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0. 序論	
 研究の背景  
	
 0.1. はじめに   
	
 ケミカルアブストラツクサービスには 6500 万を超える化学物質が登録され，昼夜
を問わず更新されている．このことから分かるように，我々を取り巻く環境中には

様々な化学物質が遍在し，生体は常にストレスに曝されている．生体内に取り込まれ

た化学物質の一部は代謝活性化を受けて親電子性を獲得し，より反応性の高い化学形

態となる (1)．興味深いことに，生体内でも親電子物質は産生される．それにもかか
わらず，生体の機能はすぐに破綻を来さずに恒常性を維持している．化学物質には量

−反応関係が存在し，遺伝子にダメージを与える発がん物質以外は有害性の閾値が存

在する．有害作用が観察される閾値以下の低濃度の摂取は二次的な化学物質曝露に対

して防御的な効果を有し，有害性の閾値を超えた摂取は防御応答が破綻して毒性を示

すことが知られている (2-5)．これらのことは，生体は化学物質を感知・応答し，さ
らに適応する優れた制御システムを有することを示している．すなわち，化学物質が

生体内に侵入すると，センサー分子による感知・そのセンサー分子に対するシグナル

伝達分子による応答の結果，細胞保護効果のあるタンパク質制御が行われるといった

一連の制御システムの存在が示唆される．本研究ではこの優れた細胞内制御システム

を紐解くために，環境化学物質に応答する転写因子に注目した．化学物質の反応性の

高さから，特に，その性質のひとつである“親電子性”に注目し，転写因子の活性化

における親電子修飾の意義の解明を試みた． 
 
	
 0.2. 環境中化学物質  

0.2.1.	
 環境中化学物質による生体影響に関する研究の歴史  
	
 1873 年にジクロロジフェニルトリクロロエタン (DDT) はオーストリアの学生に
よって合成され，当時は特に注目されなかった．しかし，1939年スイスの Paul Hermann 
Mullerにより DDTの殺虫効果が発見されてから (6)，殺虫・除草効果のある農薬とし
て，特にアメリカ合衆国で広く使用されるようになった． 当時，DDTなどの殺虫剤
は害虫のみに作用し，他の動物には無害であると信じられていた．しかし，生物学者

である Rachel Louise Carsonは自身の著書『沈黙の春』の中で農薬の残留性や生態系
への影響を訴え，やみくもな農薬の使用は見直されることとなった．我が国では環境

省環境安全課により 1973 以来，このような一般環境中の既存化学物質の残留状況の
把握を目的として“化学物質環境調査”が開始された．人体に影響を及ぼす環境化学

物質は農薬だけではない．例えば，合成樹脂を製造する原料であるビスフェノール A
はエストロゲン類似作用を示し (7)，船底塗装や漁網防汚剤に使用される有機スズ化
合物は性ステロイドホルモン代謝を撹乱する (8)． 
	
 環境化学物質による生体影響に関する研究の歴史において注目すべきは，1775年に
Percival Pott が煙突掃除夫に陰嚢がんが多いことを記録して，人における化学発がん



 2 

の最初の手がかりを得たことである (9, 10)．その後，1915 年に山極勝三郎はコール
タール塗布による人工発がん実験を世界に先駆けて成功させ，化学発がんの存在を初

めて示した (11)．これらの発見は，がん研究において多大な影響を与えた．コールタ
ール中には，高濃度の多環芳香族炭化水素類 (PAHs) が含まれており (12, 13)，生体
内代謝活性化によって親電子性を獲得する (1)．PAHsはディーゼル排気微粒子 (DEP) 
中等にも含まれているが，DEPによる酸化ストレス，循環器疾患および喘息用疾患等
に関与する化学物質の同定はされていなかった．当研究室は DEP 中の親電子物質で
ある多環芳香族炭化水素キノン体が酸化ストレスの主因であることを 1997 年に明ら
かにし (14)，モルモットを用いた気管リング収縮実験により揮発性大気成分中に含ま
れる 1,2-ナフトキノン (1,2-NQ) が親電子性により気管収縮作用を引き起こすことを
見いだした (15)． 
	
 	
  

0.2.2.	
 環境中の親電子物質  
	
 環境中にはすでに親電子性を有する化学物質だけでなく，生体内に取り込まれた後

で代謝活性化を受け親電子物質に変換される物質も存在する．交通量が多いロサンゼ

ルス地区の大気中にナフタレン類量は 6,000 ng/m3 程度含まれている．ナフタレンは
光酸化や生体内代謝を受けて 1,2-NQや 1,4-NQを生じる (詳細は 0.3.3.に記載)．同様
に，PAHsは生体内代謝活性化によって親電子物質へと変換される (表 1)． 
	
 油脂等の酸化防止剤として使用されるブチルヒドロキシアニソール (BHA) や
2-tert-ブチル-1,4-ヒドロキノン (TBHQ) は食品や化粧品に含まれており，体内で代謝
活性化を受けて，親電子物質を生じる (詳細は 0.3.2.に記載)．BHAの 1日摂取許容量 
(ADI) 値は 0.5 mg/kg/日とされている． 
	
 我々が普段摂取する植物から抽出した脂溶性画分抽出液にも親電子物質は存在し，

植物や抽出液を摂取した際の薬効成分となり得る．リコピン (トマト)，(6)-ジンゲロ
ール (ショウガ)，レスベラトロール (ブドウ)，クルクミン (ウコン)，スルフォラフ
ァン (ブロッコリー)，ジアリルスルフィド (ニンニク)等，薬効の研究が進んでおり，
ガンに対しての応用も研究されている (16)．ハーブはヨーロッパ等で古くから薬用と
して親しまれている．その一部は食用もしくはスパイスとして用いられ，様々な成分

を含有している．古くから伝承されている薬効を科学的に証明した報告は，ほんの一

部に過ぎず，今もなお詳細が不明なものが多い． 
 
 0.2.3.	
 親電子物質の反応性  
	
 親電子物質 (Electrophile) についての研究は 100年以上の歴史があり，1901年に炭
素親電子剤について認識されることに端を発し，1929年に親電子 (Electrophile) と求
核 (Nucleophile) という概念がイギリスの科学者 Christopher Kelk Ingoldにより提唱さ
れた (17)．親電子とは，異なる物質間で電子の授受を伴いながら化学結合を生成する
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過程において，電子を受け取る側である (求核は電子を渡す側である)．親電子物質の
反応の強弱は親電子性という言葉によって表される．ある化合物に対して“親電子性

が大きい (もしくは強い)”という場合は求核剤の電子に対する親和性が高く，反応速
度が大きいことを意味する．この親電子性の大小は，陽荷電の強さ，電子を共有する

ことで生成される分子軌道のエネルギー準位や立体因子などによって決定される．分

子内にα,β-不飽和カルボニル構造を持つ化合物の親電子性は大きく，例えば，マイ
ケル付加反応を介して，反応性求核基と共有結合を形成することが知られており，生

体内に豊富に存在するグルタチオン (GSH) やシステインなどの生体内チオール  
(-SH) は脱プロトン化してチオレートイオン (-S-) になると，親電子物質の標的とな
る． 
	
 求核剤に対する親電子の反応性は，Ralph G. Pearson によって 1963年に提示された
Hard and Soft Acid and Base (HSAB) 則によって予測・評価できる．HSAB則は Lewis
の定義した酸 (電子対受容体) や塩基 (電子対供与体) を SoftやHardという表現で分
類し，この酸と塩基の反応はHard同士や Soft同士の方がHard-Softよりも相互作用し，
複合体を形成しやすいといった考え方である．Hard な酸塩基の特徴は最低空軌道
(lowest unoccupied molecular orbital, LUMO) のエネルギーが高く，最高被占軌道
(highest occupied molecular orbital, HOMO) は低い．そのために，エネルギー差は大き
く分子軌道の相互作用は小さいが，それぞれに電荷密度が高いので静電相互作用をも

つ．一方，Softな酸塩基は LUMOが低く，HOMOが高いためにエネルギーの差は小
さく，分子軌道相互作用が大きくなり共有結合を形成する．例えば，キノン化合物は

Soft酸に，チオレートイオンは Soft塩基に属すために，キノンとチオレートイオンは
共有結合を形成しやすい (図 1A)． 
	
  

0.2.4.	
 求核置換基の反応性  
	
 ヒトゲノム中には約 214,000個ものシステイン残基がコードされているが，その 80
〜90%はジスルフィド結合や翻訳後修飾もしくはタンパク分子内に埋没しているた
めに反応性が低い (18)．親電子物質によるシステイン残基の修飾には，SH 基が解離
してチオレートイオンになることが必須である (図 1A)(19)．本解離には，亜鉛の配
位 (20) や塩基性アミノ酸が持つアミノ基やイミダゾール基による誘起効果が影響す
る．タンパク質の立体構造において，システイン残基の近傍に塩基性アミノ酸が存在

する場合，SH基の脱プロトン化が亢進してシステイン残基のpKa値は低くなる． GSH
は細胞内に数mMオーダーで存在するが，GSHの持つシステイン残基の pKa値は 9.12 
(21) であり，生理条件下では約 2%しか解離していない．一方，タンパク質の立体構
造を考えた際にシステイン残基の近傍に塩基性アミノ酸が存在すると，SH 基の脱プ
ロトン化が亢進してシステイン残基の pKa値は低くなる．一般に亜鉛を配位するシス
テイン残基の pKa値は低下してチオレートイオンとなる (20)． 
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0.2.5.	
 S−トランスアリール化  
	
 親電子物質の炭素原子とシステイン残基は硫黄原子の電気陰性度は同程度なため

に，安定な非極性の共有結合を形成する．この共有結合によるタンパク質への修飾は

不可逆であるとされてきたが，Bruce A. Freemanらによるニトロ-脂肪酸を用いた研究
により，親電子修飾はβ-メルカプトエタノールや GSH等の求核基を介した逆マイケ
ル付加反応により解除 (S-トランスアルキル化) される可能性が提示された (22)．
2011年に発表した当研究室の先行研究で，GSHは 1,2-NQに修飾された GAPDH (そ
れに伴い，本活性は阻害) に作用し，その親電子修飾を解除	
 (S-トランスアリール化) 
することで GAPDH活性を回復させことを世界に先駆けて明らかにした (23)．このこ
とは，タンパク質活性の“ON”と“OFF”が親電子修飾によって制御されている可能性を
示唆している． 
 
 0.2.6.	
 親電子修飾の検出法   
	
 親電子修飾を検出するためには，親電子物質が修飾していないタンパク質のチオー

ル基を検出する方法，または，結合した親電子物質を直接検出する方法の 2つのアプ
ローチがある．精製タンパク質中のシステイン残基は Ellman 法により定量でき，タ
ンパク質当りどの程度の親電子物質が結合しているかが推定できる．325 nm に最大
吸収波長 (λmax) を持つエルマン試薬 (5,5'-dithiobis-nitrobenzoic acid; DTNB) はチ
オール基と反応すると，5-mercapto-2-nitrobenzoic acidと mixed disulfideを生成する．
5-Mercapto-2-nitrobenzoic acidのλmaxは 412 nmなので，可視光で検出可能である．
また，定性的であるが，親電子プローブであるビオチン標識マレイミドを用いたアッ

セイにより，精製タンパク質および細胞内タンパク質への親電子修飾を評価できる．

ビオチン標識マレイミドはマレイミドの親電子性によって解離性チオールへ結合す

るが，すでに親電子修飾を受けたチオール基へは結合しない．ビオチンはアビジンに

親和性があるために，アビジン-アガロースを用いればビオチン-マレイミドに結合し
たタンパク質，すなわち親電子修飾されていないタンパク質のみを分離することがで

きる．アビジン-アガロースにより分離したサンプルのウエスタンブロッティングを
行い，目的とするタンパク質を抗体で検出し，親電子物質未処理群と比較して処理群

でのバンド強度減少が認められれば，そのタンパク質は親電子物質により修飾されて

いることが示唆される．HRP標識アビジンを検出抗体の代わりに用いることも有用で
ある．親電子物質に対する抗体を用いれば親電子修飾を直接可視化できるが，これら

の間接的な手段は抗体のない親電子物質によるタンパク質修飾を評価するうえで重

要な手段となる． 
	
 親電子物質による修飾を受けたタンパク質は質量が変わるため，2002年にノーベル
賞を受賞した田中耕一博士が開発したマトリックス支援レーザー脱離イオン化法 
(MALDI)-飛行時間質量分析計 (TOF-MS) のような質量分析装置で検出できる．サン
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プルとマトリックスの混合結晶に窒素レーザーを照射すると，マトリックスは励起し，

レーザーの余剰エネルギーが熱エネルギーに変換されて，サンプルおよびマトリック

スは気化する．この時に，マトリックス-サンプル間でプロトンが授受されイオン化
する．生成したイオンは磁場によって加速されて，電荷量に依存した運動エネルギー

を得ることでイオン検出器まで飛行する．一定距離を飛行する時間を計測することで

質量電荷比が測定できる．親電子物質処理・未処理精製タンパク質をペプチド消化し

たのちMALDI-TOF-MS分析を行うことで，どのペプチド断片に親電子物質が付加し
ているか検出できる．このMALDI-TOF-MSで得られた結果に対してさらにMS解析
を行うと，タンパク質のどのアミノ酸残基に親電子修飾が起きているのか同定可能と

なる．しかしながら，この優れたMALDI-TOF-MS分析はクロマトグラフィーと連結
できないという欠点がある．この欠点を補ったのが超高速液体クロマトグラフィー

(UPLC)-MS である．逆相カラムを用いた UPLC は，化合物の持つ極性によって分離
でき，極性の低いものは固定相と相互作用して溶出が遅くなる．UPLCにより分離さ
れたサンプルは質量分析が可能となる．Waters社の SYNAPT HDMS®では，分離した

サンプルはエレクトロスプレーイオン化法 (ESI) によってイオン化され，四重極で通
過するイオンを絞った後にコリジョンセルでイオンを開裂し，そして TOF 型の検出
器により検出される．この UPLC-MS 分析を駆使した所属研究室の先行研究により，
1,2-NQ 結合 GAPDHは GSHを介した S-トランスアリール化によって 1,2-NQ修飾が
解除されることが明らかとなった (0.2.5参照)(23)． 
 
	
 0.3. 代謝活性化を介した親電子物質の生成	
  
 0.3.1.	
 異物代謝  
	
 異物代謝は，薬物や毒物等の化学物質に対する代謝反応の総称である．役割に応じ

て第一相異物代謝 (酸化，還元，加水分解等)，第二相異物代謝 (抱合)，第三相異物
代謝 (排泄) と分類されており，親水性を高めて細胞外へ排泄しやすくするための反
応である．主に肝のミクロソームで行われ，異物代謝に係わる酵素群は異物代謝酵素

と呼ばれる．第一相異物代謝はシトクロム P450 (CYP) 分子種による水酸化に代表さ
れ，CYPファミリーの中でも CYP1~4が酸化反応を触媒する．CYPは NAD(P)Hと分
子状酸素を補酵素として，ステロイドホルモンや脂肪酸，芳香族炭化水素類等の一酸

素原子添加反応を触媒する (24, 25)．CYPによって酸化された異物の一部は，グルタ
チオンやグルクロン酸，硫酸等を付加されて極性がより大きくなり，腎や肝から尿や

胆汁中に多剤耐性関連タンパク質 (MRPs) 等の第三相トランスポーターを介して排
泄される． 
	
 芳香族炭化水素受容体 (Aryl hydrocarbon receptor, AHR) を活性化して CYP1A1等
の第一相異物代謝酵素を誘導する化合物は，特徴的な AHR のリガンドであり (図 2
および 3, 0.4.2参照)，Nrf2を活性化して主に第二相および第三相異物代謝酵素を誘導
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する化合物は monofunctional (単機能的) な化合物，AHRおよび Nrf2どちらも活性化
する化合物は bifunctional (二機能的) な化合物として分類される (26)(図 4)．脂肪族ア
ルデヒドおよび BHA等は単機能的，β-ナフトフラボンおよび代謝された PAHsは二
機能的な化合物に分類される (26)． Nioi ら (26) によると，単機能的および二機能
的な化合物は，ケモプリベンティブに働くとされる．しかしながら， PAHsの一つで
あるベンゾ[a]ピレン (BP) は代謝され，BP-3,6-キノンに変換されるが，DNA の損傷
を引き起こすためにケモプリベンティブ作用を持たない (26, 27)．また，ヒ素化合物
は単機能的とされていたが (26)，AHRを活性化することが報告されたことから (28)，
AHRの活性化にはリガンドによる活性化以外の機序があると示唆される．  
 
 0.3.2.	
 ブチルヒドロキシアニソール  (BHA)  
	
 	
 BHA は石油等の酸化防止剤として開発され，動物性油脂等にも優れた抗酸化力
を発揮することから食品および化粧品の添加物として使用されている．我が国では

種々の法により規制されており，食品衛生法において 1954 年に指定添加物とされ，
薬事法では表示指定成分 (医薬部外品)，飼料安全法では飼料添加物指定品目に分類さ
れる．伊東らによって BHAが F344ラットに扁平上皮がんを引き起こすことが報告さ
れ (29)，国際がん研究機関 (IARC) ではグループ 2B (ヒトに対して発がん性がある可
能性がある物質) に分類された．BHAは酸化ストレスによってフェノールラジカルを
生成することにより，細胞の生存に関与するMAPKs，ERK，JNK1およびMEKを活
性化する (30)．しかしながら，BHA はがんの原因にならないという報告も存在し，
その発がん性は未だ結論が出ていない (31)． 
	
 経済産業省の有害性評価書によると，BHA は経口投与後に，消化管から吸収され
て器官に広範囲に分布し，主に肝臓で代謝される (32)．BHA はグルクロン酸や硫酸
により抱合され，一部は CYPsにより，O-脱メチル化されて TBHQに変換し，自動酸
化または酸化酵素によって親電子物質である 2-tert-ブチル-1,4-ベンゾキノン (TBQ) 
に代謝活性化される．日本で食品経由の BHA の摂取量を実測した報告によると，3 
万の食品サンプルを分析した結果，日本での 1 日平均摂取量は，約 120 µg/日 (666 
nmol/日) であった (33)．ボランティアに BHAを摂取させた結果，24時間以内に回収
された尿中に，代謝物として BHAの抱合体が投与量の 39%，TBHQ抱合体が 9%，少
量の TBHQ由来の代謝物が排泄されたという報告があることから (34)，約 120 µg/日
の摂取では TBHQもしくは TBQは少なくとも約 10.8 µg（65 nmol）排泄される．尿
は 1日 500〜2000 mL程度排泄されるので，平均的に尿中に排泄されたとすると，膀
胱内では 130 nM〜32.2 nMの濃度となることが想定される．親電子物質は生体内高分
子を修飾するため，臓器中にはさらに高濃度の TBQが存在すると推測される． 
	
 BHAや TBHQは酸化防止剤として使用されるが，TBQへの酸化によってキノン化
合物特有のレドックスサイクルを介した活性酸素種 (ROS) 産生能を獲得する (35) 
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(図 5)．ヒドロキノン体はキノン体との不均化反応によりセミキノンラジカルを生じ，
それが分子酸素と反応してスーパーオキシドアニオンおよびキノン体を生成する 
(14, 36)．キノン体は AKRsや NQO1等のジアホラーゼにより還元されて，ヒドロキ
ノン体，スーパーオキシドアニオンはこのヒドロキノン体と反応して，セミキノンラ

ジカルと過酸化水素を産生する (14, 36) (図 5)．このように，酸化還元反応を繰り返
すことで，化学量論に見合わない過剰量の ROSを産生する．TBQは親電子物質であ
るために，前述したように容易に生体内高分子を修飾する (0.2.4 参照)．以上のこと
から本研究では，BHAや TBHQの作用は親電子代謝物である TBQに起因すると仮定
した． 
 
 0.3.3.	
 ナフタレン   
	
 ナフタレンはタバコの煙中や大気中に広く存在する環境化学物質である(37, 38)．ナ
フタレンはオゾンを介した光酸化反応や生体内における酸化によって 1,2-ナフトキノ
ンや 1,4-ナフトキノンへと変換される (39, 40)．ナフトキノン類も TBQと同様にレド
ックスサイクルを介した ROS 産生能およびマイケル付加反応を介した求核置換基と
の共有結合能を有する．溶血に代表されるナフタレンによる毒性は，代謝されて生じ

たナフトキノン類によるとされている．我々のインビトロ代謝研究によると，ラット

肝 9000g上清を酵素源とすると，ナフタレンの約 40%が 1,2-NQに変換され，速やか
にタンパク質に共有結合することが見いだされており (41)，ヒトにおいても同様なキ
ノンへの代謝が報告されている (42, 43)． 
	
 0.2.2.に記載したように交通量の多い地区では 6,000 ng/m3 (47 nmol/m3) のナフタレ
ン類が大気中に含まれる．50 kgのヒトは１回の呼吸で約 500 mLの空気を取り込むと
すると，1日で約 15 m3を体内に取り込む．すなわち，約 90 µg (703.2 nmol) のナフタ
レン類を呼気から摂取することになる．また，ナフタレンは市販されているタバコ 1
本当たりの煙中に，主流煙で< 4 µg (31.2 nmol)，副流煙で< 46 µg (358.9 nmol) 程度含
まれている (37)．ナフタレンの約 40%が 1,2-ナフトキノンになると予測されるので 
(41)，同程度の 1,4-ナフトキノンが生じると仮定すると，大気中から約 562.6 nmol，
タバコ 1本分の煙中から約 312 nmolのナフトキノン類に曝露される可能性がある． 
 
 0.3.4.	
 その他  
	
 BHA やナフタレン以外にも代謝活性化を介して親電子物質へと変換される化学物
質は多く存在する．例えば，1930年にコールタール中から単離された BPは生体内に
取り込まれ，シトクロム P450 によりエポキシ化され BP-7,8-エポキシドとなった後，
エポキシド水解酵素により加水分解を受けて BP-7,8-ジヒドロジオール，再びシトク
ロム P450 によりエポキシ化され BP-7,8-ジオール-9,10-エポキシドとなる (44-46)．
BP-7,8-ジオール-9,10-エポキシドは発がん性物質であり，親電子性を有し DNAを修飾
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する (44, 45, 47)．また，解熱鎮痛剤として広く使用されるアセトアミノフェンもシト
クロム P450 による生体内代謝活性化により酸化されて，反応性の高い親電子物質で
ある N-アセチル-p-ベンゾキノンイミンを生成する (48, 49)(表 1)． 
	
 外来性の化学物質のみが親電子物質へと代謝されるのではなく，内在性化学物質か

らも炎症等に起因する酸化ストレスにより生成する．中枢神経系に存在する神経伝達

物質のドパミンおよびドパは，自動酸化によりそれぞれドパミンキノンおよびドパキ

ノンに代謝され，アポトーシス様細胞死を引き起こす (50, 51)．エストロゲン，プロ
スタノイド，および cGMP は酸化ストレスや炎症時において，エストロゲンキノン，
15-デオキシプロスタグランジン J2，および 8-ニトロ-cGMP に一部変換される (35, 
52-54)．親電子性ニトロ脂肪酸はタンパク質を親電子修飾することで被修飾タンパク
質の細胞局在を変え，その修飾は細胞内 GSH を介した S-トランスアルキル化により
解除できることから (55)，内在性親電子物質による化学修飾を介したシグナル伝達 
(親電子シグナル) の存在が示唆された (56)．内在性親電子物質は毒性の原因とされ
ており，生体内での必要性については充分な研究が進んでいないのが現状である． 
 
	
 0.4. 環境中化学物質による転写因子を介した生体応答  

0.4.1.	
 Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2 (Nrf2) 
	
 Nrf2 は 1994 年に，β-グロビン遺伝子発現制御領域上の nuclear factor-erythroid 2 
(NF-E2) 結合配列 [5’-T/AGCTGAG/CTCAT/C-3’](57)に相互作用するタンパク質のスク
リーニングによって同定された転写因子である (58)．1990 年に同定された第二相薬
物代謝酵素の発現誘導に係わる抗酸化物質応答配列 [ARE; 5’-TGACNNNGC-3’](59, 
60) や親電子物質/抗酸化物質応答配列 [EpRE/ARE; 5’-A/GTGAT/CNNNGCA/G-3’](2, 61, 
62) に NF-E2結合配列が類似しており，このことに注目した伊東らは 1997年に Nrf2
が ARE を介して第二相薬物代謝酵素の発現を制御することを明らかにした (63)．
Nrf2は cap‘n’collar(CNC)-bZip型転写因子のひとつであり，小 maf因子群とヘテロ
二量体を形成する (64)．ヒトの同ファミリーには p45 NF-E2，Nrf1，Nrf3，Bach1お
よび Bach2がある (65)．Nrf2は 6個の Neh領域を持ち (66)，C末端側の Neh1領域
は bZip構造を有し，小 maf群との二量体形成および DNAへの結合に必要である．生
物種間で保存性が高い Neh2 領域は， ETGE [5’-LDNETGE-3’] および  DLG 
[5’-QDNDLG-3’] モチーフ (67) を介して Keap1と相互作用することで Nrf2の分解に
関与している (68-70)．Neh3，Neh4 および Neh5 領域は転写活性化に関与する (67, 
71-73)． 
	
 1999 年に伊東らは，Nrf2 の負の制御因子として，親電子物質に対する感知分子
Kelch-like ECH-associated protein 1 (Keap1)を発見した (図 1B)(66)．Keap1は N-末端領
域 (NTR)，broad complex, tramtrack, and bric-a-brac 領域 (BTB)，intervening region (IVR) 
および c-末端 DC 領域から構成され，BTB 領域を介してホモ二量体を形成し (74)，
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βバレル構造を形成する DC領域を介して Nrf2と結合する (75)．それによって， Nrf2
の空間的に配置されたリジンのユビキチン化を cullin3 ユビキチンリガーゼ複合体が
促進する (75)．Nrf2の半減期は 20分以内であり，Keap1からの負の制御を免れて安
定化した Nrf2は 20〜60分かけて核内へ移行する (76)．核内へ移行した Nrf2は小Maf
群とヘテロ二量体を形成し，DNA 上の EpRE/ARE 領域と結合して抗酸化タンパク質
群，第一相・第二相薬物代謝酵素群および第三相トランスポーターの発現を増強する 
(表 2)(63, 77, 78)．Keap1/Nrf2システムは異物代謝にかかわる酵素群を包括的に制御し
ているため，我々を異物から防御するための重要なシステムの一つといえる．親電子

物質は，主に Keap1を修飾することで Nrf2の分解を抑制して，Nrf2による転写活性
化を増強する．ヒト Keap1は 27個，マウス Keap1は 25個のシステイン残基を有して
おり，親電子物質や活性酸素種のセンサー分子として知られている (79)．親電子物質
種によって修飾するシステイン残基が異なり，1,2-NQ は Cys151，Cys257, Cys273, 
Cys288 および Cys489 に，内在性親電子物質であるエストロゲンキノンは Cys77，
Cys151, Cys257, Cys273, Cys288, Cys368, Cys434, Cys489 および Cys513 もしくは
Cys518に結合することを当研究室の先行研究で明らかにした (80, 81)．特に，Keap1
の Cys151，Cys273 および Cys288 が高い反応性を有することが明らかとなっており 
(82)，これら 3 つのシステイン残基の近傍には複数の塩基性アミノ酸が存在するため
pKa値が低いと想定される (83, 84)．さらに，Cys273および Cys288は亜鉛の配位子
として知られるため，このことも pKa値が低い要因と考えられる (85)． 
	
 BHAはNrf2を活性化して第二相異物代謝酵素を誘導することが知られており (63)，
さらに，転写因子 c-Jun と Nrf2 のヘテロダイマー形成を促進し CYP2J2 を誘導する 
(86)．BHAによる Nrf2活性化には ERKや JNKが関与するとされるが，その機序につ
いては未だ不明な点が多い (87)．BHAは CYPsにより代謝を受けて TBHQへ変換さ
れた後，すぐに自動酸化によって親電子物質である TBQになることから (0.3.2参照)，
TBQが BHAや TBHQによる Nrf2活性化の原因であると考えられる． 
	
 また，Nrf2の活性メカニズムについて研究が進んでいる一方で，Keap1の細胞内運
命や Nrf2 の活性化がどのように終息されるかについての研究はほとんど行われてい
ない．そこで本研究では，S-トランスアリール化 (0.2.5 参照) により Keap1の親電子
修飾が解除され得るか否かについて検討した． 
 
 0.4.2.	
 Aryl hydrocarbon receptor (AHR) 
	
 1976年に Alan Polandらは，マウスの肝抽出液中のタンパク質に TCDDが結合して
いることを発見し，TCDDの結合量が種により違うこと，および化学構造の違いで親
和性に差があることから TCDDに対する受容体の存在を示した (88, 89)．その後，放
射性標識ダイオキシン誘導体を用いることで AHRは約 95kDaのタンパク質であるこ
とが分かった (90, 91)．1992年にはマウス AHRの cDNAがクローニングされ，N末
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端に basic region/helix-loop-helix (BR/HLH) モチーフを持つことからリガンド結合型
転写因子と判明した (92)．HLH ドメインの他に，AHR は Per-Arnt-Sim (PAS)ドメイ
ン，Q-richドメインを持つ．PASドメインは反復的な構造を持ち (PAS A/ PAS B)，PAS 
AがAHRとAHR nuclear translocator (ARNT) とのヘテロ二量体を形成するための結合
部位，PAS Bがリガンドおよび熱ショックタンパク質 (Hsp) 90との結合部位である 
(93)．C 末端に位置する Q-rich ドメインは AHR の転写活性化に関与する (94)．定常
状態の AHRは 2分子の Hsp90，X-associated protein 2 (XAP2)，p23と結合して複合体
を構成しており (95, 96)，リガンドが AHRに結合すると，それに伴う AHRの構造変
化によって核移行配列 (NLS(s)) が露出して核に移行する．核に移行した本転写因子
は ARNT と結合し，異物応答領域 (XRE)，もしくはダイオキシン応答領域 (DRE) と
呼ばれる領域の 5’-TT/CGCGTG-3’に結合して下流遺伝子の転写を制御する (97, 98)．
AHRは転写因子の機能を終えると，核外移行シグナル配列 (NES) が露出し，核外へ
移行して速やかに分解を受ける (99)． 
	
 AHRのリガンドは TCDDに代表されるハロゲン化芳香族炭化水素や 3-メチルコラ
ンスレン (3-MC) 等の多環芳香族炭化水素などは平面構造をとり，サイズが 14×12×5 
Å以下の化合物とされる (図 2)．ゆえに，二環であるナフタレンは AHRを活性化しな
い (100)．このリガンド結合ポケットを構成するアミノ酸は Arg282，Cys327，Thr343，
Phe345，Ala375および Gln347とされ，Cys327は電子対供与体として働き TCDDと相
互作用する (101)．典型的な構造的特徴を持たないリガンドの例もいくつか報告され
ているが，詳細なメカニズムについては不明である (図 3)．BHAは AHRを活性化し
ないとされているが (102)，TBHQ は AHR を活性化して CYP1A1 を誘導することが
報告されており，二機能的な化合物と考えられている (103, 104)．本研究では TBHQ
による AHRの活性化も，TBQが関与すると想定した．  
	
 AHR の活性化によって CYP1A1 は誘導され (105)，本活性化はさらに CYP1A2 お
よび CYP1B1といった第一相異物代謝酵素を誘導し，異物の代謝に貢献するだけでは
なく (106, 107)，他の制御タンパク質との相互作用の結果，成長因子シグナルや細胞
増殖，分化，細胞周期の停止，アポトーシスなどの制御に関与する (108-110)． 
 
	
 0.5. 本研究の目的と特色  
	
 化学物質の性質のひとつである“親電子性”に注目し，親電子修飾によるタンパク

質の翻訳後修飾の意義を解明しようとする点が特色である．本研究では化学物質によ

るシグナル伝達に対する優れた細胞内制御システムの一つとして，環境化学物質に応

答する転写因子における親電子修飾の意義の解明を目的とした．芳香環を持つ親電子

物質による二機能的な働きを想定し，第 1章では Keap1/Nrf2システムの活性化，第 2
章では AHRの活性化に着目した． 
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 0.6. 序論図表	
  
図 1-5，表 1および 2 



タンパク質	
-S- タンパク質	
HS- 

チオール基 チオレートイオン 

異物 親電子物質(E)	

代謝 

タンパク質	
-S- E	


pKa 

図1. 親電子物質によるタンパク質へのpKa依存的な修飾 

感知分子	
 応答分子	


感知分子	


E	


親電子修飾	
  

抑制	


脱抑制	


不活性型	


活性型	

E	


応答分子	


A 

B 

A. タンパク質のチオール基はpKa依存的に解離してチオレートイオンとなる．生体内
の異物は代謝されて (もしくはそのもの)，親電子物質になり，チオレートイオンと結合
する．B. Keap1のように反応性システイン残基を持つタンパク質は親電子物質の感

知分子として機能する．感知分子が親電子修飾を受けると感知分子の不活性化に伴
い，応答分子 (Keap1に対してはNrf2) が活性型になる． 
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図2. AHRに対する典型的なリガンド	
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　多環芳香族炭化水素類やダイオキシン類はAHRに対する典
型的なリガンドとして知られる． 
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図3. 典型的な特徴を持たないAHRのリガンド	


　多環芳香族炭化水素類やダイオキシン類ではないがAHRの
リガンドになるとされる． 
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単機能的	
 二機能的	


転写因子Nrf2の活性化	
 転写因子AHRの活性化	


AHR特異的なリガンド	


代謝活性化	


第二相・第三相異物代謝酵素 第一相異物代謝酵素	


図4.　異物代謝酵素群誘導に係わる化合物の分類	


　Nrf2のみを活性化する化合物は単機能的な化合物と分類され，ケモプ
リベンティブ作用を持つとされている．Nrf2およびAHRを活性化する二機
能的な化合物はβ-ナフトフラボン，代謝されたPAHs，等が含まれる． 
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図5.　BHAの代謝およびレドックスサイクル	
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化合物	
 親電子代謝物	


内因性	
 エストロゲン	
 エストロゲンキノン	


ドパミン	
 ドパミンキノン	


PGD2	
 15-deoxy-PGJ2	


cGMP	
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モルヒネ	
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ベンゾピレン	
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表1. 化合物の代謝活性化における親電子物質の生成 

ドパミンキノン	
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 15-deoxy-PGJ2	
 8-nitro-cGMP	


nitro-脂肪酸	
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表2. 転写因子Nrf2によって発現が制御される遺伝子群	


分類	
 タンパク質	
 文献	


抗酸化タンパク質	
 Glutamyl cysteine ligase catalytic subunits Enomoto et al., 2001	


Glutamyl cysteine ligase modifier subunits Warabi et al., 2007	


Hemeoxygenase-1	
 Ishii et al., 2000	


Peroxiredoxin 1	
 Ishii et al., 2000	


第一相薬物代謝酵素	
 Aldo-keto reductases	
 Rangasamy et al., 2004	


NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1	
 Itoh et al., 1997	


第二相薬物代謝酵素	
 Gluthathione-S-transferases	
 Itoh et al., 1997	

	


UDP-glucuronosyl transferase 1A6	
 Enomoto et al., 2001	


第三相薬物代謝酵素	
 Multi drug registance assosiated proteins 1-4	
 Hayashi et al., 2003; Okada et al., 2008	
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実験方法  
 
	
 1. 試薬  
主な試薬は，下記の会社より購入した．特に記載のない試薬については特級試薬を用

いた．実験に使用する水は，特に記載のない限り超純水装置ナノピュアダイアモンド

D12441 (Barnstead International社，Dubuque，IA，USA) から得た比抵抗 18.2 MΩ-cm
以上の超純水を用いた． 
 
コニカミノルタヘルスケア社 (東京) 
・メディカルフィルム 
 
東京化学工業社 (東京) 
・2-tert-ブチル-1,4-ベンゾキノン (TBQ) 
・1,2-ナフトキノン (1,2-NQ) 
 
同仁化学研究所社 (熊本) 
・臭化 3-(4,5-ジメチル-2-チアゾリル)-2,5-ジフェニル-2H-テトラゾリウム (MTT) 

 
ナカライテスク社 (京都) 
・アジ化ナトリウム (NaN3) 
・アセトニトリル [高速液体クロマトグラフ用] 
・ウシ血清アルブミン (BSA) 
・エチレンジアミン四酢酸四ナトリウム四水和物 (EDTA) 
・N-アセチルシステイン (NAC) 
・乾燥酵母エキス 
・ギ酸 [高速液体クロマトグラフ用] 
・クマシーブリリアントブルーG-250 (CBB) 
・グリシン [分子生物学研究用] 
・グリセロール 
・ジチオスレイトール (DTT) [分子生物学用] 
・トリプトン 
・ブロモフェノールブルー (BPB) 
・メタノール [高速液体クロマトグラフ用] 
・ヨードアセトアミド [分子生物学用] 
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富士フィルム社 (東京) 
・インドール現像液 
・レンフィックス定着液 
 
和光純薬工業社 (大阪) 
・亜鉛粉末 
・アクリルアミド [電気泳動用] 
・2-アミノ-2-ヒドロキシメチル-1,3-プロパンジオール (Tris) 
・イミダゾール 
・エタノール 
・塩化水素 (HCl) 
・塩化ナトリウム (NaCl) 
・過硫酸アンモニウム (APS) 
・コラゲナーゼ タイプ 1 
・酢酸 
・水酸化ナトリウム 
・スキムミルク 
・スクロース 
・トリフルオロ酢酸 (TFA) 
・ドデシル硫酸ナトリウム (SDS) 
・トリエチルアミン 
・L-ブチオニル-(S,R)-スルフォキシイミン (BSO) 
・2-プロパノール 
・ペニシリン−ストレプトマイシン 
・ポリオキシエチレン (10) オクチルフェニルエーテル (Triton X-100) 
・無水酢酸 
・硫酸アンモニウム 
・硫酸マグネシウム 
・N,N’,-メチレンビスアクリルアミド，N,N,N’,N’,-テトラメチレンジアミン (TEMED)  
・2-メルカプトエタノール (生化学用) 
・Tween 20 

 
BIO-RAD社 
・プレステインタンパク質分子量マーカー 
 
 



 21 

Calbiochem社 
・HRP標識 Goat二次抗体 
 
Cell Signaling Technology社 (Danvers, MA, USA) 
・西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP) 標識抗ウサギ IgG二次抗体 
・HRP標識抗マウス IgG二次抗体 

 
Dako社 (Glostrup, Denmark) 
・アルカリホスファターゼ標識抗ウサギ IgG抗体 
 
GIBCO社 
・ウシ胎児血清  (FBS) 
・トリパンブルー 
・グルタマックス TM 
 
Santa Cruz Biotechnology社 (Santa Cruz, CA, USA) 
・抗 GAPDH抗体 
・抗 GCLM抗体 
・抗 GCLC抗体 
・抗 Keap1抗体 
・抗 Nrf2抗体 
・2-Diphenylacetyl-1,3-inandione-1-hydrazone (DAIH) 
 
Sigma社 (San Diego, CA, USA) 
・6-アミノカプロン酸 
・抗 Actin抗体 
・ジメチルスルフォキシド (DMSO) 
・西洋ワサビペルオキシダーゼ標識アビジン (HRP-アビジン) 
・プロテアーゼインヒビターカクテル 
・0.25%トリプシン EDTA溶液 
・LB agar, Miller 
・DMEM 
・MEM 

 
STRESSGEN社 
・抗 HO-1抗体 
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2. 細胞培養  
	
 細胞培養には CO2インキュベーターHERA cell (日本ケンドロ社) を用い，37°C・5% 
CO2/95% Air の条件下で培養した．培地は DMEM 培地に非働化したウシ胎児血清 
(FBS) を 10%，2 mM L-アラニル-L-グルタミン，100 U/mLペニシリン，100 µg/mLス
トレプトマイシンとなるように加えたものを基本培地として使用した．FBSの非働 
化は，56°Cで 30分間熱処理後に 1時間の氷上静置を行った．基本培地から FBSを除
いたものを実験培地とし，さらに，FBSとペニシリン，ストレプトマイシンを除いた
ものをトランスフェクション培地として用いた．ヒト肝芽腫由来細胞 (HepG2 細胞) 
はMEM培地を DMEMと同様に基本培地および実験培地を調整した． 
	
 マウスマクロファージ様単核細胞 (RAW264.7 細胞)，HepG2 細胞およびヒト II 型
肺胞上皮細胞 (A549 細胞) は理研セルバンクより購入した． マウス肝癌由来細胞
(Hepa1c1c7 Wild-type細胞, Hepa1細胞) およびHepa1c1c7 C35細胞 (C35細胞) はPuga
教授から頂いて使用した．継代培養及び細胞サンプルの準備は，細胞が 80-90%コン
フルエントの状態になり次第行った．培地を除去し，D-PBS で洗浄後，0.25%トリプ
シン-EDTA溶液を用いて細胞を遊離させて回収後に遠心し，細胞を基本培地で懸濁し
た．細胞懸濁液はトリパンブルーで染色して生細胞数をカウントし，10 cmディッシ
ュには継代培養用として，ウエスタンブロット用には 35 mm ディッシュ，細胞毒性
試験用には 96 wellプレートに適正細胞数を用意した．適正細胞数及び培地量は下表
に示す．用意した細胞は 24時間培養後，基本培地から実験培地に交換し，さらに 12
時間培養後実験を行った． 

HepG2細胞 35 mm  12 well 96 well  10 cm  

HepG2細胞 (cells/well) 8×105 3.2×105 5×104 3×106 

培地量 (mL) 1 1 0.2 10 

A549細胞 35 mm  12 well 96 well  10 cm  

A549細胞 (cells/well) 8×105 3.2×105 5×104 3×106 

培地量 (mL) 1 1 0.2 10 

RAW264.7 細胞 35 mm  12 well 96 well  10 cm  

RAW264.7細胞 (cells/well) 1×106 2×105 5×104 3×106 

培地量 (mL) 1 1 0.2 10 

Hepa1細胞 35 mm 12 well 96 well  10 cm  

Hepa1細胞 (cells/well) 8×105 3.2×105 5×104 3×106 

培地量 (mL) 1 1 0.2 10 

C35細胞 35 mm 12 well 96 well  10 cm  

C35細胞 (cells/well) 8×105 3.2×105 5×104 3×106 

培地量 (mL) 1 1 0.2 10 
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3. 細胞生存率の測定  
	
 細胞生存率はDenizotらとMosmannの方法に従いMTT法により求めた (111, 112)．
MTTは D-PBSで 5 mg/mLの濃度で溶解し，0.22 µM Milexfilter (Millipore社) で濾過
滅菌したものを使用した．96 well プレートで培養した培養培地に対して 1/10 量の
MTTを入れ，その後 30分間培養した．培地を除いた後，DMSO (100 µL) を加えてマ
イクロプレートリーダーを用いて OD540を測定した． 
 
4. タンパク質定量  
	
 4.1. Bradford法  
	
 Bradfordの方法に従った (113)．サンプルは 0.01N 水酸化ナトリウムを用いて調整
し，各試料 2 mLと Protein Assay Kit (0.4 mL) を混和し，SHIMADZU UV-1600 (島津製
作所) を用いて OD595を測定した．標準タンパク質として BSAを用いた検量線 (0-10 
µg/mL) から，各サンプルのタンパク質濃度を算出した． 
	
 4.2. BCA法  
	
 サンプルは Smith (114) らの方法に従い BCA 法にてタンパク定量を行った．BCA
法は BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce社) を用いた．BCA試薬 Aと試薬 Bを 50 : 
1で混合した混合液 100 µLずつを，96 wellプレート上でサンプル 5 µLと混和した．
37°C で 30 分間反応させた後，OD540をプレートリーダーにより測定した．標準タン

パク質として BSAを用いた検量線から，各サンプルのタンパク質濃度を算出した． 
 
5. タンパク質の分離および検出  
	
 5.1. 核分画の抽出  
	
 60 cmディッシュに細胞を用意して各種化合物に曝露した後，ディッシュを PBSで
二回洗浄を行い，PBSで細胞を回収した．13,000 rpm，5分間，4ºCで遠心分離を行い，
沈殿に 75 µLのCERIを加えて懸濁し，vortexで 15秒撹拌後，10分間氷上に静置した．
懸濁液に CERIIを 4.125 µL加えて vortexで 5秒間撹拌して 1分間氷上に静置し，さ
らに vortexで 5秒間撹拌した後に 13,000 rpm，5分間，4ºCで遠心分離を行い，上清
を細胞質分画とした．沈殿を 70 µLの CERIで洗浄し，得られた沈殿に NERを 37.5 µL
加えて vortexで 15秒撹拌後，10分間氷上に静置した．vortexで撹拌して氷上に静置
する一連の作業を 5回繰り返した後，13,000 rpm，10分間，4ºCで遠心分離を行い，
上清を核分画として回収した． 
 
	
 5.2. BPM標識アッセイ  

5.2.1 細胞を用いた BPM標識アッセイ  
	
 RIPA バ ッ フ ァ ー で 回 収 し た 細 胞 溶 解 液  (100 µL) に 5 mM の

Biotin-PEAC5-maleimide (BPM) を 1 µL加えて，37ºCで 30分間反応させた．反応液に
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25 µLのアビジン-アガロースを加えて，4ºCで一晩，沈降反応を行った．13,000 rpm，
1分間，4ºC遠心分離で上清を取り除き，RIPAバッファーを 1 mL加えて 2回洗浄し
た．沈降したアガロースに 3×サンプルバッファー (10%グリセロール，10% 2-ME，
BPB) を 20 µL加えて，95ºC，5分の加熱を行ったのち，全量を SDS-PAGEに供した．
ウエスタンブロットの一次抗体には標的とするタンパク質に対する抗体を用いた． 
 

5.2.2 精製タンパク質を用いた BPM標識アッセイ  
	
 終濃度 5 µMのタンパク質溶液 (10 µL) に 1 mMの BPMを 1 µL加え，37ºCで 30
分間反応させた．3×サンプルバッファーを 10 µLと DDWを 10 µL加えて，95ºC，5
分の加熱を行ったのち，10 µLを SDS-PAGEに供した．ウエスタンブロットを行い，
アビジン-HRPにて検出した． 
 
	
 5.3. 免疫沈降法  
	
 60 cmディッシュに細胞を用意して各種化合物に曝露した後，ディッシュを PBSで
二回洗浄を行い，PBSで細胞を回収して，13,000 rpm，5分間，4ºCで遠心分離を行い，
沈殿を RIPA bufferに溶解した．Protein A Sepharose CL-4B を Pre-Beads，Ab-Beads用
として，各 1サンプル当り 2 mgの Beadsに TBS-0.1% BSA (1mL) を加え，一時間，
4ºCで混和しながら膨潤した．Beadsを 13,000 rpm，2分間，4ºCで遠心分離を行い，
上清を捨て， Ab-Beadsは 1 mLの TTBSで洗浄し，目的の抗体を加えて 2時間，4ºC
で混和した．13,000 rpm，2分間，4ºCで遠心分離を行い，上清を捨てて 1 mLの RIPA 
bufferを加え，もう一度遠心分離を行った．上清を捨てて，サンプル当り 10 µLの RIPA 
bufferを加えた．Pre-Beadsは，サンプル当り 10 µLの RIPA bufferを加えた．400 µg
のタンパク質を含む細胞溶解液とプロテアーゼ阻害剤 (4 µL) を加えて，RIPA buffer
で合計 400 µLに調整したサンプルに，20 µLの Pre-Beadsを加え，2時間，4ºCで混和
した．その後，13,000 rpm，5分間，4ºCで遠心分離を行い，上清を他のチューブに移
し，そこにAb-Beadsを 20 µLずつ加えて 16 時間，4ºCで混和した．反応後，13,000 rpm，
2分間，4ºCで遠心分離を行い，上清を捨てて 1 mLの RIPA bufferを加えて洗浄し，
45 µLの 3×サンプルバッファーにより 95°C 5分間熱処理したものを泳動サンプルと
した． 
 
	
 5.4. SDS電気泳動法  (SDS-PAGE) 及びウエスタンブロット法  
	
 SDS-PAGE は Leammli らの方法に従い (115)，ウエスタンブロット法は Towbin ら
の方法に従い行った (116)．用意した細胞は 4°Cで冷却した PBSで 2回洗浄後，Lysis
バッファー [20 mM Tris-HCl (pH 7.5)，150 mM NaCl，1 mM EDTA，1 mM EGTA，1% 
Triton X-100，2.5 mM ピロリン酸ナトリウム，1 mM β-グリセロリン酸，1 mM バナ
ジン酸ナトリウム (Na3VO4)] で回収して超音波破砕機 (OUTPUT 10, DUTY 10の条
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件で 5回) を用いて細胞を破砕し，遠心分離後の上清をウエスタンブロット用サンプ
ルとした．サンプルはタンパク濃度を定量した後，最終濃度が 1 mg protein/mLとな
るように DDWで調整し，3×サンプルバッファーにより可溶化して，95°C 5分間熱処
理したものを泳動サンプルとした．電気泳動は泳動バッファー (2.5 mM Tris，19.2 mM 
グリシン，0.01% SDS) を用い，マーカーには Dr. Westernマーカー (オリエンタル酵
母工業社) を用いた．アクリルアミドゲルの分離ゲル濃度は 7.5%，10%もしくは 12%，
濃縮ゲルは 4%とした．電源としてクロスパワー1000 (ATTO社) を使用し，濃縮ゲル
泳動中は 10 mA，分離ゲル泳動中には 25 mAの電流で泳動を行った．SDS-PAGE法
にて電気泳動したゲル中のタンパク質をホライズブロット (ATTO 社) を用いて，事
前に 20 秒間メタノール処理し DDW 中に浸しておいたポリビニリデンフルオライド 
(PVDF) 膜に転写した．転写時のブロッティング液は 1液 (0.3 M Tris，10%メタノー
ル)，2液 (25 mM Tris)，3液 (25 mM Tris，10%メタノール，40 mM 6-アミノカプロン
酸) を用いた．転写条件は、クロスパワー1000を用いて 2 mA/cm2で 1時間とした．
転写された PVDF膜はブロッキング液 [5%スキムミルク-TTBS (80 mM Na2HPO4，25 
mM Na2HPO4・2H2O，0.1 M NaCl，1% Tween20)] によりブロッキングを 1時間震盪し
ながら行った．ブロキング液を除いた後，TTBSにて 10分間の洗浄を 3回繰り返した．
条件に合わせ希釈した一次抗体を反応させ，反応後に TTBS にて 10 分間の洗浄を 3
回繰り返した．その後，HRP 標識二次抗体を 1 時間反応させた．TTBS による 10 分
間の洗浄を 3回繰り返し，ウエスタンブロッティング検出試薬 Chemi-Lumi One (ナカ
ライテスク社) を用いて検出を行った． 
 
	
 5.5. 蛍光免疫染色  
	
 6 wellプレートの各ウェルにカバーガラスを置き，0.1%ゼラチン溶液を 1 mL加え
て静置し，15 分後に液を除去した．ゼラチンコートを施したウェルに 4×105細胞を

用意して各種化合物に曝露を行った後，氷冷した PBSで洗浄した．ウェルに 4%パラ
ホルムアルデヒドを 1 mL加えて 4ºCで 20分間固定した．氷冷した PBSで 5分間 3
回の洗浄を行った後，氷冷した 0.1% Triton-X-PBS (1 mL) で透過処理を 20分間行い，
氷冷した PBSで 5分間 3回の洗浄を行った．1% BSA-PBS (1 mL) を 1時間反応させ，
その後，1% BSA-PBSで 400倍希釈した一次抗体を 4ºCで一晩反応させた．PBSで 5
分間 3回の洗浄を行い，1% BSA-PBSで 500倍希釈した 二次抗体を室温で 1時間反
応させ，PBSで 5分間 3回洗浄し，カバーガラスをウェルから取り出した．マウント
剤 (DAPIを含む) をスライドガラスの上に滴下し，カバーガラスを載せて標本とした．  
 
6.	
 核酸の検出  
	
 6.1. mRNAの抽出  
	
 35 mmディッシュに細胞を用意して，各化合物を 6時間曝露した．mRNAの回収は
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RNeasy Mini Kit (QUIAGEN社) を用い，添付のプロトコルに従い行った．すなわち，
曝露後のディッシュを PBSで二回洗浄を行い，Buffer RLT Lysis bufferを 350 µLずつ
入れて回収したサンプルに，350 µLの 70%エタノールを加えた．その各サンプル全量
を RNeasyスピンカラムに移し，10,000 g，1分間，室温で遠心分離を行い，通過液を
廃棄し，700 µLの Buffer RW1をカラムに添加した．10,000 g，1分間，室温で遠心分
離を行い，通過液を廃棄した後，カラムに 500 µLの Buffer RPEを添加して，10,000 g，
1分間，室温で遠心分離を行った．エタノールを完全に除去するため，通過液を廃棄
した後，再び 10,000 g，室温で 2分間の遠心分離を行った．20 µLの滅菌済み DDWを
カラムに添加し，10,000 g，1分間，室温で遠心分離することで mRNAを溶出した．
RNAの濃度および純度は，NanoDrop ND-100 (NanoDrop Technologies) により決定し
た． 
	
  
	
 6.2. DNAマイクロアレイ  
	
 6.1.に従い回収した RNAのマイクロアレイ解析は Agilent Technologies Inc.に依頼し
た．全てのヒト遺伝子 (41000個) に対して，二色法による解析を行った． 
 
	
 6.3.	
 Realtime-PCR法による mRNAの定量  
	
 RT-PCR 法による cDNA の合成には，SuperScriptII (Invitrogen)を用い，添付文書に
従って行った．RT反応の条件は 70ºC (10分), 42ºC (60分), 70ºC (10分)で行った．得ら
れた 100 ngの cDNAを，2.5 µMに希釈したプライマー (0.8 µL，プライマー配列は下
記の表に記載) および 10 µLの SYBER green master mixと混和し DDWで 20 µLに調
整し Realtime-PCRを行った．PCR条件は 50ºCで 2分，95ºCで 10分の反応の後，95ºC
で 15秒，60ºCで 1分を 1サイクルとし，40サイクル行った．Realtime-PCRおよび分
析には Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR Systemを用いた．mRNA発現解析はΔ
Ct法を用い，得られた Ct値を GAPDHの Ct値により標準化して 2(-ΔΔCt)で表した．	
 	
 

	
 

遺伝子  5’-3’ 

hCYP1A1 Fwd CCTTCCGACACGCTGCTTCCTTC 

217bp Rev CACCTTCTCACTTAACACC 

hGAPDH Fwd GGCCTGCTTTTAACTCTGGTAA 

100bp Rev ATGGGTGGAATCATATTGGAAC 

hHMOX1 Fwd CTCAAACCTCCAAAAGCC 

219bp Rev TCAAAAACCACCCCAACCC 

mCYP1A1 Fwd GTGTCTGGTTACTTTGACAAGTGG 

198bp Rev AACATGGACATGCAAGGACA 
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mGAPDH Fwd TCAACAGCAACTCTTCCA 

114bp Rev ACCCTGTTGCTGTAGCCGTATTCA 

mHMOX1 Fwd GACCAGAGTCCCTCACAGATG 

119bp Rev TGTCTGGGATGAGCTAGTGCT 

 
7.	
 遺伝子の導入  
	
 7.1.	
 Small interfering RNA (siRNA) による Nrf2発現抑制  
	
 siNrf2-1 (Sense, 5’-GCAAUAAUAUGAAACUUUAdTdT-3’. Antisense, 
5’-UAAAGUUUCAUAUUAUUGCdTdA-3’)，siNrf2-2 (Sense, 5’-CGUGAGUCC 
UGGUCAUCAAdTdT-3’. Antisense, 5’-UUGAUGACCAGGACUCACGdGdG-3’) 及び対
照群 siRNA (Sence, 5’-UUCUCCGAACGUGUCACGUTT-3’. Antisense, 5’-ACGUGACA 
CGUUCGGAGATT-3’) は Genixtalk社から購入した．siRNAはエンドトキシンフリー
の TE緩衝液で 20 µMとなるように調整し，-20°Cで保存した．siRNAの細胞への導
入は Hiperfect (QIAGEN 社) により，付属のマニュアルに準じて行った．RAW264.7
細胞を 24 wellプレートに 1×105 cell/dish，もしくは 3×104 cell/wellで 96 wellプレート
に用意し，同時に siRNAを導入した．トランスフェクション培地に Hiperfectと siRNA
を適量加え，5分間室温静置して siRNA-Hiperfect複合体を形成した．各ディッシュ・
プレートにおける siRNA 及び Hiperfect の量を下表に示す．これを細胞に添加し，24
時間培養することで siRNAを細胞に導入した．その後，実験培地に交換し 12時間培
養後に各実験に使用した． 

 培地量 Tranfection-Medium Hiperfect siRNA 

24 wellプレート 300 µL 100 µL 6 µL 750 ng 

96 well プレート 150 µL 48.75 µL 1 µL 62.5 ng 

 
7.2.	
 ベクターの導入  
	
 12 wellプレートに細胞を播種して 24時間後，下表に示された容量で調整した試薬
を加えて 12時間培養し，実験培地に交換した．さらに 12時間後に各実験に用いた． 

 
8. ルシフェラーゼ活性測定  
	
 7.2.に従ってルシフェラーゼ活性測用ベクターを導入した細胞を，PBS で 2 回洗浄
して passive lysis buffer (100 µL) で回収し，vortexで 15秒撹拌し，13,000 rpm，2分間，

細胞 OPTI-MEM 導入試薬 DNA量 Control DNA量 反応時間 

RAW264.7  50 µL Polyfect 5 µL ARE–Luc or XRE-Luc 0.75 µg pRL-TK 0.75 µg 10分 

A549 60 µL HilyMAX 8 µL ARE–Luc or XRE-Luc 2 µg pRL-TK 0.2 µg 15分 

HepG2 100 µL Lipfoectamine2000 6 µL ARE–Luc or XRE-Luc 1.6 µg  pRL-TK 0.16 µg 20 分 
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4ºCで遠心分離を行い，20 µLの上清を分取した．50 µLの Luciferase assay reagentを
加えピッペッティングで混和し，ルミノメーターにてルシフェラーゼ活性を測定した．

さらに，50 µLの Stop & Glo reagentを加え vortexで撹拌して再測定した． 
 
9. クロマチン免疫沈降反応  
	
 Hepa1 細胞を 15 cm ディッシュに用意して，37%ホルムアルデヒドを終濃度が 1%
になるように (27 µL/mL) 添加し，10分間室温で震盪した．2.5 Mグリシン水溶液を
終濃度が 0.125 Mになるように (50 µL/mL) 添加し，さらに 5分間室温で震盪した．
ディッシュを氷冷した PBSで二回洗浄し，細胞を回収した．5,000 rpm, 5分間の遠心
により得られた細胞を，プロテアーゼ阻害剤および 10 mM EDTAを含んだ PBSに懸
濁し，細胞数を数え，2×106細胞を 1.5 mLチューブに分注した．5000 rpm, 5分間の遠
心により沈殿を回収し，1 mLの Lysis buffer (0.5 mM PIPES pH 8, 85 mM KCl, 0.5% 
NP40, 1× Protein inhibitor cocktail) で懸濁した．氷上で 10分間静置した後，3,000 rpm
で 5分間遠心して，回収したペレットに 300 µLの Nuclei lysis buffer (50 mM Tris-HCl 
pH 8, 10 mM EDTA, 1% SDS, 1× Protein inhibitor cocktail) を加え，氷上で 10分間静置
した．超音波破砕機 (HIGH, 0.5 min ON/0.5min OFFの条件で 6分間 5回) を用いてク
ロマチンを破砕した，14,000 rpmで 10分間の遠心分離により上清を回収した． 
	
 回収したサンプルを 1500 µLの IP dilution buffer (0.01% SDS, 1.1% Triton-X 100, 1.2 
mM EDTA, 16.7 mM Tris-HCl pH 8, 167 mM NaCl, 1× Protein inhibitor cocktail) で希釈し，
blocked protein A/G agaroseを 30 µL加えて，4℃で 1時間混和した．4,000 rpm，5分間，
4ºC で遠心分離を行い，上清を他のチューブに移し，そこに抗体を 4 µg ずつ加えて
16 時間，4ºCで混和した．サンプルの一部は，抗体と反応させないインプットサンプ
ルとした． 
	
 反応後，各サンプルに blocked protein A/G agaroseを 30 µL加えて，4℃で 3時間混
和した．3,000 rpm，5分間，4ºCで遠心分離を行い，上清を捨てて，ゲルを 0.45 µm 
SPIN-X corning microfuge filter (Costar 8163) に移し，500 µLの dialysis buffer (2 mM 
EDTA, 50 mM Tris-HCl pH 8, 1× Protein inhibitor cocktail, 0.2% sarkosyl[モノクローナル
抗体を用いた場合は不要]) を加えて 3,000 rpm，3 分間の遠心分離により 3 回洗浄し
た．さらに，500 µLの IP wash buffer (100 mM Tris-HCl pH 9 [モノクローナル抗体を用
いた場合は pH 8], 500 mM LiCl, 1% NP40, 1% deoxychlolic acid, 1×Protein inhibitor 
cocktail) で 10 分間インキュベートした後， 3,000 rpm，3 分間の遠心分離を行った．
この操作を 3回繰り返した．カラムを他のチューブに移し，60 µLの IP elution buffer 
(1% SDS, 50 mM NaHCO3) を加えて，ボルテックスミキサーで 15分間撹拌し，3,000 
rpm，3分間の遠心操作を行った．さらに，60 µLの IP elution bufferを加えて， 15分
間撹拌した後 10,000 rpm，5分間の遠心操作により溶出を行った．得られたタンパク
質-DNA複合体，および 5倍希釈したインプットサンプル 120 µLに 10 mg/mL RNaseA 
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(Sigma R5503) を 1 µL (インプットサンプルには 2 µL)，5 M NaClを 4.8 µL加えて 65ºC
で一晩反応させた．反応後，0.5 M EDTA (2.4 µL), 1 M Tris-HCl pH 6.5 (4.8 µL), 20 
mg/mL proteinase K (1.5 µL) を加えて，45ºCで 2時間反応させた． 
	
 スピンダウンを 1分間行い，上清に 5 µLの 3 M酢酸ナトリウム溶液 pH 5を加え，
quick PCR purification kit (Qiagen社, cat. 28106) のプロトコルに従い，DNAの精製を行
った．抽出は，30 µLの DDWをカラムに添加して 1分間静置し，14,000 rpm, 1分間
の遠心操作を行った後，さらに 50 µLの DDWにより溶出を行った．得られたサンプ
ル (3 µL) を下記のプライマーを用いて Real-time PCRに供した． 

標的部位  5’-3’ 

mCYP1A1 Fwd TGGGATACCATCAGCTCCAT 

+0.6 kb, 89 bp Rev AACCTTTGGAAGGTGGAAGG 

mCYP1A1 Fwd CTGAGGCCAGAGGTATCAGC 

+0.3 kb, 106 bp Rev CTAAAGGTGCAGGGAAGACG 

mCYP1A1 Fwd TATCCGGTATGGCTTCTTGC 

-0.1 kb, 164 bp Rev CACCTTCAGGGTTAGGGTGA 

mCYP1A1 Fwd AATTTGTGGGGCACAGAGTC 

-0.5 kb, 136 bp Rev GAACAGCTGGGTGGTGACTT 

mCYP1A1 Fwd AGGCTCTTCTCACGCAACTC 

-0.9 kb, 97 bp Rev TAAGCCTGCTCCATCCTCTG 

mCYP1A1 Fwd CAGAGAGCACCTGCAAAACA 

-1.3 kb, 100 bp Rev CTGAGAGCAAAGGCCTGAAC 

mCYP1A1 Fwd CATCAATCACCAGCATCCAG 

-1.5 kb, 136 bp Rev TGCTCTGTGACCAAGACCAG 

mCYP1A1 Fwd TGGGCAGACCTGGTAGATTC 

-2.2 kb, 176 bp Rev ACCCCTATTGATCCCCAGAG 

mCYP1A1 Fwd TCCAGAGATGCAGTGAGTGG 

-2.9 kb, 140 bp Rev AAAGGGAGGAAGAAGAGGACA 

 
10. タンパク質の精製  
	
 10.1.	
 大腸菌用培地の調製  
	
 乾燥酵母エキス (5 g/L)，トリプトン (10 g/L) および塩化ナトリウム (5 g/L)をイオ
ン交換水に溶解し，オートクレーブ滅菌を行い，使用前にアンピシリンを終濃度 20 
µg/mLとなるように加えて Lysogeny Broth (LB培地) とした． 
	
 LB寒天培地は，37 g/Lの LB agar, Millerをイオン交換水に溶解し，オートクレーブ
滅菌を行い，約 50ºCに冷めた後にアンピシリンを終濃度 20 µg/mLとなるように加え
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て，シャーレに分注した．充分に固まったら，遮光して 4ºCで保存した． 
	
 Super Optimal broth with Catabolite repression (SOC培地) は，乾燥酵母エキス (5 g/L)，
トリプトン (20 g/L) および塩化ナトリウム (0.5 g/L) をイオン交換水に溶解し，オー
トクレーブ滅菌を行い，充分に冷えた培地にフィルター滅菌済みの 1 M塩化マグネシ
ウム (10 mL)，1 M硫酸マグネシウム (10 mL) および 2 Mグルコース (1 mL) を添加
し，使用するまで 4ºC，遮光下で保存した． 
 
	
 10.2.	
 マウス Keap1タンパク質の精製  
	
 マウス Keap1高発現大腸菌 BL21株を LB培地中で好気的に 37ºCで培養した．培養
菌液の濁度を波長 600 nmで測定し，ABS = 0.6に達したら，終濃度 1 mMのイソプロ
ピル-β-チオガラクドピラノシド (IPTG) を添加し，27ºC で 72 時間培養した．培養
菌液から菌体を遠心分離 (5,000 g，10分， 4ºC) により回収し，菌体沈殿物の体積と
等量の破砕バッファー [50 mM Tris-HCl (pH 7.5)，0.1 M塩化ナトリウム，5%グリセロ
ール，5 mM 2-メルカプトエタノール]を加えて菌体を超音波破砕して，105,000 g，1
時間，4ºCで遠心分離を行った．得られた上清を，平衡化バッファー  [50 mM Tris-HCl 
(pH 7.5)，0.1 M 塩化ナトリウム， 5 mM 2-メルカプトエタノール ] で平衡化した
nickel-chelating resinカラム (60×10 mm i.d.) に付し，100 mMイミダゾール含平衡化バ
ッファーで溶出し，波長 280 nmの吸光度および SDS-PAGEにより Keap1の単一画分
を調べた．得られた Keap1は，0.1 mM DTTで 30分間還元し，エコノカラム 10DGに
より DTTを除去した後に Bradford法にてタンパク質濃度を測定した． 
 
11. TBQ結合タンパク質の検出  
	
 11.1. タンパク質中チオール基の測定  
	
 Ellmanらの方法 (117) に従って行った．300 µLの 200 mM Tris-HCl—20 mM EDTA 
(pH 8.2) と 100 µLの 100 mM Tris-HCl (pH 7.5) で調整したタンパク質サンプル (0.4 
mg/mL)を混合した．20 µLの 10 mM DTNB (メタノールに溶解) を添加し，直ちに 150 
µLの 5%SDSと 930 µLの DDWを加えて反応させた．DTNBを添加して 2分後に，
波長 412 nmの吸光度を分光光度計 UV-1800により測定した．キュベット中のチオー
ル基の算出にはモル吸光係数 13.6 mM-1 cm-1を用いた． 
	
 11.2.  TBQとタンパク質との反応  
	
 終濃度 5 µM Keap1と TBQを 50 mM Tris-HCl (pH 8.0) 中で 25ºC，30分間反応させ
た．余剰の TBQは限外濾過にて取り除いた． 
 
12. TBQ-グルタチオン結合体  (TBQ-SG) の合成  
	
 12.1.  TBQ-monoGSH結合体  
	
 TBQ (200 mg) を 15 mLのメタノールに溶解し，50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) に
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溶解した GSH (374.5 mg) を滴下し，1時間撹拌した． 
 
	
 12.2.	
 TBQ-diGSH結合体  
	
 TBQ (200 mg) を 15 mLの ACNに溶解し，50 mM リン酸緩衝液 (pH 7.4) に溶解し
た GSH (1874.4 mg) を滴下し，72時間撹拌した． 
 
	
 12.3.	
 TBQ-SGの精製  
	
 TBQ-GSH結合体は Ultra Pack ODS-S-50B (300×26 mm i.d., 50 µm, Yamazen Science)
を用いて，25% アセトニトリル，流速 5 mL/minで溶出した．溶出したフラクション
は 280 nm の波長を用いて，HPLC で確認し，エバポレーターで濃縮後に凍結乾燥を
行った．さらに，NMR解析および UPLC-MSEにより同定した． 
 
13.	
 機器分析  
	
 13.1.	
 高速液体クロマトグラフィー  (HPLC) —紫外可視蛍光検出器  (UV-VIS) 
による化合物の分析  
	
 HPLC-UV-VIS system はシステムコントローラー (SCL-10A, 島津社)，送液ポンプ 
(LC-10AD, 島津社)，脱気装置 (UGD-12A，島津社)，紫外可視検出器 (SPD-10AV，
島津社)，オートサンプラー (SIL-10AF) から成り，LCsolution ver. 1.2 software (島津社) 
により一括制御した．ガードカラムは，YMC-Pack ODS-AM用カードリッジカラム (23 
×4.0 mm i.d., 5 µM, YMC社) を，カラムには YMC-Pack ODS-AM (250×4.6 mm i.d., 5 
µM, YMC社) を用いた．TBQを分析する際の移動相は，アセトニトリル—1%酢酸 (3 : 
2, v/v)，TBQ-グルタチオン抱合体を分析する際はアセトニトリル—1%酢酸 (2 : 8, v/v)
を用いた．  
 
	
 13.2.	
 超高速液体クロマトグラフィー  (UPLC) -エレクトロスプレーイオン
化質量分析計  (ESI-MS) による蛋白修飾部位の同定  
	
 方法 で作成した TBQ-Keap1 (2 µg) を SDS-PAGE で分離し，得られたゲル上の
Keap1タンパク質のバンドを切り取り，50 mM 重炭酸アンモニウム溶液 (ABC)—50% 
アセトニトリルで 10分間洗浄し，CBB色素が脱色されるまで洗浄を繰り返した．ゲ
ル内のタンパク質を 50 mM ABC-10 mM TCEP (100 µL) で 56ºC，1時間還元し，その
溶液を 50 mM ABC—55 mM ヨードアセトアミドに置換して 25ºC，遮光下でアルキル
化反応を 45分間行った．50 mM ABC—50%アセトニトリルで 10分間，2回洗浄した
後，100%アセトニトリル (100 µL) でゲルを脱水し，ゲルを風乾した後，20 ngのMS 
grade修飾済みトリプシン (Promega社) を含む 50 mM ABC (10 µL) をゲルに染み込
ませて，37ºCで 16時間静置してタンパク質の消化を行った．消化処理したゲルは，5 
µLのアセトニトリル—トリフルオロ酢酸—DDW (50 : 0.1 : 49.9, by vol) 中でよく混和し，
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ペプチド断片を抽出した．得られたペプチド断片は，nanoUPLC-elevated energy MS 
(MSE) systemで分析した． 
	
 NanoUPLC-MSE system の移動相は，0.1%蟻酸 (A) と 0.1%蟻酸含アセトニトリル 
(B) を用い，流速は 0.3 µL/minで行った．はじめの 1分間は 1% B，1-120分を 40% B
までの直線勾配，120-121分を 95% Bまでの直線勾配，121-125分は 95% Bで行い，
125-129分で 1% Bに戻して 1分間流した．カラム温度 35ºC，MS測定範囲m/z 50-1990，
ポジティブイオンモード，キャピラリー電圧 2.8 kV，コーン電圧 35 V，コリジョンエ
ネルギー 6 eV (MS), 15-60 eV (MSE) ，ソース温度 80ºCの条件下で行った．得られた
データの解析は，MassLynx ver.4.1 softwareおよび ProteinLynx Global Server Browser 
ver.2.3 software (Waters社) を使用した． 
 
13.3.	
 HPLC—電子捕獲検出器  (ECD) による GSHの分析  
	
 GSH量の定量は，Vingnaudらの方法 (118) に従って行った．細胞を 1 mM EDTA
により回収して，超音波破砕機 (出力 3, 負荷 20, 10回) で破砕した後，13,000 g，4ºC
で 10分間の遠心分離を行い，遠心上清を回収した．得られた細胞溶解液に等量の 20 
mM リン酸アンモニウム (pH 2.5)-1.8% (v/v) アセトニトリルを加え，Ultrafree-MC 
(5,000 NMLW, Millipore社) を用いて，13,000 g，4ºCで 15分間の遠心操作により濾液
を分取し，サンプルとした．サンプル (20 µL) は直ちに HPLC-ECD systemで分析し
た．移動相には，アセトニトリル—20 mMリン酸アンモニウム (pH 2.5) (0.9 : 49.1, v/v)
を用い，流速は 0.6 mL/minで行った．ECDの条件は，ガードセル (E: 800 mV), チャ
ンネル 1 (E: 450 mV, R: 10 µA, Filter: 10 sec)，チャンネル 2 (E: 600 mV, R: 10 µA, Filter: 
10 sec) を用いた．得られた GSH量は，方法 4.2.に従って求めた細胞溶解液のタンパ
ク質量で補正した． 
 
14. 統計処理  
	
 データ解析は特に記載がない限り，3回の実験で得た結果を用いた．有意差検定は
母平均の差の検定を用い，等分散を示したものには t 検定を，そうでないものには
Welch 検定を行った．また，3 サンプル以上の比較には多重比較検定である Dunnett
の方法を用いた．半致死量等の統計解析には，データ解析プログラム Prism Ver. 4.0 
(GraphPad Software 社) を用いた． 
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第１章  tert-Butyl-1,4-benzoquinone (TBQ) による Keap1/Nrf2システム活性化機序
  
	
 1.1.	
 目的  
	
 食品や化粧品等の酸化防止剤として使用されている BHA や TBHQ は，転写因子
Nrf2を活性化させることが報告されているが，その分子機構は解明されていない．本
転写因子活性化の主因として，Nrf2 の抑制分子である Keap1 の修飾が挙げられる．
BHA は生体内で代謝を受け，TBHQ に変換された後，自動酸化により，TBQ へと代
謝されることが知られている一方で (31)，TBQを用いて Keap1の修飾および Nrf2の
活性化を検討した研究はない．本研究では，TBQは親電子性だけでなく，レドックス
サイクルを介した ROS産生能を有することから，TBQによる Keap1の化学修飾もし
くは ROSによる酸化修飾が，BHAおよび TBHQ 曝露で見られる Nrf2活性化に関与
すると考え，TBQによる Nrf2活性化の本態の解明を目的とした． 
	
 さらに，これまでのところ，親電子物質により親電子修飾 (S-アリール化) された
Keap1の生体内運命に関する研究はほとんど報告されていない．Nrf2の活性化は一過
性であることから，Keap1の親電子修飾解除もしくは Keap1の合成促進が起きている
と予想される．当研究室では，S-トランスアリール化による親電子修飾の可逆性につ
いて検討していることから (0.2.5参照)，本研究では，S-トランスアリール反応に注目
して Keap1タンパク質の親電子修飾の解除機序についても検討した． 
 
	
 1.2.	
 結果  

1.2.1.	
 TBQによる Nrf2の活性化および下流タンパク質の誘導  
	
 RAW264.7細胞を TBQに曝露したところ，濃度および時間依存的に Nrf2の核移行
が認められ，曝露後 3時間がピークであった (図 6A)．また Nrf2の活性化に伴い，下
流タンパク質群 (GCLC，GCLM，NQO1，GSTA1，および HO-1) が誘導された (図
6B)． 
 

1.2.2.	
 TBQによる ARE転写活性化  
	
 TBQは Nrf2を活性化するか否かを検討するために，AREの転写活性化をルシフェ
ラーゼ活性測定で検討した．RAW264.7細胞に TBQを 6時間曝露した結果，TBQの
濃度依存的にルシフェラーゼ活性が上昇した (図 7)．  
 

1.2.3.	
 Nrf2活性化における活性酸素種の関与   
	
 細胞内で産生された ROS を H2DCFDA により検出したところ，陽性対照として使
用した 500 µM H2O2および 10 µM TBQでH2DCFDAによる蛍光が確認された (図 8)．
TBQ により産生された ROS はポリエチレングリコール結合カタラーゼ (PEG-CAT) 
処理で消去された (図 8)．同条件下で，Nrf2 の活性化を検討したところ，PEG-CAT
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処理による有意な差は認められなかった (図 9)． 
 

1.2.4.	
 TBQによる Keap1修飾  
	
 TBQ による Nrf2 の活性化が Keap1 の修飾によるものか否かを検討するために， 
BPM アッセイを用いて，細胞内 Keap1 タンパク質への TBQ 修飾の有無を検討した．
その結果，TBQ の濃度依存的に Keap1 タンパク質の修飾が見られた (図 10)．また，
マウス精製 Keap1を用いて BPM標識アッセイを行った．TBQの濃度依存的に Keap1
の修飾が検出された．Keap1の SH基の定量を行ったところ，TBQの濃度依存的に SH
基の減少が見られた (図 11)．さらに，UPLC-MSE 分析を行った結果，MS 解析では
Cys23，Cys151，Cys226，Cys257，Cys273，Cys288，Cys368および Cys489への結合
が示唆され (表 3)，MSE解析で Cys23，Cys151，Cys226および Cys368への TBQの結
合が検出された (図 12)． 
 
 1.2.5.	
 TBQによる細胞毒性に対する Nrf2の関与  
	
 RAW264.7 細胞に siRNA (siControl，siNrf2-1，siNrf2-2) を導入して 30 時間後，親
電子性物質である 1,2-NQに 1時間曝露したところ，siNrf2群で Nrf2蓄積を抑制した 
(図 13A)．同条件下で TBQを曝露した結果，対照群と比較して siNrf2群では TBQに
よる細胞毒性が有意に増強した (図 13B)． 
 

1.2.6.	
 TBQによる Nrf2の活性化における GSHの関与  
	
 HepG2細胞にGSH合成阻害剤である200 µM BSOもしくはGSH誘導剤である5 mM 
NACで 24時間の前処理を行ったところ，対照群と比較して BSO処理群 GSH量が約
14%に減少し，NAC処理群では約 108%であった (図 14)．この条件下で TBQを 1時
間曝露した結果，BSO前処理下では対照群と比較して TBQで生じる Nrf2の活性化の
持続が認められた (図 15)． NAC前処理群において，TBQによる Nrf2活性化は抑制
された (図 15)．Nrf2の下流タンパク質である HO-1においても同様な結果を得た (図
16)． 
 

1.2.7.  GSHを介した TBQ修飾の S-トランスアリール化  
	
 TBQ-Keap1 結合体と GSH を 60 分間反応させて，BPM 標識アッセイにより Keap1
の修飾を検討したところ，GSH の濃度および時間依存的に Keap1 への修飾が減少し
た結果を得た (図 17)．同条件下における Keap1への TBQ修飾を UPLC-MSで解析し
た結果，TBQ-Keap1のシステイン残基の 9残基に修飾が検出された (表 4A)．GSHを
反応させた後は 4残基しか認められず，Nrf2の活性化に重要とされる Cys151および
Cys273への修飾は見られなかった (表 4B)．また，修飾されたペプチドの割合も減少
した (表 4)．次に，GSHを介した S-トランスアリール化の結果として得られると予測
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される TBQ-グルタチオン結合体 (TBQ-SG) の合成を試みた．得られた反応産物をカ
ラムで分離して，それぞれを UPLC-MSEで解析したところ，UPLC 上で保持時間 5.1
分，5.6分および 5.8分のピークが検出された．それぞれ m/z = 775.2 (TBHQ-di-SGと
分子量が一致)，m/z = 468.1 (TBQ-mono-SG と分子量が一致) および m/z = 468.1 
(TBHQ-mono-SG と分子量が一致 ) を示した  (図 18)．TBQ-mono-SG および

TBHQ-mono-SGに関して，グルタチオンの結合位置を確定するために，NMR解析を
行った．その結果，TBQ-mono-SGおよび TBHQ-mono-SGは，共に 6位に付加してい
た (図 19)． 
	
 この合成した TBQ-SG を基に，TBQ-Keap1結合体と GSH の反応産物の UPLC-MSE

解析を行った．その結果，本反応産物は，TBHQ-di-SG (分離時間 5.1分, m/z 775.2)，
TBQ-di-SG (分離時間 5.3分, m/z 773.2) および TBHQ-mono-SG (分離時間 5.8分, m/z 
470.2)であることが確認された（図 20）． 
	
  
	
 1.3.	
 考察  
	
 本研究では，BHAや TBHQの代謝により生じる TBQが，Keap1への共有結合を介
して Nrf2を活性化すること，および TBQによる Keap1タンパク質の修飾は GSHに
よって解除されることを明らかにした． 
	
 キノン化合物は，マイケル付加反応によるタンパク質の求核置換基への共有結合能，

および，レドックスサイクルを介した ROS 産生能を有する (0.3.2 および 0.3.3 参照) 
(35)．Kahlら (119) によると，ミクロゾームに局在する NADPH依存的な酵素の働き
により BHA から産生される TBHQ は，自動酸化で TBQ に変換されてレドックスサ
イクルを介して，ROS を産生することが示唆されている．0.3.2 に記載したレッドク
スサイクルは，9,10-フェナンスラキノンを用いた先行研究によって証明されている 
(36)．そこで，TBQによる ROSの産生を調べたところ，TBQ曝露によって細胞内 ROS
産生が検出された (図 8)．このことは，TBQが TBHQに二電子還元され，生じた TBHQ
と TBQ との不均化反応によりセミキノンラジカル (TBQ•-) を生じ，TBQ•-が分子酸

素と反応してスーパーオキシドアニオンを生成することを示唆している (図 5)．当研
究室の先行研究において，カテコールエストロゲンの親電子代謝物および 1,2-NQは，
レドックスサイクルを介して ROSを産生するにも係わらず，産生された細胞内 ROS
は Nrf2 の活性化に影響しなかった (80, 81)．同様に，TBQ 曝露で検出された細胞内
ROSが PEG-CAT前処理で除去されるのに対して，TBQによる Nrf2の活性化に本処
理は効果を示さなかった (図 9)．TBHQ による Nrf2 の活性化には酸化ストレスが主
要な原因とされてきたが (120), 上記の結果から，TBQ によるレドックスサイクルで
産生される ROSは，RAW264.7細胞での Nrf2活性化の主因ではないことが示唆され
た．また，TBQ曝露で NOSは誘導されなかったので，NOSに起因する NOとと sお
の酸化物の影響も否定された (データ未掲載)．以上より，TBQによる Nrf2の活性化
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には Keap1の修飾が重要な役割を演じていることが示唆された．この仮説と一致して，
TBQ はマウス精製 Keap1 タンパク質および細胞内 Keap1 の SH 基を修飾した (図 10
および図 11)．さらに UPLC-MSE解析により，TBQはマウス精製 Keap1タンパク質の
Cys23，Cys151，Cys226および Cys368へ結合したことが明らかとなった (図 12)．マ
ウスの Keap1タンパク質 (分子量 = 69.6kDa) は NTR，BTB領域，IVR領域，および
6つの Kelch 反復配列と C末端領域 (CTR) を含む C末端 DC領域から構成される．
Cys23はKeap1の E3リガーゼ活性に重要な役割を持つとされるNTR領域に含まれる 
(121)．高い求核性を持ち，様々な親電子物質に修飾される Cys151は，Cul3と相互作
用を示す BTB 領域に位置する (122)．IVR 領域は，Cys226 を含む 8 つのシステイン
残基を有し，Cys368は Nrf2と直接的に相互作用をする DC領域に含まれ，これらの
システイン残基はスルフォラファン等によって修飾される (123)．いくつもの論文で，
様々な親電子物質による Keap1 の修飾部位が同定されている  (122)．例えば，
1-biotinamido-4-(4’-[maleimidiethylcyclohexane] -carboxamido)butane (BMCC) は Cys23, 
Cys151, Cys226および Cys368を修飾し，Nrf2を活性化する	
 (122)．カテコールエス
トロゲンの親電子代謝物は Keap1の Cys151, Cys257, Cys273, Cys288, Cys368および
Cys489 への修飾を介して Nrf2 を活性化し (81)，1,2-NQ は Cys151, Cys257, Cys273, 
Cys288 および Cys489 を修飾して Nrf2 を活性化する (80)．これらのことを総合する
と，酸化ストレスよりもむしろ Keap1への共有結合が，エストロゲンキノンや 1,2-NQ
そして TBQ等のキノン化合物による Nrf2の活性化に重要な役割を示すと想定される．
この仮説は Dinkova-Kostovaらによっても支持されている (124, 125)． 
	
 Keap1/Nrf2システムは，Nrf2の活性化による第二相薬物代謝酵素および第三相トラ
ンスポーターの発現誘導を介して (63)，化学発がん物質や毒物の解毒・排泄に貢献す
る (126)．TBQは第二相薬物代謝酵素 (GSTs，NQO1，UGTs) によって生体内代謝を
受け，さらに，グルタチオン抱合体やグルクロン酸抱合体へ代謝される (103, 127)．
これらの極性代謝物はMRPsによって排泄される (128)．本研究において，RAW264.7
細胞を用いて Nrf2をノックダウンすると，TBQによる細胞毒性が有意に増強したこ
とから (図 13B)，Keap1/Nrf2システムは TBQの解毒にも関与していることが示され
た． 
	
 図 6および 15に示すとおり，TBQによる Nrf2の活性化は一過性であることから，
Nrf2 を負に制御する Keap1 タンパク質の親電子修飾が解除されて Keap1 が再利用さ
れる可能性が示唆された．そのひとつとして, 0.2.5 に記載したような GSH を介した
S-トランスアリール化反応が TBQ-Keap1 結合体において生じることが考えられた 
(図 21)．そこで，精製マウスKeap1と TBQの結合体にGSHを反応させたところ，Keap1
のTBQ修飾が解除され (図17および表4)，TBHQ-SG, TBHQ-di-SG, およびTBQ-di-SG
の生成が見られた (図 20)．図 21に GSHによる Keap1-TBQ結合体の S-トランスアリ
ール化反応に関して想定される二つの反応機序をに示す．ひとつは TBQ に共有結合
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した Keap1-SH (化合物 1) の置換反応で生じる TBQ-mono-SG (化合物 2) の生成，も
うひとつはマイケル付加反応を介した Keap1-TBHQ-SG 結合体の生成である (化合物
6)．Songらはハロゲン基を有するキノン系化合物が GSHによる求核付加攻撃を受け
ることで, 結果的にハロゲン基の脱離を伴いGSHが付加することを示しており, 我々
が想定した反応に良く一致している  (129)．化学合成した TBQ-GSH 結合体は

TBQ-5-SG, TBQ-6-SGおよび TBQ-3,6-SGであったが (図 18および 19)，S-トランスア
リール化による反応生成物は TBHQ-mono-SG (化合物 3)，TBHQ-di-SG (化合物 4)，
TBQ-di-SG (化合物 5) だった (図 20)．両者での生成物の差異については, GSH が
Keap1-TBQ 結合体の S-トランスアリール化反応を触媒しているだけでなく, 生成し
た TBQ-mono-SG (化合物 2) から TBHQ-mono-SG (化合物 3) への還元反応にも関与し
ていることで説明されるかもしない. 生じた TBHQ-mono-SG (化合物 3) は自動酸化
を受けやすく TBQ-mono-SG (化合物 2) に変換され, 引き続いて生じるマイケル付加
反応を介して, TBHQ-di-SG (化合物 4) およびその自動酸化体である TBQ-di-SG (化合
物 5) が生成することが考えられた．一方, 図 21に示すとおり, Keap1-TBQ結合体と
GSH とのマイケル付加反応で生じた Keap1-TBHQ-SG 結合体  (化合物 6) は，
TBHQ-SG 結合体と同様に酸化されて Keap1-TBQ-SG 結合体 (化合物 7) に変換され, 
このものは GSH の存在下で S-トランスアリール化により Keap1 を遊離し，
TBHQ-di-SG (化合物 4) を生成する．この一連の反応は，ブロモベンゼンの GSH結合
体を用いた Slaughterらの研究により支持されている (130)．このことと一致して，先
行研究において，Keap1 (80, 81, 131)，GAPDH (23)，PTP1B (132)，および CREB (133)
を 1,2-NQもしくは TBQと反応させると，何れの場合もヒドロキノン結合体ではなく
キノン結合体として検出された．したがって，もし TBHQ-タンパク質結合体もしく
は TBHQ-SG が好気条件下で自動酸化を受けなければ，S-トランスアリール化は起こ
らないことになる．言い換えれば，自動酸化を受けやすいヒドロキノン-チオール結
合体はキノン-チオール結合体となり，GSH による S-トランスアリール化を受けるこ
とになる． 
 	
 ところで, Peters らによる雄の F344 ラットを用いた先行研究では，代謝物として
TBHQ-3,6-di-SG結合体が同定されており，最初の GSH付加位置のパラ位に二次的な
GSH の付加が起こることを示唆している (127)．従前の考えに従えば, このような
GSH結合体は TBQと GSHとの共有結合に起因するとされてきたが, 本研究は, イン
ビボで観察される TBHQ-3,6-di-SG 結合体の一部が，GSH による TBQ の共有付加攻
撃だけでなく，タンパク質のシステイン残基に共有結合した TBQ が GSH により S-
トランスアリール化を受けることで生じる可能性を示唆している． 
	
 当研究室の先行研究において，1,2-NQに修飾されて活性を失ったGAPDHの 1,2-NQ
修飾が，GSH を介した S-トランスアリール化により解除され，酵素活性が回復した 
(23)．同様な機序により Keap1 の機能が回復して Nrf2 の活性化が抑制されると予測
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された (図 22)．この仮説を裏付けるように，Nrf2 の活性に重要な Keap1 の Cys151
および Cys273への TBQ修飾が GSHにより解除され (表 4)，さらに，BSO処理では
TBQ による Nrf2 活性化の持続が見られたことから (図 15)，GSH を介した S-トラン
スアリール化が Nrf2の活性化を一部制御していることが示唆された．GSHの前駆体
である NAC処理では GSH量の増加が認められなかったにも係わらず (図 14)，TBQ
による Nrf2活性化を抑制したことから (図 15)，NACそのものが S-トランスアリール
化反応に係わっていると示唆される (23)． 
	
 親電子修飾された Keap1 による Nrf2 活性化についての研究は数多く存在するにも
関わらず，親電子修飾された Keap1の細胞内運命についての研究は少ない (63, 134)．
最近，田口ら (135) によって，親電子修飾された Keap1 タンパク質はオートファジ
ーにより分解され，さらに，de novo経路による Keap1の新生により Keap1の機能が
補われる可能性が報告された．同グループは TBHQ 曝露が Keap1 の分解を促進する
ことを明らかにしたが (135)，TBHQ は TBQ へ自動酸化されることから (図 5)，
TBQ-Keap1 結合体としてオートファジー分解をうけることが示唆される (図 22)．こ
の結果を支持するように，1,2-NQ に修飾されたタンパク質はオートファジーによっ
て分解されることが示されている (136)．以上の知見を総合すると，TBQによって起
こる一過性な Nrf2 の活性化の少なくとも一部は，Keap1-TBQ 結合体の GSH 依存的
S-トランスアリール化が関与している可能性が高い (図 21および図 22)． 
 
	
 1.4.	
 まとめ  
	
 ・BHAや TBHQの親電子代謝物である TBQは Nrf2を活性化し下流タンパク質を
誘導する． 
	
 ・TBQにより産生された酸化物は Nrf2の活性化に重要でない． 
	
 ・TBQは Keap1の Cys23，Cys151，Cys226および Cys368を修飾する． 
	
 ・Nrf2は TBQによる細胞毒性を軽減する． 
	
 ・GSHを介した S-トランスアリール化により Keap1の TBQ修飾が解除された． 
	
 ・TBQは GSH一分子もしくは二分子と共有結合する． 
 
	
 1.5.	
 図表  

図 6−22，表 3, 4 
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図6.　TBQによるNrf2の活性化および下流タンパク質の発現誘導	


　A. RAW264.7細胞を0, 5または10 µMのTBQに1, 3,または6時間曝
露し，核画分を分離した後に，ウエスタンブロットを行った．下図は
Image J softwareを用いてバンド強度を定量した結果を示す．同様の検

討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．**, p<0.01 vs. 
control. B. 0, 5または10 µMのTBQを1-24時間曝露し，ウエスタンブ

ロットにて各タンパク質を検出した． 39	
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図7.　TBQによるARE活性化	


　RAW264.7細胞にARE-Luciferaseベクターを導入し，12時間後に実験
培地に交換し，さらに12時間後に実験に用いた．本細胞を0-5 µMのTBQ
に曝露し, 6時間後に回収して，8に示した方法でルシフェラーゼ活性測定

を行った．同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．**, 
p<0.01 vs. control.	
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図8.　TBQによる活性酸素種の産生	


　RAW264.7細胞を1000 U/mLのポリエチレングリコール結合カタラーゼ 
(PEG-CAT)に1時間処理し，10 µM H2DCFDAに30分間曝露した．その
後，本細胞を10 µM TBQもしくは500 µM H2O2に10分曝露し, 蛍光顕微鏡

を用いてH2DCFDAの蛍光を検出した．	
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図9.　TBQによるNrf2活性化における活性酸素種の関与	


　RAW264.7細胞を1000 U/mLのポリエチレングリコール結合カタラーゼ 
(PEG-CAT)に1時間処理し，その後，本細胞を0, 5, もしくは10 µMのTBQ
を1時間曝露し, ウエスタンブロットを行った．下図はImage J softwareを

用いてバンド強度を定量した結果を示す．同様の検討を5回行った平均値
±標準誤差 (SE) として示す．	
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図10.　TBQによる細胞内Keap1タンパク質の修飾	


　TBQ (0, 5, 10 µM) にRAW264.7細胞を1時間曝露した後に，RIPAバッ
ファーで本細胞を回収した．4.2.1に記載した方法でBPM標識アッセイを行
い，BPMは終濃度50 µMで行った．下図はImage J softwareを用いてバ

ンド強度を定量した結果を示す．同様の検討を3回行った平均値±標準誤
差 (SE) として示す．*, p<0.05 vs. control.	
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図11.　TBQによる精製Keap1タンパク質の修飾	


　マウス精製Keap1タンパク質に0-100 µMのTBQを25ºCで30分間反応さ
せた．A. 11.1.に従いKeap1中のチオール基を測定した．B. 5.2.2に記載し
た方法でBPM標識アッセイを行い，終濃度50 µMのBPMを用いた．下段

はImage J softwareを用いてバンド強度を定量した結果を示す．同様の検
討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．**, p<0.01 vs. control.	
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図12.　MSE解析によるKeap1へのTBQ修飾部位の同定	


　マウス精製Keap1タンパク質に50 µMのTBQを25ºCで30分間反応させ
た．トリプシン消化を行った後，UPLC-MSE解析を行った．	
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図13.　TBQによる細胞毒性に対するNrf2の関与	


　A. RAW264.7細胞にsiNrf2-1，siNrf2-2およびsiCont.を導入し，30時間
後に10 µM 1,2-NQに1時間曝露した．本細胞を回収し，ウエスタンブロッ
トでNrf2が抑制されたことを確認した．B. RAW264.7細胞にsiNrf2-1，

siNrf2-2およびsiCont.を導入し，18時間後に無機三価ヒ素に曝露した．3.
に示したようにMTTアッセイにて細胞生存率を測定した．同様の検討を3
回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．*, p<0.05 ．**, p<0.01 vs. 
control.	

	


46	




図14.　BSOやNACによるGSHの変動 
	


　HepG2細胞を200 µM BSOまたは5 mM NACに前処理し，2４時間後に
本細胞を回収し，HPLCでGSH濃度を検出した．同様の検討を3回行った
平均値±標準誤差 (SE) として示す．	
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図15.　Nrf2活性化におけるGSHの影響 
	


　HepG2細胞を200 µM BSOまたは5 mM NACに前処理し，24時間後に
50 µM TBQに0-9時間曝露した．本細胞を回収し，ウエスタンブロットで
Nrf2を検出した．下図はImage J softwareを用いてバンド強度を定量した

結果を示す．同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．	
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図16.　HO-1誘導におけるGSHの影響 
	


　HepG2細胞を200 µM BSOまたは5 mM NACに前処理し，24時間後に
50 µM TBQに0-9時間曝露した．本細胞を回収し，ウエスタンブロットで
HO-1を検出した．下図はImage J softwareを用いてバンド強度を定量し

た結果を示す．同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示
す．	
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図17.　GSHによる濃度・時間依存的なTBQ修飾の解除	


 　A. マウス精製Keap1に0, 25もしくは50 µM TBQを反応させ，限外濾過でTBQを取り除
いた後，タンパク定量を行い，0-1 mMのGSHをそれぞれ反応させた．下図はImage J 
softwareを用いてバンド強度を定量した結果を示す．同様の検討を3回行った平均値±標準

誤差 (SE) として示す．B. マウス精製Keap1に0または25 µMのTBQを反応させ，限外濾
過でTBQを取り除いた後，タンパク定量を行い，1 mMのGSHを0-180分間それぞれ反応さ

せた．反応後，BPM標識アッセイを行った．下図はImage J softwareを用いてバンド強度を
定量した結果を示す．同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．	
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図18.　UPLC-MSE解析を用いたTBQ-GSH反応生成物の同定	


　TBQとGSHを反応させた後 (12.参照)，75% アセトニトリル-25% DDW溶
液を展開溶媒として用い，ODS-S-50Bカラムでそれぞれの分画を分離した。
エバポレーターにて濃縮後，凍結乾燥機で乾燥した．一部をアセトニトリル

で溶解してUPLC-MSE解析を行った．A-C. UPLCにより，保持時間5. 1，
5.6，および5.8分にそれぞれ，m/z 775.2, m/z 470.1, m/z 468.1を示す

ピークを得た．D-F. 得られたそれぞれのピークに対してMSE解析を行った． 
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図19.　NMR解析を用いたTBQ-GSH反応生成物の同定	


　TBQとGSHを反応させた後 (12.参照)，75% アセトニトリル-25% DDW溶液を展
開溶媒として用い，ODS-S-50Bカラムでそれぞれの分画を分離した。エバポレー
ターにて濃縮後，凍結乾燥機で乾燥した．各TBQ-GSH反応生成物の一部を重水

で溶解し，NMR解析を行った．A. TBQ-di-SG, B. TBQ-5-SG, C. TBQ-6-SG 52	
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図20.　GSHによるTBQ-Keap1からのS-トランスアリール化	


　マウス精製Keap1に25 µM TBQを反応させ，限外濾過でTBQを取り除い
た後，タンパク定量を行い，1 mMのGSHを1時間反応させた．反応後，フィ
ルターを用いてタンパク質を除去し，UPLC-MSE解析を行った．A.本農産物

についてUPLCを行った. B-D. それぞれ保持時間5.1, 5.3, および5.8分の
ピークについてMSE解析を行い，m/z 775.2, m/z 470.1, m/z 468.1を示す

ピークを得た．	
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図21.　Keap1-TBQのGSHを介したS-トランスアリール化	


　Keap1-TBQのGSHを介したS-トランスアリレーションの反応様式を示す．TBQは
Keap1と結合し，Keap1-TBHQとなった後に自動酸化によりKeap1-TBQへ変換しする．
GSHが存在すると，GSHはマイケル付加反応によりKeap1-TBQ結合体に結合すると

同時に，Keap1は逆マイケル付加反応によって遊離する．一部はKeap1-TBHQ-GSH
結合体となる．生成したTBHQ-monoSGは自動酸化によりTBQ-monoSGとなり，再び

GSHの標的となる．TBHQ-di-SGは自動酸化によりTBQ-di-SGとなる． 
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図22.　GSHを介したKeap1のS-トランスアリール化に
よるNrf2活性化の制御における可能なメカニズム	


 GSHを介したKeap1のS-トランスアリレーションによるNrf2活性化の制
御の仮説を示す．TBQはKeap1を修飾し，Nrf2の活性化が起こる．
GSHにより，Keap1のTBQ修飾が取り除かれると，再びkeap1はNrf2
を制御し，Nrf2の活性化は修飾する．また，田口らはTBHQがKeap1の
分解を促進する結果を得たが，TBHQはTBQに自動酸化することから，

TBQ-Keap1の形で分解されると示唆される．	
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表3. TBQによるKeap1の修飾	


　マウス精製Keap1タンパク質を50 µMのTBQと25ºCで30分間反応させた．反応した
Keap1タンパク質をトリプシン消化して，UPLC-MS解析に供した．表はトリプシン消化
したKeap1-TBQから得られたペプチドのアミノ酸配列を示す．	
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表4. GSHによるKeap1へのTBQ修飾の解除	


　A. マウス精製Keap1タンパク質を25 µMのTBQと25ºCで30分間反応させた．B. A
のサンプルに1 mM GSHを60分間反応させた．反応したKeap1タンパク質をトリプシ
ン消化して，UPLC-MS解析に供した．表はトリプシン消化したKeap1-TBQから得られ

たペプチドのアミノ酸配列を示す．修飾されたペプチドの割合を示す%Modifiedが
50%以上のペプチドを表に示した．	


A 

B 
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�������� Peptide sequence Calculated MS (Da) Observed MS (Da) % Modified Modified cysteine
13-32 SSQFLPLWSKCPEGAGDAVM 2238.04 2237.99 100 Cys23
62-84 QAFGVMNELRLSQQLCDVTLQVK 2781.41 2781.38 78.9 Cys77
72-93 LSQQLCDVTLQVKYEDIPAAQF 2624.31 2624.25 100 Cys77

151-169 CVLHVMNGAVMYQIDSVVR 2295.11 2295.1 51.9 Cys151
270-279 AVRCHALTPR 1446.71 1446.75 55.9 Cys273
297-312 CKDYLVQIFQELTLHK 2093.09 2093.04 100 Cys297
355-380 LADLQVPRSGLAGCVVGGLLYAVGGR 2702.45 2702.37 100 Cys368
602-615 SGVGVAVTMEPCRK 1594.78 1594.76 63.4 Cys613
615-624 KQIDQQNCTC 1503.62 1503.66 100 Cys622, Cys624

�������� Peptide sequence Calculated MS (Da) Observed MS (Da) % Modified Modified cysteine
292-298 QADARCK 952.44 952.43 100 Cys297
602-615 SGVGVAVTMEPCRK 1594.78 1594.76 94.4 Cys613
615-624 KQIDQQNCTC 1503.62 1503.64 83.7 Cys622, Cys624
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第 2章  環境中親電子物質による芳香族炭化水素受容体活性化機序  
 2.1.	
 目的  
	
 芳香族炭化水素受容体 (AHR) は，主にCYP1A1等の第一相異物代謝酵素を誘導し，
異物の酸化的代謝に寄与する．AHR のリガンドは，多環で，かつ比較的平面構造を
とる化学物質とされている (101)(図 2 および 23A)．しかしながら，Gharavi ら (103, 
104) は，TBHQが CYP1A1を誘導することを示した．初期的な検討により，TBQに
応答する転写因子を探索することを目的に A549細胞を用いたマイクロアレイ解析を
行ったところ，CYP1A1 の誘導が見られたことから (表 5)，Gharavi らによって観察
されたTBHQによるCYP1A1誘導はTBQが原因である可能性が考えられた (図23B)．
第 1章において，TBQは Keap1の親電子修飾を介して Nrf2を活性化することを明ら
かにしたが，TBQが単機能的な化合物であるか二機能的であるか未だ解明されていな
い．これらのことから第 2 章では，AHR は多環芳香族炭化水素だけではなく，親電
子物質に応答し得る転写因子であると仮定し (図 23)，AHR活性化における親電子物
質の関与を明らかにすることを試みた． 
 
 2.2.	
 結果  
 2.2.1.	
 TBQにより発現が変動する mRNA群  
	
 A549 細胞を TBQ に 6 時間曝露し，マイクロアレイ解析を行ったところ，TBQ 曝
露では対照群と比較して AHRの下流タンパク質である CYP1A1が 27.9倍，CYP1B1
が 17.5 倍上昇していた (表 5，特に mRNA の変動が大きかった遺伝子について表 4
に記載した)． 

2.2.2.	
 環境中親電子物質による CYP1A1の発現誘導  
	
 A549細胞を TBQに 6時間曝露したところ，TBQによる CYP1A1の発現誘導が見
られた (図 24)． TBQを 30分間曝露すると，AHR-ARNT間相互作用の亢進が免疫沈
降法により検出された (図 25A)． A549細胞に XRE-ルシフェラーゼベクターを導入
し，TBQ による XRE の活性化を検討した．その結果，TBQ 曝露 (6 時間) により，
ルシフェラーゼ活性が有意に上昇した (図 25B)． MG132で 3時間前処理をした後に，
TBQを 1時間曝露して BPM標識アッセイを行ったところ，TBQの濃度依存的に AHR
の修飾が検出された (図 26)． 
	
 Hepa1細胞に芳香族親電子物質であるキノン化合物を 4および 8時間曝露したとこ
ろ，TBQ による CYP1A1 の発現誘導が検出された (図 27A)．しかしながら，脂肪族
親電子物質である(E)-2-decenalによる CYP1A1の誘導は，本条件下では検出されなか
った (図 27B)．TBQ, 1,4-ベンゾキノン (1,4-BQ), 1,2-NQおよび 1,4-NQの親化合物で
ある BHA，TBHQ，ベンゼン, 1,4-ベンゾジオールおよびナフタレンでは CYP1A1 の
誘導は見られなかった (図 28A)． 
	
 HepG2細胞でもTBQ曝露によるCYP1A1の誘導は検出された (図29および図30)．
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さらに，他の親電子物質による CYP1A1の誘導を調べたところ，1,2-NQ, 1,4-NQおよ
び 1,4-BQでも認められた (図 31)．しかしながら，Hepa1細胞と同様に親化合物では
CYP1A1の誘導は見られなかった (図 28B)． 
 

2.2.3.	
 環境中親電子物質による CYP1A1発現誘導に対する AHRの関与  
	
 AHR の 競 合 阻 害 剤 で あ る 2-methyl-2H-pyrazole-3-carboxylic 
acid(2-methyl-4-o-tolylazo-phenyl)-amide (CH223191, 10 µM) で 1時間前処理した後，
TBQ に曝露した． CH223191 による前処理は，親電子物質による CYP1A1 の誘導を
抑制した(図 32A)．また，HepG2細胞においても同様な結果が得られた (図 32B)．さ
らに，Hepa1細胞において CYP1A1の誘導が認められた条件にも関わらず，変異によ
り転写活性化能を持たない AHRを有する C35細胞では CYP1A1の誘導は認められな
かった (図 33)．  
 
 2.2.4. 環境中親電子物質による AHRの核内移行と ARNT相互作用亢進  
	
 Hepa1細胞を TBQ, 1,2-NQ, 1,4-BQ, および 1,4-NQに曝露したところ，蛍光免疫染
色において，DMSO曝露群では AHRは細胞質に均一に存在するのに対して，当該芳
香族親電子物質に曝露すると，AHR は細胞質から核に移行した．ウエスタンブロッ
ト分析でも AHR の核移行が見られた (図 34 および 36A)．免疫沈降法により，
AHR-ARNT間の相互作用および 1,2-NQの AHRへの結合を検討した結果，抗 ARNT
抗体を用いた免疫沈降反応では AHR が検出され，抗 AHR 抗体を用いた反応では
ARNTが検出された (図 37A)．抗 1,2-NQ抗体を用いた反応において，1,2-NQの濃度
依存的に AHR への 1,2-NQ の結合が見られた (図 37A)．HepG2 細胞においても同様
な結果を得た (図 35および 36B)．また，HepG2細胞を用いた免疫沈降法では TBQの
濃度依存的に AHR-ARNT間の相互作用の亢進が確認された (図 37B)．  
 
 2.2.5.	
 環境中親電子物質による XRE転写活性化  
	
 Hepa1細胞を TBQ, および 1,2-NQに 90分間曝露した後，Chipアッセイを行い，TBQ
による AHRの CYP1A1プロモーター領域 (XRE) への結合および XREの活性化を検
討した．その結果，CYP1A1転写開始点から-1.3 kbp の XRE領域に AHRの結合が見
られ，-0.1 kbpであるプロモーターには XREの転写活性化を示す RNAポリメラーゼ
II (pol II) の結合が検出された (図 38)． 
 
 2.3.	
 考察  
	
 第 1章は TBQが Keap1の親電子修飾を介して Nrf2を活性化することを示し，本章
では，TBQが AHRを活性化し CYP1A1を誘導することを明らかとした．本研究によ
り，TBQは第一相薬物代謝酵素および第二相薬物代謝酵素を誘導する二機能的な化合
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物であることが示された (図 4)． 
	
 A549細胞を用いたマイクロアレイ解析の結果は，TBQによってCYP1A1やCYP2B1
などの AHR下流タンパク質が誘導されることを示した (表 5)．TBQの前駆物質であ
る TBHQを用いた Gharaviらの報告では，HepG2細胞に対して 100 µM TBHQ曝露で
CYP1A1の誘導が検出された (104)．これに対して，TBQを用いた本研究では 10 µM
の曝露で CYP1A1の誘導がみられ (図 30)，TBQと同濃度の TBHQもしくは BHAの
曝露では検出されなかった (図 27-29)(65)．これらの結果は，TBHQ というよりむし
ろ，親電子代謝物である TBQが CYP1A1を誘導することを示唆している．AHRを欠
損した細胞において，典型的なリガンドである TCDD曝露および典型的なリガンドで
ないヒ素の曝露で CYP1A1 は誘導されないこと (28, 137)，TBQ による AHR-ARNT
相互作用の亢進および XRE の転写活性化の結果から (図 25，表 5)，この A549 細胞
で観察された TBQ による CYP1A1 等の誘導は AHR を介した誘導と示唆された．一
連の事実は，TBQが Nrf2および AHRを活性化して異物代謝酵素群を誘導する二機能
的な化合物であることを強く示唆している． 
	
 次に，Hepa1 細胞における当該親電子物質による CYP1A1 の誘導は，AHR の活性
化を介するか否か検討した．AHRに対する競合阻害剤は当該親電子物質よる CYP1A1
の誘導を阻害したこと，および活性を持たない AHRを有する C35細胞では CYP1A1
の誘導が認められないことから，当該親電子物質による CYP1A1の誘導は AHRに依
存することが明らかとなった (図 32 および 33)．さらに，AHR 活性化の指標である
AHR の核移行や CYP1A1 プロモーター領域への結合が検出された (図 34-38)．以上
の結果から，本研究で用いたキノン化合物は親電子性により AHR 活性化能を有する
ことが示された． 
	
 これまでの広範な研究より，化合物が AHRのリガンド活性を有するには，1) 脂溶
性であること，2)	
 多環芳香族で，かつ平面構造を有すること	
 (101)，3) 12 Å 程度の長
さが必要であるが，リガンドのサイズは 14×12×5 Å 以下であることが明らかにされて
いる (138)．分子サイズを Avogadro ver 1.1.0を用いて算出すると，AHRに対して高
い親和性を示す TCDDは 11×4.9×3 Å であることがわかる．一方，今回使用した親電
子性を示さない芳香族炭化水素である BHA，TBHQ，ナフタレンおよびベンゼンの分
子サイズは，それぞれ，8.3×6.5×3.8 Å，7.8×6.2×3.1 Å，7.3×4.9 Å および 5.2×4.4 Å であ
った．したがって，AHR 活性能および CYP1A1 誘導能のないこれらの化合物の長さ
は，TCDDのそれと比較して小さい．おそらく，ベンゼンやナフタレンのような 2環
以下の芳香族炭化水素が，AHR のリガンドにならない原因のひとつがこのようなサ
イズと関係するのかもしれない (100)．一方，BHA，TBHQ，ナフタレンおよびベン
ゼンの親電子代謝物である TBQ，1,2-NQ，1,4-NQおよび 1,4-BQの分子サイズは殆ど
変わらなく，むしろ極性が増大するにもかかわらず，TCDD のような AHR 活性能お
よび CYP1A1誘導能を示すことが明らかとなった．本知見はこれまでの概念を覆す事
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実であるが，従前の典型的な特徴を有さない AHRリガンド (図 3) の構造を化学的に
観察すると，面白い事実が存在する．すなわち，carbaryl以外の 3つの AHRリガンド
として見出された化学物質は，何れも構造は異なるものの，分子内に電子密度の低い

炭素元素を有しており，親電子性を示すことである． 
	
 ところで，マウス AHRは分子内に 17個のシステイン残基を有し (図 39)，これら
の何れかが TBQ のような芳香族親電子物質により化学修飾を受ける可能性が考えら
れた．さらに興味深いことは，AHRのリガンドポケット内に Cys327が存在すること
である (139)．ヒトの AHR は 18 個のシステイン残基を有し，Cys347 がマウス AHR
の Cys327に相当する．図 26に示すとおり，TBQは濃度依存的に AHRを S-アリール
化することが示唆され，1,2-NQにおいても同様な結果を得た (図 37A)．本研究では，
TBQ による AHR のシステイン残基の S-アリール化部位の同定には至らなかったが，
上記した知見および今回の実験成績を基にして考察すると，以下のようなことが考え

られた (図 40)．すなわち，BHA，TBHQ，ベンゼンやナフタレンのような芳香族炭化
水素は分子サイズが小さいために AHR に対して親和性が低く，TCDD のようにリガ
ンド活性を示さない．ところが，それぞれの親電子代謝物は Cys327 に対して共有結
合する化学的性質を有するため，結果的に生じた S-アリール化反応により，AHR 活
性化に係る本転写因子の高次構造の変化が生じるのかもしれない． 
	
 一方，脂肪族親電子物質である(E)-2-decenalは AHR活性化能だけでなく，CYP1A1
誘導能も示さなかった (図 27B)．Avogadro ver 1.1.0を用いて算出された(E)-2-decenal
の分子サイズは 12.9×4.9×3 Å であり，TCDDのそれと殆ど変わらなかった．一般に炭
素同士の単結合は自由に回転する事が可能であり，TCDDのような平面構造をとる化
合物と異なり，自由に回転できることが AHR のリガンドにならない原因かもしれな
い．あるいは，芳香族親電子物質と脂肪族親電子物質では標的とするシステイン残基

が異なる可能性も考えられる．例えば，Keap1タンパク質においては，化合物によっ
て修飾部位が異なる (122)．TBQ，エストロゲンキノン，1,2-NQは Keap1の重要と言
われているシステイン残基 (Cys151, Cys273, Cys288) のうち少なくとも Cys151に結
合するが (80, 81, 131)，直鎖構造を持つ PGJ2 やニトロ脂肪酸は Cys151 ではなく
Cys273に親和性が高い (122, 140)． 
	
 以上のことから，本転写因子は，古典的なリガンドだけではなく，キノン化合物の

ような一部の親電子物質に応答して活性化し，CYP1A1を誘導することが明らかとな
った．Hepa1細胞における各親電子物質の活性化の強さは 1,4-BQ < TBQ < 1,2-NQ = 
1,4-NQであり，二環の分子のほうが強い活性化剤であると考えられる．Hepa1, HepG2
もしくは A549 細胞だけではなく, 正常細胞であるマウス由来初代肝細胞においても
同様なキノン化合物による CYP1A1の誘導が見られる (データ未掲載) ことから，当
該親電子物質による CYP1A1の誘導は種，臓器，およびがん細胞特異的な現象ではな
いとことが示唆される．  
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2.4.	
 まとめ  
	
 ・ BHA，TBHQ，ナフタレンおよびベンゼンは CYP1A1を誘導しない． 
・	
 親電子化合物である TBQ, 1,2-NQ，1,4-NQ, および 1,4-BQは AHRを活性化する
する． 

 
2.5.	
 図表  図 2および図 23−40，表 5 
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図23.　AHR活性化機構	


　簡略化したAHRの活性化機構を示す．A. AHRに多環芳香族炭化水
素に代表されるリガンドが結合するとAHRは核へ移行し，ARNTとヘテ
ロダイマーを形成して，異物応答領域 (XRE) に結合する．それに伴い，

CYP1A1等の下流タンパク質が誘導される．B. TBQはリガンドとなりえ
ないと想定されるが，AHRは本化合物を感知し，同様な機序で

CYP1A1を誘導するのではないかと想定した．	
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図24.　A549細胞におけるTBQによるCYP1A1 mRNAの発現誘導	


　TBQ (0-50 µM) にA549細胞を6時間曝露した．曝露後，本
細胞を回収してRT-PCRによりCYP1A1のmRNAの誘導を検
討した．同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) とし

て示す．*, p<0.05 vs. control.	
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図25.　A549細胞におけるTBQによるAHRの核移行およびXREの活性化	


　A. A549細胞をMG132にを3時間曝露した後，TBQに30分間曝露した．
曝露後，本細胞を回収して，4.3.に従い，免疫沈降反応を行った．3-メチ
ルコランスレン (MC) は陽性コントロールとして用いた． 
B. A549細胞にXRE-Luciferaseベクターを導入し，12時間後に実験培地
に交換し，さらに12時間後に実験に用いた．0-100 µMのTBQに曝露し, 6
時間後に回収して，6.2.に示した方法でルシフェラーゼ活性測定を行った．
同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．*, p<0.05 ．
**, p<0.01 vs. control.	
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図26.　TBQによる細胞内AHRの修飾	


　A549細胞にMG132を3時間前処理し，0-200 µMのTBQに1時間
曝露した後に回収して，BPM標識アッセイを行った．バンド強度を
ImageJ softwareで定量化した(下図)．同様の検討を3回行った平均

値±標準誤差 (SE) として示す．**, p<0.01 vs. control.	
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図27.　親電子物質によるCYP1A1mRNAの発現変動	


　A. Hepa1細胞をキノン化合物に４および8時間曝露した．本細胞を回収
してリアルタイムPCRによりCYP1A1の誘導を検討した．B. Hepa1細胞を
(E)-2-decenalに8時間曝露した．本細胞を回収してリアルタイムPCRによ

りCYP1A1の誘導を検討した．MCは陽性コントロールとして用いた． 
同様の検討を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．*, p<0.05 ．
**, p<0.01 vs. control.	
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図28.　親電子前駆物質によるCYP1A1mRNAの発現変動	


　A. Hepa1細胞を親電子前駆物質に４時間曝露した．本細胞を回収し
てリアルタイムPCRによりCYP1A1の誘導を検討した．B. HepG2細胞
を親電子前駆物質に４時間曝露した．本細胞を回収してリアルタイム

PCRによりCYP1A1の誘導を検討した．同様の検討を3回行った平均
値±標準誤差 (SE) として示す．NP=Naphthalene, BZ=1,4-Benzodiol 
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図29.　HepG2細胞における環境中親電子物質による
CYP1A1タンパク質の発現変動	


　TBQ, TBHQ, BHA, 1,2-NQ, naphthalene (NP)，および陽性コント
ロールとしてMCにHepG2を8時間曝露した．曝露後，細胞を回収して
ウエスタンブロットを行った． 
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図30.　HepG2細胞における親電子物質による
CYP1A1mRNAの発現変動	


　HepG2細胞にキノン化合物を４時間曝露した．細胞を回収してリアル
タイムPCRによりCYP1A1の誘導を検討した．同様の検討を3回行った
平均値±標準誤差 (SE) として示す． 
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図31.　HepG2細胞における1,2-NQ, 1,4-NQ, および1,4-BQ
によるCYP1A1タンパク質の発現誘導	


　A. 1,2-NQ (0-20 µM) をHepG2細胞に8時間曝露した後，細胞を回収してウエスタ
ンブロットによりCYP1A1の誘導を検討した．B. 1,4-NQ (0-20 µM) をHepG2細胞に
8時間曝露した．曝露後，細胞を回収してウエスタンブロットによりCYP1A1のの誘導

を検討した．C. 1,4-BQ (0-25 µM) をHepG2細胞に8時間曝露した．曝露後，細胞を
回収してウエスタンブロットによりCYP1A1の誘導を検討した． 
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図32.　TBQによるCYP1A1の発現誘導におけるAHR競合阻害剤の影響	


　A. Hepa1細胞に10 µMのCH223191を1時間曝露した後に，TBQお
よび1,2-NQを4時間曝露した．B. HepG2細胞に10 µMのCH223191を
1時間曝露した後に，TBQおよび1,2-NQを4時間曝露した．TCDDは阻

害剤の効果に対する陽性コントロールとして用いた．曝露後，細胞を回
収してリアルタイムPCRによりCYP1A1の誘導を検討した．同様の検討

を3回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す．*, p<0.05 vs. control.	
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図33.　TBQによるCYP1A1の発現誘導におけるAHRの関与	


　Hepa1細胞およびC35細胞に各濃度のキノン化合物を4時間曝露し
た．MCは陽性コントロールとして用いた．曝露後，細胞を回収してリア
ルタイムPCRによりCYP1A1の誘導を検討した．同様の検討を3回行っ

た平均値±標準誤差 (SE) として示す． 
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図34.　Hepa1細胞におけるキノン化合物によるAHRの核移行	


　Hepa1細胞に1,2-NQ, TBQ, 1,4-NQもしくは, 1,4-BQを60分間曝露し
た．曝露後，細胞を回収して，5.5.に従い，蛍光免疫染色を行った．青: 
DAPI, 核; 緑: Alexa488, AHR. 
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図35.　HepG2細胞におけるTBQおよび1,2-NQによるAHRの核移行	


　HepG2細胞にTBQ, 1,2-NQ, 1,4-BQ, もしくは1,4-NQを60分間曝露
した．曝露後，細胞を回収して，5.5.に従い，蛍光免疫染色を行った．
青: DAPI, 核; 緑: Alexa488, AHR. 
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図36.　キノン化合物によるAHRの核移行	


　A. Hepa1細胞に1,2-NQ, TBQ, 1,4-NQもしくは, 1,4-BQを60分間曝
露した．曝露後，細胞を回収してウエスタンブロットによりCYP1A1の誘
導を検討した．B. HepG2細胞に10 µMのMG132を3時間曝露した後に，

TBQを30分間曝露した．曝露後，細胞を回収して，5.1.に従い核分画を
抽出し，ウエスタンブロットによりCYP1A1の誘導を検討した． 
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図37.　TBQもしくは1,2-NQによるAHRとARNT相互作用の亢進	


　A. Hepa1細胞に1,2-NQを60分間曝露し，細胞を回収して，9.に従い，
免疫沈降反応を行った．B. HepG2細胞に10 µMのMG132を3時間曝
露した後に，TBQを30分間曝露した．曝露後，細胞を回収して，9.に従

い，免疫沈降反応を行った． 
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図38.　TBQおよび1,2-NQによるAHRのXRE領域への結合	


　Hepa1細胞にTBQ,もしくは1,2-NQを90分間曝露した．曝露後，細胞
を回収して実験方法9に従い，CYP1A1プロモーター領域についてChip
アッセイを行った．MCは陽性コントロールとして用いた．同様の検討を3
回行った平均値±標準誤差 (SE) として示す． 
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1     MSSGANITYA SRKRRKPVQK TVKPIPAEGI KSNPSKRHRD RLNTELDRLA  

51   SLLPFPQDVI NKLDKLSVLR LSVSYLRAKS FFDVALKSTP ADRNGGQDQC  

101 RAQIRDWQDL QEGEFLLQAL NGFVLVVTAD ALVFYASSTI QDYLGFQQSD  

151 VIHQSVYELI HTEDRAEFQR QLHWALNPDS AQGVDEAHGP PQAAVYYTPD 

201 QLPPENASFM ERCFRCRLRC LLDNSSGFLA MNFQGRLKYL HGQNKKGKDG 

251 ALLPPQLALF AIATPLQPPS ILEIRTKNFI FRTKHKLDFT PIGCDAKGQL  

301 ILGYTEVELC TRGSGYQFIH AADILHCAES HIRMIKTGES GMTVFRLLAK  

351 HSRWRWVQSN ARLIYRNGRP DYIIATQRPL TDEEGREHLQ KRSTSLPFMF  

401 ATGEAVLYEI SSPFSPIMDP LPIRTKSNTS RKDWAPQSTP SKDSFHPSSL 

451 MSALIQQDES IYLCPPSSPA LLDSHFLMGS VSKCGSWQDS FAAAGSEAAL  

501 KHEQIGHAQD VNLALSGGPS ELFPDNKNND LYSIMRNLGI DFEDIRSMQN  

551 EEFFRTDSTA AGEVDFKDID ITDEILTYVQ DSLNNSTLLN SACQQQPVTQ  

601 HLSCMLQERL QLEQQQQLQQ PPPQALEPQQ QLCQMVCPQQ DLGPKHTQIN  

651 GTFASWNPTP PVSFNCPQQE LKHYQLFSSL QGTAQEFPYK PEVDSVPYTQ  

701 NFAPCNQPLL PEHSKSVQLD FPGRDFEPSL HPTTSNLDFV  SCLQVPENQS  

751 HGINSQSAMV SPQAYYAGAM SMYQCQPGPQ RTPVDQTQYS SEIPGSQAFL  

801 SKVQS	


C末端領域 

BR/HLH 

PAS A 

PAS B 

図39.　AHRアミノ酸配列	


　mus musculus AHR (accession No. BAA07469)のアミノ酸配列を示す．
Basic1, 2, と二つのhelixはbasic region/helix-loop-helix (BR/HLH) モチーフを構
成する．PAS AはAHR translocator (ARNT) と二量体を形成するための結合部位，

PAS Bはリガンドおよび熱ショックタンパク質 (Hsp) 90との結合部位である．Q-
richドメインはAHRの転写活性化に関与する．(0.4.2．参照) 79	
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図40.　AHR活性化とリガンド	


　キノン化合物によるAHR活性化の想定される模式図を示す．ナフタレンやTBHQ
等はサイズが小さすぎる等の理由からリガンド結合部位に親和性を持たない．TBQ
や1,2-NQ等のキノン化合物はポケット中のシステイン残基へ共有結合することで活

性化する．(E)-2-decenalはリガンド結合部位にアクセスできない，もしくは活性化に
関与しない部位に結合するためにAHRを活性化しない． 
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表5.　A549細胞におけるTBQにより増減したmRNA量の解析	


　TBQ (50 µM) をA549細胞に6時間曝露した．曝露後，mRNAを
抽出し，マイクロアレイを行った (n=1)．対照群と比較して発現の
増減が大きかった10個の遺伝子名を示す． 

Gene	
 Ratio	


Early growth response 1 (EGR1)	
 39.4	


Cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 (CYP1A1)	
 27.9	


Matrix metallopeptidase 1 (interstitial collagenase) (MMP1)	
 26	


Cytochrome P450, family 1, subfamily B, polypeptide 1 (CYP1B1)	
 17.5 

Heat shock 70kDa protein 6 (HSP70B') (HSPA6) 	
 15.9	


Protein Ag2 homolog (AG2) 	
 15.8	


Early growth response 2 (EGR2) 12.6 

Apoptosis-associated tyrosine kinase (AATK)	
 9.9 

Lymphocyte antigen 6 complex, locus K (LY6K)  	
 9.1 

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B (FOSB)	
 9.0 

Gene	
 Ratio	


Semenogelin I (SEMG1)	
 0.05	


CCCTC-binding factor (zinc finger protein)-like (CTCFL) 	
 0.06	


Chemokine (C-C motif) ligand 13 (CCL13)	
 0.07	


Zinc finger protein 642 (ZNF642)	
 0.07 

Corneodesmosin (CDSN)	
 0.08	


NIMA (never in mitosis gene a)- related kinase 10 (NEK10) 	
 0.08	


Cerebellin 2 precursor (CBLN2)	
 0.08 

Mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-
acetylglucosaminyltransferase, isozyme C (putative) (MGAT4C) 	


0.09 

Phosphodiesterase 11A (PDE11A) 	
 0.09 

Leukocyte cell-derived chemotaxin 2 (LECT2) 	
 0.09 
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総合考察 
	
 化学物質は環境中に広く存在し，生活環境 (大気，水および土壌) での曝露, 食物
の摂食等により我々の体内に侵入する．一部の化合物は生体内で代謝活性化を受けて，

反応性の高い親電子物質へ変換される (1)．本研究では，生体防御システムに重要な
環境化学物質に応答する転写因子に注目して，親電子物質の関与を明らかにすること

を目的とした．BHA は単機能的な化合物に分類されているが，その代謝物である
TBHQに関しては，AHRの活性化および CYP1A1の誘導が報告されている (26, 103, 
104)．本研究では，親電子性を有する TBQ が TBHQ の二機能的な働きに貢献してい
るのではないかと仮定して，Nrf2および AHR両転写因子に対する TBQの関与を検討
した． 
	
 TBQは親電子性とレドックスサイクルを介した ROS産生能を有する化合物である
が，Keap1の酸化修飾ではなく親電子修飾が TBQによる Nrf2の活性化に重要である
ことを明らかにした．この結果を支持するように，1,2-NQ やエストロゲンキノン等
のキノン化合物もしくはメチル水銀などの親電子物質は，TBQと同様に ROS産生能
を有するが，Keap1の親電子修飾を介してNrf2を活性化する (データ未掲載)(80, 81)．
さらに，Keap1の TBQ修飾による本転写因子活性化が GSHによって一部制御されて
いることを明らかにした．Keap1は親電子物質に応答するセンサーであるが，Nrf2の
活性化が主に注目されており，修飾された Keap1はどのような運命をたどるのかに関
する報告は希有であった．本研究では TBQをモデルとして，GSHを介した S-トラン
スアリール化反応によって Keap1の親電子修飾が解除されることを見いだした．GSH
は，タンパク質が修飾される前に親電子物質を抱合すると理解されているが，今回明

らかにした修飾後のタンパク質に作用し親電子物質を抱合する本反応は GSH の新し
い機能の一つといえよう． 
	
 親電子物質による細胞内タンパク質の修飾は，被修飾タンパク質の構造変化と細胞

毒性に関与する (141-144)．IAB は SN2 反応を介してタンパク質のシステイン残基を
不可逆的に修飾する親電子物質であるため，高い細胞毒性を示す (143)．しかしなが
ら, 親電子物質による Keap1への親電子修飾は，Nrf2を活性化して親電子物質に対す
る防御作用を発揮する (4, 63, 131, 145)．BHAや TBHQは Nrf2活性化を介した化学予
防的作用を持つ化合物とされている (146, 147)．ブロッコリースプラウトに含有され
ているスルフォラファンは，Nrf2活性化能を呈する植物中親電子物質として知られて
いるが (16), Keap1のシステイン残基との共有結合は可逆的である (148, 149)．最近の
統一的見解によると，タンパク質修飾の可逆性が担保されている化学物質は，そうで

ない物質より有害性は低いことが示唆されている (56, 143)．親電子物質によるタンパ
ク質修飾の可逆性について予測できるシステムが構築されれば，化学物質の安全評価

に有益な情報を提供することが期待される．これまでの研究により，BHA および
TBHQの Nrf2活性化経路は複数あることが報告されているが (63, 66, 150, 151)，本研
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究より，BHAや TBHQの代謝物である TBQが Keap1を可逆的に修飾する Nrf2活性
化剤であるという新たな知見を示したことになる． 
	
 第 2章では，AHRが親電子物質に応答するという報告がないことから，TBQだけ
ではなく，1,2-NQ 等の環境中親電子物質も用いて検討した．本研究で用いたキノン
化合物は TBQ と同様に CYP1A1 を誘導するが，親電子性を持たない母化合物では
CYP1A1 の誘導が見られなかったことから，AHR は親電子物質に応答する転写因子
であることを示すことができた (図 27-29, および 40)．興味深いことに，高濃度のTBQ
曝露 (100 µM) では CYP1A1の誘導およびAHR核移行はむしろ抑制された (図 41A，
一部未掲載)．このことは，高濃度のキノン化合物曝露は，AHR による応答システム
を破綻させることを示唆している (図 41B)．AHR の活性化が抑制されるような濃度
の TBQ 曝露であっても，Nrf2 の活性化および下流タンパク質 (HO-1) の誘導は見ら
れることから (図 41A)，AHR の方がキノン化合物濃度に対する応答能が高いと考え
られた (図 41B)．一方，脂肪族アルデヒドである(E)-2-decenalは CYP1A1誘導しなか
ったことから (図 27B)，第二相および第三相異物代謝酵素のみを誘導する単機能的な
化合物であることが示された (データ未掲載)．第 2章で考察したように AHR修飾部
位の違いや活性部位へのアクセスし易さの違いに加えて，以下のことも考えられる．

すなわち, (E)-2-decenalと似た構造の hydoroxynonenalは，AHRのパートナータンパク
質の一つであり AHRの安定化に関与する HSP90を修飾し，そのシャペロン活性を阻
害する (152, 153)．HSP90 活性阻害剤 (17-allylaminodemethoxygeldanamycin 等) は，
HSP90の阻害を介して AHRを不安定化し，BaP等による CYP1A1の誘導を抑制する 
(154)．よって，hydoroxynonenal等の HSP90への親電子修飾は，AHRを不安定化する
ことが示唆される．(E)-2-decenalも同様に，HSP90を修飾することにより CYP1A1を
誘導できないのかもしれない．AHRは HSP90以外に，XAP2 (AIP) および p23のよう
なタンパク質と結合している (110)．XAP2は AHRの核移行や転写活性化を抑制する
とされ，HSP90のコシャペロンである p23は AHRの安定化に関与するとされている
が，それらのタンパク質の関与については未だ不明な点が多い (95, 96, 155)． 
	
 ところで，親電子前駆物質である BHAやナフタレンは，序章でも記載したように，
CYPsにより代謝された後に酸化され，より反応性の高い親電子物質へと変換される．
生じたキノン化合物は，細胞内の GSH 等により一部抱合されて排泄されるが，一部
は AHRや Keap1のようなタンパク質と共有結合する (図 42A)．AHRは，キノン化合
物の修飾で活性化して第一相異物代謝酵素を誘導し，親化合物の代謝を促進すること

が予測される (図 42A)．例えば，AHRの下流遺伝子産物である CYP1A1はナフタレ
ンをナフタレン-1,2-oxideへと代謝し (156)，ナフトキノンへ変換される．代謝により
親電子物質の局所濃度が高くなると，Nrf2の活性化により解毒・排泄を促進する (図
42)．1,2-NQの GSH抱合体も一部 Nrf2を活性化する (掛橋ら，フォーラム 2012，衛
生薬学・環境トキシコロジー，O7-2, 2012)．AHRが高濃度の親電物質の存在下でも活
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性化するならば，さらに代謝を促進して親電子物質の局所濃度が細胞防御応答の閾値

以上に高くなり，細胞内恒常性が破綻すると予想される．よって，本研究によって得

られた，AHRと Nrf2の応答の差異は理にかなっていると言える．これらのことを総
合すると，“なぜ毒性の高い親電子物質を中間体として生成するのか”に対する一つ

の答えは，親電子物質に変換することで GSH抱合を可能にすることであり，加えて，
親電子物質を利用したさらなる防御応答を導くためと考えられるのではないだろう

か． 
	
 親電子物質は生体内高分子と容易に結合するために，環境化学物質の曝露により，

どの程度の親電子物質が生体内で変換されているかについて正確な報告はない．環境

化学物を環境中から摂取することで，本研究で使用した濃度に生体内で到達し得るか

否かは明らかにしていない．しかしながら，環境中親電子物質をモデルとした本研究

で得られた知見は，生体内には親電子修飾を制御する仕組みや，様々な応答分子が存

在することを示唆している．AHR に対する内在性リガンドとしてキヌレインが発見
され注目されているが (157)，AHR の役割については未だ未開な点が多い．AHR は
TBQ のようなキノン骨格を持つ親電子物質に応答するという本研究で得られた新奇
知見が，例えば化合物の毒性評価等，少しでも研究の発展に貢献できれば幸いである．

また，親電子物質に応答する転写因子がさらに発見され，内在性親電子物質の意義が

解明されることを期待する． 
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図41.　TBQ24時間曝露によるCYP1A1の発現誘導お
よびNrf2の活性化	


　A．TBQ (50および100 µM) をHepG2細胞に8および24時間曝露した．曝露
後，細胞を回収してウエスタンブロットによりCYP1A1，Nrf2およびHO-1の誘導
を検討した．B. 予想されるTBQ曝露濃度とAHRおよびNrf2活性化のピーク．

AHRはTBQのようなキノン化合物の比較的低濃度曝露で応答のピークを迎え
る．一方で，Nrf2はAHRが応答しなくなる濃度でも機能し，化合物の解毒排泄

に寄与すると考えられる． 
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図42.　Nrf2およびAHRによる、親電子前駆物質に対する細胞応答	
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　A. ナフタレンがCYPsにより代謝されナフトキノンを生じると，ナフトキノンは第一相
異物代謝酵素を活性化し，さらにナフタレンは代謝される．するとナフトキノンにより
Nrf2は活性化し第二相・第三相異物代謝酵素が誘導され，抱合・排泄が促進する．

B. 低濃度の親電子物質存在下では，より反応性の高い転写因子が働く．AHRの方
がNrf2に比べて感受性が高いように思われる (TBQより1,2-NQの方が，その傾向

が顕著に見受けられる)．高濃度域では，転写因子Nrf2が働いて解毒・排泄を促進
する． 86	
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