
生命現象を分子レベルで理解する
~あるウイルス研究者夫婦の試み

特定非営利活動法人 日本分子生物学会

分子生物学は生命構築の基礎となる蛋白質、糖、脂質、核酸といった
分子の挙動を通して、昆虫の分化や動物の進化機構、病気の発症メカ
ニズムなど、さまざまな生命現象を理解する学問です。分子生物学会に
は基礎生物学や医学などの分野で活躍する研究者が所属しています。
本ポスターではウイルスが生命に及ぼす影響について研究する担当者
の研究活動の様子やキャリア、育児との両立、母子で海外留学した経
験などについて紹介します。
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日本分子生物学会について
• 1978年創設。分子生物学研究者12000人以上が所属する、生命科学系
で国内最大の学会

• 研究分野は医学・理学・農学・水産学・工学など

• 学会が発行する科学誌「Genes to Cells」は国際的に高い評価を得てい
ます

• 毎年12月ごろに年会を開き、研究成果の発表・意見交換を行います

because of the hyperkeratosis of upper digestive tract

leading to feeding difficulty and subsequent malnutri-

tion (Wakabayashi et al. 2003). Nrf2 accumulates in

the nucleus, and cytoprotective gene expression is

constitutively elevated in various tissues of the Keap1-

null mice. The hyperkeratosis and massive induction

of Nrf2-target genes are canceled in Keap1null::Nrf2 null

mice. Although these double-knockout mice substan-

tially lack inducible expression of antioxidant and

detoxifying enzymes, they appear to be normal and

fertile so long as they are maintained in specific path-

ogen-free conditions (Wakabayashi et al. 2003). Thus,

the phenotypes of Keap1-null mice are attributable to

the constitutive stabilization of Nrf2.

Keap1 function has been examined utilizing

another mouse genetic approach, which is referred to

as transgenic complementation rescue analysis. Trans-

genic mouse lines expressing Keap1 under the regula-

tory influence of the Keap1 gene regulatory domain

(KRD) are generated and crossed with Keap1null

mice. In the Keap1null::Keap1TG
double-mutant mice,

hyperkeratotic lesions of esophagus, elevated expres-

sion of cytoprotective genes and Nrf2 protein

accumulation were all restored to normal levels, and

these compound mutant mice are no longer lethal

(Yamamoto et al. 2008).
The function of Keap1 mutant molecules has been

tested employing this approach. For instance, a Keap1

mutant lacking the BTB domain (Keap1DBTB) was

expressed in the transgenic mice. Keap1DBTB did

not rescue the Keap1null
mice from lethality (Yamam-

oto et al. 2008). As the BTB domain is required for

homodimerization of Keap1 (Yamamoto et al. 2008)

and interaction between Keap1 and Cul3 (Cullinan

et al. 2004; Kobayashi et al. 2004; Zhang et al. 2004;

Furukawa & Xiong 2005), this result suggests that

Keap1 dimerization and ⁄or Keap1–Cul3 interaction

are essential for Keap1 function in vivo. Based on the

report that the dimerization surface and Cul3-associ-

ating surface are separable (Melnick et al. 2000;

Zhuang et al. 2009), the dimerization surface of

Keap1 was mutated and the resultant mutant Keap1

lost the ability to repress Nrf2 (Suzuki et al. in press).

These results thus demonstrate that Keap1 must be a

homodimer to promote ubiquitination of Nrf2.

The role of the reactive cysteine residues of Keap1

has been examined by three approaches, and especially,

three residues, C151, C273 and C288, have been

shown critical to the Keap1 function. First, in vitro

exposure of purified Keap1 protein to electrophilic

reagents followed by mass spectrometry identified

multiple cysteine residues with thiol modifications

(Dinkova-Kostova et al. 2002; Eggler et al. 2005; Hong

et al. 2005a,b; Fujii et al. 2010) (Fig. 4). Second, these

cysteine residues were further tested by reporter trans-

fection assays, and three cysteine residues were identi-

fied to be important for Keap1 function (Zhang &

Hannink 2003; Levonen et al. 2004; Wakabayashi et al.

2004). Finally, these residues were validated by means

of the transgenic complementation rescue analysis

(Yamamoto et al. 2008). Cys273 and Cys288 localized

in the IVR domain were found to be indispensable

for Keap1 to maintain ubiquitin E3 ligase activity

and degrade Nrf2. On the other hand, another cysteine

residue C151 in the BTB domain was found essential

for Keap1 to diminish E3 activity in response to electro-

philic stimuli.

The Keap1 dimer forms a cherry-bob

structure
Biochemical and structural analyses have provided

important information for deciphering the contribu-

tion of Keap1 to the ubiquitination of Nrf2. Molecu-

lar dissection of Nrf2 showed that that two distinct

motifs, DLG and ETGE (Fig. 2A), are required for

the turnover of Nrf2 (McMahon et al. 2006). Quanti-

tative binding analysis of full-length Keap1 and the

Neh2 domain of Nrf2 using isothermal calorimetry

revealed two different interactions between the Keap1

dimer and the Neh2 domain, i.e. high-affinity and

low-affinity bindings (Tong et al. 2006a). Based on

the biochemical assays showing the necessity of

ETGE and DLG motifs of the Neh2 domain for

Keap1 activity, mutations were introduced into the

ETGE and DLG motifs (Tong et al. 2007). Neh2

harboring a mutation in one of the two motifs could

associate with Keap1 utilizing the remaining motif.

Thus, a plausible model is that one molecule of Nrf2

associates with two molecules of Keap1 (i.e. Keap1

dimer) utilizing the EGTE and DLG motifs (Fig. 3A).

Thus, stoichiometry between Keap1 and Neh2 is 2:1,

and the EGTE and DLG motifs of Nrf2 serve as

high-affinity and low-affinity binding sites with

Keap1, respectively.
Crystal structure analysis demonstrated that the

Keap1 DC domain, which contains DGR composed

of six Kelch repeats and CTR domains (Fig. 2A),

forms a b-barrel structure composed of six propeller

subdomains (Padmanabhan et al. 2006). Kelch-repeat

b-propellers are generally involved in protein–protein

interactions (Adams et al. 2000). Co-crystallization of

the DC domain with ETGE (Padmanabhan et al.

2006) or DLG peptides (Tong et al. 2007) revealed
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Molecular mechanisms of the Keap1–Nrf2 pathway
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The Keap1–Nrf2 regulatory pathway plays a central role in the protection of cells against oxi-
dative and xenobiotic damage. Under unstressed conditions, Nrf2 is constantly ubiquitinated
by the Cul3–Keap1 ubiquitin E3 ligase complex and rapidly degraded in proteasomes. Upon
exposure to electrophilic and oxidative stresses, reactive cysteine residues of Keap1 become
modified, leading to a decline in the E3 ligase activity, stabilization of Nrf2 and robust induc-
tion of a battery of cytoprotective genes. Biochemical and structural analyses have revealed
that the intact Keap1 homodimer forms a cherry-bob structure in which one molecule of Nrf2
associates with two molecules of Keap1 by using two binding sites within the Neh2 domain of
Nrf2. This two-site binding appears critical for Nrf2 ubiquitination. In many human cancers,
missense mutations in KEAP1 and NRF2 genes have been identified. These mutations disrupt
the Keap1–Nrf2 complex activity involved in ubiquitination and degradation of Nrf2 and result
in constitutive activation of Nrf2. Elevated expression of Nrf2 target genes confers advantages
in terms of stress resistance and cell proliferation in normal and cancer cells. Discovery
and development of selective Nrf2 inhibitors should make a critical contribution to improved
cancer therapy.

Introduction: the Keap1–Nrf2 stress
response pathway

One of the important contributors to the regulation
of transcription factor activity is the control of the
abundance of transcription factors themselves. The
amount of a protein at any one time is the result of a
balance between synthesis and degradation. Protein
synthesis consists of multiple processes, including gene
transcription, mRNA translation and protein post-
translational processing. Protein degradation is also
carried out by multiple pathways, including the
ubiquitin–proteasome, autophagy–lysosome and cal-
pain pathways. Relatively small changes in protein
degradation significantly affect the steady-state level of
a protein. Dysfunction of protein degradation results

in prompt accumulation of transcription factors that
regulate rapid expression of target genes involved in
cell survival. Protein degradation pathways appear to
be an important regulatory node in stress response, as
many transcription factors involved in stress response
are reported to be regulated at the level of degrada-
tion processes.

The transcription factor Nrf2 (NF-E2-related
factor 2) is a potent transcriptional activator and
plays a central role in inducible expression of many
cytoprotective genes in response to oxidative and
electrophilic stresses (Itoh et al. 1997; Motohashi &
Yamamoto 2004) (Fig. 1). Target genes of Nrf2 are
involved in the glutathione synthesis, elimination of
reactive oxygen species (ROS), xenobiotic metabo-
lism and drug transport (Okawa et al. 2006; Yates
et al. 2009). Keap1 (Kelch-like ECH-associated
protein 1) is essential for the regulation of activity of
Nrf2. Under normal conditions, Nrf2 is constantly
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年会は高校生の参加もできます。さらに、高校生ポスター発表の部があ
り、様々な研究者と議論することも可能です。興味のある方は是非参加
してみてください！

↑年会HPはこちら



• 分子生物学は生命構築の基礎となる蛋白質、糖、脂質、核酸といった
分子の挙動を通して、昆虫の発生や動物の進化機構、病気の発症メ
カニズムなど、さまざまな生命現象を理解する学問です。

• 様々な生物(微生物~昆虫~ヒト）を対象に研究

• 実験手法
ü DNAの抽出
ü ライブラリーの作成

ü クローニング

ü 電気泳動

ü サザンブロッティング

ü ノーザンブロッティング

ü ウェスタンブロッティング

分子生物学とは?

ü シークエンシング
ü PCR (Polymerase Chain Reaction)
ü マイクロアレイ
ü ChIP
ü 免疫沈降
ü RNAi
ü 遺伝子改変マウス
ü 免疫染色

実験の様子は
動画でどうぞ！



ロールモデルの紹介1
小林 郷介（Kobayashi Kyousuke)
1999 年県立H高校卒業

高校の生物の授業でショウジョウバエの遺伝子地図を作る実
験を経験して実験生物学に興味を持ちました。

2006 年東京農工大学・農学部・獣医学科卒、獣医師
基礎研究者になりたいと考えていましたが、資格取得や視野
を広げるために獣医学科に進学しました。卒業研究ではネココ
ロナウイルスを研究しました。

2010 年東京大学大学院 農学生命科学研究科、博士(獣医)取得
研究者になりたい気持ちは変わらなかったので、大学院博士
課程に進学。マラリア原虫の研究で博士号を取得。

2010 年〜東大獣医→東大医科研→東京都医学研
マラリア原虫、ヘルペスウイルス、エンテロウイルスなど様々
な感染症の研究をおこなってきました。



ウイルスは小さすぎて観察が難しい

• ウイルスは動物や植物の細胞に感染して増殖します。

• 細胞の大きさは 10~30 µm (0.01~0.03 mm)なのに
対して、ウイルスは 20~300 nm (0.00002 ~ 0.0003 
mm)ととても小さいです。

• 細胞は肉眼では見えませんが、顕微鏡を使えば見れ
ます。しかし、ウイルスは普通の顕微鏡では見れず、
電子顕微鏡という特殊な顕微鏡でしか形を観察でき
ません。

〜分子生物学の例①~

ウイルス

細胞

新型コロナウイルスSタンパク質
DOI: 10.1126/science.abb2507

• このように小さなものの形を
正確に観察する技術が開発さ
れています（X線構造解析や
クライオ電顕と呼ばれます）。

エンテロウイルスA71の粒子
https://doi.org/10.1038/nsmb.2255



ウイルスを調べる分子生物学的手法
• 他にも目に見えないウイルスの様子を理解するために
用いられる分子生物学の手法はたくさんあります。

• みなさんも聞いたことがあると思いますが、PCRを使う
とウイルスのゲノム（DNAやRNA）を増幅できます。ウ
イルスがいるか、いないか、どれくらいの数いるかなど
正確に調べられます。

• ウイルスタンパク質を調べることも有効です。ウエスタン
ブロッティング、ELISAなど様々な方法がありますが、
いずれも抗体を使ってウイルスを検出します。抗体は
元々体内に入ってきた異物に対する防御反応として作
られますが、分子生物学では重要なツールとして活用
されます。

• これらの技術の多くは分子生物学の進歩によって確立
されました。

〜分子生物学の例①~

抗体

PCRで増幅した
DNAの電気泳動像



ウイルスの病原性を調べる研究

• 目に見えないウイルスですが、動物に感染すると病気を
引き起こすことがあります。特に重い症状を起こすウイ
ルスは、多くの研究者が注目して研究しています。

• 発表者（小林郷介）の研究について紹介します。

• エンテロウイルス７１というウイルスは子供に感染して手
足口病という病気を起こします。まれに重症化して、脳や
脊髄に感染し死亡することがあります。

• このウイルスの病原性の強さを決める遺伝子を調べるた
めに、人工的に遺伝子組換えウイルスを作ります。この
ウイルスが感染できるように遺伝子改変したマウスに感
染させて、病原性に影響を与えるウイルスゲノム情報を
調べています。

〜分子生物学の例①~
プラスミドDNA

ウイルスゲノム

遺伝子組み換え

ウイルス再構築

マウスに感染して
病原性を調べる



ロールモデルの紹介2
小林 美栄（Kobayashi Mie)
2000年某私立女子高校卒
環境破壊問題に興味があり、農学系の中でも獣医師を目指す

2007年東京農工大学・農学部・獣医学科卒、獣医師
獣医学の勉強で知った環境破壊の意外な側面からウイルス学について研究し始
める

2012年東京大学大学院・新領域創成科学研究科、博士(生命科学)取得
エイズウイルス(HIV)について研究を始める。第一子出産

2012~2019年国立感染症研究所・免疫部で非常勤職や任期付研究官→研
究中断者向け海外学振でPompeu Fabra大学(スペイン・バルセロナ)へ。
第二子出産。HIV研究活動のほか、留学先ではで女性リーダーシップ育成プログ
ラムに参加。

2019年~ 慶應義塾大学・医学部・分子生物学教室・助教
研究の傍ら、医学部生に分子生物学を教える。ワーキング

マザーに関する様々な問題を体験中。

研究室HPはこちら↓



ウイルス=病気を起こすだけじゃない!?

〜分子生物学の例②~



生物ゲノムにはウイルスゲノムが入りこんでる！
〜分子生物学の例②~

石野らHPより改変

遺伝子 1.5%

その他（イントロン）
54.5%

トランスポゾン
44%

内在性レトロウイルス
8%

ヒトゲノムの構成



レトロウイルスは多くの生物のゲノムに保存されている

外来性
レトロウイルス

内在性レトロウイルス

Ex.
エイズウイルス(HIV)
ヒトT細胞白血病ウイルス

→どういった意義があるの？

etc…

+

〜分子生物学の例②~



今川ら、ウイルス、2016

内在性レトロウイルス獲得による有胎盤哺乳類の進化

①Sushi-ichi の獲得
→胎盤形成能獲得

②各種レトロウイルスの獲得
→胎盤の多様化

〜分子生物学の例②~

レトロウイルスは生命に
新たな能力を与え、

種の進化に貢献している！



Lu and Zhang, 2015, Natl Sci Rev.

〜分子生物学の例②~
218 Natl Sci Rev, 2015, Vol. 2, No. 2 REVIEW

Figure 1. Relationship between development, cell potency and reprogramming. Development of a mouse begins with fertilization. 1-cell zygotes and
blastomeres of 2-cell embryos are totipotent. The ICM cells in blastocyst are pluripotent. The transition from totipotent to pluripotent cells takes place
between the 4-cell and morula stage. During post-implantation development, some tissue-speci!c stem cells or progenitor cells remain multipotent,
while the majority develop to unipotent and terminally differentiated cells. Differentiated cells can be reprogrammed to totipotent cells through SCNT
or to pluripotent cells through forced expression of pluripotency-associated master transcription factors (induced pluripotency). Diagrams of the relative
abundance of long interspersed nuclear element 1 (LINE-1), intracisternal A-particle (IAP) and murine endogenous retrovirus with leucine tRNA primer
(MuERV-L) repeats are shown at the bottom.

embryos. Nonetheless, recent studies have revealed
some key features of totipotent embryos. Here, we
review these recent advances, which may serve as
the foundation for understanding themechanismsof
totipotency.

MOLECULAR FEATURES OF TOTIPOTENT
EMBRYOS
Unique transcriptome
Mature oocytes are arrested at MII phase and are
transcriptionally inert. Upon fertilization, the fer-
tilized egg re-enters the cell cycle to initiate the
embryonic developmental process. To satisfy the
requirement of the embryonic developmental pro-
cess, new transcripts need to be synthesized from
the zygotic genome. !is process is called zygotic
genome activation (ZGA). Mouse ZGA begins at
S/G2 phase of 1-cell zygotes and becomes promi-
nent at 2-cell stage [18,19]. ZGA is essential for
embryonic development as embryos will arrest at
the 2-cell stage if ZGA is blocked by inhibitors of

RNA synthesis [20]. Transcriptome analysis of pre-
implantation mouse embryos revealed two major
waves of transcriptional activation;withZGA largely
taking place at the 2-cell stage and the second
wave occurring from the morula to blastocyst stage
[21]. Additionally, a minor wave of ZGA involv-
ing about 500 genes is observed at 1-cell stage
[22]. However, these early microarray studies may
not completely represent de novo synthesized tran-
scripts due to the masking of newly synthesized
transcripts by the large pool of maternally stored
RNAs. Sequencing nascent transcripts or transcripts
derived from the paternal genome using SNP in-
formation will reveal precisely which genes are in-
deed activated in totipotent 1-cell and 2-cell stage
embryos.

Activation of transposable elements (TEs) is
one feature unique to ZGA. TEs are silenced in
most cell types but contribute signi"cantly to the
transcriptome of pre-implantation embryos. Sev-
eral types of TEs are highly and speci"cally ac-
tivated during pre-implantation development with
di#erent kinetics (Fig. 1). Long interspersed nuclear
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桑実胚 胚盤胞卵細胞 受精卵 2細胞期胚 4細胞期胚 8細胞期胚
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内在性レトロウイルスと初期胚発生能

全能性 多能性

全能性制御に関わっている?



女子中高生の皆様へ

• 医学・理学・農学・水産学・工学など様々な分野の研究者が所属してい
るので、ご自身の興味のある分野を選ぶと良いでしょう。

• 論文作成にはかなりの時間を費やします。作文能力と英語力が必要で
す。意識して学習しておくと将来プラスになります。

• Mieが留学したスペインの研究施設では、女性研究者が6割でした(体
感)。それに比べ、日本の女性研究者の比率は2割ぐらいにしかなりま
せん。秘書さん・技術員さんなど、研究現場を実際に支えているスタッフ
は女性が多く、楽しく仕事ができます。また、所属先によってはフレック
スな働き方ができるのが研究者の魅力です。あなたの知的好奇心を活
かして、研究の道に進みませんか？


