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１． 化学物質に対する生体防御機構

私たちは日常生活の中で，知らず知らずのうちに環境汚

染物質，薬物，食品添加物，生理活性物質などの化学物質

を食事や呼吸によって体内に取り込んでいる．これらの中

にはタンパク質分子や DNA分子を損傷させ，化学発がん

を引き起こす化学物質も含まれる．一方，細胞は生体防御

機構を有しており，これらの化学物質を解毒，排出するこ

とが知られている（図１）．体内に取り込まれた化合物は，

いわゆる�相反応と呼ばれる反応で，水酸化，還元，加水

分解を受ける．代表的な例としては，シトクロム P４５０に

よる酸化反応がよく知られている．続いて�相反応と呼ば

れるグルタチオン，硫酸，酢酸，グルクロン酸などの分子

が付加される反応（抱合と呼ばれる）が起こる．�相反応，

�相反応に関わる酵素群は，それぞれ反応特異性や基質特

異性を有しており，多様な化合物への代謝，抱合を可能に

している．抱合後の化合物は輸送体（ABC輸送体など）に

よって排出（�相反応と呼ぶこともある）される．胆嚢で

は胆汁として，腎臓では尿に排出される．

また，基質となる化合物の中には，�相反応を経ないで

直接�相反応によって解毒されるものも存在する．ある種

の化合物を投与すると�相反応・排出に関わる酵素・輸送

体をコードした一連の遺伝子群が発現誘導されることが知

られている．つまり，細胞には有毒な化合物を「感知」し

「転写制御」とリンクして解毒・排出をする生体防御系が

存在するのである．

２． �相酵素群の遺伝子発現を制御する

抗酸化剤応答性配列

抗酸化剤と呼ばれる化学物質群（ブチルヒドロキシアニ

ソール等）は，�相反応に関わる酵素を含む一連の生体防

御遺伝子群の発現を統一的に誘導し，化学発がんを抑制す

ることが知られている．また，抗酸化剤によって活性化さ

れる酵素群は，抗酸化剤応答性配列（ARE；５′-A／GTGAC／

GNNNGCA／G-３′）と呼ばれる共通の遺伝子発現制御領域

を有している．この事象は，ある特定の転写因子が抗酸化

剤依存的に活性化して ARE配列に結合し，標的遺伝子群

の発現を促している可能性を示唆するものであった（図

２）．また抗酸化剤は転写因子に直接作用するのではなく，

センサータンパク質を介して細胞情報が転写因子に伝達す

ることが明らかとなった．このセンサータンパク質は E３
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酵素複合体のアダプタータンパク質として機能する

Keap１１）であり，転写因子は Nrf２２）であることが明らかと

なった．Keap１が感知する化学物質群が後に数多く同定さ

れ，その多くは親電子性分子と総称されるものであること

が明らかとなった（後述）．

AREは赤血球分化に関わる NF-E２配列に類似している．

NF-E２は Cap‘n’Collar（CNC）ファミリーの一種である

p４５転写因子と転写活性化領域を持たない小Maf群転写因

子とが形成するヘテロ二量体によって認識される３）．この

NF-E２配列に結合する新規因子の解析が進む過程で，転写

因子 Nrf２が�相酵素群の遺伝子発現を統一的に制御する

ことが明らかとなった２）．この Nrf２の標的遺伝子群の解明

がその後の化学物質や酸化ストレスに対する生体防御機構

解明に大きく貢献した．

Nrf２-Mafヘテロ二量 体 が 認 識 す る ARE配 列（５′-

TGACNNNGC-３′，図３A）は，他の塩基性領域―ロイシン

ジッパー（bZip）型転写因子の認識配列と類似しているが，

その標的遺伝子群は Jun-Fosや CREB／ATF転写因子の標

的遺伝子群とは異なっていた．Nrf２-Mafは特に小Maf因

子による GC（上記配列の下線部）の認識によって認識配

列の特異性を生み出している．このユニークな分子認識の

構造的基盤を解明するために小Maf転写因子の構造生物

学的解析を行った．

筆者らは小Maf群転写因子の一つであるMafGホモ二

量体とMaf recognition element２５（MARE２５，図３B）と呼

ばれる AREと類似配列を有する DNAとの複合体結晶解

析に成功した４）．得られた小Maf因子―DNA複合体の全体

構図をリボン図で示す（図３C，D）．MafGは三つのへリッ

図１ 化学物質に対する生体防御機構
体内に取り込まれた様々な化学物質（�で示す）はまず�相反応による代謝（水
酸化，還元，加水分解）を受け，続いて�相反応（グルタチオンなどの抱合）を
経て，最後に輸送体（ABC輸送体など）によって細胞外へ排出される．ある種
の化学物質（�で示す）は�相反応を経ないで，直接，�相反応による抱合を受
ける．

図２ 毒性化学物質による生体防御酵素群の発現誘導
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クス（H１，H２，H３）からなり，extended homology region

（EHR）と呼ばれるMafGに特異的な領域は H１，H２及び

H３のアミノ末端部分（図３Dの点線で囲った部分），H３

は DNA結合に関わる塩基性領域，二量体形成に関わるロ

イシンジッパー領域からなっていた．EHRはMaf群因子

において高度に保存された領域であるため，GC配列の認

識に直接関わっていると予想された．しかし，EHRは

DNAと直接相互作用をしておらず（図３D），GC配列の認

識には５７番目のアルギニン残基（Arg５７）と６１番目のア

スパラギン残基（Asn６１）が直接関わっていることが明ら

かとなった．意外にもこれら二つのアミノ酸残基は多くの

bZip転写因子に保存されていた．Mafの Arg５７と Asn６１

は他の bZip転写因子と異なる特異的な側鎖配向をとるこ

とによって，GC配列を直接認識していた．MafG転写因

子と DNAとの複合体結晶構造解析によって，予想外の

DNA認識機構が解明された．

３． Keap１は Nrf２を制御する

Nrf２と相互作用する因子の探索から Keap１が同定され

た１）．図４に示した通り，Keap１は細胞質で Cullin３（Cul３）

タンパク質と会合してプロテアソーム分解系 E３酵素複合

体を形成するアダプタータンパク質として機能する．スト

レスのない状態では，Nrf２を迅速にユビキチン化して分

解する抑制因子として機能する５）．一方，酸化ストレスや

親電子性分子が存在すると，Keap１は不活性化し Nrf２の

抑制を解除する．その結果，Nrf２は安定化して核に移行

し，小Maf因子とヘテロ二量体を形成して AREに結合

し，�相酵素群を含む生体防御酵素群の遺伝子発現を活性

化する（図４）．つまり，Keap１による Nrf２の抑制制御の

本質は分解制御にあり，逆に，親電子性分子や酸化ストレ

スによる Nrf２活性化は，抑制状態からの「脱抑制」メカ

ニズムによる．常に Nrf２の合成と分解を繰り返す機構は

無駄も多いが，ストレスによる細胞障害に対して極めて短

時間で応答できるという点で優れた機構といえる．

さらに，この事象は Keap１が酸化ストレスや親電子性

分子群を認識し，その三次元構造を変化させることで E３

酵素複合体不活性化させる「ケミカルセンサー」として機

能していることを示している．特に，Keap１が多様な外部

からの物理化学的な信号（酸化ストレスや様々な有毒化学

物質）を認識・感知し，Nrf２の脱抑制という生物学的な

信号へと変換する分子機構は大変興味深い．しかし，その

分子レベルの機構はいまだ不明な点が多く，特に構造生物

学的な研究の進展が待たれる（後述）．

４． Keap１の二量体構造と Nrf２結合機構

Nrf２と Keap１は複数の機能ドメインから構成されてい

る（図５A，B）．Nrf２は六つの進化的に保存された Neh

（Nrf２-ECH homology）ドメインを有する（図５A）．それ

ぞれのドメインの役割は，Neh２は酸化ストレス依存的な

デグロン（タンパク質分解調節領域），Neh４，Ne５，Neh３

は転写活性化，Neh６は酸化ストレス非依存的デグロン，

Neh１は DNA結合及び小Maf因子とのヘテロ二量体形成，

である．特に Neh２は Keap１と結合する DLGモチーフと

ETGEモチーフの二つの領域を含んでおり，酸化ストレス

依存的な Nrf２抑制における鍵となる領域であり，構造解

析も進められている（後述）．

Keap１のドメイン構成を図５Bに示す．BTB／POZ（Broad-

complex，Tramtrack，Bric-a-Brac／Poxvirus and Zinc finger）

図３ 抗酸化剤応答性配列と小Maf転写因子の結晶構造
（A）Nrf２-小Maf転写因子ヘテロ二量体が認識する抗酸化剤応答性配列．（B）小Maf
転写因子ホモ二量体が認識するMARE２５配列．（C）小Maf転写因子ホモ二量体-DNA
複合体構造．（D）Cを９０度回転させた図．EHR領域を点線で囲む．
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ドメインは Cul３との相互作用と Keap１のホモ二量体形成

の両方に関わっている．IVR（intervening region）はセン

サー機能に関わっている．Keap１の C末端領域には，

Kelchまたは DGR（double-glycine repeat）リピートと呼ば

れる６回繰返しモチーフからなる DGRドメインを有す

る．Nrf２の結合には DGRドメインと C末端領域（CTR）

を含む DCドメインが関与しており，複数の複合体結晶構

造が報告されている（後述）．BTBドメイン，IVRドメイ

ンはいまだ結晶構造が解明されていない．二つのセンサー

ドメインの詳細な三次元構造が未解明であることが，

Keap１センサー機能解明の障害となっており今後の解析が

待たれる．

筆者らは全長 Keap１二量体構造を電子線単粒子解析法

によって明らかにした６）．Keap１は二つの房をもつサクラ

ンボ様の二量体構造をとっていた（図５C）．二つの房をつ

なぐ幹の部分は二量体 BTBドメインに相当し，二つの房

の部分は Nrf２結合能を有する DCドメインに相当する．

Keap１DCの結晶構造を房の部分に重ね合わせて示してい

る．Nrf２の DLGモチーフ，ETGEモチーフとそれぞれ結

合する部位を２本の矢印でそれぞれ示している．

図５Dは Keap１-Nrf２複合体を模式的に示したものであ

る．IVRに相当する部分は Keap１DCを含む大きな房の部

分に含まれると考えられているが，ここでは示していな

い．Nrf２の DLGと ETGEモチーフの二つの領域が，Keap１

の二つの房の部分（DCドメイン）の底面に２：１の比で

結合すると考えられる．また，Nrf２の DLGと ETGEモ

チーフに挟まれた領域は，リシンを多く含む αへリック
ス構造をとっており，この領域がポリユビキチン化される

と考えられる．E３リガーゼ複合体（Keap１-Cul３-Roc１）が

この αへリックス上のリシンをポリユビキチン化する際
に，最適な空間配置をとるために Keap１と Nrf２の２：１結

合が重要なのであろう．

ヒトがん症例では DLG及び ETGEモチーフに集中し

て，点変異が起こっていることが報告されている７）．図５D

に点変異の例を示す．これらの点変異によって DLG及び

ETGEモチーフのどちらか一方が Keap１と結合することが

できなくなり，ポリユビキチン化の効率が著しく低下する

と予想される．その結果，Nrf２はプロテアソームにおけ

る分解を免れ，核内に移行して抗がん剤を解毒・排出する

遺伝子群を恒常的に活性化する．この Nrf２の恒常的な活

性化はがん細胞を抗がん剤から守ることにつながり，がん

を悪性化するものと考えられている．

５． Keap１DC複合体結晶構造

Keap１DCドメインは Nrf２の DLG及び ETGEモチーフ

と結合する．Keap１と Cul３からなる E３酵素複合体の基質

特異性を決定する重要な領域であり，その構造生物学的な

検討は重要である．さらに Keap１DCは選択的オートファ

ジー基質 p６２と結合することも後の研究から明らかとなっ

た．筆者らは Keap１DCドメインと p６２の Keap１相互作用

領域（p６２-KIR）との複合体結晶構造解析を実施した．

Keap１DCは一次構造上，DGRモチーフが６回繰り返す配

図４ Keap１によるストレス感知と Nrf２活性化機構
Keap１は Cul３と E３酵素複合体を形成し，Nrf２をポリユビキチン化し，プロテアソームで
の分解を促進する．親電子性分子と称される化学物質や酸化ストレス存在下では不活性化
する．その結果，分解を逃れた Nrf２は核内で小Maf因子とヘテロ二量体を形成し，�相
解毒酵素群などの生体防御遺伝子群を活性化し，これらの親電子性分子によるストレスは
速やかに除去される．
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列を有している（図５B）．この繰り返しモチーフは立体構

造上，６枚羽のプロペラ様（βプロペラ）構造を示してい
た（図６B）．１～６の番号で示した βプロペラは図５Bに示

した６回繰り返し構造を持つ DGRモチーフに相当する．

この βプロペラの中心部分に基質結合ポケットを有して
いる（図６A，B）．

Keap１DCと Nrf２ETGEモチーフとの複合体結晶構造と

比較すると，Nrf２ETGEは，p６２-KIRと同様に βプロペラ
の中心部分に結合していた８，９）．結晶構造中では p６２-KIR

の１４アミノ酸残基中８アミノ酸残基のみの電子密度が確

認された．このうち５アミノ酸残基（P３５０，S３５１，T３５２，

E３５４，L３５５）が Keap１DCとの相互作用に直接関与してい

た．Keap１の八つのアミノ酸残基（Y３３４，S３６３，R３８０，

N３８２，R４１５，Q５３０，S５５５，S６０２）が p６２-KIRと水素結合

を形成していた．これら８アミノ酸残基に加えて二つのア

ミノ酸残基（R４８３と S５０８）が Nrf２-ETGEの認識に関わっ

ていた．つまり，p６２は Keap１の Nrf２-ETGE結合サイト

と同じ部分に競合的に結合することが示唆されたのであ

る．

オートファジー不全遺伝子改変マウスでは p６２が異常蓄

積し，さらには Nrf２の恒常的活性化が起こることが知ら

れていたが，この分子機構は不明であった．筆者らは複合

体結晶構造を含む解析から p６２が Nrf２と競合的に結合す

ることで Keap１による Nrf２のポリユビキチン化を阻害し，

分解を免れた Nrf２が核に移行し，標的遺伝子群を活性化

するという新しい活性化機構を明らかとした１０）．肝細胞が

んでは p６２が異常蓄積することが知られており，その結果

Nrf２が恒常的に活性化された状態が保たれる．点変異（図

５D）による Nrf２の恒常的活性化とは異なる機構で，p６２

が異常蓄積した肝細胞がんで Nrf２が恒常的に活性化し，

図５ Nrf２及び Keap１のドメイン構造と複合体モデル
（A）Nrf２のドメイン構造．六つの保存領域（Neh１から Neh６）から構成される．（B）

Keap１のドメイン構造．NTR（アミノ末端領域），BTB，IVR，DC，CTR（C末端領
域）の五つのドメインから構成される．（C）全長 Keap１二量体の電子線単粒子解析．
Keap１DCの結晶構造（リボン図）を重ね合わせて表示．（D）Keap１の BTBドメイ
ン，DCドメイン，反応性システイン，Nrf２-Neh２領域を模式的に示した図．下段に
ヒトがん症例でみられた点変異によるアミノ酸変異を示す．
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がんを悪性化する点は興味深い．

６． Kaep１を阻害する分子群

Keap１を阻害し Nrf２誘導を導く化合物の例を図７に示

す．ブロッコリースプラウトに含まれているスルフォラ

ファン（図７A），ワサビの辛み成分であるアリルイソチオ

シアネート，ローズマリーに含まれるカーノソール（図７

B），タマネギやソバなどに含まれるクェルセチン（図７C）

などは Keap１に作用して Nrf２を活性化することが知られ

ている．内因性の親電子性プロスタグランジン１５-デオキ

シ-Δ１２，１４-プロスタグランジン J２１１）（図８D）や一酸化窒素と

サイクリック GMPとの反応生成物である８-ニトロ-

cGMP１２）（図８E）やニトロ化脂肪酸も Nrf２を活性化するこ

とが報告されている．ビールの原材料であるホップに含ま

れるキサントフモール（図８F）なども ARE誘導剤として

知られている．これらの Keap１阻害分子を比較すると，

分子サイズや構造も多様である．Keap１はこれらの分子を

どのように認識しているのであろうか？ これらの化学物

質の多くは，親電子性分子と呼ばれるものが多く，この親

電子性分子の化学的性質をヒントに次に示すような Keap１

のセンサー機能に関する研究が進められている．

７． Keap１はシステインセンサー

Keap１を阻害する親電子性分子は，化学結合を生成する

反応において電子を受け取る側の化学種を有していること

に特徴がある．一方，システイン残基は求核性が非常に高

いチオール基を持つため，親電子性分子と容易に化学結合

を形成することができる．以上から，Keap１のシステイン

残基と親電子性分子との化学結合形成がセンサー機能に重

要であることが理解できる．通常，酵素が基質を認識する

際，分子表面の形状的，電子的な相補性によって基質特異

図６ Keap１DC-p６２複合体結晶構造
（A）Keap１DCをリボン，p６２-KIRを球で示す．（B）は（A）を９０度回転させた図．六つの
DGRリピートを番号で示す．

図７ 様々な Keap１阻害化合物
（A）スルフォラファン（ブロッコリー新芽由来）．（B）カーノ
ソール（ローズマリー由来）．（C）クェルセチン（タマネギやソ
バ由来）．（D）親電子性プロスタグランジン（１５-デオキシ-Δ１２，１４-
プロスタグランジン）J２（内因性の因子）．（E）８-ニトロサイク
リック GMP（内因性の因子）．（F）キサントフモール（ビール
の原材料ホップ由来）．
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性を生み出している．一方，Keap１のシステインセンサー

モデルは化学結合を形成しやすいかどうかが重要であり，

Keap１と標的となる化合物との間に分子表面の形状的な相

補性を必ずしも必要としない．このためシステインセン

サーモデルは Keap１が多様な化学物質をセンスすること

をうまく説明できるモデルといえる．

実際，ヒト KEAP１は２７残基，マウス Keap１は２５残基

と多数のシステインを有している．センサーシステインを

同定するため，特定の親電子性分子と Keap１の個々のシ

ステインとの反応性を網羅的に解析した研究が進められて

きた．これらの研究から，Keap１のセンサーシステインは

Cyc１５１，Cys２７３，Cys２８８の三つであると考えられている

（図５B）．Cys１５１は BTBドメインに，Cys２７３および Cys

２８８は IVRドメインに位置している．また，BTBと IVR

のセンサーシステインはそれぞれ，異なるタイプの親電子

性分子を認識することから，Keap１は複数のセンサー領域

を有していると考えられる．いずれにせよ，これらのシス

テイン残基のチオール基が親電子性分子と化学結合を形成

することで Keap１-Cul３複合体に何らかの構造変化が起こ

り，その結果，Nrf２のポリユビキチン化が抑制されるこ

とが重要なのであろう１３）．図８にバルドキソロンメチル及

びスルフォラファンによる Keap１システインの化学修飾

を模式的に示す．この共有結合の形成が Keap１BTBの二

量体構造に何らかの変化を及ぼし，Keap１を不活性型のコ

ンホメーションへと変化させるものと考えられる．

８． ま と め

最近の全長 Keap１の電子線単粒子解析，Keap１DCと

Nrf２及び p６２との複合体結晶構造解析などから Keap１の

構造的基盤が部分的に明らかとなってきた．一方，ケミカ

ルセンサーとしての Keap１の構造・機能相関はいまだ不

明な点が多い．Keap１が親電子性分子を感知する機構は，

Keap１のシステイン残基が化学修飾を受けることによるコ

ンホメーション変化がトリガーとなっている．今後は

Keap１センサードメインについて，活性型であるシステイ

ン非修飾型と不活性型のシステイン修飾型との両方につい

て構造解析を進め，両者を比較することが重要であろう．

結晶構造解析が進んでいない Keap１BTB及び IVRドメイ

図８ 親電子性分子による Keap１システインの化学修飾
（A）バルドキソロンメチル，及び（B）スルフォラファンによる Keap１システインの化学修飾モデル．＊はシステインが反応
するであろう原子を示している．
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ンの構造解析の進展が期待される．また，細胞質中にはグ

ルタチオンなど多くのチオール基が存在する．これらのチ

オール基と化学結合を形成することなく，親電子性分子が

Keap１と特異的に化学結合を形成するためには，Keap１の

センサーシステインの反応性を高める何らかの仕組みが存

在すると考えられる．その詳細は不明であり，様々な手法

を駆使した複合的な研究の展開が期待される．
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