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研究成果の概要（和文）：LUBACは新規の翻訳後修飾である直鎖状ユビキチン鎖を特異的に生成する唯一の酵素
である。LUBACは活性中心を有するHOIP、アクセサリー分子であるHOIL-1L、SHARPINの三者複合体からなり、
NF-kappaB活性化、細胞死の制御に関与する。本研究ではLUBACの細胞死制御に重要な領域を探索し、HOIPに加え
HOIL-1Lが細胞死制御に非常に重要な役割を担っていることを見出した。また細胞死制御に重要なHOIL-1Lの各種
領域を変異したマウスを作成し、HOIL-1Lによる細胞死制御の生理的メカニズムを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：LUBAC is a only ubiquitin ligase that specifically generates linear 
ubiquitin chains. LUBAC is composed of catalytic subunit HOIP and accessory subunits HOIL-1L and 
SHARPIN. LUBAC is involved in NF-kappaB activation and cell death regulation. Dysregulation of LUBAC
 causes several diseases such as cancer and inflammatory disease. Here, we seeked the regions of 
LUBAC that is involved in cell death regulation, and identified HOIL-1L is essential for cell death 
regulation. We also generated  mice in which regions of HOIL-1L, which are important for cell death 
regulation, were mutated to elucidate physiological role of cell death control by HOIL-1L.

研究分野：分子生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
HOIL-1Lの細胞死制御メカニズムを解明する過程でHOIL-1L UBLドメインがHOIPの安定性、細胞死制御に必須の役
割を担っていることを見出した。またLUBACが三者複合体で初めて安定化するメカニズムを明らかにし、これま
で知られていなかった、HOIL-1L/SHARPINの結合がLUBACの安定性に重要な役割を担っていることを明らかにし
た。また、同結合を阻害するペプチドを作成したところ、LUBACを不安定化し、がん細胞を死滅させることがで
きた。上記に加え、HOIL-1LのRBRドメインがLUBACの直鎖形成を抑制することで細胞死を調節していることを見
出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
TNF-等のデスレセプターを介する刺激
は、細胞の生存を促す NF-Bシグナル活
性化に加え細胞死を誘発する相反した
シグナルが伝達される(図 1)。野生型の
細胞では NF-B活性化により、抗細胞死
タンパク質が転写され細胞死が回避さ
れるが、NF-Bの活性化の減弱、または
Ub シグナルの異常がみられる細胞にお
いては、細胞死を惹起する ComplexⅡ
(Caspase8-FADD-RIP1-RIP3 からなる)が
形成され細胞死へと至る。これらのシグ
ナル伝達系の異常はガンや自己免疫性
疾患等の重篤な疾患につながることか
ら、その重要性が知られている。 

 
申請者の所属研究室では TNF-等の炎症性サイトカイン刺激により受容体に集積し、NF-B
シグナル活性化に関与する新規 Ubリガーゼ LUBACを発見した(Tokunaga et al., Nat. Cell Biol. 
2009)。LUBACは HOIP、HOIL-1L、SHARPINの三者から構成され(図 2)、これまで知られてい
たリジン残基を介したポリ Ub鎖ではなく、N末端メチオニンを介する新奇な直鎖を特異的に
生成する。HOIP、HOIL-1Lは RING-IBR-RING (RBR)ドメインを持つ Ubリガーゼであり、HOIP
の RBRドメインが直鎖を生成する。申請者はこれまで、LUBACによる NF-B活性化メカニズ
ムの解析に従事し、HOIPが NF-B活性化の中核をなす IKK複合体(IKK1/IKK2/NEMO)のうち
活性調節サブユニットである NEMO
を選択的に認識し直鎖化することを
同定した。さらに、NEMOに付加され
た直鎖を他の NEMOが認識すること
で IKK2の交互自己リン酸化を引き起
こし、IKK複合体が活性化される新規
メカニズムを報告した(図 1) (Fujita et 
al., Mol. Cell Biol. 2014)。 

 
 申請者は、さらに LUBACによって生成される直鎖が NF-B活性化非依存的に ComplexⅡ形成
を抑制し、細胞死を抑制することを見いだした。申請者は細胞死抑制メカニズムを解析するた
めに、HOIP、HOIL-1L、SHARPIN三者欠損(LUBAC TKO)細胞を樹立し、細胞死の制御に必須
な LUBACのドメインを探索した。その過程で、HOIPに加え HOIL-1Lが細胞死の制御に非常
に重要な役割を担っていることを見出した。 
 
 
２．研究の目的 
 
これまで LUBAC は TNF-依存的な細胞死を抑制することが知られていたが、そのメカニズ
ムは不明であった。今回、LUBAC細胞に LUBACの各サブユニットの入れ戻しを行なっ
た結果、HOIPに加えて HOIL-1Lが細胞死制御に重要な役割を担っていることが明らかになっ
た。そこで、HOIL-1Lの細胞死制御に関与する領域を明らかにし、細胞死制御メカニズムを解
明すると共に、HOIL-1L欠損マウスの作成・解析より生理的意義を明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 
LUBAC TKO細胞に HOIPに加え HOIL-1Lの入れ戻しを行い、細胞死制御に重要な HOIL-1Lの
領域を探索した。細胞死は TNF-刺激後、タンパク質を抽出し western blottingにより解析を行
った。その結果、LUBACによる細胞死抑制に必須の HOIL-1Lのドメインに加え、驚いたこと
に細胞死を促進する HOIL-1Lの領域も見出した。そこで細胞死抑制に必須のドメインを欠失さ
せた HOIL-1L 欠失マウスを CRISPR/Cas9 システム、細胞死を促進するドメインを欠失させた
マウスを Cre/LoxPシステムで作出し、表現型の解析を行なった。 



４．研究成果 
 
HOIL-1L の各種ドメイン欠失変異体(マウスの
HOIL-1L コンストラクトを使用)を作成し、
LUBAC TKO細胞に HOIPと HOIL-1Lの各種領
域を欠損させた変異体の入れ戻しを行い、細胞
死制御に重要な HOIL-1Lの領域を探索した。そ
の結果、LUBAC の安定化に寄与する HOIL-1L 
UBL が細胞死制御において重要な役割を担っ
ていることを見出した。これまでに LUBAC の
アクセサリー分子である HOIL-1Lと SHARPIN
は相同性の高い UBLドメインで HOIP UBAド
メインと相互作用し、LUBAC の安定化に関与
することがわかっていた。そこで次に HOIL-1L
と SHARPINのUBLドメインの差異を解析した
ところ、驚いたことに HOIL-1L UBL ドメイン
では HOIPが安定化し TNF-依存的な細胞死が
回避されたが、SHARPIN UBL ドメインでは
HOIPは全く増加せず、細胞死の回復もみられなかった。これら結果より HOIL-1Lと SHARPIN
では LUBAC 安定化において差異があることがわかった。これまでに SHARPIN 欠損マウスで
は LUBACの発現量が著減し、慢性皮膚炎を呈することがわかっており、SHARPINも LUBAC
の安定化に寄与することが知られていた。しかし、上記結果から SHARPIN 単独では HOIP を
安定化させることはできなかったので、次に SHARPIN による LUBAC 安定化メカニズムに着
目し解析を行なった。LUBAC は細胞内では三者複合体で存在しているので、SHARPIN が
LUBAC三者での安定化に寄与する可能性を考え、TKO細胞に HOIP/HOIL-1Lを発現させた細
胞にさらに SHARPIN を発現させる実験を行った。その結果、HOIL-1L 存在下では SHARPIN
によって HOIP の発現量がさらに増加することを見出した。これらの結果は SHARPIN が
LUBAC 三者での安定化に重要であることを示唆していた。そこで、そのメカニズムを解明す
るために HOIL-1L、SHARPINの UBLドメインを含む結合部位の共結晶構造解析を行なった(図
3)。その結果、HOIL-1L UBL、SHARPIN UBLは HOIP UBAのそれぞれ別々の領域に結合する
こと、さらに驚いたことに HOIL-1L/SHARPIN が UBL の N 末端領域で相互作用することを見
出した。BIACORE を用いてこの新規相互作用の役割を調べたところ、新規に見出した
HOIL-1L/SHARPIN 結合は LUBAC 三者での複合体形成に重要な役割を担っていることが明ら
かになった。これまでに LUBAC の異常活性化はがんなどの疾患につながることが知られてい
る。そこで、この新規結合を阻害することでがん細胞を死滅出来るか実験を行った。この新規
相互作用部位を阻害する架橋ペプチドを作成したところ、LUBAC が不安定化し、がん細胞を
死滅できることが明らかになった。 
 
また HOIL-1L UBL の生理的な意義を明らかに
するために HOIL-1L UBL 欠損マウスを
CRISPR/Cas9システムを用いて作出した。この
マウスは細胞死が亢進することで HOIP 欠損マ
ウスと同時期(E10.5)で胎生致死となったこと
からHOIL-1LがHOIPと同様に非常に重要なサ
ブユニットであることが明らかになった。また
マウスの結果はHOIL-1L UBLではHOIPが安定
化するが SHARPIN UBL単独では HOIPを安定
化できない上記結果と一致しており、マウスレ
ベルで上記結果を裏付けることができた(文献
1)。 
 
 
また上記の HOIL-1Lの制御ドメインを探索する中で、HOIL-1Lの RING1-IBR-RING2 (RBR)ド
メインの新規機能を見出した。これまで LUBACの直鎖形成は HOIPの RBRドメインが担って
いることが知られていたが、HOIL-1Lの RBRドメインの機能は不明瞭であった。TKO細胞に
HOIPに加えHOIL-1L RBRドメインを欠失させた変異体を発現させると、驚いたことにLUBAC
による細胞死抑制能が顕著に亢進することを見出した。メカニズムを探索したところ HOIL-1L 
RBR 欠失変異体では LUBAC による直鎖形成が亢進することを見出し、HOIL-1L の RBR が
LUBACの直鎖形成・細胞死の制御に重要であることを明らかにした。また、 HOIL-1Lによる
LUBACの活性制御メカニズムを探索したところ、HOIL-1L RBRは HOIP、HOIL-1L、SHARPIN
にモノユビキチンを付加し、付加されたモノユビキチンに HOIP が直鎖を付加することで、
LUBAC が直鎖化されることを見出した。これまでに直鎖を切断する脱ユビキチン化酵素であ
る OTULIN を欠損させた細胞では LUBACの直鎖化が亢進し、LUBACの機能が抑制されるこ



とが報告されていた(Klaus et al., Nature 2018)。これらの結果を踏まえると、HOIL-1L による
LUBACのモノユビキチン化が核となり、そこに HOIPが直鎖を付加することで LUBAC自身が
直鎖化され、機能が抑制されることが示唆された。 
 
さらに HOIL-1Lの RBRドメインの
生理的機能を明らかにするために
RING1 ドメインを欠失させた変異
体マウスを作成したところ、
LPS+D-GalNによる肝障害モデルに
おいて、細胞死が著減し肝障害に耐
性になることを見出した。また
SHARPIN が欠失することでケラチ
ノサイトの細胞死が亢進し、皮膚炎
を呈する cpdm マウスに HOIL-1L 
RING1 ドメイン欠失マウスを掛け
合わせると、皮膚炎が回復したこと 
から、HOIL-1Lの RINGドメインの細胞死制御メカニズムの重要性をマウスレベルで示した(文
献 2)。 
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