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研究成果の概要（和文）：我々は、ユビキチンのN末端を介して直鎖状ユビキチン鎖を生成するLUBACユビキチン
リガーゼを同定し、LUBACが自然免疫や炎症応答に重要なNF-κBシグナルを活性化することを見出した。本研究
では直鎖状ユビキチン鎖に結合し、NF-κB制御に関わるoptineurin(OPTN)に着目した。その結果、正常型OPTNは
NF-κB活性化経路やアポトーシスを抑制するが、筋萎縮性側索硬化症（ALS）を惹起するOPTN変異体では直鎖状
ユビキチン鎖に結合できず、NF-κB活性が恒常的に亢進するとともに運動ニューロンに直鎖状ユビキチンが蓄積
し、慢性神経炎症とアポトーシスを亢進させることを見出した。

研究成果の概要（英文）：We identified LUBAC ubiquitin ligase complex, which specifically generates 
the N-terminal Met(M)1-linked linear polyubiquitin chain, and LUBAC is involved in the NF-κB 
activation pathway to regulate innate immune and inflammatory responses. In this study, we focused 
on optineurin (OPTN), a linear ubiquitin-binding and NF-κB-suppressive protein. Wild-type OPTN 
down-regulates NF-κB activation and apoptosis, whereas OPTN mutants which cause amyotrophic lateral
 sclerosis (ALS) failed to suppress these cellular functions due to the lack of linear ubiquitin 
binding ability. Furthermore, immunohistochemical analyses of motor neurons from OPTN-associated ALS
 patients revealed that linear ubiquitin and activated NF-κB partially colocalized with cytoplasmic
 inclusions. Taken together, OPTN regulates both NF-κB activation and apoptosis via linear 
ubiquitin-binding, and the loss of this ability may lead to ALS by sustained neuroinflammation and 
enhanced apoptosis.

研究分野： 医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
	 ユビキチンは低分子量(8.6	kDa)球状タ
ンパク質で、ヒトでは 600〜800種存在する
ユビキチンリガーゼ(E3)によって時空間特
異的に認識された標的タンパク質に共有結
合される翻訳後修飾因子である。さらに、
ユビキチンは、分子内の 7 つの Lys 残基や
N 末端 Met を介して数珠状に連結したポリ
ユビキチン鎖を生成し、その連結様式によ
ってプロテアソーム依存性タンパク質分解、
NF-kB 経路などシグナル伝達、損傷に伴う
DNA 修復、エンドサイトーシスなど多彩な
細胞機能を発揮するという特徴を有する。	
	 研究代表者は、岩井一宏教授（現：京大・
院医）研究室在籍時に HOIL-1L、HOIP、
SHARPINのサブユニットからなるE3複合体
(LUBAC)がユビキチンの N 末端 Met1 を介し
て新規「直鎖状ユビキチン鎖」を生成し、
免疫や炎症応答に中枢的な役割を果たす
NF-kB シグナル伝達経路を制御することを
見出した（Tokunaga F. et al., Nature Cell Biol, 
2009）。さらに、LUBAC 構成サブユニット
（SHARPIN）の欠損マウスは、重篤な慢性皮
膚炎を引き起こし、その原因が LUBAC の不
安定化によって NF-kB 活性の減弱とアポト
ーシスの亢進であることを突き止めた
(Tokunaga F. et al., Nature, 2011)。	
その後我々は、LUBAC 活性に拮抗的に働く
脱ユビキチン化酵素としてA20とCYLDを同
定した。興味深いことに、A20 はユビキチ
ン分解ではなく、C 末端 ZF7 領域が直鎖状
ユビキチンに特異的に結合することが
NF-kB	活性抑制に必須であると構造的に解
明した(Tokunaga F. et al., EMBO J, 2012)。
このように、LUBAC による直鎖状ユビキチ
ン鎖の生成と NF-kB シグナル制御機構は、
岩井教授グループを中心に同定・解明が進
められたオリジナリティの高い研究である
が、今日では世界中から注目されるに至り、
NF-kBシグナルが関与する自然・獲得免疫、
リンパ球成熟、骨形成、インフラマソーム
活性制御、プログラム細胞死、インターフ
ェロン産生経路調節など広範な生理機能へ
の関与が明らかにされてきた。また、その
異常は癌、炎症性疾患、自己免疫疾患を発
症させることも示されてきた。	
	
２．研究の目的 
本研究期間内に申請者は、細胞内 LUBAC と
生理的に会合し、NF-kB シグナル発信に関
与する新規タンパク質群を同定する目的で、
生化学的精製とコムギ無細胞発現系を用い
た 2 万個のヒトタンパク質との相互作用探
索を行う。精製した LUBAC 画分は、質量分
析によって含有タンパク質を同定し、全体
構造を解明する。また、ヒトタンパク質と
の網羅的インタラクトーム解析から LUBAC
と相互作用する可能性が高いタンパク質の

同定を目指す。これらの解析から得られる
新規 LUBAC 活性制御因子候補について、ノ
ックアウト細胞・マウスを構築することで
NF-kB シグナル制御に与える生理機能を解
明する。	
	
３．研究の方法 
細胞内在性の LUBAC は生化学的カラムク
ロマト法によって精製し、質量分析によっ
て構成タンパク質を同定する。精製された
LUBAC は超分子複合体の立体構造を解析す
る。また、連携研究者は、コムギ無細胞発
現系を用いたヒト 2 万個のタンパク質アレ
イから網羅的な相互作用解析に着手する。
同定されたタンパク質は、LUBAC との生理
的な会合や NF-kB シグナル活性制御を中心
に、自然・獲得免疫における機能を細胞レ
ベルやノックアウトマウス作製による表現
型解析によって明らかにする。	
	

４．研究成果	
（１）optineurin(OPTN)の直鎖状ユビキチン結
合性とその不全による筋萎縮性側索硬化症 
OPTN は、NF-kB 活性化経路において重要な
酵素である IkB キナーゼの制御因子（NEMO）
に高い相同性を示すタンパク質で、NF-kB
活性やインターフェロン産生経路を抑制す
ること、オートファジー（細胞内の自食作
用）を制御すること、細胞内膜輸送に関わ
ることなどが報告されている。さらに、OPTN
遺伝子の変異は、原発開放隅角緑内障
(POAG)や筋萎縮性側索硬化症(ALS)などの
神経変性疾患を引き起こすことが報告され
ている。しかし、OPTN がなぜ二つの異なる
疾患を発症するのか、そのメカニズムにつ
いては不明である。そこで、我々はこれま
でに見出された POAG を発症する変異体(6
種)と ALS を発症する変異体(5種)を作製し、
包括的に NF-kB 活性制御や直鎖状ユビキチ
ン鎖結合との連関を解析した（図 1A）。	
その結果、POAG 型 OPTN 変異体は野生型同
様、強く NF-kB 活性を抑制するが、ALS 型
変異体の多くは NF-kB 活性抑制能を喪失し
ていることを突き止めた（図 1B）。これら
は、UBAN ドメインの欠損やアミノ酸置換に
起因しており、OPTN の NF-kB 阻害活性に
UBAN ドメインが重要であり、その機能破綻
が ALS 発症に関連することが示唆された。
そこで、UBAN ドメインと直鎖状ユビキチン
鎖との結合を明らかにするため、共結晶構
造解析を行った。その結果、オプチニュー
リンの UBAN ドメインは二量体を形成し、そ
の両側に直鎖状ユビキチンが結合している
ことを見出した（図 1C）。さらに、ALS 患
者で変異がみられた E478 は直鎖状ユビキ
チン結合に重要なアミノ酸であることが示
された。	



この結果は、OPTN の直鎖状ユビキチン結
合能の喪失が ALS 発症を引き起こす可能性
を示唆する。実際に、OPTN遺伝子変異(Q398X
やE478G変異)を伴うALS患者由来の運動ニ
ューロンの病理染色を行ったところ、これ
らの患者由来標本では直鎖状ユビキチンや
活性型 NF-kB 因子(リン酸化 p65)が細胞質
凝集体に染色されることが見出され（図2）、
細胞死の指標である活性型カスパーゼ 3の
染色も亢進していた。	

これらの結果から、OPTN は生理的には
NF-kB 活性やアポトーシスを抑制し、細胞
の生死に関わる重要なシグナル伝達経路を
制御することが示された（図 3左）。一方、
ALS を引き起こす OPTN 変異では、直鎖状ユ
ビキチン鎖に結合できないため NF-kB 活性
が恒常的に亢進すると考えられる。このた
め、患者の運動ニューロンでは、直鎖状ユ
ビキチンや活性型 NF-kB 因子（P-p65）がサ
イトゾル凝集体に蓄積し、細胞死（アポト

ーシス反応）も亢進すると示唆された（図
3右）。本研究からOPTN の機能不全によっ
て神経炎症の持続的亢進と神経細胞死の促
進がおこり、これが ALS 発症に関わる可能
性が示された。本研究からタンパク質分解
ではなく、炎症惹起に関わる「直鎖状ユビ
キチン鎖」がサイトゾル凝集体に局在し、
神経細胞死に関わるという全く新しい知見
を得た。本研究は、ALS 発症の新たな細胞
機 構 を 示 し た も の と い え 、 Nature	
Communications 誌(文献 10)に掲載され、読
売新聞でも紹介された。	
	
（２）LUBAC のアポトーシスにおける分子切断
と機能制御 
 LUBAC は、炎症性サイトカイン(TNF-α)に
よって引き起こされる外因性アポトーシス
の過程で、HOIP がカスパーゼによって限定
分解を受け、これに伴って N 末端部の脱ユ
ビキチン化酵素(DUB)結合部位を含む活性
抑制的領域と C 末端部ユビキチンリガーゼ
領域に分割されることを見出した。N 末端
領域では、NF-κB活性を抑制する DUBであ
る OTULIN や CYLD-SPATA2 複合体に結合し、
基質である NEMO や FADD の脱ユビキチン化
を亢進することを見出した。一方、C 末端
領域はユビキチンリガーゼ活性を保持し、
FADD が LUBAC の新規基質であり、アポトー
シスの過程でこれら基質タンパク質の直鎖
状ユビキチン化が減弱することを見出した
（図４）。本研究は、Biochem	Biophys	Res	
Commun 誌に発表した（文献 6）。	
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