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研究成果の概要（和文）：　大気汚染物質である1,4-ナフトキノン（1,4-NQ）は親電子性を有しており、生体内にてタ
ンパク質の反応性システイン残基と容易に共有結合を形成する。本研究では1,4-NQを特異的に認識する抗体を作製し、
ヒト扁平上皮A431細胞を用いて細胞内の分子標的やそれに対応する生存シグナル伝達経路を解析することを目的とした
。その結果、細胞は1,4-NQのような親電子物質に対して、センサータンパク質の親電子修飾を介して生存に関わる複数
のシグナル伝達経路（HSP90/HSF1系、Keap1/Nrf2系、PTP1B/EGFR系など）を活性化させて防御応答することを明らかに
した。

研究成果の概要（英文）： 1,4-Naphthoquinone (1,4-NQ), an environmental electrophile, is capable of 
covalently binding to cellular proteins, which has been recognized to be associated with not only its 
toxicity but also the activation of cellular signal transduction pathways for cellular protection against 
reactive chemicals. In this study, we prepared specific anti-1,4-NQ antibody and found that 
1,4-NQ-mediated covalent modification of heat shock protein 90 (HSP90) causes activation of heat shock 
factor-1 (HSF1), resulting in protection against 1,4-NQ toxicity in A431 cells. Furthermore, Keap1/Nrf2 
and PTP1B/EGFR pathways as well as HSP90/HSF1 pathway also found to play a role in protective response to 
1,4-NQ toxicity.

研究分野：毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 
 産業の発達に伴い、化石燃料の燃焼などに
より発生する大気中汚染物質の健康影響が
危惧されている。我々は大気中より、新奇の
親電子物質としてナフタレンの光酸化体で
ある 1,2-ナフトキノン（1,2-NQ）を同定し、
その生体内分子標的や細胞の適応システム
について研究を行ってきた。1,2-NQのような
親電子物質は、タンパク質の反応性システイ
ン残基と不可逆的な共有結合を形成してそ
の機能障害に関わることから、反応性の高い
有害物質であるといえる。一方、生体はその
ような親電子物質から身を守る感知・応答の
適応システムを有しており、最も代表的なシ
ステムとして Keap1/Nrf2 系が明らかにされ
ている。すなわち、生体はセンサータンパク
質であるKeap1の反応性システイン残基で親
電子物質を感知し、それが引き金となって普
段は負に制御されている転写因子 Nrf2 の活
性化を引き起こす。Nrf2は第二相異物代謝酵
素群および第三相トランスポーターの発現
を一括制御していることから、細胞は親電子
物質の解毒および細胞外への排泄を促進で
きる。我々は、この Keap1/Nrf2 システムが
1,2-NQ の毒性防御機構において重要な役割
を担っていることを明らかにしている。 
 親電子物質に対するそれ以外の生体の感
知・応答センサーとしては、PTP1B/EGFR系
や HSP/HSF1系が考えられる。例えば、Protein 
tyrosine phosphatase 1B (PTP1B)はプロテイン
フォスファターゼファミリーに属する脱リ
ン酸化酵素であり、上皮成長因子受容体
（EGFR）の自己リン酸化による活性化を負
に制御している。しかし、PTP1Bの反応性シ
ステイン残基が 1,2-NQ のような親電子物質
によって修飾を受けて不活性化されると、
EGFR が活性化され、その下流の生存シグナ
ル伝達系を活性化させることによって細胞
は死から免れるのではないかと予想した。実
際、1,2-NQが PTP1Bの Cys121に共有結合し
て本酵素活性を阻害し、細胞内 EGFRのリン
酸化を亢進させることを我々は既に明らか
にしている。以上のように、これまで大気中
のモデル親電子物質として 1,2-NQ に着目し
て研究を進めてきた。一方、我々は同じく大
気中より親電子物質として 1,4-ナフトキノン
（1,4-NQ）を同定しているが、1,4-NQに対す
る感知・応答センサーや、それを介した細胞
の生存シグナル伝達機構については未解明
のまま残されていた。1,4-NQと 1,2-NQは共
にタンパク質への共有結合能を有するが、化
学的に 1,4-NQ の方がその反応性は低い。言
い換えれば、1,4-NQはタンパク質に非特異的
に結合するというよりもむしろ、より反応性
の高いシステイン残基（センサータンパク
質）と結合しやすい可能性が考えられる。大
気汚染の深刻なアメリカ南カリフォルニア
地区で採取した大気サンプルにおいて、
1,4-NQは 1,2-NQよりも高い濃度で検出され

ていることから、当該物質に対する生体の防
衛機構を明らかにすることは環境衛生学的
観点からも重要である。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では大気中に存在する親電子物質
のモデルとして 1,4-NQ を用い、その特異的
抗体を作製し、当該親電子物質に対する感
知・応答センサーを介した細胞の生存シグナ
ル制御機構を明らかにすること目的とする。
細胞がどのようなシステムで親電子物質に
応答しているのかを理解することで、効果的
な生体防御戦略を構築するための基礎的知
見を得ることを目指す。 
 
３．研究の方法 
 
１）抗 1,4-NQ抗体の作製 
 ポリクローナル抗体の作製はヘモシアニ
ンに 1,4-NQ を共有結合させ、これをウサギ
（New Zealand系、雌性）に 2週間毎に感作
した。抗体の精製は得られた抗血清を 50%硫
安画分（50%飽和）した後、沈殿タンパク質
を溶解してプロテインAカラムで IgG画分を
得た。抗体の力価は ELISA法で検討した。 
 
２）細胞の生存シグナルの活性化とその防御
的役割 
 細胞はヒト扁平上皮由来 A431 細胞および
ヒト胎児腎由来 HEK293細胞を用いた。タン
パク質の相互作用は免疫沈降法を用いた。タ
ンパク質の発現および核移行はウエスタン
ブロットにて検出した。遺伝子発現変動の解
析はマイクロアレイ法を用いた。Heat shock 
reponse element（HRE）の転写活性化はルシ
フェラーゼ法を用いた。細胞毒性は MTT 法
を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
 
 1,4-NQは親電子性を有しており、生体内に
てタンパク質の反応性システイン残基と容
易に共有結合を形成するが、その細胞内分子
標的に関する知見は乏しい。そこでまず、
1,4-NQを特異的に認識する抗体を作製し、当
該物質の細胞内標的タンパク質を検出・同定
すること目的とした。1,4-NQ抗原を感作して
得られたウサギ抗血清を用いて ELISA 法に
て検討したところ、1,4-NQに対する抗体価の
上昇を認めた。そこでウサギ血清中の IgG画
分を精製した後、抗 1,4-NQ 抗体の抗原特異
性について検討した。本研究で作製したウサ
ギポリクローナル抗体は、1,2-NQに対する僅
かな交差性を有したが、1,4-NQを母骨格とし
た各種誘導体は全く認識しなかったことか
ら、1,4-NQに特異性の高い抗体であることが
示唆された。 
 次に、ヒト扁平上皮 A431細胞に 1,4-NQを
曝露後に、回収したタンパク質を 2次元電気



泳動で分離し 1,4-NQ抗体で 1,4-NQの標的タ
ンパク質を検出後、LC-MSにてそのタンパク
質を同定した。その結果、合計 9つのタンパ
ク質を同定し、中でも 3種類が熱ショックタ
ンパク質ファミリー（HSP90, HSC71, HSP70）
であることを明らかにした。近年、細胞の親
電子シグナル伝達系の 1 つとして HSP/HSF1
系が報告されており、heat shock protein 90
（HSP90）や HSP70 は転写因子 heat shock 
factor-1（HSF1）を負に制御していることが
知られている。そこで次に、センサータンパ
ク質への共有結合に伴う親電子シグナル伝
達経路の活性化について解析した。A431 細
胞を 1,4-NQ に曝露後、HSP90 を免疫沈降し
たところ確かに 1,4-NQ が結合していた。リ
コンビナント HSP90を用いて 1,4-NQの結合
部位を LS-MS にて同定した結果、Cys564 ま
たは Lys565に結合することを明らかにした。
この結合部位はHSP90の2量体化に関わるド
メインに位置していることから、1,4-NQ は
HSP90の 2量体化を阻害することによってそ
の機能を低下させる可能性が示唆された。と
ころで、HSP90は定常時に転写因子 HSF1と
結合することによってその機能を負に制御
していることが知られている。そこで HSF1
の活性化を検討したところ、1,4-NQの曝露に
より HSP90 と HSF1 の相互作用が低下し、
HSF1 が核に移行することを明らかにした。
また、1,4-NQの曝露濃度依存的に HSF1の下
流遺伝子群である HSPA6、HSP40、HSP90お
よびHSP105の発現が誘導された。更に、HSF1
のノックダウンにより 1,4-NQ による HSPA6
の発現亢進は抑制され、1,4-NQの毒性は有意
に増強した。以上の結果より、HSP90/HSF1
系が 1,4-NQ に対して細胞生存に働く防御応
答システムの 1つとして機能していることが
示唆された。最後に、Keap1/Nrf2 系および
PTP1B/EGFR系を介した細胞の生存シグナル
制御機構を検討した。ヒト扁平上皮 A431 細
胞を 1,4-NQに曝露したところ、転写因子Nrf2
の核移行および下流タンパク質であるヘム
オキシゲナーゼ-1 （HO-1）の発現亢進が観
察された。また、1,4-NQ曝露による遺伝子発
現の変動をマイクロアレイにて網羅的に調
べたところ、HO-1だけでなく Nrf2下流の γ-
グルタミルシステインリガーゼ（GCL）やア
ルドケト還元酵素（AKR）分子種の発現誘導
が見られた。一方、1,4-NQ に曝露した A431
細胞においては PTP1B の修飾とそれに伴う
EGFRおよびERKのリン酸化レベルの上昇も
見られた。このとき、 EGFR の阻害剤
PD153035およびERKの阻害剤 PD98059を前
処理すると 1,4-NQ による濃度依存的な細胞
死 は い ず れ も 増 強 し た こ と か ら 、
PTP1B/EGFR 系が 1,4-NQ に対する毒性防御
機構の１つとして機能していることが示唆
された。すなわち、細胞は 1,4-NQ のような
親電子物質に対して、複数の生存シグナル経
路 （ HSP90/HSF1 系 、 Keap1/Nrf2 系 、
PTP1B/EGFR系など）を活性化させて応答す

ることが明らかとなった。 
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