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研究成果の概要（和文）：活性酸素(ROS)による酸化ストレスは炎症応答で重要な役割を果たすが、この過程には転写
因子NF-κBの活性化や細胞死の誘導が関連する。酸化ストレスに応答して核内のIKKβがNF-κB 阻害タンパク質IκBを
リン酸化非依存的に分解し、NF-κBが活性化される新たな機構を見いだした。このときに活性化されたNF-κBは遺伝子
発現を抑制する因子として機能し、細胞死を亢進して組織障害を増悪化する作用を有していた。遺伝子改変マウスを用
いた解析により、この応答は肝障害にも関与することが判明した。さらにROSによる新たな機構を介してRIP3タンパク
質の分泌を制御して細胞死を制御することを見いだした。

研究成果の概要（英文）：Cross-talk between reactive oxygen species (ROS) and cellular signaling systems, i
ncluding NF-kB pathway, plays an important role in inflammation and cell death. IKKb phosphorylates IkB an
d activates NF-kB when cells are treated with proinflammatory cytokines. We found that the nuclear IKKb ac
ts as an adaptor protein for IkBa ubiquitination and degradation for oxidative stress-induced NF-kB activa
tion. NF-kB activation by the nuclear IKKb suppresses anti-apoptotic gene expression and promotes cell dea
th. NF-kB-mediated suppression of anti-apoptotic genes is involved in acetaminophen-induced liver injury i
n mice. ROS promote extracellular secretion of RIP3 and then regulate necroptosis. 
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１．研究開始当初の背景 
 炎症応答では細胞内で産生された活性酸
素(ROS)による酸化ストレスが重要な役割を
果たす。腫瘍壊死因子(TNFα)は転写因子
NF-κB を活性化してさまざまな遺伝子発現
を誘導して炎症を制御する。炎症に伴い組織
内には ROS が産生されて酸化ストレスを生
じるが、酸化ストレスによりさまざまなホス
ファターゼの活性が阻害されて細胞内のシ
グナル伝達系が駆動されることにより細胞
応答が惹起される。この応答について興味深
いのは、酸化ストレスと細胞内シグナル伝達
系のクロストークである。まず NF-B は細
胞内の ROS 産生を抑制して酸化ストレスを
軽減する方向に作用するが、逆に NF-κBは
酸化ストレスや ROS により活性化される。
酸化ストレスが負荷された状態での持続的
な NF-B の活性化は慢性炎症を引き起こし
て、非アルコール性脂肪性肝炎(NASH)など
のさまざまな疾患の原因になると考えられ
ている。しかし酸化ストレスや ROS による
NF-Bの活性化機構は不明であり、その分子
機構の解明が待たれていた。さらに酸化スト
レスは細胞内シグナル経路が抑制して
NF-B の活性化を阻害することも知られて
いる。NF-Bの活性は複数の経路を介した多
重性の調節を受けており、この機構の解明が
待たれている。 
 一方、ROSに応答したホスファターゼの抑
制にともなう細胞内シグナル系の駆動は細
胞死を誘導することが知られているが、この
ときに産生された ROS が惹起する細胞応答
の詳細についても解明が待たれていた。とく
に TNFαによりアポトーシスやネクロプト
ーシスによる細胞死が誘導されるが、これら
の過程には ROS が密接に連関するが、この
ような ROS の産生と細胞死の誘導機構の連
関も不明であった。 
 
２．研究の目的 
（１）細胞内で発生した酸化ストレスによる
NF-B の活性化誘導機構の解明をめざした。
とくに酸化ストレスに応答した NF-B の活
性化における IKKの役割について明らかに
することを目的とした。一方、酸化ストレス
の応答した NF-B の活性化については
p38MAP キナーゼやカゼインキナーゼ 2 
(CK2)の関与も報告されているが、これらの
キナーゼの酸化ストレスに応答した NF-B
の活性化の機構の解明を目的とした。 
 
（２）細胞内シグナル系の駆動と酸化ストレ
スは肝障害や NASH などの肝疾患にも連関
する。マウスのモデル実験系を用いて肝障害
や肝臓での炎症応答における NF-B の活性
制御機構、酸化ストレス、細胞内シグナル伝
達系との関連について解析した。 
 
（３）TNFαにより ROS が産生されるが、
この過程には RIP1 や RIP3 が連関する。さ

らに TNFαによるネクロプトーシスの誘導
には RIP1や RIP3が連関する。ROSがネク
ロプトーシスや RIP1 や RIP3 に対して及ぼ
す作用と細胞応答の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 IKK遺伝子や、IKKγ遺伝子、RelA遺伝
子のノックアウトマウスに由来するマウス
胎児繊維芽細胞(MEF)を用いて H2O2 や UV 照
射による酸化ストレスの負荷や、TNFαや
IL-1 などのサイトカインの刺激にともなう
細胞内での ROS 産生とタンパク質酸化修飾
について解析した。さらに細胞内で駆動され
るキナーゼの活性化やNF-κBの活性化につ
いてウエスタンブロット等により解析し、遺
伝子発現についてはマイクロアレイによる
網羅解析や RT-PCR法等により解析した。マ
ウスの肝障害や肝疾患との関連については、
肝細胞特異的 IKKβノックアウトマウスや改
変 IKKβ遺伝子導入トランスジェニックマウ
スを作製し、このマウスにリポポリ多糖
(LPS)やコンカナバリン A(ConA)やアセトア
ミノフェンを投与して肝障害や炎症性サイ
トカンの遺伝子発現を解析した。さらに
NF-B の活性制御についてはプロリン異性
化酵素Pin1が連関することも知られている。
Pin1 のノックアウトマウスについても
NASHのモデル実験系により解析した。 
 
４．研究成果 
（１）酸化ストレスに応答した新規 NF-B
活性化機構の解明：ROSによる酸化ストレス
は細胞内シグナル伝達系の複数の過程に多
重的に作用することにより NF-B の活性を
制御するが、その詳細は明らかでなかった。
活性化ループ上のシステイン残基の酸化修
飾は IKKのキナーゼ活性を阻害することが
知られていたが、変異体を用いた解析の結果、
H2O2 はこの部位以外の複数の残基に作用す
ることにより IKKの活性を抑制することが
判明した。さらに UV 照射による酸化ストレ
スを負荷したところ、IBの分解が誘導され
て NF-B が活性化されるが、驚くべきこと
にこの過程には IKKのキナーゼ活性化や
IBのリン酸化は関与しないことが判明した。
このときに IKKは IBとさまざまなタンパ
ク質との会合を介在するアダプター分子と
して機能しており、IKKを介して IκBはユ
ビキチンリガーゼβ-TrCP に会合してユビ
キチン化をうけるとともに、p38MAPキナー
ゼや CK2 によるリン酸化をうけて分解され
る。この結果として酸化ストレスに応答して
NF-B は持続的に活性化されることになる
が、この過程は核内に存在する IKKがにな
うことが判明した。 
 
（２）酸化ストレスに応答した NF-B 活性
化による細胞死の誘導：興味深いことに、
NF-B の活性化は TNFαやアドリアマイシ
ンなどの DNA 障害薬による細胞死を抑制す



る作用を有するのに対して、この酸化ストレ
スに応答して核内の IKKに依存した経路で
活性化されたNF-κBは細胞死を促進するこ
とが判明した。TNFαなどにより活性化され
たNF-κBはBcl-xlなどの抗アポトーシス遺
伝子の発現を誘導して細胞死を抑制するの
に対して、酸化ストレス応答経路で活性化さ
れたNF-κBは転写抑制因子として機能して
おり、抗アポトーシス遺伝子の発現を抑制す
ることが見いだされた。 
 
（３）肝障害・肝疾患における酸化ストレス
の関連： NF-B の活性化と肝障害への関与
を解析するために核内移行シグナル(NLS)と
核外移行シグナル(NES)を付加した IKK改
変遺伝子を肝細胞特異的に発現するマウス
を作製し、このマウスにおける肝障害を解析
した。LPS や ConA の投与による肝障害のレベ
ルや炎症性サイトカンの発現に関しては
NLS-IKK発現マウスと NES-IKK発現マ
ウスとの間に差異は認められなかったが、ア
セトアミノフェンを投与したところ NLS- 
IKK発現マウスでは肝障害のレベルが上昇
した。この結果からアセトアミノフェンによ
り肝細胞内で生じた酸化ストレスは、新規機
構を介した NF-B の活性化により肝細胞死
を増強させて障害を増悪化することが判明
した。一方、NASHの発症には酸化ストレス
とNF-Bが関与する。とくに Pin1はNF-B
の活性化と酸化ストレスに連関する制御因
子である。Pin1のノックアウトマウスを用い
てメチオニンコリン欠乏食による NASH の
発症を解析したところ、Pin1ノックアウトマ
ウスでは NASH に対して抵抗性を示すこと
が判明した。酸化ストレスや NF-B の複合
的作用が肝疾患に連関すると考えられた。 
 
（４）ROSを介した細胞内タンパク質の新た
な分泌機構と細胞死の抑制：IKKや RelAを
カスパーゼ阻害剤 zVAD 存在下に TNFαで
刺激するとネクロプトーシスが誘導される。
しかしながら多数の細胞ではネクロプトー
シスが誘導されずに細胞が生き残る。この時
の細胞内のタンパク質の挙動を解析したと
ころ、RIP3 が細胞外に放出されて細胞の生
存が維持されていることが判明した。RIP3
にはタンパク質の細胞外分泌に必要なシグ
ナルペプチド配列は存在しないことから、
ROS に感受性の新規の細胞外タンパク質分
泌機構が機能していると考えられた。この経
路は RIP1のキナーゼ阻害剤であるネクロス
タチンにより抑制され、さらに RIP3の下流
で機能する MLKL に依存することも見いだ
された。RIP1-RIP3-MLKL のシグナル経路
はネクロプトーシスを誘導する他に、タンパ
ク質分泌を介在することが判明した。一方、
RIP1-RIP3-MLKL の経路が活性化されると
ROS の産生が誘導される。抗酸化剤により
ROS産生を阻害したところ、RIP3の放出が
抑制された。RIP3 が分泌されなかった細胞

を二次的に TNFαで処理すると細胞死が促
進されることが認められた。ROSはネクロプ
トーシスを促進する因子であると同時に、細
胞の生存を促進する方向にも作用する二面
的な因子であることが判明した。 
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