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第一章 序論 

 

1.1 緒言 

細胞外からの刺激に応じて細胞は増殖、分化、細胞死、分泌といった様々な応答を

示す。サイトカインに代表される細胞外シグナル因子は細胞表面に存在する特異的な

受容体に結合し、様々な細胞内シグナル伝達経路を経由して転写制御、遺伝子発現制

御に至る。シグナル伝達を担うタンパク質は刺激に応じた迅速な活性調節を必要とし、

その活性はタンパク質の量的制御、あるいは種々の翻訳後修飾により調節を受ける。

新たなタンパク質合成を必要としない翻訳後修飾は、タンパク質の迅速な活性調節を

可能にする生命の巧妙な生存戦略といえる。 

タンパク質の翻訳後修飾には、リン酸化、アセチル化、メチル化、ユビキチン化、

糖付加などが知られ、またタンパク質の酸化還元状態の変化、すなわちレドックス

(redox = reduction - oxidation)反応もその一つである。しかし、タンパク質のレドッ

クス状態は多くの場合迅速かつ可逆的に変化してしまうため測定が困難であり、また

細胞内には一定量の還元因子が存在することなども障害となり、実際の細胞内のレド

ックス制御機構の詳細はほとんど解明されていない。 

NF-κB は、細胞外刺激に応答して細胞質から核へと移行する DNA 結合性の転写因

子であり、主に炎症・免疫応答に重要な遺伝子群の転写を制御する。NF-κB の活性

化には、広く研究されてきたリン酸化制御に加えて、レドックス制御の重要性が明ら

かとなっているが、その制御機構の詳細についてはほとんど解明されていない。本研

究では NF-κB のレドックス制御過程に重要な因子である APE1/Ref-1 の作用機構を

明らかにすることにより、レドックス制御による NF-κB 活性化の分子メカニズムを

解明すると共に、一連のレドックス制御における APE1/Ref-1 の制御メカニズムを解

明することを目指す。 
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1.2 レドックス制御 

 タンパク質のシステイン (Cys) 残基は側鎖のチオール基( -SH )の化学的特性から、

酸化型と還元型という大きく 2 種類の状態をとる。そして Cys 残基のレドックス(酸

化還元)状態変化は、構造・安定性・酵素活性といったタンパク質の持つ機能に大き

な影響を与える。この特性を利用してレドックス反応によりタンパク質の機能を制御

することを、タンパク質のレドックス制御と呼ぶ。Cys 残基のレドックス反応への感

受性は、その周囲のアミノ酸配列等によりそれぞれ異なり、特にレドックス感受性の

高い Cys 残基のレドックス制御を利用した機能制御は、シグナル伝達の一翼を担うこ

とが知られている。迅速な機能の ON – OFF の調節が求められるシグナルとしての

レドックス制御は、可逆的反応であることが重要になる。可逆的な Cys 残基の酸化修

飾には、分子内あるいは分子間でのジスルフィド結合形成( -S-S- )のほか、ニトロソ

化( -SNO )やスルフェニル化( -SOH )が知られている。一方、細胞内が過剰に酸化状

態にある場合には、Cys 残基のスルフェニル基はさらにスルフィニル基( -SO2H )、ス

ルフォニル基( -SO3H )へと酸化修飾を受けることも知られているが、この過剰な酸化

反応は Cys 残基の不可逆的な修飾となる(図 1.1)。 

 レドックス制御という単語は 1970 年代に既に用いられており、レドックス制御が

いくつかの酵素の活性調節に重要であることが示唆されていた。近年、酸化ストレス

応答や呼吸鎖の副産物として細胞内で生じる活性酸素種が細胞の増殖・分化・細胞周

期・細胞死などを調節することが明らかとなり、さらに様々なタンパク質の活性がレ

ドックス制御により可逆的な調節されることが報告されている。これによりレドック

ス制御の重要性が再認識されはじめ、現在では多様なタンパク質において、レドック

ス制御による活性調節機構の解析が進められている (10,37)。 
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1.3 転写因子とレドックス制御 

 DNA に直接結合して遺伝子発現を調節する転写因子の活性も、レドックス制御を

受けることが知られている。大腸菌でレドックス制御を受ける転写因子として SoxR

や OxyR が知られ、レドックス制御はリン酸化制御等と比べて起源が古いことが伺え

る (28,79)。また真核生物においても、1990 年の Curran らによる AP-1 (Fos および

Jun) のレドックス制御による活性調節機構の発見を端緒として  (1)、NF-κB 

(46,47,50,68,69)、p53 (59)、PEBP2/AML (2)、Egr-1 (33)、NF-Y (54)、Myb (24,53)、

GR (44)、ER (27)など様々な転写因子でレドックス制御により活性調節を受けること

が報告されている(表 1.1)。特徴としてそのほとんどの場合、レドックス制御を受け

る転写因子は DNA 結合ドメイン内あるいは結合ドメイン近傍にレドックス感受性の

高いCys残基を保持しており、酸化処理によりDNA結合能を失う点で共通している。

また重要なことに、レドックス制御を受ける転写因子は現在報告があるだけでも 60

種類以上と非常に多岐にわたるが、一方ですべての因子がレドックス制御を受けるわ

けではなく、リン酸化や分解、核移行などの活性制御機構と組み合わされた選択性・

特異性が、レドックス制御による活性調節機構にも存在すると考えられている (37,71)。 

また報告のほとんどが、酸化剤と還元剤を組み合わせた検討や、レドックス状態の

違いが機能に決定的な影響を持つ Cys 残基に変異を入れた解析など、各々の因子それ

ぞれ個別に注目した解析であり、細胞内における一連のレドックス制御機構の多くは

未解明といえる。 

 

1.4 転写因子の還元システム ～APE1/Ref-1 と主要な細胞内還元因子～ 

 転写因子のレドックス制御を担う細胞内還元因子としては、核内レドックス因子

APE1/Ref-1 が知られている。また、チオレドキシンやグルタチオンは細胞内の一連

のレドックス制御機構を理解する上で欠くことの出来ない主要な細胞内還元因子と

いえる。そこでここでは、APE1/Ref-1 とチオレドキシンおよびグルタチオンに関す
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る研究背景についてそれぞれ記述する。 

 

1.4.1 APE1/Ref-1 

 APE1/Ref-1 (AP endonuclease 1 / redox factor 1)は、大きくレドックス制御機構と

DNA 修復機構に役割を担う、多機能性のタンパク質として知られる。また、

APE1/Ref-1 のホモ接合型ノックアウトマウスは胎生致死であることから、

APE1/Ref-1 は正常な個体の発生・成育に不可欠な因子と考えられている (76)。 

APE1/Ref-1 は 1991 年に、酸化修飾やアルキル化修飾により傷害を受けた DNA の

修復過程のひとつである塩基除去修復に不可欠なヒト AP エンドヌクレアー

ゼ ”APE1” として同定された( AP = apurinic/apyrimidinic：脱塩基部位) (11,61,62)。

さらに、現在では DNA 修復過程に応じて、3’,5’-エキソヌクレアーゼ活性や DNA 3’-

ジエステラーゼ活性、DNA 3’-ホスファターゼ活性も示すことも知られている (42)。 

一方で 1992 年に Curran らにより、APE1/Ref-1 は転写因子 AP-1 の DNA 結合を

促進する核内因子として、まったく独立した研究からから精製・同定された (73,74)。

同グループはその以前に、AP-1 が酸化処理により DNA 結合を失い、還元剤により

DNA 結合を回復することを発見していた (1)。APE1/Ref-1 は還元剤と同様に酸化型

の AP-1 の DNA 結合を促進する活性を持つことから、彼らはこの因子を、AP-1 を直

接還元する核内レドックス因子 ”Ref-1” であると定義した。現在では AP-1 や NF-κB

の他にも、p53 (17,36)、HIF-1α (14,32,41)、HLF (14)、Pax-5 (66)、Pax-8 (3,64,65) 等

のストレス誘導性転写因子の DNA 結合が APE1/Ref-1 のレドックス活性により促進

されることが報告されている。いずれも同様の作用機構により制御されていることが

一般に想定されているが、一部の因子では異なる機能により制御されている可能性も

示唆されている。 

APE1/Ref-1 を酸化処理すると AP-1 の DNA 結合促進活性を失うことから、これま

で APE1/Ref-1 のレドックス活性には APE1/Ref-1 自身が還元型にあることが必須で
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あることが示唆され、そのため Cys 残基を持つレドックス活性中心が想定された 

(70,73)。また、欠損変異体を用いた解析からは、in vitro での AP-1 のレドックス制

御には APE1/Ref-1 の N 末端領域 1-127 a.a.が必要十分であり、レドックス活性と

DNA 修復関連活性は APE1/Ref-1 一次配列上の、2 箇所の異なった領域に保持されて

いることが示された (図 1.2-A) (75)。N 末端側の 61 アミノ酸は、APE1/Ref-1 の大腸

菌や酵母ホモログ(レドックス活性は保持していない) では保存されておらず、その領

域が APE1/Ref-1 のレドックス活性に不可欠な点は進化学的にも興味深いとされる 

(70)。さらに、置換変異体による解析から APE1/Ref-1 の Cys-65 残基がレドックス活

性の活性中心であることが示唆されてきた (70)。しかし、後に APE1/Ref-1 の X 線結

晶構造が解かれると、Cys-65 残基はタンパク質の内部に位置しており大きな立体構

造変化が起こらない限り他のタンパク質との相互作用に関与するとは考えにくいこ

とが示された (22,51)。また、全部で 7 つある APE1/Ref-1 の Cys 残基のうち Cys-138

残基が唯一タンパク質表面に露出しており、そのためレドックス活性に関与すること

が X 線結晶構造からは予想されるが、それを裏付けるような生化学的な実験成果は得

られていない(図 1.2-B)。さらに Curran らの研究により、Cys64Ala (ヒトの Cys-65

に相当) の置換変異体を用いたホモ接合型のノックインマウスでも、その AP-1 は野

生型と遜色無い DNA 結合能を示すことが報告され、in vivo における APE1/Ref-1 の

レドックス活性に Cys-65 残基は不可欠ではないことを裏付ける結果となった (56)。

したがって、多くの転写因子において活性化機構に役割を担うことが示唆されている

にも関わらず、現在のところ APE1/Ref-1 がどのようなメカニズムでレドックス活性

を発揮するのかについては不明であるといえる。 

 

1.4.2 チオレドキシン (Trx) 

チオレドキシンは、ほぼ全ての原核生物・真核生物において高度に保存されたタン

パク質性の還元因子である。ヒト- チオレドキシンは分子量約 12 kDa、125 アミノ
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酸からなるタンパク質である。4 つのβ- ストランドと 3 つのα- ヘリックスからな

る立体構造を持ち、-Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-Lys-という高度に保存されたジチオール型

のレドックス活性部位を保持している。また、細胞内には NADPH 依存的なセレノ

フラボタンパク質であるチオレドキシン還元酵素(TrxR)が存在する。還元型のチオレ

ドキシンは基質を還元すると、自身は活性部位の 2 つの Cys 残基間でジスルフィド結

合を形成し酸化型へと変換されるが、細胞内では TrxR と NADPH によって速やかに

還元され、ふたたび基質タンパク質を還元する活性を持つようになる(図 1.3-A)。こ

のような還元サイクルが存在することで細胞内のチオレドキシンはそのほとんどが

還元型に保たれており、効率よくレドックス反応を行うことが可能となっている(チ

オレドキシン・システム)。チオレドキシンは細胞質・核の両方に存在し、転写因子

のレドックス制御の他、細胞増殖、酸化ストレスからの防御、アポトーシスの抑制な

ど細胞内の様々な過程において重要な機能を担っている (40,71)。 

 

1.4.3 還元型グルタチオン (GSH) 

酸化ストレス応答や呼吸の副産物として細胞で生じる活性酸素(O2
-、H2O2、OH・など) 

はその反応性の高さから細胞障害を引き起こすことが知られている。活性酸素に対す

る防衛のため、細胞内は常に比較的還元的な環境に保たれていると考えられており、

その還元状態の維持に最も大きな役目を担っているのがグルタチオンである。グルタ

チオン(還元型グルタチオン：GSH)はγ-Glu-Cys-Gly から成るトリペプチドで、細胞

内に 1 - 10 mM の高濃度で存在する最も主要な非タンパク質性のチオール化合物で

ある。通常はそのほとんどが還元型で存在しているため、細胞内を還元状態に維持す

る上で最も主要な因子と考えられている。しかし一方で、細胞内には常に一定量の酸

化型グルタチオン(GSSG)も存在しており、オルガネラ(特に小胞体) の内部や酸化ス

トレス応答時にはそのバランスが変化することから、あるコンパートメントでは頻繁

にグルタチオンのレドックス反応が起こっていることが想定される(図 1.3-B) (12,49)。
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また、GSH/GSSG のバランスの変化により転写因子をはじめとするタンパク質のレ

ドックス状態が変化することが知られており、酸化ストレスに応答したレドックス制

御等に一定の役割を果たしていると考えられている (4,57,43)。 

 

1.5 転写因子 NF-κB 

 NF-κB (Nuclear factor for κ chain in B cell ) は、1986 年に Baltimore らによっ

て、免疫 B 細胞の免疫グロブリン κ 軽鎖の発現を調節する因子として生化学的に同定

された。しかし現在では免疫 B 細胞に限らず、ほとんどの細胞でその発現が確認され

ている。NF-κB が発現制御する因子には、IL-1、2、6、8 や TNF-α などのサイトカ

イン、E-セレクチンや VCAM-1 などの細胞接着因子、IFN-β や G-CSF などの増殖

因子などがある。また、エイズウィルスやサイトメガロウィルスは、自己複製に必要

な転写過程に NF-κB を利用していることが知られる。このように NF-κB は多岐にわ

たる遺伝子群の発現を制御し、炎症反応や免疫応答において中心的な役割を果たして

いる。またアポトーシス抑制に対しても機能することが知られており、発ガン過程へ

の関与も示唆されている。 

 NF-κB は p50 / p65 のヘテロ二量体の状態で最も多く存在し、このヘテロ二量体に

ついて非常によく研究が進められてきた経緯があるが、最近では NF-κB は Rel 

Homology Domain (RHD) を N 末端側にもつ転写因子の総称であり、p50、p52、p65、

c-Rel、RelB の 5 つの因子からなるとされている(図 1.4-A)。RHD は DNA 結合・サ

ブユニット間の二量体形成・抑制因子 IκB との結合に必要な領域や核移行シグナルを

含む。1998 年に Ghosh らにより報告された p50 /p65 /DNA 複合体の X 線結晶構造

解析の結果から、NF-κB は図 1.4-B に示すように羽を広げた蝶のような構造をとる

ことが明らかになった (5)。各サブユニットの RHD は大きく N 末端領域と C 末端領

域に分けられ、その間をフレキシブルなリンカーがつないだ構造をとっている。C 末

端領域により各サブユニットの RHD は二量体構造を形成し、κB 配列を持つ DNA を
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挟み込むようにして結合している。 

 NF-κB の活性化機構は、そのユニークさと重要性からこれまで精力的に研究され

てきた。特に 1997 年に Karin らにより IκB を直接リン酸化する IκB kinase(IKK) が

同定されると、それを端緒に IκB の分解を介した NF-κB の活性化機構の解析が急速

に進んだ (13)。NF-κB の活性化機構の概略を図 1.5 に示す。細胞外からの刺激が無

い状態では、NF-κB は細胞質において IκB と複合体を形成しており、NF-κB の NLS

が IκB により覆い隠されることで細胞質に保持されている。一方、TNF-α や IL-1 な

どの炎症性サイトカインや、UV、H2O2 などの酸化ストレスにより刺激を受けると、

細胞内シグナル伝達を介して活性化された IKK により IκB がリン酸化を受け、それ

に続くユビキチン化-プロテアソーム経路により IκB の分解が引き起こされる。これ

により IκB から遊離した NF-κB は核へと移行し、標的遺伝子近傍の κB 配列に結合

し、転写活性化に至る。最もよく研究された機構をここでは示したが、最近ではこの

他にも多様なリン酸化制御を介した活性化機構が報告されている (19,20)。 

 

1.6 NF-κB のレドックス制御 

 NF-κB の活性化機構はリン酸化制御による経路についてよく解析されているが、

同時に NF-κB が核内において十分な DNA 結合能を発揮するためには、レドックス

制御による調節も不可欠であることが知られている。1991 年に Leonard らによって、

アルキル化剤や酸化剤で処理した NF-κB は DNA 結合能を持たないが、還元剤を添

加することにより DNA 結合能が回復することが示された (68)。さらに 1992 年には

Hay らにより、p50 の DNA 結合には DNA 結合ループに存在する Cys-62 残基のレ

ドックス状態が決定的であることが報告され、Cys-62 残基を Ser 残基に置換した変

異体は酸化剤に対して感受性を持たないことが示されている (図 1.6) (46,47,55)。また

逆に、p50 の Cys-62 残基は S-ニトロソ化( -SNO ) やグルタチオン化( -S-SG ) を受

けると DNA 結合能を失うことも示され、レドックス制御による NF-κB の活性抑制
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機構の存在も示唆されている (39,48,57)。これらの in vitro の実験により、細胞内お

ける NF-κB の活性化にはレドックス制御も重要な役割を果たしていることが示唆さ

れてきた。 

 これまで当研究室では、タンパク質のレドックス状態を Cys 残基のアミノ酸単位で

測定できる実験系を構築してきた(図 1.7)。さらにこの測定法を応用して細胞内環境

における p50 のレドックス状態を測定したところ、p50 Cys-62 残基は細胞質にある

状態では多くが酸化型であるが、刺激応答に伴い核内に移行した状態ではその多くが

還元型にあることが示された(図 1.8) (55)。これにより p50 が核移行に伴い還元反応

を受けることが明らかとなり、細胞レベルの NF-κB 活性化機構においてもレドック

ス制御が重要な制御段階であることが示唆された。これまで in vitro での実験結果か

らは、チオレドキシンや APE1/Ref-1 による直接的な NF-κB の還元作用が報告され

てきた (22,55)。しかし現在のところ、実際に細胞内においてどのような細胞内因子が

NF-κBのレドックス制御に直接的に関わっているかについては明確になっていない。 

 また、当研究室では NF-κB 選択的阻害剤である E3330 の作用機構の解析を行って

きた。E3330 は IκB の分解や NF-κB の核移行、p65 のリン酸化などの NF-κB の活

性化プロセスはいずれも阻害せず、一方でNF-κB依存的な転写およびNF-κBのDNA

結合を阻害することが示された (29)。また、次いで E3330 の標的タンパク質として

APE1/Ref-1 が同定されたことから、E3330 による NF-κB の DNA 結合の阻害は、

APE1/Ref-1 を介した p50 の還元を阻害することに依ることが想定された (29,55,63)。

さらに先に記した細胞レベルでの p50 のレドックス状態の測定系から、E3330 であ

らかじめ処理した細胞においては、その後の刺激応答に伴い核内に移行した p50 の

Cys-62 残基のレドックス状態が大きく酸化型に傾いていることが示された(図 1.8) 

(55)。以上の E3330 を用いた一連の解析結果は、NF-κB の効率的な活性化には

APE1/Ref-1 を介した p50 のレドックス制御が不可欠であることを示唆する結果とい

える。 
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1.7 本研究の目的 

 APE1/Ref-1 のレドックス制御の役割については多くの報告がなされているにも関

わらず、その詳細な作用機構はほとんど明らかにされていない。一方で、NF-κB の

活性化において APE1/Ref-1 を介したレドックス制御が非常に重要な役割を担ってい

ることが強く示唆されており、その作用機構の解明は一連の NF-κB 活性化機構の理

解に大きな意義を持つといえる。そこで本研究では NF-κB の活性化機構における

APE1/Ref-1 の作用機構を解明し、APE1/Ref-1 のレドックス制御メカニズムを明らか

にすることを目的とした(図 1.9)。 

具体的には、他の還元因子が共存する細胞内環境を反映した in vitro の実験系を構

築することで、細胞内における APE1/Ref-1 の詳細な作用機構の解明を試みる。すな

わち、APE1/Ref-1 と他の細胞内還元因子(グルタチオンとチオレドキシン)との相互

作用に焦点を当てた生化学的な解析から着手し、NF-κB のレドックス制御において

APE1/Ref-1 がこれまでいわれるようなレドックス活性を示すのか、それとも他の因

子と協調的あるいは相乗的に働くのかを検討していく。 
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図・表 

 

 

 

 

 

     

 

 

 

図 1.1 レドックス制御 

レドックス制御のモデル図を示した。タンパク質の Cys 残基のレドックス状態は細

胞内の環境に応じて変化し、タンパク質の活性に変化を与える。特にシグナル応答と

してのレドックス制御は可逆的反応であることが重要である。可逆的な Cys 残基の酸

化修飾にはジスルフィド結合形成、S-ニトロソ化、スルフェニル化が存在する。また、

非可逆的な酸化修飾にはスルフィニル化やスルフォニル化が存在する。 
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表 1.1 レドックス制御により DNA 結合制御を受ける転写因子 

転写因子  機能        参考文献 

AP-1   細胞増殖・分化・ストレス応答  1, 73, 74 他. 

NF-κB   細胞増殖・分化・ストレス応答  46, 55, 68 他. 

CREB   細胞増殖・分化・ストレス応答  74 

ATF   細胞増殖・分化・ストレス応答  74 

p53   ストレス応答・細胞周期・アポトーシス 17, 36, 59 

HIF-1α   低酸素応答     14, 32, 41 

HLF   低酸素応答     14 

Myb   血液細胞分化     24, 53, 74 

PEBP2/AML  血液細胞分化     2 

Pax5   血液細胞分化     66 

Pax8   甲状腺応答     3, 64, 65 

TTF-1   甲状腺応答     67 

Egr-1   骨髄球様細胞分化    33 

NF-Y   細胞周期     54 

GR   ホルモン応答     44 

ER   ホルモン応答     27 

AhR   低分子化合物応答・酸化ストレス応答  34 

Oct-4   胚性幹細胞の未分化状態維持   25 

GABP   電子伝達経路・エネルギー産生  7 

レドックス制御を受けることが示唆されている転写因子の一部を表に示した。これ

らの転写因子の効率的な DNA 結合には、DNA 結合ドメインの Cys 残基が還元型にあ

ることが必要である。それぞれの因子で個別に解析が進められているが、レドックス

制御による活性化の詳細なメカニズムは明らかでない。 



 18 

  

図 1.2 APE1/Ref-1 の立体構造と Cys 残基 

A. APE1/Ref-1 は、N 末端領域 1-127 a.a.がレドックス活性を持ち、C 末端領域

61-318 a.a.が AP エンドヌクレアーゼ活性を持つとされている。また、全ての Cys 残

基の位置を示した。7 つ全ての Cys 残基は哺乳類動物間でよく保存されている。 

B. APE1/Ref-1 の X 線結晶構造。Cys 残基は全部で 7 つ存在するが、タンパク質表

面に露出しているのは Cys-138 のみであり、Cys-65 を含む他の Cys 残基はタンパク

質の内部に位置している。標識を付けた黄色い元素が Cys 残基の硫黄元素。水素は表

示していない。また、Cys-93、Cys-208 はタンパク質の内部深くに位置している。 
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図 1.3 細胞内還元因子 

細胞内には主要な還元因子としてチオレドキシンやグルタチオンが存在する。これ

らはそれぞれ独自のレドックスサイクルシステムを持つ。 

A. 還元型チオレドキシンは基質を還元するとチオレドキシン分子内でジスルフィ

ド結合を形成した酸化型に移行するが、チオレドキシン還元酵素の働きにより速やか

に還元され還元活性を回復する機構を細胞内に保持する。(チオレドキシンシステム) 

B. グルタチオンは γ-Glu-Cys-Gly のトリペプチドであり、細胞内に mM オーダー

の高濃度で存在する。グルタチオンを介したレドックス反応の一例を図に示した。 
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図 1.4 NF-κB / Rel ファミリーと、p50 / p65 / DNA 複合体の構造 

A. NF-κB は Rel Homology Domain (RHD) を N 末端側にもつ、p50、p52、p65、c-Rel、

RelB の 5 つの因子からなる。RHD：Rel 相同性ドメイン、TA：転写活性化ドメイン、

LZ：ロイシンジッパーモチーフ 

B. p50 と p65 はの RHD はそれぞれ大きく N 末端領域と C 末端領域に分けられ、そ

の間をフレキシブルなリンカーがつないでいる。C 末端領域により各サブユニットの

RHD は二量体構造を形成し、κB 配列を持つ DNA を挟み込むようにして結合してい

る (5)。 
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図 1.5 NF-κB の活性化機構 

細胞外からの刺激が無い状態では、NF-κB は IκB と結合した不活性な状態で細胞質

に保持されている。各種の刺激を受けると IκB がリン酸化を受け、それに続くユビキ

チン化-プロテアソーム経路により IκB の分解が引き起こされる。これにより IκB から

遊離した NF-κB は核へと移行し、標的遺伝子に結合し、転写を活性化する。 

また、核内へ移行した NF-κB が十分な DNA 結合活性を示すには、核内におけるレ

ドックス制御が重要である。 
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図 1.6 NF-κB p50 サブユニットの Cys-62 残基のレドックス状態は p50 の DNA 結

合能を決定する 

 これまでの解析から、p50 の Cys-62 残基はレドックス制御感受性が高く、かつそ

の還元状態が NF-κB の効率的な DNA 結合に必須であることが示されている。 

酸化型 p50 野生型(WT) および Cys→Ser 置換変異体を、各濃度の還元剤 TCEP を

用いて 37℃で 1 時間反応させた。その後 EMSA (2.2.4 の項を参照) によりその DNA

結合能を、また F5M アッセイ(図 3.3 を参照)によりその還元状態を定量した。この結

果から、p50 C62S 変異体は酸化剤による DNA 結合能への影響を受けず、レドック

ス制御非依存的に DNA 結合能を保持していることが分かる。 

(参考文献 55：Nishi et al. (2002) J. Biol. Chem.  Fig. 4 より引用) 
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図 1.7 p50 Cys-62 残基はレドックス反応に対する感受性が高い 

[パネル B] 酸化型 p50 を TCEP あるいは APE1/Ref-1 と反応させた後、

N-ethyl-maleimide を用いて還元型の Cys 残基を修飾し、LysC 処理により断片化した

フラグメントを質量分析器で解析することで、各フラグメントに含まれる Cys 残基の

レドックス状態を個別に解析した。この結果から、p50 の Cys 残基は TCEP や

APE1/Ref-1 のレドックス活性に対する感受性が非常に高いことが読み取れる。また、

Cys-62 残基のレドックス状態と[パネル C]に示した p50 の DNA 結合活性のパターン

が非常に似ていることから、p50 の DNA 結合に Cys-62 残基のレドックス状態が決定

的な影響を持つことが想定される。 

(参考文献 55：Nishi et al. (2002) J. Biol. Chem.  Fig. 3 より引用) 
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図 1.8 細胞内において NF-κB の核移行に伴い p50 Cys-62 残基は酸化型から還元型

へと移行する 

Flag-p50 を安定的に発現する Jurkat 細胞を用いて、PMA 刺激前と刺激後における

細胞質および核内の p50 の各 Cys 残基のレドックス状態を、図 1.7 の方法と同様に質

量分析器を用いて測定した。この結果から、p50 の Cys-62 残基が細胞質から核内へ

移行することで酸化型(unlabeled) から還元型(NEM-labeled) へと顕著に変化してい

ることがわかる。また、APE1/Ref-1 のレドックス活性に対する阻害剤 E3330 により

核内のCys-62残基のレドックス状態が顕著に酸化型へ傾いてしまうことから、NF-κB

の細胞内レドックス制御機構における APE1/Ref-1 の重要性が強く示唆される。 

(参考文献 55：Nishi et al. (2002) J. Biol. Chem.  Fig. 6 より引用) 
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図 1.9 本研究の目的 

 NF-κB の酸化型から還元型への移行において、APE1/Ref-1 は何らかの作用機構を

介して重要な役割を担っていることが強く示唆されている。本研究では NF-κB の活

性化機構における APE1/Ref-1 の作用機構を解明し、同時に APE1/Ref-1 によるレド

ックス制御のメカニズムを明らかにすることを目的とした。 
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第二章 APE1/Ref-1 による p50-DNA 結合促進機構の解析 

 

2.1 緒言 

 NF-κB が細胞内でレドックス制御を介して活性調節を受けており、特に p50 サブ

ユニットでは Cys-62 残基のレドックス制御が DNA 結合に大きな影響を持つことは、

in vitro および細胞レベルでの解析結果の整合性の高さから妥当性の高い制御機構と

考えられる (55)。一方で、実際に細胞内においてどのような因子が NF-κB のレドッ

クス制御に直接的に関与しているかについては明確になっていない。当研究室におけ

るこれまでの研究の経緯から、細胞内での NF-κB の効率的な活性化には APE1/Ref-1

を介した p50 のレドックス制御が不可欠であることが示唆された。しかし

APE1/Ref-1 のレドックス活性が転写因子のレドックス制御に担う役割については多

くの報告が蓄積しているにも関わらず、レドックス活性がどのような作用機構を介し

て発揮されるのかについては明らかになっていない。混迷の原因は in vitro の実験系

による解析結果と、個体・細胞レベルでの解析結果において、APE1/Ref-1 のレドッ

クス活性に対する Cys 残基の重要性の認識に相違が生じていることにある。この結果

の相違は、in vitro の実験系が実際には in vivo の環境を反映していないことが原因で

はないかと考えられる。そこで本章では、他の細胞内還元因子と APE1/Ref-1 との相

互作用に注目した in vitro の実験系を構築し、APE1/Ref-1 による p50 のレドックス

制御機構におけるその重要性について検討する。これまでにも、APE1/Ref-1 と Trx

の相互作用による転写因子のレドックス制御効果については複数解析がなされてい

る (30,72)。一方で、細胞内に豊富に存在する低分子還元因子であるグルタチオンの存

在も、細胞内の一連のレドックス制御機構を理解する上で見過ごすことは出来ない。

本研究では APE1/Ref-1 との相互作用を検討する細胞内還元因子として Trx と GSH

の効果を並行して検討し、APE1/Ref-1 を介したレドックス制御機構の解明を目指す。 
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2.2 実験材料及び方法 

2.2.1 発現プラスミドの構築 

ヒト APE1/Ref-1、p50 の翻訳領域の cDNA を挿入した pET14b(Novagen)大腸菌

発現プラスミドおよび、pGEX-APE1/Ref-1 は、既に我々の研究室で構築されていた

ものを使用した (55,63)。 

APE1/Ref-1 C/S の大腸菌発現プラスミドは以下の通りに構築した。

pET14b-APE1/Ref-1 を鋳型とし、C65S、C93S、C99S、C138S、C208S、C296S、

C310S の変異を導入する合成 DNA プライマーを用いて、PCR オーバーラップ伸長

法により、APE1/Ref-1 C/Sの cDNAを得た。これをXhoIとBamHIで消化し、pET14b

上のXhoI-BamHI siteに連結させることによりpET14b-APE1/Ref-1 C/Sを構築した。

さらに pET14b-APE1/Ref-1 C/S を鋳型として PCR を用いて断片を増幅し、

pGEX-6P-1(GE Healthcare)に連結させることにより、pGEX-APE1/Ref-1 C/S を構

築した。 

野生型ヒト Trx の翻訳領域を含むプラスミド、pQE/Trx は京都大学の淀井淳司教授

から分与して頂いたものである。このプラスミドを鋳型として PCR を用いて cDNA

断片を伸長し、pET14b 上の NdeI-BamHI site に連結させることにより、pET14b-Trx

を構築した。 

 

2.2.2 大腸菌での組換えタンパク質の発現と精製 

材料 

・ LB (Amp＋) プレート 

 Tryptone peptone (DIFCO) 1 g、Yeast Extract (DIFCO) 0.5 g、塩化ナトリウ

ム (ナカライテスク) 1 g、Bacto agar (DIFCO) 1.5 g をイオン交換水で 100 ml に

し、オートクレーブにより滅菌処理した。滅菌後、終濃度 50 μg/ml になるように
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Ampicirin を加えてから培養シャーレに注ぎ入れ、静置しプレートを作製した。 

・ LB (Amp＋) 培地 

 Tryptone peptone (DIFCO) 1 g、Yeast Extract (DIFCO) 0.5 g、塩化ナトリウ

ム (ナカライテスク) 1 g をイオン交換水で 100 ml にし、オートクレーブにより滅

菌処理をした。この培地に終濃度 50 μg/ml になるように Ampicirin を加えたも

のを使用した。 

方法 

 ヒト p50、p50 C62S、APE1/Ref-1、APE1/Ref-1 C/S、Trx タンパク質発現プラス

ミドは、前項にて示した pET14b-p50、pET14b-p50 C62S、pET14b-APE1/Ref-1、

pET14b-APE1/Ref-1 C/S、pET14b-Trx を用いる。これらのプラスミドは全て、発現

タンパク質の N 末端に His タグを付加する。 

これらのプラスミドをそれぞれ BL21 (DE3) 株に形質転換させ、LB (Amp＋) プレ

ートに播くことにより、目的タンパク質の発現プラスミド保持株を選定した。得られ

た発現プラスミド保持株を、オートクレーブ滅菌をした爪楊枝でつつき、試験管に入

れた LB (Amp＋)培地 5 ml に懸濁して、37℃の液相恒温振とう培養槽で 8-12 時間振

とう培養した。これをバッフル付き三角フラスコに入れた LB (Amp＋)培地 250 ml

に加え、37℃の気相恒温振とう培養槽で振とう培養した。この培養液の 660 nm にお

ける吸光度が 0.5 になったところで、200 mg/ml IPTG を 300 μl (終濃度 1 mM) 加

え、さらに 4 時間振とう培養した。 

以後の精製操作は全て氷上または 4℃で行った。この培養液を 500 ml 遠心管

(BECKMAN) に移し、3000 rpm で 10 分遠心することにより大腸菌を回収した。回

収した大腸菌を氷冷した PBS (-) ( 8.10 mM Na2HPO4・12H2O、1.47 mM KH2PO4、

137 mM NaCl、2.68 mM KCl) 30 ml に懸濁し、50 ml 遠心管に移して、3000 rpm

で 20 分間遠心した。この操作を 2 回繰り返して大腸菌をよく洗浄し、氷冷した１

×Binding Buffer ( 20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、5 mM imidazole、0.1% NP-40、
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10% glycerol、pH 7.9 ) 20 ml に懸濁した。 

次にソニケーターを用いて、温度が上昇しないように注意しながらこれらの懸濁液

を氷中で超音波破砕し、大腸菌からタンパク質を溶出させた。この溶出液を遠心管に

移し、13000 g で 30 分間遠心することにより得られた上清を粗抽出液とし、次の精

製に用いた。また一部を SDS-PAGE にかけることによって、目的のタンパク質の発

現を確認し、濃度を算出した。 

His タグ融合タンパク質の精製には Ni-NTA agarose レジン (QIAGEN) を用いた。

これにより His タグを持ったタンパク質だけを選択的に回収できる。レジンのタンパ

ク質吸着量はおよそ 1-10 mg/ml(レジン体積) であるので、上記で得られた粗抽出液

に含まれる His タグ融合タンパク質の量から必要なレジンの量を見積もった。 

 まず、必要なレジンの体積の 2 倍量を 50 ml の遠心管に分注した。レジンを平衡

化するために、レジンの 10 倍量の 1×Binding Buffer を加え攪拌し、2500 rpm で 1

分間遠心し、上清を除いた。この操作をさらに 2 回繰り返した。次に上記で得られた

粗抽出液を加え、4℃で 1 時間ローテーターを用いて回転させながら攪拌し、His タ

グ融合タンパク質をレジンに吸着させた。これらの混合物を再び 2500 rpm で 1 分間

遠心し、上清を素通り画分として回収した。さらにレジンの 10 倍量の 1×Wash Buffer 

( 20 mM Tris-HCl、500 mM NaCl、20 mM imidazole、0.1% NP-40、10% glycerol、

pH 7.9 )を用いた洗浄操作を 4 回繰り返して非特異的にレジンに吸着しているタンパ

ク質を除いた後に、レジンと等量の 1×Elution Buffer  ( 20 mM Tris-HCl、500 mM 

NaCl、1 M imidazole、0.1% NP-40、10% glycerol、pH 7.9 )を加え、溶出操作を 3

回繰り返すことにより目的の His タグ融合タンパク質を得た。 

 得られた精製タンパク質のバッファーを置換するために透析を行った。透析は 1 L

の 0.1HgKEN ( 20 mM HEPES、100 mM KCl、0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、10% 

glycerol)に対して、4℃で 2時間ごとに 3回バッファーを交換することにより行った。

透析後のタンパク質は-80℃で保存した。 
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2.2.3 酸化型 p50 タンパク質の調製 

 精製した組換え p50 タンパク質を酸化処理するために、酸化剤 diamide を用いた。

diamide は Sigma 社より購入し、1 M の濃度で水に溶解して-20 度で保存した。あら

かじめ各タンパク質を終濃度 400 ng/μl になるように調整し、そこへ 1 M diamide を

終濃度 10 mMになるように加えた。この溶液を 16℃で 30分間保持することにより、

タンパク質を酸化させた。その後、酸化処理をしたタンパク質を再び His タグ精製を

行うことで、過剰な diamide を除去した。精製したタンパク質は 0.1HgKEN を用い

て再び透析を行い、-80℃で保存した。 

 

2.2.4 Electrophoretic Mobility Shift Assay  (EMSA) 

材料 

・ 40%/0.75%アクリルアミド水溶液 

・ 5×TBE 

Trizma-Base 54 g、Boric acid 27.5 g、0.5 M EDTA 20 ml をイオン交換水 1 L に

溶解して用いた。 

方法 

アクリルアミドゲルを作製するにあたり、ガラス板 2 枚の間に厚さ 1.5 mm のスペ

ーサーを挿入し、上部以外の 3 辺を絶縁テープで留めてクリップで挟み、ゲル板を組

み立てた。4％アクリルアミド混合液は、40%/0.75%アクリルアミド水溶液 4 ml、

5×TBE 4 ml、ミリ Q 水 32 ml を混合することにより調整した。混合液を 0.2 μm の

フィルターに通してから、10% APS 300μl、TEMED 30 μl を加え、作製したゲル板

に流し込んだ。素早くコームを差し込み、重合するまで室温で静置した。 

 アクリルアミドモノマーや APS がゲル中に残存していると泳動が乱れるため、こ

れらを除く目的で予め泳動を行った(プレラン)。まず板の下方を留めた絶縁テープを
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はがし、泳動装置に取り付けた。泳動緩衝液である 0.5×TBE を泳動装置に満たし、4℃

で 150 V、30 分間電気泳動を行った。その後、アクリルアミドゲルのウェルにサンプ

ルを流し入れ、4℃で 200 V の定電圧で 2 時間泳動を行った。 

 泳動終了後にゲルをガラス板からはがして 3MM 紙(Watman)上に乗せ、ラップを

被せてゲルドライヤーを用いて乾燥させた。乾燥させたゲルはオートラジオグラフィ

ーを行い検出した。 

 p50とGSHの反応は2.2.3で調製した酸化型p50 25 ngおよびAPE1/Ref-1をGSH

存在下、非存在下で 37℃、30 分間反応させることにより行った。このときキャリア

タンパク質として Carbonic anhydrase (CA) (SIGMA)を 10 μg 混合した。なお、還

元型グルタチオン(GSH) は SIGMA 社から購入した。 

 p50 と Trx の反応は酸化型 p50 25 ng と、Trx、TrxR( 16 nM )、NADPH( 0.2 mM )

および APE1/Ref-1 を混合し、37℃、30 分間反応させることにより行った。このと

きキャリアタンパク質として CA (SIGMA)を 10 μg 混合した。なお、ラット肝臓由来

の Thioredoxin reductase (TrxR)および NADPH は SIGMA 社より購入した。 

 各条件でタンパク質を反応させた後、poly(dI-dC) 1 μg および[32P]-標識 DNA プロ

ーブを加え、4℃で 20 分間反応させて、DNA とタンパク質の複合体を形成させた。

このときの反応容量は 20 μl とし、組成は 20 mM HEPES pH 7.9、100 mM KCl、

0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、10% glycerol となるように調製した。 

 また、NF-κB 結合配列を持つ DNA プローブは、以下の 2 本の合成オリゴヌクレオ

チドをアニーリングさせた後に、[-32P]dATP と Klenow を用いて末端に 32P 標識

を加えたものを用いた。 

NF-κB sense  ：5’-AGTTGAGGGGACTTTCCC-3’ 

NF-κB antisense ：5’-GCCTGGGAAAGTCCCCTC-3’ 
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2.2.5 SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE) 

材料 

・ Sol.A 

Acrylamide (ナカライテスク) 146 g、N,N’-methylenebisacrylamide (ナカライテ

スク) 4 g をミリ Q 水 500 ml 中に溶解し、Stericap-GV 0.22 μm Bottle Top Filter 

(MILLIPORE)で濾過して 4℃で遮光保存した。 

・ Sol.B 

Trizma-Base (SIGMA) 90.75 g を適当量のミリ Q 水に溶解し、塩酸を用いて pH 

8.8 に調整した。その後ラウリル硫酸ナトリウム (SDS) (ナカライテスク) 2 g を加

え、ミリ Q 水で 500 ml とした。これを Stericap-GV 0.22 μm Bottle Top Filter

で濾過して用いた。 

・ Sol.C 

Trizma-Base 30.25 g を適当量のミリ Q 水に溶解し、塩酸を用いて pH 6.8 に調整

した。その後 SDS 2 g を加え、ミリ Q 水で 500 ml とした。これを Stericap-GV 

0.22 μm Bottle Top Filter で濾過して用いた。 

・ 泳動バッファー 

Trizma-Base 2.4 g、グリシン 11.52 g、10 % SDS 8 ml を 800 ml のイオン交換水

に溶解して用いた。 

・ 4×Sample Dye 

Sol.C 20 ml、SDS 3.2 mg、Glycerol 20 g、2-メルカプトエタノール 1.6 mg、ブ

ロモフェノールブルー (BPB) 10 mg を混合し、Millex-GP 0.22 μm Filter Unit 

(MIOOIPORE)で濾過し、分注して-20℃で保存した。 

方法 

 スペーサーが1.0 mmのガラス板を用いて、ゲル作製装置 (BioRad)を組み立てた。

アクリルアミド混合液は Sol.B 1.5 ml に Sol.A を目的のアクリルアミド濃度になるよ
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うに加え、ミリ Q 水を用いて最終体積が 6 ml になるように調製した。このアクリル

ア ミ ド 混 合 液 に 10% Ammonium persulfate (APS) 40 μl と 、

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 10 μl を加え、ゲル作製装置に組

み立てたゲル板に流し入れ、その上に水を重層し分離ゲルを作製した。分離ゲルが固

まったら、重層していた水を除き、Sol.A 0.45 ml、Sol.C 0.75 ml、ミリ Q 水 1.8 ml、

10% APS、TEMED 8 μl の混合液を分離ゲルの上に流し入れて、コームを挿し、濃

縮ゲルを作製した。濃縮ゲルが固まったら、コームを抜いてミニプロティアン 3 泳動

装置 (BioRad)に組み立て、泳動バッファーを満たした泳動槽に入れた。ウェルにサ

ンプルを流しいれた後、濃縮ゲルは 20 mA、分離ゲルは 30 mA の定電流で泳動を行

った。 

 サンプルは 4×Dye を終濃度 1×になるように添加し、98℃で 5 分間加熱してから泳

動に用いた。 

 ゲルの染色にはラピッドステイン CBB Kit (ナカライテスク)を用い、方法は添付の

説明書に従った。 

 

2.2.6 GST プルダウンアッセイ 

35S で標識された p50 タンパク質を得るために、in vitro 転写翻訳システムである

TNT T7 quick coupled transcription / translation system (Promega)を用い、標識タ

ンパク質を作製した。鋳型プラスミドは pET14b-p50 を用い、方法は添付のマニュア

ルに従った。生成物を用いて SDS-PAGE を行い、ゲルを乾燥させた後にオートラジ

オグラフィーをすることにより、目的の標識タンパク質が生成されていることを確認

した。 

 GST 融合タンパク質発現プラスミドは pGEX-APE1/Ref-1 WT および

pGEX-APE1/Ref-1 C/S を用いた。GST のみを発現する pGEX 6P-1 および、

pGEX-APE1/Ref-1 WT、pGEX-APE1/Ref-1 C/S を大腸菌 BL21(DE3) 株に形質転換
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した。得られたコロニーを 10 ml の LB (Amp＋) 培地に植菌し、37℃で振とう培養

した。培養液の 660 nm における OD が 0.5 になったところで、終濃度 1 mM にな

るように IPTG を添加し、さらに 4 時間培養を行った。以後の操作は全て氷上または

4℃で行った。この培養液を回収し、PBS (-) で洗浄した後、800 μl の 0.1HgKEN (20 

mM HEPES pH 7.9、100 mM KCl、0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、10% glycerol )

を加え、ハンディーソニケーターを用いて氷上で超音波破砕した。その後 15000 rpm

で 30 分間遠心操作を行い、上清を粗抽出液として用いた。 

 Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) 30 μl (レジン体積)を 300 μl の

0.1HgKEN で 3 回洗浄することにより、平衡化を行った。そこに 1 μg の GST ある

いは GST-APE1/Ref-1 WT、GST-APE1/Ref-1 C/S を含む大腸菌 BL21 (DE3) の粗抽

出液を加え、0.1HgKEN で容量を 300 μl とし、ローテーターを用いて 4℃で 1 時間

混合した。その後、300 μl の 0.1HgKEN で GST 融合タンパク質の結合したレジンを

4 回洗浄した。これに 2 μl の 35S 標識 p50 タンパク質を含む in vitro 転写翻訳反応液

と 300 μl の 0.1HgKEN を加え、再びローテーターを用いて 4℃で 1 時間混合した。

その後 300 μl の 0.1HgKEN で 6 回洗浄し、最後に 30 μl の 2×Sample Dye を用いて

レジンに吸着したタンパク質をすべて溶出した。溶出したサンプルは SDS-PAGE で

分画後、CBB 染色およびオートラジオグラフィーにより画像化した。 
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2.3 結果と考察 

2.3.1 p50 の DNA 結合活性に対する GSH、Trx、APE1/Ref-1 の効果 

NF-κB p50 は DNA 結合ドメインに高度に保存された Cys 残基(Cys-62)を有し、こ

の Cys 残基の酸化還元状態の変化によって、DNA 結合活性が調節されている 

(46,50,55,63)。 

実際に EMSA により、大腸菌で発現・精製した p50 タンパク質を diamide で酸化

処理した酸化型 p50 はそれ単体では DNA に結合できないことを、確認した(図 2.1 レ

ーン 1)。さらに、そこに DTT などの強力な還元剤を作用させることによりバンドシ

フトが見られ、酸化型 p50 は還元されることにより DNA 結合能を獲得することを確

認した(図 2.1 レーン 7)。そこで以降は、酸化型 p50 の DNA 結合能の獲得を指標と

して、p50 のレドックス状態に対する APE1/Ref-1 および還元因子の効果を EMSA

により解析した。 

まず、p50 の DNA 結合能に対する還元因子、GSH、Trx、および APE1/Ref-1 の

それぞれ単独での作用を調べた。酸化型 p50 に GSH を最終濃度 0.1、0.3、1、3、10 

mM となるように加えたところ、1 mM 以上の GSH 濃度において、GSH の濃度依存

的なバンドシフトの増加が見られ、GSH による p50 の DNA 結合促進作用が確認さ

れた(図 2.1)。また、酸化型 p50 に Trx を最終濃度 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3.2 μM

となるように加え、0.2 mM NADPH と TrxR と共に反応させたところ、0.8 μM 以上

の Trx 濃度において Trx の濃度依存的に p50 / DNA 結合バンドが増加し、Trx シス

テム(Trx + TrxR + NADPH) によるp50のDNA結合促進作用が確認された(図2.2)。

同様に、酸化型 p50 に大腸菌で発現させた APE1/Ref-1 を加え、反応させたところ、

2.5 μM 以上の比較的高濃度な条件 (p50 に対して 50 倍濃度以上) においてではある

が、APE1/Ref-1 の濃度依存的なバンドシフトの増加が見られ、APE1/Ref-1 のレドッ

クス活性による p50 の DNA 結合促進作用が確認された(図 2.3 レーン 1-7)。 
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2.3.2 還元因子存在下での APE1/Ref-1 の p50 -DNA 結合促進作用の解析 

 次に、他の還元因子 (GSH や Trx) が一定濃度共存する時の、p50 の DNA 結合能

に対する APE1/Ref-1 の効果を検討した。 

すると、1 mM の GSH が存在時には APE1/Ref-1 は 0.5 μM という、単独での条件

に比べて低濃度 (p50 に対して 10倍濃度) の条件で酸化型 p50 のDNA結合を顕著に

増加させる活性を示した(図 2.3 レーン 8-11)。また GSH 存在下の場合と同様に、0.8 

μM の Trx 存在下においても 0.5 μM の APE1/Ref-1 により酸化型 p50 の DNA 結合

が増加した(図 2.3 レーン 12-15)。 

 これらの結果から、他の還元因子 (GSH や Trx) が一緒に存在する時には、

APE1/Ref-1 は還元因子と相互作用することにより、さらに効果的に p50 の DNA 結

合を促進出来ることが示唆された。 

  

2.3.3 レドックス活性を持たない変異体（APE1/Ref-1 C/S 変異体）の作成 

他の還元因子と相互作用することにより、APE1/Ref-1 がさらに効率的に p50 の

DNA 結合促進作用を発揮する作用機構として、ここでは以下の 3 つの可能性が想定

できる。 

1. 還元因子によって APE1/Ref-1 が効率的に還元され、還元型の APE1/Ref-1 が

酸化型 p50 を直接的に還元する （APE1/Ref-1 の「レドックス活性」による

作用機構） 

2. 還元因子が p50 を還元する作用を、APE1/Ref-1 が何らかの機構で間接的に促

進する （APE1/Ref-1 の「レドックスシャペロン活性」による作用機構） 

3. レドックス活性とは無関係に、別の何らかの作用機構により APE1/Ref-1 が

p50 の DNA 結合を促進する 
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そこで、これらの可能性を検討するために、レドックス活性を持たない APE1/Ref-1

変異体の作製を試みた。APE1/Ref-1 は図 2.4 に示すように全部で 7 つの Cys 残基を

有している。APE1/Ref-1 のレドックス活性は Cys 残基の酸化還元によりもたらされ

ると考えられることから、ここでは７つ全ての Cys 残基を Ser 残基に置換した

APE1/Ref-1 C/S 変異体を構築した。APE1/Ref-1 C/S 変異体は Cys 残基を 1 つも有

さないことから、すなわちレドックス活性を持たない変異体であることが想定される。

なお、APE1/Ref-1 の X 線結晶構造からは、APE1/Ref-1 の７つの Cys 残基にジスル

フィド結合の形成は見られず、Ser 残基に置換したことによる大きな構造的変化は起

こらないことが予想される。 

 

2.3.4 APE1/Ref-1 C/S 変異体による p50 -DNA 結合促進作用の解析 

 APE1/Ref-1 の野生型（以下、WT と表記）と同様に、APE1/Ref-1 C/S 変異体単体、

あるいは GSH や Trx が一定濃度共存する時の、APE1/Ref-1 C/S 変異体による酸化

型 p50 の DNA 結合に対する効果を EMSA により検討した。 

 すると、1 mM の GSH 存在下には、APE1/Ref-1 C/S 変異体においても、0.5 μM

の低濃度で酸化型 p50のDNA結合を増加する作用が確認された(図 2.5レーン 8-11)。

同様に、0.8 μM の Trx 存在下においても 0.5 μM の APE1/Ref-1 C/S 変異体による

酸化型 p50 の DNA 結合の促進作用が見られた(図 2.5 レーン 12-15)。この結果から、

GSH や Trx 存在下で見られる、低濃度の APE1/Ref-1 による酸化型 p50-DNA 結合

促進作用は、APE1/Ref-1 自身の Cys 残基の酸化還元に依存したレドックス活性とは

独立した作用機構に依ることが示唆された。 

 一方、GSH や Trx が存在しない APE1/Ref-1 C/S 変異体単体の条件では、高濃度(最

高 20 μM) の APE1/Ref-1 C/S 変異体を使用しても酸化型 p50 の DNA 結合を促進す

る作用は認められなかった(図 2.5 レーン 1-7)。この結果は、APE1/Ref-1 C/S 変異体

が想定された通りにレドックス活性を保持していないことを裏付けるものといえる。 
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 以上の結果から、p50 の DNA 結合調節に対して APE1/Ref-1 は以下の二つの異な

った作用機構を持つことが示唆された。 

1. APE1/Ref-1 は、自身の Cys 残基の酸化還元を介したレドックス活性により p50

の DNA 結合を直接的に促進する。（以前から報告されている機構。ただし、in vitro

アッセイ系では高濃度の APE1/Ref-1 を必要とする） 

2. 他の還元因子の存在により、APE1/Ref-1 は自身の Cys 残基には依存しない何ら

かの作用機構を介して p50 の DNA 結合を促進する。（未知の作用機構。低濃度の

APE1/Ref-1 で活性が見られる） 

 

2.3.5 APE1/Ref-1 の p50 との結合は Cys 残基に依存しない 

 他の還元因子存在下では、APE1/Ref-1 C/S 変異体にも酸化型 p50 の DNA 結合を

促進する活性が確認された。一方、我々の研究室ではこれまでに APE1/Ref-1 は p50

と直接的に結合することを示し、レドックス活性を介したレドックス制御には

APE1/Ref-1 と p50 の結合が重要であることを示唆してきた (63)。したがって、

APE1/Ref-1 C/S 変異体において見られる p50 の DNA 結合促進作用の作用機構を理

解する上で、APE1/Ref-1 C/S 変異体が p50 と直接結合するか否かは非常に有用な情

報と考えられる。そこで GST プルダウンアッセイにより、APE1/Ref-1 C/S 変異体の

p50 に対する結合能を検討した。 

 その結果、APE1/Ref-1 C/S 変異体は APE1/Ref-1 WT と同じく p50 と効率良く結

合することが示された (図 2.6)。すなわち、APE1/Ref-1 と p50 の相互作用は

APE1/Ref-1 の Cys 残基には依存しないと考えられる。 
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2.4 本章のまとめ 

本章では以下の結果が得られた。 

① GSH、Trx、APE1/Ref-1 はそれぞれ単独で酸化型 p50 の DNA 結合を促進した 

② GSH や Trx の共存下では、APE1/Ref-1 はより効率的な p50 の DNA 結合促進活

性を示した 

③ APE1/Ref-1 C/S 変異体も野生型と同程度に、GSH や Trx の存在下での効率的な

p50 の DNA 結合促進活性を示した 

④ APE1/Ref-1 C/S 変異体も WT と同様に p50 への結合能を持つことが示された 

 

以上の結果から、p50 の DNA 結合能調節に対して、APE1/Ref-1 は尐なくとも 2

つの活性を持つことが示唆された。すなわち、APE1/Ref-1 の Cys 残基に依存したレ

ドックス活性と、Cys 残基に依存しない活性である。次章では、後者の活性が p50 の

レドックス制御を介して発揮される効果なのかについて、さらに検討する。 
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図 

 

 

             

 

 

図 2.1 GSH による酸化型 p50 の DNA 結合促進作用の検討 

0.05 μM の酸化型 p50 に 0.1、0.3、1、3、10 mM の還元型グルタチオン(GSH)(レ

ーン 2-6) 及び 1 mM DTT(レーン 7)を加え 37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA

プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p50 と DNA の複合体形成を確

認した。 
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図 2.2 Trx による酸化型 p50 の DNA 結合促進作用の検討 

0.05 μMの酸化型p50に 0.1、0.2、0.4、0.8、1.6、3.2 μMのTrxとTrxR及びNADPH(レ

ーン 2-7) 、または 1 mM DTT(レーン 8)を加え 37℃で 30 分間反応させた。その後

DNA プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p50 と DNA の複合体形

成を確認した。 
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図 2.3 APE1/Ref-1 による酸化型 p50 の DNA 結合促進作用の検討 

0.05 μM の酸化型 p50 に、0.5、1、2、5、10、20 μM の APE1/Ref-1(レーン 2-7) 、

または 1 mM の GSH 存在下で 0、0.5、1、2 μM の APE1/Ref-1(レーン 8-11)、0.8 μM

の Trx と TrxR 及び NADPH 存在下で 0、0.5、1、2 μM の APE1/Ref-1(レーン 12-15)、

あるいは 1 mM DTT(レーン 16)を加え、37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA プ

ローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p50 と DNA の複合体形成を確認

した。また、反応液に抗 APE1/Ref-1 抗体あるいはコントロールとして抗 Trx 抗体を

加えて反応させることで、レーン 4-7 で見られる比較的移動度の高い複合体バンド

(＊) が APE1/Ref-1 と DNA の複合体であることを確認した (レーン 17, 18)。 
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図 2.4 APE1/Ref-1 C/S 変異体の作製 

APE1/Ref-1 には 7 個の Cys 残基がある。ここではそれらの全てを Ser 残基に置換

した変異体(C/S 変異体)を作製した。C/S 変異体は Cys 残基を 1 つも持たないことか

ら、レドックス活性を保持していないことが想定される。 

図 1.2 も参照。 
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図 2.5 APE1/Ref-1 C/S 変異体による酸化型 p50 の DNA 結合促進作用の検討 

0.05 μM の酸化型 p50 に、0.5、1、2、5、10、20 μM の APE1/Ref-1 C/S 変異体(レ

ーン 2-7) 、または 1 mM の GSH 存在下で 0、0.5、1、2 μM の APE1/Ref-1C/S 変異

体(レーン 8-11)、0.8 μM の Trx と TrxR 及び NADPH 存在下で 0、0.5、1、2 μM の

APE1/Ref-1 C/S 変異体(レーン 12-15)、あるいは 1 mM DTT(レーン 16)を加え、37℃

で 30 分間反応させた。その後プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い

p50 と DNA の複合体形成を確認した。 



 45 

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

 

 

 

図 2.6 APE1/Ref-1 C/S 変異体と p50 の相互作用の検討 

[35S]で標識した p50 を用いて、GST プルダウンアッセイにより APE1/Ref-1 WT お

よび APE1/Ref-1 C/S 変異体と p50 との結合能を検討した。 
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第三章 APE1/Ref-1 の Cys 残基非依存的な p50 の DNA 結合

促進機構の解析 

 

3.1 緒言 

 第二章では APE1/Ref-1 が自身の Cys 残基非依存的に p50 の DNA 結合を促進する

活性を持つことを示した。本章ではその作用機構についてさらに解析を進める。 

 APE1/Ref-1 が還元因子 ( ここでは GSH あるいは Trx ) と相互作用しながら、

APE1/Ref-1自身のCys残基非依存的にp50のDNA結合を促進する作用機構として、

現時点では以下の二つの可能性が考えられる。 

1. 還元因子が p50 を還元するのを、APE1/Ref-1 が何らかの機構で間接的に促進し

ている （APE1/Ref-1 の「レドックスシャペロン活性」による機構） 

2. APE1/Ref-1 は GSH や Trx が存在することで未知の活性を獲得し、レドックス

制御とは関係ない機構を介して p50 の DNA 結合を促進する 

 そこで本章では、APE1/Ref-1 の Cys 残基非依存的な p50 の DNA 結合促進活性が

p50 のレドックス制御を介した作用であるかを検討するために、以下の 2 種類の解析

を試みる。1 つめは p50 C62Ｓ変異体を用いた解析である。p50 の Cys-62 残基はレ

ドックス制御感受性が高く、また還元状態にあることが p50 の DNA 結合に重要であ

ることが知られている (55)。p50 C62S はその Cys-62 残基を Ser に置換した変異体

で、レドックス制御非依存的に DNA に結合する(図 1.6)。そこで、p50 C62S に対す

る効果と p50 WT に対する効果を比較検討することで、p50 の DNA 結合に対する

APE1/Ref-1 と還元因子の相乗的な作用が p50 Cys-62 残基のレドックス制御を介し

た効果であるかを検討する。また 2 つめに、チオール基に対する不可逆的な蛍光修飾

を利用して、p50 のレドックス状態に対する APE1/Ref-1 と還元因子による作用を直

接的に解析する。 
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3.2 実験材料及び方法 

 

3.2.1 酸化型 p50 C62S の調製 

 既に我々の研究室で構築されていた pET14b-p50 C62S (55)を用いて、2.2.2 に示し

た手順に従い、大腸菌を用いて His タグ融合 p52、c-Rel、p65、c-Jun bZip、c-Fos bZip

を発現・精製した。 

 さらに 2.2.3 の手順に従って、精製した p50 C62S タンパク質を酸化処理し、-80℃

で保存した。 

 

3.2.2 F5M アッセイ 

fluorescein-5-maleimide (F5M) は Molecular Probes 社より購入し、200 mM の濃

度で DMF(dimethylformamide)に溶解し -80℃で保存した。 

酸化型 p50 100 ng に、APE1/Ref-1 を 500 ng または 1 μg 加え、1 mM GSH 存在

下または非存在下、あるいは Trx システム(0.8 μM Trx + 16 nM TrxR + 0.2 mM 

NADPH)の存在下または非存在下において 37℃で各時間反応させた。反応液の組成

は 20 mM HEPES、100 mM KCl、0.2 mM EDTA、0.1% NP-40、10% glycerol と

し、反応液の体積は 50 μl とした。 

タンパク質の反応液に終濃度 0.3 mM の F5M を加え 4℃で 5 分間反応させ、還元

型のシステイン残基を標識した。その後、終濃度 20 mM の L-Cysteine（ナカライテ

スク）を加え過剰の F5M をマスクした。キャリアとして 10 μg の CA を加え、あら

かじめ -20℃で冷やしたアセトンを 800 μl 加えた。よく混合して-20℃で 1 時間静置

した後、4℃の微量遠心機を用いて 15000 rpm で 30 分間遠心した。上清を除いた後、

-20℃に冷した 80%アセトン 200 μl で洗浄し、5 分間の遠心後、沈殿物を乾燥させた。

乾燥した沈殿物を 1×Sample Dye に溶解し、SDS-PAGE によりタンパク質を分画し
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た。タンパク質の蛍光強度は蛍光イメージアナライザーFLA2000 (富士フィルム) を

用いて 490 nm の励起光でゲルをスキャンすることで検出した。検出フィルターは

520 nm を使用した。また得られた画像データは Image Gauge (富士フィルム) を用

いることで解析を行った。 
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3.3 結果と考察 

3.3.1 APE1/Ref-1 と還元因子の相乗的な活性は p50 Cys-62 残基に作用している 

レドックス制御による p50 の DNA 結合調節は主に Cys-62 残基の酸化還元を介し

て起こることが知られている (46,55)。そこで、APE1/Ref-1 と GSH または Trx によ

る相乗的な作用が実際に p50 の Cys-62 残基のレドックス制御を介した効果であるか

を検討するために、Cys-62残基をSer残基に置換した変異体、p50 C62Sを調製した。

なお、p50 C62S は還元型の Cys 残基を模倣すると考えられ、レドックス非依存的に

DNA に結合する活性を持つことが知られている(図 1.6) (55,69)。 

 まず 1 mM GSH 存在下において、低濃度の APE1/Ref-1 が p50 C62S に対しても

DNA 結合促進活性を示すか否かを検討した。その結果、第二章で得られた結果と同

様に APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体は酸化型 p50 の DNA 結合を効率よく促進し

た一方で、p50 C62S に対しては APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体ともにその作用

を示さなかった(図 3.1)。また、GSH 存在下の結果と同様に 0.8 μM の Trx 存在下に

おいても p50 C62S に対する APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体の効率的な DNA 結

合促進作用は認められなかった(図 3.2)。以上の結果から、GSH や Trx の存在時に見

られる APE1/Ref-1 の効率的かつ Cys 残基非依存的な p50 の DNA 結合促進作用は、

p50 の Cys-62 残基のレドックス制御を介した作用であることが示唆された。すなわ

ちこれは、APE1/Ref-1 が他の還元因子(GSH や Trx) による p50 の Cys-62 残基の還

元反応を間接的に促進する活性を有していることを示唆する結果といえる。 

 

3.3.2 APE1/Ref-1 は GSH や Trx による p50 の還元を促進する 

 ここでは p50 のレドックス状態を直接測定することにより、実際に APE1/Ref-1 が

GSH や Trx による p50 の還元反応を促進するしているかを検討する。 

 迅速かつ不可逆的にチオール基と結合する化合物は、還元型の Cys 残基を安定的か
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つ特異的に標識することができ、そのためタンパク質の酸化還元状態を直接的に測定

するための有用なツールとなる。そこで本研究では蛍光標識チオール修飾試薬

fluorescein-5-maleimide (F5M) を用いる (55)。F5M はマレイミド基にフルオレセイ

ン基が融合した化合物で、マレイミド基がチオール基を持つ還元型 Cys 残基と速やか

に共有結合してチオエステルを形成する。したがって還元型 Cys 残基を迅速かつ不可

逆的にフルオレセインで修飾することができ、フルオレセインの蛍光強度を測定する

ことによりタンパク質の還元状態の測定が可能になる(図 3.3)。 

 この方法を用いて、GSH および APE1/Ref-1 存在下における p50 の還元状態の変

化を経時的に測定した(図 3.4)。GSH 非存在下では p50 の酸化還元状態に変化は見ら

れないが(図 3.4-A 左上段)、p50 の 1 mM GSH 存在下では反応時間に依存して p50

の蛍光強度の増加が見られ、p50 の還元反応が確認された(図 3.4-A 右上段)。また、

GSH非存在下ではAPE1/Ref-1 WTやAPE1/Ref-1 C/S変異体を加えても p50 の還元

はほぼ認められなかったが(図 3.4-A 左中段、左下段)、1 mM GSH 存在下では

APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 C/S 変異体を加えることで、1 mM GSH のみの

条件に比べ p50 の蛍光強度のさらなる増加が見られた(図 3.4-A 右中段、右下段)。さ

らに、画像解析ソフトを用いて得られた蛍光標識バンドを数値化し、グラフ化した(図

3.4-B)。1 mM GSH 存在下で 30 分間反応させたときの蛍光強度を 1 とすると、さら

にAPE1/Ref-1 WT とAPE1/Ref-1 C/Sを加えたどちらの条件でも 30分の反応後には

3 倍程度の蛍光の増加が認められた。この結果から、APE1/Ref-1 の WT および C/S

変異体が GSH による p50 の還元反応を促進することが確認された。 

また、Trx による還元反応においても GSH による還元時と同様の傾向の結果が得

られ、APE1/Ref-1 の WT および C/S 変異体が Trx による p50 の還元反応も促進する

ことが確認された(図 3.5)。 

 さらに、この効果が Cys-62 残基のレドックス制御を介しているかを検討するため

に、p50 C62S を用いた解析を行った。p50 と p50 C62S の還元効率の差は Cys-62
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残基の還元を反映すると考えられる。そこで GSH 存在下での APE1/Ref-1 WT およ

び C/S 変異体の、p50 と p50 C62S に対する還元促進作用を比較した。すると、p50 

C62S に対しては非常に低いレベルでしか還元促進が見られなかった(図 3.6)。p50 

C62S には Cys-62 以外の６つの Cys 残基が含まれており、p50 C62S において見られ

る低レベルの還元はこの 6 つの Cys 残基の還元を反映する効果であると考えられる。

すなわち p50 と p50 C62S の還元効率の差を考慮すると、F5M アッセイにおいて見

られる APE1/Ref-1 の Cys 残基非依存的かつ還元因子との相乗的な p50 の還元促進

活性は、主に Cys-62 残基の還元を反映した効果であることが示唆された。 
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3.4 本章のまとめ 

 本章では以下の結果が得られた。 

① p50 C62S に対しては、還元因子存在下での APE1/Ref-1 による Cys 残基非依存的

な DNA 結合促進作用は認められなかった 

② APE1/Ref-1 および C/S 変異体が存在することで、GSH および Trx による p50 の

還元がさらに促進されることが示された 

 

以上の結果から、APE1/Ref-1 は GSH や Trx による p50 Cys-62 残基の還元を間接

的に促進する活性を持つことが示唆された。この APE1/Ref-1 の活性は、APE1/Ref-1

の Cys 残基には依存せず、そのためこれまで報告されている APE1/Ref-1 の還元状態

を必要とするレドックス活性とは異なる作用機構を介する活性であることが示唆さ

れる。そこで本研究では、今回明らかになった APE1/Ref-1 の新たな活性を、

APE1/Ref-1 の「レドックスシャペロン活性」と定義する(図 3.7)。次章では、このレ

ドックスシャペロン活性の作用機構について理解を深めるために、レドックスシャペ

ロン活性が他の転写因子に対しても発揮されるかを検討するとともに、制御の標的と

する転写因子の特異性・選択性について検討する。また、APE1/Ref-1 が多機能性の

タンパク質であることを考慮し、レドックスシャペロン活性と APE1/Ref-1 の他の活

性との関係について検討する。 
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図 

 

 

  

 

 

図 3.1 GSH 存在下での p50 C62S に対する APE1/Ref-1 の DNA 結合促進作用の検

討 

1 mM GSH 存在下で 0.05 μM の p50(レーン 1-5)または p50 C62S(レーン 6-10)に

0.5、1 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 3, 7, 8)または APE1/Ref-1 C/S 変異体(レーン

4, 5, 9, 10)を加え、37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA プローブを加え 4℃で 20

分間反応させ、EMSA を行い p50 WT あるいは p50 C62S と DNA の複合体形成を確

認した。 
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図 3.2 Trx 存在下での p50 C62S に対する APE1/Ref-1 の DNA 結合促進作用の検討 

0.8 μM Trx および 16 nM TrxR、0.2 mM NADPH の存在下で、0.05 μM の p50(レー

ン 1-5)または p50 C62S(レーン 6-10)に、0.5、1 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 3, 7, 

8)または APE1/Ref-1 C/S 変異体(レーン 4, 5, 9, 10)を加え、37℃で 30 分間反応させ

た。その後 DNA プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p50 WT ある

いは p50 C62S と DNA の複合体形成を確認した。 
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図 3.3 F5M を用いたタンパク質レドックス状態測定法 

fluorescein-5-maleimide (F5M) の化学式および、タンパク質の F5M 反応スキーム

を示した。F5M はマレイミド基の化学的特性を生かしてタンパク質の還元型 Cys 残

基( -SH 型 )と特異的に共有結合することで、還元型タンパク質を迅速かつ不可逆的

に蛍光標識する。 
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図 3.4 GSH 存在下での p50 に対する APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 C/S 変異

体の還元促進作用の検討 

A. p50 の還元状態を F5M アッセイにより測定した。0.05 μM の p50 と 0.5 μM の

APE1/Ref-1 WT または APE1/Ref-1 C/S 変異体を 37℃で各時間反応させ、F5M で還

元型 Cys 残基を蛍光標識した後、SDS-PAGE で分画した。その後蛍光イメージアナ

ライザーを用いてゲルの蛍光を読み取り、画像化した。 

B. p50 の蛍光強度を、画像解析ソフトを用いて数値化し、p50 と 1 mM GSH とで

30 分間反応させたときの蛍光強度を 1 としてグラフ化した。( n = 3 ) 
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図 3.5 Trx 存在下での p50 に対する APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 C/S 変異体

の還元促進作用の検討 

0.8 μM Trxの存在下(レーン6-10)または非存在下(レーン1-5)で0.05 μMのp50と0.5、

1 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 3, 7, 8)または APE1/Ref-1 C/S 変異体(レーン 4, 5, 

9, 10)を加え、37℃で 30 分間反応させた後、F5M で還元型 Cys 残基を蛍光標識した。

その後 SDS-PAGE で分画し、蛍光イメージアナライザーを用いてゲルの蛍光を読み

取り画像化した。 
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図 3.6 GSH存在下での p50 C62Sに対する APE1/Ref-1 WTおよび APE1/Ref-1 C/S

変異体の還元促進作用の検討 

1 mM GSHの存在下(レーン 4-6, 10-12)または非存在下(レーン 1-3, 7-9)で、0.05 μM

の p50(レーン 1-6)または p50 C62S 変異体(レーン 7-12)と、0.5 μM の APE1/Ref-1 

WT(レーン 2, 5, 8, 11)または APE1/Ref-1 C/S 変異体(レーン 3, 6, 9, 12)を加え、37℃

で 30 分間反応させた後、F5M で還元型 Cys 残基を蛍光標識した。その後 SDS-PAGE

で分画し、蛍光イメージアナライザーを用いてゲルの蛍光を読み取り画像化した。 
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図 3.7 APE1/Ref-1 のレドックス活性とレドックスシャペロン活性の比較 

A. APE1/Ref-1 のレドックス活性。APE1/Ref-1 が還元型にあることが活性に必要。 

B. APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性。この活性は APE1/Ref-1 のレドックス

状態には影響されない (Cys 残基非依存的な活性)。APE1/Ref-1 は、他の還元因

子による標的タンパク質の還元を促進する。 

ここではレドックス制御標的の転写因子の一例として、p50 / p65 を図示した。 
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第四章 APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の特徴 

 

4.1 緒言 

 第三章では APE1/Ref-1 が他の還元因子(GSH や Trx) による p50 の還元を促進す

る活性を持つことを明らかとし、この活性は APE1/Ref-1 の Cys 残基には依存しない

ことから従来考えられてきたレドックス活性とは異なる新規の活性、すなわち「レド

ックスシャペロン活性」であると定義した。 

 本章ではこの APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性についての知見を広げるた

めに、大きく以下の 2 点について解析する。 

1. 他の転写因子に対しても APE1/Ref-1 はレドックスシャペロン活性によるレドッ

クス制御を担うか、また選択性・特異性はあるか 

 NF-κB は Rel ファミリーを形成する因子から成り、さらにレドックス感受性を

示す Cys 残基は全ての因子で保存されていることに注目し、p50 以外の Rel ファ

ミリー因子も、p50 と同様に APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性による

DNA 結合能の調節を受けるかを検討する。 

 また、APE1/Ref-1 によりレドックス制御を受けることが知られる転写因子の代

表例である AP-1 に対しても、レドックスシャペロン活性を介したレドックス制御

の可能性を検討する。 

2. APE1/Ref-1 の他の活性とレドックスシャペロン活性の関係 

 APE1/Ref-1 は多機能性のタンパク質であり、最も主要な活性としてレドックス

活性と AP エンドヌクレアーゼ活性を保持する。特に AP エンドヌクレアーゼ活性

は Cys 残基依存的であるという報告は無いことから、APE1/Ref-1 C/S 変異体が

AP エンドヌクレアーゼ活性を保持しているかを解析し、活性に対する Cys 残基

の重要性の観点からレドックスシャペロン活性との関係について検討する。 
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4.2 実験材料及び方法 

4.2.1 発現プラスミドの構築 

Jurkat 細胞から抽出した total RNA を用いて RT-PCR を行い p52 および c-Rel の

cDNA を得た。これを NdeI と BamHI で消化し、pET14b 上の NdeI-BamHI site に

連結させることにより pET14b-p52 および pET14b- c-Rel を得た。さらに

pET14b-p52、pET14b- c-Rel と、当研究室にて構築済みであった pET14b-p65 を鋳

型として、PCR により RHD 領域の DNA 断片を伸長し、NdeI と BamHI で消化し

た断片を pET14b 上の NdeI-BamHI site に連結させることにより、pET14b-p52 

RHD、pET14b- c-Rel RHD および pET14b-p65 RHD を構築した。 

c-Jun bZip および c-Fos bZip の大腸菌発現プラスミドは以下の通りに構築した。

すでに当研究室で構築されていた pET14b- c-Jun および pET14b- c-Fos を鋳型とし

て PCR を行い c-Jun bZip 領域(222-331)および c-Fos bZip 領域(118-221)の cDNA 断

片を得た。この断片を NdeI と BamHI で消化し、pET14b 上の NdeI-BamHI site に

連結させることにより、pET14b- c-Jun bZip および pET14b- c-Fos bZip を構築した。 

 

4.2.2 酸化型 Rel ファミリータンパク質および AP-1 タンパク質の調製 

 2.2.2 に示した手順に従って、大腸菌を用いて His タグ融合 p52、c-Rel、p65、c-Jun 

bZip、c-Fos bZip を発現・精製した。 

 さらに 2.2.3 の手順に従って、各タンパク質を酸化処理し、最終的に -80℃で保存

した。 

 

4.2.3 AP-1 の EMSA(Electrophoretic Mobility Shift Assay) 

 EMSA の手法は 2.2.4 に示した手順に従った。 

 AP-1 結合配列を持つ DNA プローブは、以下の 2 本の合成オリゴヌクレオチドを
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アニーリングさせた後に、[-32P]dATP と Klenow を用いて末端に 32P 標識を加え

たものを用いた。 

AP-1 sense   ：5’-GAGCCGCAAGTGACTCAGCGCGGGGCGTGTG-3’ 

AP-1 antisense ：5’-GGCGTTCACTGAGTCGCGCCCCGCACACGTCC-3’ 

 

4.2.4 AP エンドヌクレアーゼアッセイ 

APE1/Ref-1 の AP エンドヌクレアーゼ活性は、スーパーコイル型の脱プリン化し

た pBluescriptⅡ SK(+)からニック型への変換を検出することにより測定した。 

 DNA の脱プリン化は 3 倍量の 50 mM クエン酸ナトリウム pH 3.5 を加えて 60℃

で 15 分間反応させることで行った (74)。脱プリン化を施した DNA は氷上で冷やし、

50 mM Tris-HCl pH 7.4 に透析した。 

 200 ng の脱プリン化したDNAにAPE1/Ref-1を加え、37℃で 15分間反応させた。

反応液の組成は 10 mM Tris-HCl pH 8.0、5 mM MgCl2、1 mM EDTA、0.01% NP-40

とし、反応液の体積は 20 μl とした。その後、反応液を 0.8% アガロースゲルで電気

泳動し、エチジウムブロマイド染色により可視化した。 
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4.3 結果と考察 

4.3.1 Rel ファミリー因子と APE1/Ref-1 の相互作用の解析 

哺乳類における NF-κB / Rel ファミリーは、p50、p52、p65、c-Rel、RelB の 5 つ

の因子により構成される(図 1.4)。これらの因子はいずれも N 末側に Rel 相同性ドメ

イン( Rel homology domain：RHD )と呼ばれる高度に保存された領域を持つ。RHD

は DNA 結合、サブユニット間の二量体形成、抑制因子 IκB との結合に必要な領域や

核移行シグナルを含む。互いにホモ二量体を形成し、また全ての因子は種々の組み合

わせでヘテロ二量体を形成する。p50、p52、p65、c-Rel において、ホモ二量体 / DNA

複合体での X 線結晶構造解析が行われているが、それらは全て互いによく似た構造を

しており、N 末端領域と C 末端領域がフレキシブルなリンカーでつながれている(図

4.1-B) (6,8,18,31,52)。また、DNA 結合ループに位置する Cys 残基も、全ての因子で保

存されている(図 4.1-A) (39,69)。このことから、p50 以外の因子もレドックス制御を

受けている可能性が示唆されている。 

 そこで p50 以外の Rel ファミリー因子に対しても、APE1/Ref-1 がレドックスシャ

ペロン活性を示すか否かを検討する。APE1/Ref-1 は p50 と直接的かつ APE1/Ref-1

の Cys 残基非依存的に結合することがこれまでに示されている。そこでまず、RHD

を共有するRelファミリーの他の因子である p52、c-Rel、p65に対しても、APE1/Ref-1

との直接的な相互作用が見られるかを GST プルダウンアッセイにより検討した。な

お p52、c-Rel、p65 は、それぞれ RHD 領域のみを発現・精製したものを実験に用い

た。その結果、p52 RHD、c-Rel RHD においては APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 

C/S 変異体の両方に対して効率的な結合が見られた。一方、p65 RHD ではほとんど

結合が見られなかった。この結果から、同じ Rel ファミリーの因子であっても、

APE1/Ref-1 との相互作用には何らかの特異性があることが明らかとなった。ここで

見られる APE1/Ref-1 との相互作用の差異は、それぞれの RHD 間でのアミノ酸配列

や構造の若干の違いから生じるのものであると考えられる。 
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4.3.2 Rel ファミリー因子に対する APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の検

討 

 APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性が、APE1/Ref-1 との結合が p50 と同様

に認められた p52 に対しても発揮されるかを、EMSA を行い検討した。すると、GSH

存在下において低濃度の APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体(0.5 μM) により、p52

の DNA 結合が促進された(図 4.3 レーン 5 と 6, 7 および、レーン 9 と 10, 11 をそれ

ぞれ比較)。この結果から、APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性は p52 に対して

も発揮されると考えられ、同時にレドックスシャペロン活性には標的タンパク質と

APE1/Ref-1 間の結合が重要であることが示唆された。 

なお、ここでは APE1/Ref-1 の代わりに同じ濃度の BSA (0.5 μM) を加えても p52

の DNA 結合の促進は見られないことから、APE1/Ref-1 の GSH との相乗的な p52 

-DNA 結合促進効果は、APE1/Ref-1 に特異的な活性であるといえる(図 4.3 レーン

8, 12)。 

次に、c-Rel、p65 に対しても APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性による効果

が見られるかを、p52 と同様に EMSA により検討した。その結果、APE1/Ref-1 との

結合が見られた c-Rel に対しては、APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体による効率的

な DNA 結合促進作用が認められた(図 4.4 レーン 5 と 6, 7 および、レーン 9 と 10, 11

をそれぞれ比較)。一方で、APE1/Ref-1 との結合が見られなかった p65 に対しては、

APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体いずれにも GSH との相乗的な作用は認められな

かった(図 4.5)。 

以上の結果から、APE1/Ref-1 がレドックスシャペロン活性を発揮する上では、

APE1/Ref-1 と標的タンパク質との選択的な結合が重要な鍵となることが示唆された。 
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4.3.3 転写因子 AP-1 に対する APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の検討 

AP-1 はレドックス感受性を示す転写因子としてよく解析が進められている。最も

一般的な AP-1 は c-Jun と c-Fos のヘテロ二量体で形成されるもので、basic leucine 

zipper (bZip) 型の DNA 結合ドメインに含まれる、高度に保存された Cys 残基 (ヒト

ではそれぞれ Cys-269 残基、Cys-154 残基) のレドックス制御を介して DNA 結合能

が制御されることが明らかになっている(図 4.6) (1)。また、これまでに様々な解析か

ら AP-1 に対する直接のレドックス制御因子は APE1/Ref-1 であり、APE1/Ref-1 の

Cys-65 残基の酸化還元がそのレドックス活性に必要とされてきた (70,72,73)。しかし

近年トランスジェニックマウスを用いた解析から、in vivo での AP-1 のレドックス制

御に Cys-65 残基は必須ではないことが判明し、AP-1 に対する APE1/Ref-1 のレドッ

クス活性の作用機構についても明確になっていないといえる (56)。 

そこでここでは AP-1 のヘテロ二量体に対する APE1/Ref-1 のレドックスシャペロ

ン活性による効果を検討する。c-Fos および c-Jun は共に完全長のタンパク質を大腸

菌で発現させることが出来ないため、それぞれのレドックス感受性を示す Cys 残基を

含む bZip 領域のみを大腸菌で発現、精製し各実験に用いた。 

まず c-Jun および c-Fos と APE1/Ref-1 との相互作用の有無を、GST プルダウンア

ッセイにより検討した。すると、c-Jun bZip は APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体の

いずれに対しても効率よく結合した。一方、c-Fos bZip は APE1/Ref-1 WT および C/S

変異体のいずれに対しても結合が認められなかった(図 4.7)。 

c-Jun と APE1/Ref-1 C/S 変異体との直接の結合が確認されたことから、次に

APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性が、AP-1 (ここでは c-Jun bZip / c-Fos bZip

のヘテロ二量体) の DNA 結合能の調節に対しても機能するかを、EMSA により検討

した。すると 1 mM GSH の存在下で、APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体のいずれ

によっても、c-Jun bZip と c-Fos bZip のヘテロ二量体の DNA 結合は効率良く促進さ

れた(図 4.8 レーン 5 と 6, 7 を比較)。この結果から AP-1 のレドックス制御には、
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NF-κB と同様に、従来考えられていた APE1/Ref-1 の還元状態を必要とするレドック

ス活性による機構だけではなく、レドックスシャペロン活性による制御機構も存在す

ることが示唆された。 

さらに、この作用が c-Jun bZip および c-Fos bZip の還元促進による効果であるこ

とを直接的に確認するために、F5M アッセイを行った(図 4.9)。すると GSH 非存在

下では c-Jun、c-Fos の蛍光はほとんど見られなかったが、1 mM GSH 存在下では蛍

光が認められた。さらにそこに APE1/Ref-1 WT または C/S 変異体を加えると、c-Jun 

bZip だけでなく c-Fos bZip の蛍光も増加した。なお、ここで用いた濃度では、

APE1/Ref-1 単体による c-Jun あるいは c-Fos の還元活性は認められなかった。 

以上の結果から、APE1/Ref-1 は c-Jun bZip と直接的に結合し、さらに APE1/Ref-1

のレドックスシャペロン活性により c-Jun bZip および c-Fos bZip 両方の還元を促進

し、その結果 c-Jun bZip / c-Fos b-Zip から成るヘテロ二量体の DNA 結合を促進する

という一連の作用機構の存在が示唆された。 

 

4.3.4 APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性とその他の活性の関係 

 APE1/Ref-1 は多機能性のタンパク質である。そこでここでは APE1/Ref-1 のレド

ックスシャペロン活性が、APE1/Ref-1 が持つその他の活性に依存した活性か、ある

いは独立した活性であるかについて、C/S 変異体の特徴を参考に検討する。 

 APE1/Ref-1 は GSH や Trx が存在しない条件下でも、酸化型 p50 の DNA 結合を

直接的に活性化するレドックス活性を持つことを示した(図 2.3 レーン 1-7) (50,55)。

しかし、APE1/Ref-1 C/S 変異体には同様の条件下で酸化型 p50 の DNA 結合を促進

する活性は認められなかった(図 2.5 レーン 1-7)。このことから、APE1/Ref-1 C/S 変

異体はレドックス活性を保持していないと考えられる。 

 また、APE1/Ref-1 は二本鎖 DNA 結合活性を持つことが報告されている (42)。本

研究でも、EMSA において高濃度の APE1/Ref-1 を加えた時には、比較的移動度の早
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い複合体バンドが頻繁に検出されている。この複合体が APE1/Ref-1 と DNA の複合

体であることを確認するために、抗 APE1/Ref-1 抗体を加えたときの複合体バンドへ

の影響を検討した(図 2.3 レーン 5, 17-18)。すると抗 APE1/Ref-1 抗体添加時に特異

的にこの複合体バンドは消失した(図 2.3 レーン 18)。したがってこの複合体は

APE1/Ref-1 と DNA の複合体であると考えられる。またこの複合体バンドは NF-κB

と AP-1 のいずれのプローブでも見られることから、DNA の配列には依存しない結

合によるものと考えられる。一方で、APE1/Ref-1 C/S 変異体ではこの複合体バンド

は検出されないことから、APE1/Ref-1 C/S 変異体は DNA 結合活性を欠損している

ことが示唆される。 

 さらに、APE1/Ref-1 C/S 変異体の AP エンドヌクレアーゼ活性を、脱塩基部位 (AP

サイト ) を導入した環状 DNA を基質として用いることによりを検討した。

APE1/Ref-1 は AP サイトの 5’ 側にあるホスホジエステル結合を切断し、傷害のある

DNA にニックを挿入することが知られている。報告にある通り本研究でも

APE1/Ref-1 WT はスーパーコイル型の DNA を、ニックの入った環状 DNA へと変換

する活性を持つことが確認された (74)。しかし、APE1/Ref-1 WT は 0.05 μM 以上の

濃度条件でほぼ全てのスーパーコイル型の DNA にニックを入れたのに対し、

APE1/Ref-1 C/S 変異体では最高で 50 μM の濃度条件においても APE1/Ref-1 WT 

0.005 μM 使用時の効果に満たない活性しか示さず、APE1/Ref-1 C/S 変異体は

APE1/Ref-1 WTと比べて 10,000分の 1未満の活性しか保持していないことが明らか

になった(図 4.10)。 

 以上の結果から、APE1/Ref-1 C/S 変異体はレドックス活性、DNA 結合活性、AP

エンドヌクレアーゼ活性のいずれもを欠損しており、したがって APE1/Ref-1 のレド

ックスシャペロン活性は APE1/Ref-1 のその他の活性とは独立した活性であることが

示唆された。 
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4.4 本章のまとめ 

 本章では大きく 2 種類のアプローチから APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性

の特徴に関する解析を行った。 

 

1. p50 以外の転写因子に対する APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性によるレ

ドックス制御の解析に関して、以下の結果が得られた。 

① APE1/Ref-1 C/S変異体はWTと同じく p50 以外のRelファミリー因子である p52

および c-Rel とは結合するが、p65 とは結合しないことが示された 

② APE1/Ref-1 はレドックスシャペロン活性により p52 および c-Rel の DNA 結合は

促進するが、p65 に対してはその効果は認められなかった 

③ APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体は AP-1 の構成因子である c-Jun と結合した 

④ APE1/Ref-1はレドックスシャペロン活性により c-Jun / c-Fosから成るAP-1ヘテ

ロ二量体の DNA 結合および還元を促進した。 

以上の結果から、p50 以外の転写因子に対しても、APE1/Ref-1 はレドックスシャ

ペロン活性によるレドックス制御を担う可能性が示された。また、APE1/Ref-1 がレ

ドックスシャペロン活性を発揮する上では、APE1/Ref-1 と制御標的の転写因子との

選択的な結合が鍵となることが示唆された。 

 

2. APE1/Ref-1 C/S 変異体が APE1/Ref-1 の主要な機能を保持しているか否かを検

討し、以下の結果が得られた。 

⑤ APE1/Ref-1 C/S 変異体はレドックス活性を保持していない 

⑥ APE1/Ref-1 C/S 変異体は AP エンドヌクレアーゼ活性を保持していない 

以上の結果から、APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性は、APE1/Ref-1 が持つ

その他の活性とは独立した活性であることが示唆された。 
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図  

 

図 4.1 NF-κB / Rel ファミリー 

A. RHD の DNA 結合ループに存在する Cys 残基は、ファミリー間でよく保存されて

いる。ここではレドックス感受性を示す Cys 残基(p50 Cys-62 残基に対応) とそ

の前後のアミノ酸配列を示す。 

B. Rel ファミリー各因子の、ホモ二量体 / DNA 複合体の立体構造 (6,8,18,31,52)。 
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図 4.2 APE1/Ref-1 と p52、c-Rel、p65 との相互作用の検討 

[35S]で標識した p52 RHD、c-Rel RHD、p65 RHD を用いて、GST プルダウンアッ

セイにより APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 C/S 変異体と p52、c-Rel、p65 との

結合を検討した。 
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図 4.3 p52 の DNA 結合に対する APE1/Ref-1 の作用の検討 

0.05 μM の酸化型 p52 RHD を、1 mM(レーン 5-8)または 3 mM(レーン 9-12)の GSH

存在下で、0.5 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 6, 10)、APE1/Ref-1 C/S 変異体(レー

ン 3, 7, 11)、または BSA(レーン 4, 8, 12)と 37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA

プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p52 RHD と DNA の複合体形

成を確認した。 



 72 

 

 

 

 

 

 

図 4.4 c-Rel の DNA 結合に対する APE1/Ref-1 の作用の検討 

0.05 μMの酸化型 c-Rel RHDを、1 mM(レーン5-8)または3 mM(レーン9-12)のGSH

存在下で、0.5 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 6, 10)、APE1/Ref-1 C/S 変異体(レー

ン 3, 7, 11)、または BSA(レーン 4, 8, 12)と 37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA

プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い c-Rel RHD と DNA の複合体

形成を確認した。 
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図 4.5 p65 の DNA 結合に対する APE1/Ref-1 の作用の検討 

0.05 μM の酸化型 p65 RHD を、1 mM(レーン 5-8)または 3 mM(レーン 9-12)の GSH

存在下で、0.5 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 2, 6, 10)、APE1/Ref-1 C/S 変異体(レー

ン 3, 7, 11)、または BSA(レーン 4, 8, 12)と 37℃で 30 分間反応させた。その後 DNA

プローブを加え 4℃で 20 分間反応させ、EMSA を行い p65 RHD と DNA の複合体形

成を確認した。 
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図 4.6 AP-1 の構造とレドックス制御を受ける Cys 残基 

A. c-Jun および c-Fos の bZip モチーフ内の塩基性領域のアミノ酸配列を示した。塩

基性アミノ酸残基が隣接することによりCys残基のレドックス感受性が高まるこ

とが知られている。 

B. c-Jun b-Zip / c-Fos b-Zip / DNA 複合体の立体構造 (21)。レドックス制御を受ける

Cys 残基を丸で囲った。 



 75 

 

 

 

 

 

 

       

 

 

 

 

図 4.7 APE1/Ref-1 と c-Jun および c-Fos との相互作用の検討 

[35S]で標識した c-Jun b-Zip および c-Fos b-Zip を用いて、GST プルダウンアッセ

イにより APE1/Ref-1 WT および APE1/Ref-1 C/S 変異体と c-Jun b-Zip、c-Fos b-Zip

との結合を検討した。 
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図 4.8 AP-1 の DNA 結合に対する APE1/Ref-1 の作用の検討 

1 mM GSH の存在下または非存在下で、0.1 μM の c-Jun b-Zip と c-Fos b-Zip を、

0.5 μM の APE1/Ref-1 WT、APE1/Ref-1 C/S 変異体、または BSA と 37℃で 30 分間

反応させた。その後 AP-1 結合部位を含む DNA プローブを加え 4℃で 20 分間反応さ

せ、EMSA を行い p65 RHD と DNA の複合体形成を確認した。 
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図 4.9 AP-1 の還元状態に対する、GSH 存在下での APE1/Ref-1 WT および C/S 変

異体の効果の検討 

1 mM GSH存在下(下段のパネル)または非存在下(上段のパネル)で、0.1 μMの c-Jun 

b-Zip と c-Fos b-Zip を、0.5 μM の APE1/Ref-1 WT(レーン 4, 5, 6)、APE1/Ref-1 C/S

変異体(レーン 7, 8, 9)、または BSA(レーン 10, 11, 12)と反応させた後、F5M で還元

型 Cys 残基を蛍光標識した。その後 SDS-PAGE で分画し、蛍光イメージアナライザ

ーを用いてゲルの蛍光を読み取り画像化した。 
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図 4.10 APE1/Ref-1 WTおよび C/S変異体における APエンドヌクレアーゼ活性の検

討 

APE1/Ref-1 WT および C/S 変異体の AP エンドヌクレアーゼ活性を、脱塩基部位

(AP 部位)を含む環状 DNA のスーパーコイル型からニック型への変化を指標として検

討した。脱プリン化した DNA に APE1/Ref-1 WT または APE1/Ref-1 C/S 変異体を加

え 37℃で 15 分間反応後、0.8%のアガロースゲルで分画し、エチジウムブロマイド染

色を行った。 
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第五章 細胞内におけるレドックスシャペロン活性の解析 

 

5.1 緒言 

 これまでの章では、より in vivo の環境に近い実験系を構築するという視点から他

の細胞内還元因子と APE1/Ref-1 との相互作用に注目し、APE1/Ref-1 が Cys 残基非

依存的に p50 や他の転写因子の DNA 結合を促進する活性を有することを、in vitro

の実験系から明らかにしてきた。 

そこで本章では培養細胞を用いて、実際に APE1/Ref-1 が細胞内環境においてもレ

ドックスシャペロン活性を介して NF-κB の活性化機構に機能していることを検討す

る。 
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5.2 実験材料及び方法 

5.2.1 細胞培養 

本研究では、ヒト胎児腎臓上皮由来の細胞株である 293T 細胞を使用した。 

293T 細胞は、10%仔牛血清、100 μg/ml ペニシリン、100 μg/ml ストレプトマイシ

ンを添加した Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Invitrogen)を用い、37℃、

5%CO2に設定した CO2恒温培養槽の中で静置培養した。 

 

5.2.2 siRNA 耐性 APE1/Ref-1 発現プラスミドの構築 

PCR を用いたオーバーラップ伸長法により、APE1/Ref-1 の siRNA 標的配列に 2

カ所の変異(ただしアミノ酸配列は変化しない) を導入し、siRNA 抵抗性の塩基配列

を 持 つ APE1/Ref-1 WT お よ び C/S 変 異 体 の cDNA を 得 た

(5’-GTCTGGTAAGGCTGGAGTACC-3’)。さらにこの cDNA を pHyg-EF-2 に Flag

タグと共に挿入することで、Flag タグ融合型で siRNA に耐性を持つ哺乳類細胞発現

プ ラ ス ミ ド 、 pHygEF2-Flag-APE1/Ref-1 WT anti-siRNA お よ び

pHygEF2-Flag-APE1/Ref-1 C/S anti-siRNA を構築した。 

 

5.2.3 ウエスタンブロッティング ( Western Blotting ) 

材料 

・ Transfer Buffer 

Trizma-Base 3 g、グリシン 14.4 g、メタノール 200 ml に脱イオン水を加えて 1 

L としたものを用いた。 

・ 20×TBS 

Trizma-Base 3 g、Trizma-HCl (SIGMA) 63.5 g、NaCl 87 g にミリ Q 水 500 ml

を加え、溶解した。 
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・ Blocking Buffer 

スキムミルク（森永乳業）50 g、20×TBS 50 ml、10% NaN3 2 ml をミリ Q 水 1 L

に溶解した。 

・ TBS-T 

20×TBS 150 ml、Tween-20 (ナカライテスク) 3 g をミリ Q 水 3 L で溶解した。 

方法 

 サンプルを SDS-PAGE 後、ミニトランスブロットセル(BioRad)を用いてゲルから

PVDF メンブレンへとタンパク質を転写した。まず、セルと同じ大きさの 3MM 紙と

Immobilon transfer membrane (MILLIPORE)を用意し、メンブレンはあらかじめメ

タノールでウエッティングした後、Transfer Buffer に浸し、平衡化した。メンブレ

ンとゲルを Transfer Buffer 中で、ゲルホルダーの陽極側から 3MM 紙、メンブレン、

ゲル、3MM 紙の順番にセットし、ゲルホルダーを装置にセットして、Transfer Buffer

を注ぎ入れた。4℃において 100 V で 1 時間通電し転写を行った後、メンブレンを装

置から取り出し、Blocking Buffer に浸して室温で 1 時間振とうした。次に Blocking 

Buffer で 1000 倍希釈した抗 APE1/Ref-1 ポリクロナール抗体あるいは、10000 倍希

釈した抗Actinモノクロナール抗体(CHEMICON) および抗Trx抗血清と共にハイブ

リバック中に封入し、室温で 1 時間静置した。さらにメンブレンを TBS-T に浸して

洗浄した後、TBS-T で 1000 倍希釈した horseradish peroxidase-conjugated 二次抗

体 (GE Healthcare)に浸し、室温で 30 分間浸透した。再度メンブレンを洗浄した後、

Chemi-Lumi One (ナカライテスク)を用い、添付のマニュアルに従って目的タンパク

質を可視化した。また、各ステップのメンブレンの洗浄は TBS-T 中で 5 分間振とう、

これを 3 回繰り返すことで行った。 

なお、抗 APE1/Ref-1 抗体は大腸菌で発現した全長のヒト APE1/Ref-1 組換えタン

パク質を抗原に用いて作製した。 
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5.2.4 siRNA を用いたノックダウン 

Ref-1 の二本鎖 siRNA は合成した二つのオリゴヌクレオチドをアニーリングする

ことによって作製した。 

siRNA for APE1/Ref-1 sense ：5’-GUCUGGUACGACUGGAGUAdTdT-3’、 

siRNA for APE1/Ref-1 antisense ：5’-UACUCCAGUCGUACCAGACdTdT-3’  

また、Green fluorescent protein (GFP)の二本鎖 siNRA は Dharmacon 社より購

入した。293T 細胞を用いて内在性の APE1/Ref-1 をノックダウンするために、トラ

ンスフェクションをする 1 日前に 293T 細胞を 6-well プレートに播き、125 pmol の

siRNA を Lipofectamine2000 (Invitrogen) を用いてトランスフェクションした。24

時間後に適当な希釈濃度で 12-well プレートに播き直し 2～4 日培養した。細胞は

RIPA バッファー ( 10 mM Tris-HCl pH 8.0、140 mM NaCl、0.1% SDS、1% 

Triton-X-100、0.1% sodium deoxycholate、1 mM EDTA) で溶解し氷上で 10 分静置

後、遠心分離して細胞抽出液を回収した。抽出液を Sample Dye に混合し、SDS-PAGE

後、ウエスタンブロッティングを行いノックダウンの成否を確認した。 

 

5.2.5 レポータージーンアッセイ 

 トランスフェクションをする 1 日前に 293T 細胞を 6-well プレートに播いた。293T

細胞にLipofectamine2000を用いて125 pmolのsiRNAと0.125 μgのpNFkBHL (29)、

0.05 μg の pEF-Rluc (38) を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し た 。 24 時 間 後 に

pHygEF2-Flag-APE1/Ref-1 WT anti-siRNA あるいは pHygEF2-Flag-APE1/Ref-1 

C/S anti-siRNA を再度トランスフェクションした。2 度目のトランスフェクションの

6 時間後に細胞を 8 倍希釈し、24-well プレートに播き直した。さらに 2 度目のトラ

ンスフェクションの 24 時間後に終濃度 10 ng/ml の TNF-α (Pepro Tech)で細胞を処

理し、さらに 24 時間の培養の後、細胞を回収した。Firefly と Renilla ルシフェラー

ゼの活性は Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega)を用いて Lumat 
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LB9501 (Berthold Technologies)で測定した。 

 

5.2.6 核抽出液の調製 

 EMSA に用いるための 293T 細胞の核抽出液は以下の手順に従って調製した。 

操作は Dignam の方法を用い、全て氷上で行った。また、全ての遠心も 4℃で行っ

た。まず細胞を PBS で洗浄し 190×g、5 分間遠心した。遠心後の細胞の体積(以後

PCV と表記)を測り、4PCV の Buffer A (10 mM HEPES[pH 7.9]、10 mM KCl、1.5 

mM MgCl2、0.5mM DTT)に懸濁した。氷上で 20 分間静置した後 Dounce 

homogenizer (loose-fit)で 20 ストローク、ホモジナイズした。この細胞破砕液を 4300

×g、6 分間遠心することで核を細胞質画分から分離した。沈殿(=分離した核)を 5PCV

の Buffer A で一度洗浄した。洗浄した核に 1PCV の Buffer C (20 mM HEPES[pH 

7.9]、25% glycerol、0.42 M NaCl、1.5 mM MgCl2、0.2 mM EDTA、0.5 mM DTT、

0.5 mM PMSF)を加え、Dounce homogenizer (loose-fit)で 10 ストローク、ホモジナ

イズた。その懸濁液を 30 分間穏やかに攪拌した後、15000×g、30 分間遠心した。

上清を Buffer D (20 mM HEPES [pH 7.9]、20% glycerol、0.1 M KCl、0.2 mM EDTA、

0.5 mM DTT、0.5 mM PMSF)で 2.5 時間の透析を 2 回行った後、15000×g で 30 分

間遠心した。この上清は 293T 細胞各抽出液として即座に実験に用いるか、すぐに用

いない場合は液体窒素で凍結させた後、-80℃で保存した。 
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5.3 結果と考察 

5.3.1 内在性 APE1/Ref-1 のノックダウンとその表現型 

これまで多くの研究により、細胞内で APE1/Ref-1 が NF-κB 制御下の転写を活性

化することが報告されている (23,26,63)。 

本研究では細胞内で APE1/Ref-1 が実際にレドックスシャペロン活性を介して

NF-κB 制御下の転写を活性化するかを検討できる実験系を構築するために、まず

RNAi による内在性の APE1/Ref-1 のノックダウンを試みた。細胞は 293T 細胞を用

い、二本鎖 siRNA をトランスフェクションした。APE1/Ref-1 を標的とする siRNA

をトランスフェクションし、1 から 4 日間培養を行った後、細胞抽出液を作製しウエ

スタンブロッティングにより APE1/Ref-1 のタンパク質量を検討したところ、トラン

スフェクション 2 日目以降で内在性の APE1/Ref-1 のタンパク質量が 90% 以上の効

率で減尐していた(図 5.1)。一方、Actin のタンパク質量には目立った変化は認められ

なかったことから、siRNA による効果が APE1/Ref-1 に特異的に作用していることが

示された。また、APE1/Ref-1 をノックダウンした細胞について、トランスフェクシ

ョン後 4 日目までの時点では細胞の形態や細胞増殖速度に目立った差異は見られな

かった。 

 

5.3.2 細胞内で APE1/Ref-1 は Cys 残基非依存的に NF-κB を活性化する 

 次に 5.3.1 で示した RNAi と、外来性の APE1/Ref-1 をトランスフェクションによ

り導入することで細胞内の APE1/Ref-1 の発現量を変化させる手法とを組み合わせ、

細胞内の APE1/Ref-1 を変化させた。なお、ここで用いた Flag-APE1/Ref-1 の発現プ

ラスミドは siRNAの標的配列に変異を挿入することで siRNAに対する抵抗性を付加

したものであり、これにより siRNA を用いて内在性の APE1/Ref-1 をノックダウン

した細胞に、外来性の APE1/Ref-1 C/S 変異体を発現させることが可能となる。この
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実験系を用いて、それぞれの APE1/Ref-1 の発現状況に応じた NF-κB 制御下の転写

活性を検討することにした。なお、NF-κB 制御下の転写活性は、4 個の NF-κB の結

合配列を含むプロモーターをルシフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだレポーター

遺伝子を用いて、レポータージーンアッセイにより検討した(図 4.2)。このレポータ

ー遺伝子は、TNF-α 刺激に応答した内在性の NF-κB の活性化を反映した転写活性化

が認められる。そこでまず、Flag-APE1/Ref-1 WT の発現プラスミドをトランスフェ

クションしたところ、内在性の APE1/Ref-1 と同等のタンパク質量で外来性

Flag-APE1/Ref-1 WT の発現が見られ、また TNF-α 刺激に応答した NF-κB 由来の転

写も２倍程度まで活性化した。同様に Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体の発現プラスミド

をトランスフェクションしたところ、内在性の APE1/Ref-1 と同等のタンパク質量の

外来性 Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体の発現が見られ、また TNF-α 刺激に応答した

NF-κB 由来の転写も Flag-APE1/Ref-1 WT と同程度に活性化した。また、siRNA に

より内在性の APE1/Ref-1 をノックダウンすると TNF-α 刺激に応答した NF-κB の転

写活性は弱まったが、そこに Flag-APE1/Ref-1 WT または C/S 変異体の発現プラス

ミドをトランスフェクションしたところ、弱まった転写を回復することができた。そ

して重要なことに、WT と C/S 変異体の間でその効率に差は見られなかった。この結

果から、細胞内において APE1/Ref-1 C/S 変異体は APE1/Ref-1 WT と同等に NF-κB

制御下の転写を活性化する機能を有していることが明らかとなり、すなわち細胞内で

APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性による NF-κB のレドックス制御が実際に

機能していることが示唆された。 

 さらに、同様の組み合わせでトランスフェクションした 293T 細胞の核抽出液を調

製しそれを EMSA に用いることで、TNF-α に応答した NF-κB の DNA 結合の活性化

を直接的に解析した(図 4.3)。すると核内の NF-κB の DNA 結合能も、レポータージ

ーンアッセイにより得られた結果と傾向がよく相関する結果が得られた。すなわち、

Flag-APE1/Ref-1 WT または Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体を発現させたところ
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TNF-α に応答した NF-κB の DNA 結合はさらに増強され、逆に内在性の APE1/Ref-1

をノックダウンした場合には、TNF-αに応答したNF-κBのDNA結合は抑制された。

さらにそこへ Flag-APE1/Ref-1 WT または Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体を発現させ

たところ、NF-κB の DNA 結合が回復した。そして重要なことに、APE1/Ref-1 WT

と APE1/Ref-1 C/S 変異体の間でその効果に目立った差異は見られなかった。 

 以上の結果から、APE1/Ref-1 は細胞内でその Cys 残基非依存的に、おそらくレド

ックスシャペロン活性を介して、NF-κB の転写活性および DNA 結合を正に制御する

機能を持つことが示唆された。 

 

5.4 本章のまとめ 

 本章では以下の結果が得られた。 

① 293T 細胞を用いて、siRNA により内在性の APE1/Ref-1 をノックダウンし、さら

にそこへ外来性の APE1/Ref-1 C/S 変異体を発現させる実験系を構築した 

② 細胞内で APE1/Ref-1 C/S 変異体は刺激に応答した NF-κB 制御下の転写を促進す

る活性を有することが示された 

③ 細胞内で APE1/Ref-1 C/S 変異体は刺激に応答した NF-κB の DNA 結合を促進す

る活性を有することが示された 

 

以上の結果から、細胞内でも APE1/Ref-1 C/S 変異体は NF-κB の転写活性および

DNA 結合を正に制御する活性を有することが示され、実際に APE1/Ref-1 のレドッ

クスシャペロン活性は細胞内でも機能していることが示唆された。 
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図 5.1 細胞内在性 APE1/Ref-1 のノックダウン 

siRNA を用いて 293T 細胞の内在性の APE1/Ref-1 をノックダウンした。 

293T 細胞に siRNA をトランスフェクションし、1～4 日間培養後、細胞を回収して細

胞抽出液を作製した。APE1/Ref-1 がノックダウンされていることをウエスタンブロ

ッティングにより確認した。 
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図 5.2 APE1/Ref-1 は Cys 残基非依存的に NF-κB 制御下の転写を誘導する 

A. NF-κBの結合配列を4個含むプロモーター配列をルシフェラーゼ遺伝子の上流に

連結したプラスミドと共に、APE1/Ref-1 または GFP(コントロール)を標的とする

siRNA を 293T 細胞にトランスフェクションした。また、その後 siRNA に耐性の

Flag-APE1/Ref-1 WT または Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体の発現プラスミドも同様に

導入した。回収の 24 時間前に 10 ng/ml の TNF-α で細胞を刺激し、細胞回収後は細

胞抽出液を用いてルシフェラーゼの活性を測定した。( n = 3 , ＊P < 0.01 ) 

B. 同様の組み合わせでトランスフェクションした細胞の細胞抽出液を用いてウエ

スタンブロッティングを行い、APE1/Ref-1 の発現量を確認した。 
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図 5.3 APE1/Ref-1 は Cys 残基非依存的に細胞内の NF-κB の DNA 結合を促進する 

APE1/Ref-1 または GFP(コントロール)を標的とする siRNA を 293T 細胞にトラン

スフェクションした。また、その後 siRNA に耐性の Flag-APE1/Ref-1 WT または

Flag-APE1/Ref-1 C/S 変異体の発現プラスミドも同様に導入した。回収の 30 分前に

10 ng/ml の TNF-α で細胞を刺激し、回収後に細胞の核抽出液を調整した。調製した

核抽出液を用いて EMSA を行い、内在性の NF-κB の DNA 結合能を検討した。 

＊ 非特異的複合体バンド 
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第六章 総括 

 

6.1 APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性 

これまでの様々な報告から、APE1/Ref-1 は自身の還元状態を利用して、標的のレ

ドックス感受性を示す転写因子の Cys 残基を直接的に還元し、その DNA 結合を調節

することが示唆されてきた (55,73)。この従来考えられてきたレドックス活性とは区別

して、本研究ではレドックスシャペロン活性と定義した APE1/Ref-1 の新規の活性を

発見した。すなわちここでの APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性とは、他の還

元因子による、転写因子のDNA結合に重要なCys残基の還元反応を促進することで、

その転写因子の DNA 結合を促進する活性である。Cys 残基を全て Ser に置換した変

異体でもこの活性を有することから、レドックスシャペロン活性には APE1/Ref-1 自

身の酸化還元状態は影響しないと考えられる。(図 3.7) 

レドックスシャペロン活性は APE1/Ref-1 と標的転写因子との直接的な結合を介し

て発揮され、in vitro でレドックス活性を示すのに必要な条件と比べてより低濃度の

APE1/Ref-1 で活性が見られる。細胞の核抽出液を用いて定量的にウエスタンブロッ

ティングを行うと、細胞の核内には APE1/Ref-1 が 1 μM 以上の濃度で存在している

と見積もられる (55)。この濃度はレドックスシャペロン活性が検出された in vitro の

実験系で用いた APE1/Ref-1 の濃度とほぼ一致する。また、細胞内での GSH や Trx

の濃度はそれぞれ約 1 mM、1 μM 程度と見積もられており、今回 in vitro の実験系

で用いた GSH や Trx 濃度は細胞内濃度を反映しているといえる (71)。このように本

研究で用いた生化学的な実験系は細胞内での環境に近い条件であったことを考慮す

ると、実際に in vivo でもレドックスシャペロン活性を介して APE1/Ref-1 が転写因

子のレドックス制御を担っていることが予想される。 
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6.2 APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の作用メカニズム 

レドックスシャペロンという概念はこれまでに報告は無く、したがって

APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の発見は、細胞内の一連のレドックス制御

機構を理解する上で新たな視点を加えるものといえる。ここでは考えられる

APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性による作用機構として、以下の３つのモデ

ルを提案する(図 6.1)。 

1. リクルートモデル 

APE1/Ref-1 がレドックス制御標的の転写因子と、還元因子の両方に結合し、足

場として機能することで両者の配向を制御し相互作用を起こり易くする 

2. 構造変換モデル 

APE1/Ref-1 がレドックス制御標的の転写因子と直接結合することで転写因子の

立体構造の変化を誘導し、それにより還元因子の、転写因子のレドックス感受性

を示す Cys 残基への接近を容易にする 

3. 酸化抑制モデル 

APE1/Ref-1 が結合することで転写因子 Cys 残基の還元状態を安定化し（例えば

チオール基と水素結合を形成するなど）、酸化修飾に対する抵抗性を獲得する 

また、実際には複数の機構が互いに混ざり合って作用している可能性も考えられる。

APE1/Ref-1 と Trx は物理的に相互作用をすることがこれまでに報告されており 

(30,58,72)、これは 1 つめのリクルートモデルを支持するといえる。しかし、立体構造

的には全く似ていない GSH と Trx という 2 つの還元因子による還元反応を

APE1/Ref-1 が促進するという結果は、レドックス制御の標的選択性 APE1/Ref-1 の

みで規定されており、還元因子の種類には依らないことを示唆している。すなわちこ

れは 2 つめの構造変換モデルや 3 つめの酸化抑制モデルを支持する。 
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6.3 レドックス活性とレドックスシャペロン活性の関係 

APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性は、自身の Cys 残基の還元状態を必要と

するレドックス活性とは独立した活性であることを示してきた。しかし両者とも標的

タンパク質と特異的に結合することで Cys 残基の還元を促すという点においては共

通しており、機能的には似た活性といえる。したがって現時点では、細胞内で

APE1/Ref-1 は特定の標的因子に対してレドックス活性あるいはレドックスシャペロ

ン活性の常にいずれか一方の作用機構を介して作用すると考えるよりは、転写因子は

あらかじめ両方の作用機構により制御される可能性があり、細胞内の環境によって柔

軟に使い分けられる可能性を想定するのが妥当であると考えられる。すなわち以下の

ようなシナリオが考えられる。 「APE1/Ref-1 は標的タンパク質と結合することに

より標的タンパク質が還元されやすい環境を作り出す。周囲に還元因子が存在すると

きにはレドックスシャペロンとして働き還元因子による作用を促進する。一方で還元

因子が存在しないときには APE1/Ref-1 がレドックス活性を発揮し、標的タンパク質

を直接的に還元する。」(図 6.2) また、in vitro において APE1/Ref-1 がレドックス

活性を示すには高濃度の APE1/Ref-1 が存在することが必要だったことを考慮すると、

細胞内における APE1/Ref-1 の濃度も作用機構を規定する重要な要因であることが予

想される。 

 

6.4 APE1/Ref-1 各活性に対して Cys 残基の担う役割 

 本研究では APE1/Ref-1 C/S 変異体はレドックスシャペロン活性を有する一方で、

レドックス活性や AP エンドヌクレアーゼ活性、DNA 結合活性を保持していないこ

とを示してきた。ここでは APE1/Ref-1 の構造と各々の活性との相関関係について考

察を加える。X 線結晶解析で得られた立体構造からは、APE1/Ref-1 に含まれる７つ

の Cys 残基は互いにジスルフィド結合を形成してはおらず、Cys 残基が APE1/Ref-1

自身の立体構造の維持に大きく影響しているとは考えにくい (22,51)。このことから、
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APE1/Ref-1 C/S 変異体でも WT の立体構造と大差は無いことが予想される。また、

p50をはじめとする各転写因子との結合能もWTとC/S変異体で差が見られなかった

ことも、この予想を支持するものといえる。 

 APE1/Ref-1 の還元状態依存的なレドックス活性には APE1/Ref-1 の N 末端領域

1-127 a.a.が必要かつ十分であることが、酸化型 AP-1 の DNA 結合促進を指標とした

in vitro の解析から示されていた (75)。本研究では APE1/Ref-1 の７つ全ての Cys 残

基を置換すると APE1/Ref-1 はレドックス活性を失うことを示した。このことからは、

レドックス活性ドメインとされる領域に含まれる Cys-65、Cys-93、Cys-99 残基の 3

つの Cys 残基がレドックス活性に重要な役割を担っていることが予想される。 

 一方、AP エンドヌクレアーゼ活性と Cys 残基の関係についても考察する。最近

Mitra らにより、7 つある Cys 残基をそれぞれひとつずつ Ser に置換していった変異

体ではいずれも AP エンドヌクレアーゼ活性を保持していることが報告された (45)。

その報告と本研究の結果を考慮すると、AP エンドヌクレアーゼ活性の喪失には尐な

くとも 2 箇所以上の Cys 残基の置換が組み合わさることが必要だと考えられる。しか

し、APE1/Ref-1 と AP 部位を含む DNA との複合体の X 線結晶構造からは、DNA 結

合領域の近傍には APE1/Ref-1 の Cys 残基は露出していないことが分かる (51)。その

ため Cys 残基の置換による AP エンドヌクレアーゼ活性の喪失は、立体構造に生じる

微妙な歪みに依るものであることなどが予想される。いずれにせよ、この点を解明す

るには2つ以上のCys残基の置換を組み合わせた生化学的な検討をさらに積む必要が

ある。 

 

6.5 APE1/Ref-1 の生理学上の重要性 

 APE1/Ref-1 のホモ接合型ノックアウトマウスは胎生致死であったことから、

APE1/Ref-1 は個体の発生・成育に不可欠な役割を担っていると考えられる (76)。ま

た、ヒトの細胞においてアンチセンス cDNA を用いて APE1/Ref-1 の発現を抑制した
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ところ、酸化ストレスに対する感受性が上昇するとともに NF-κB の活性が抑制され

ることが示された (9)。さらに、いくつかの細胞を用いて siRNA により APE1/Ref-1

のノックダウンしたところ、細胞増殖の停止や脱塩基 DNA 傷害の蓄積を伴うアポト

ーシスが引き起こされることが報告されている (16)。一方、APE1/Ref-1 の発現量は

活性酸素(O2
-、H2O2、OH・)に応答して mRNA レベル・タンパク質レベルで誘導され

ることが示されている (15,60,77,78)。以上の個体・細胞レベルの解析から、APE1/Ref-1

は酸化ストレスに対する防御・生存に非常に重要な役割を果たしていると考えられ、

ストレス応答性の転写因子の活性調節が重要な意味を持っていることが予想される。 

 しかし実際のところ、APE1/Ref-1 が細胞内でどのような機構により生存に必須な

機能を発揮しているのかについては解明の余地が大きく残されている。本研究では

APE1/Ref-1 のノックダウンによって引き起こされる NF-κB の抑制が、APE1/Ref-1 

C/S 変異体を発現させることにより回復することを示した。APE1/Ref-1 C/S 変異体

は、レドックスシャペロン活性以外の活性を保持していない。一方、Demple らは

APE1/Ref-1 の発現抑制によって引き起こされる DNA 傷害とアポトーシスによる細

胞死の大部分が、酵母の Apn1 を発現させることにより回復することを示した (16)。

Apn1 は酵母の AP エンドヌクレアーゼであるが、APE1/Ref-1 と立体構造的な相同性

は低く、AP エンドヌクレアーゼ以外の活性は保持していない。また、Mitra らも、

APE1/Ref-1 ヌルのマウス胚繊維芽細胞(MEF) を構築し、細胞の生存を APE1/Ref-1 

WT により回復させることが出来るが H309N 変異体(AP エンドヌクレアーゼ活性を

欠損している) では回復させることが出来ないことを示した (35)。この報告も、細胞

の生存には APE1/Ref-1 の AP エンドヌクレアーゼの活性が必須の役割を果たしてい

ることを示唆している。したがって以上の一連の結果を考慮すると、APE1/Ref-1 は

酸化ストレス応答において、細胞内ではその異なった機能を介して様々な形で役割を

担っていることが想定される。 
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6.6 結言 

 本研究では、APE1/Ref-1 を介した NF-κB 活性化機構の解析を通して、レドックス

シャペロン活性と定義した APE1/Ref-1 の新たな活性を発見した。レドックスシャペ

ロン活性とは、他の還元因子による還元反応を促進することを介してその転写因子の

DNA 結合を促進する活性である。APE1/Ref-1 のレドックスシャペロン活性の発見は

細胞内の一連のレドックス制御に関する研究に新たな視点を加えるものであり、また

その生理学的な重要性を含めて、今後のさらなる解析が期待される。 
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図    

図 6.1 考えられるレドックスシャペロン活性による作用機構のモデル図 

A. リクルートモデル 還元因子を標的タンパク質の近傍に誘導する 

B. 構造変換モデル 標的タンパク質の Cys 残基を露出させ、還元因子が作用し易

い環境を作り出す 

C. 酸化抑制モデル 標的タンパク質の還元状態を安定化する 

標的タンパク質の一例として p50/p65 を図示した。red.：還元因子 (GSH、Trx など)
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図 6.2 APE1/Ref-1 を介した転写因子のレドックス制御機構 

APE1/Ref-1 はレドックス活性とレドックスシャペロン活性という機能的には類似

した 2 種類の独立した活性を持っている。APE1/Ref-1 はレドックス制御に際して、

まず標的となるタンパク質と結合することにより標的タンパク質が還元されやすい

環境を作り出す。そして、APE1/Ref-1 自身の濃度あるいは近傍に存在する他の還元

因子の状態といった細胞内の環境に応じて、2 種類の活性を柔軟に使い分けながら標

的タンパク質を効率的に還元する役割を担うと考えられる。 
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