細胞質局在型 Nrf1

は依然としてタンパク質分解されることを見出した。すなわち、この知見は、Nrf1 は細胞質と核におい

て異なるタンパク質分解を受けていること、そしてβ-TrCP は核における分解機構を制御していること

が明らかとなった。 

 

b）ERAD ユビキチン結合酵素 Hrd1 が細胞質における Nrf1 タンパク質の安定性を制御する 

 細胞質における Nrf1 分解機構について解析を進めた。仮説としては、Nrf1 は通常小胞体に局在して

いることが知られているので、Nrf1 は小胞体関連タンパク質分解機構（ERAD: ER-associated 

degradation)により分解されていると考え、ERAD に関わるユビキチン結合酵素との関連を RNA 干渉法に

より調べた。その結果、Hrd1 siRNA が Nrf1 変異体を安定化することが示された。以上の結果から、細

胞質における Nrf1 のタンパク質分解機構は、ERAD のユビキチン結合酵素 Hrd1 により制御されているこ

とが明らかになった。なお海外のグループから同様な報告がされ、本研究結果を支持している（参考文

献３，４）。 

 

（２）Nrf1 はプロテアソームサブユニット PSMC4, PSMB6 遺伝子の発現を制御する 

 Nrf1 による神経の恒常性維持機構を解明するために、Nrf1 が直接制御する標的遺伝子を探索した結

果、プロテアソームサブユニット遺伝子 PSMC4 ならびに PSMB6 を同定した。ゲノム配列を解析したとこ

ろ、プロテアソーム遺伝子の調節領域に Nrf1 結合配列である ARE 配列が存在することを見出した。こ

こで、Nrf1 は構成的なプロテアソーム遺伝子の発現ではなく、プロテアソーム活性が阻害された時にプ

ロテアソーム遺伝子が発現亢進するプロテアソームリカバリー経路に関わっていた。すなわち HeLa 細



胞を、プロテアソーム阻害剤で処理すると、内在性 Nrf1 は核移行し、標的遺伝子であるプロテアソー

ムサブユニット PSMC4遺伝子のプロモーターに存在する ARE配列へ結合して遺伝子発現を活性化してい

ることを、クロマチン免疫沈降実験、RNA 干渉実験そしてリアルタイム PCR 法で確認した。さらに Nrf1

は、ほぼすべてのプロテアソームサブユニット遺伝子を発現制御することを確認した（発表論文２、校

閲中）。 

 

４．考察  

 本研究により、Nrf1は細胞質と核において、それぞれHrd1とβ-TrCPによるタンパク質分解を受け、機能抑

制されていることを明らかにした。さらにプロテアソーム活性の低下した際にプロテアソーム遺伝子の

発現を亢進させるプロテアソームリカバリー経路に、Nrf1が関与していることが明らかになった。これ

らの知見が、Nrf1による神経の恒常性維持機構にどのように関与するかは、今後さらに研究が必要とな

る。現時点での考察では、Nrf1は未同定のストレスによって活性化するストレス応答型転写因子であり、

そのストレスによって変性したタンパク質を神経細胞から除去するために、プロテアソーム遺伝子の発

現を活性化しているのであろうと考えている。 

 さらに、この知見から次の課題が浮かび上がる。１）Nrf1を活性化するストレスは何か？ ２）その活

性化ストレスを感知するセンサーは何か？ ３）これらNrf1活性化ストレスとセンサーが、どのように

Nrf1を活性化し、プロテアソーム遺伝子の発現を亢進させるのか？、という３つの問題である。おそら

くNrf1は、活性化ストレスによりHrd1依存的なユビキチン化機構を回避することで安定化し、小胞体あ

るいはゴルジ体に存在するタンパク質切断酵素により限定分解を受けることで核移行するメカニズムを

考えている。参考にするモデルは、コレステロール合成に関わる転写因子SREBPや小胞体ストレス応答に

関わるATF6の制御機構である。Nrf1はいわば「オーファン転写因子」でありこの機能を解明できれば、

神経の恒常性維持機構の解明とともに、その破綻により発症する神経変性疾患への治療法の創出にもつ

ながることが期待される。 
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