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研究成果の概要（和文）：ヒト腸上皮における新たな細胞内蛋白分解系である「UBD依存的UBL-PSM系」につい
て、iTRAQ法により標的候補となる62種の蛋白を同定した。また免疫沈降法によりUBDと結合する蛋白としてｐ62
蛋白を確認したほか、2つの候補分子を併せて同定した。これら結果より、ヒト腸上皮細胞に於いて炎症環境で
発現誘導される分子UBDは、複数の標的分子を有する可能性が明らかとされた。

研究成果の概要（英文）：Our present study regarding the newly identified intracellular proteolysis 
system, UBD-dependent UBL-PSM system, identified 62 candidate target proteins by iTRAQ analysis. 
Also, in addition to p62, two additional candidate target proteins of the UBL-PSM system were 
revealed by immunoprecipitation analysis. These findings suggest that UBD, a protein induced under 
an inflammatory environment in human intestinal epithelial cells, may exhibit its function through 
multiple target proteins.

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 炎症性腸疾患　ユビキチン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
今回の結果より、ヒト腸上皮細胞に於いて炎症環境で発現誘導される分子UBDは、複数の標的分子を有する可能
性が示された。同標的分子群の蛋白分解制御を介し腸上皮機能を調節するという新たな炎症性腸疾患の病態の可
能性も提示した。標的分子のさらなる探索等を通じ、炎症性腸疾患における「UBD依存的UBL-PSM系」の理解が一
層進展し、新規治療法の開発につながることが期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
炎症性腸疾患(潰瘍性大腸炎・クローン病)は腸管に慢性持続性の炎症と潰瘍を起こす「難病」で
あるが、本邦における患者数は増加の一途である。炎症性腸疾患の疾患成立要因は未だ不明であ
るが、遺伝的素因・環境因子・腸内細菌の異常等に加え、「腸上皮」における機能的異常が病態
に深く関わっていることが近年の研究で示されている。この為、研究代表者らは炎症性腸疾患に
おける「腸上皮」機能の役割に着目し、患者由来腸上皮オルガノイド等を用いた独自の病態解明
研究を展開してきた(J Gastroenterol 2018, Stem Cell Reports 2017, Biochem Biophys Res 
Commun 2016, Sci Rep 2016)。 
健常な腸上皮機能の維持には「オートファジー」や「ユビキチン・プロテアソーム系(Ub-PSM
系)」等の「細胞内蛋白分解系」を介した蛋白の量的・質的管理が重要であることは、研究代表
者らのグループ(Autophagy 2015, Autophagy 2018)等により明らかとされている。また、特定
の腸上皮における「オートファジー」や「Ub-PSM 系」の破綻が炎症性腸疾患の発症・進展に極
めて重要な役割を果たしていることも示されている(Nature, 2008 等)。 
細胞内の蛋白分解・管理には更に「ユビキチン様蛋白・プロテアソーム系(UBL-PSM 系)」が関
わり(図 1)、プロテアソーム依存的に細胞外環境の変化に対応している (Nat Rev Drug Discov, 
2011 等)。しかしながら腸上皮における「UBL-PSM 系」が恒常性維持や炎症性腸疾患の発症・
進展に如何なる機能的役割を担っているか、その詳細は不明である(図 1)。研究代表者らは「腸
上皮機能を司る分子経路に関する研究」を追求した結果、炎症粘膜環境において、1)TNF--NF-
B 経路と Notch 経路が共役し特定遺伝子群の発現を調節すること、2)クローン病・潰瘍性大腸
炎患者に於いて「UBL-PSM 系」を司る主要分子である UBD (UbiquitinD)が腸上皮細胞内に蓄
積すること、3)抗 TNF-抗体が有効であった患者に於いては腸上皮細胞内の UBD 蓄積が速や
かに解除され良好な予後の指標となり得ること、を明らかにした(J Crohns Colitis, 2019)。これ
らは「UBL-PSM 系」もまた腸上皮の恒常性と炎症性腸疾患の病態に深く関わる蛋白分解経路で
ある事を示した、研究代表者ら独自の極めて重要な知見であると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究は研究代表者らが独自に見出したヒト腸上皮における新たな細胞内蛋白分解系である
「UBD 依存的 UBL-PSM 系」の全体像及び機能的意義を明らかとする事を目指すものである。
近年の研究により腸上皮における「オートファジー」や「Ub-PSM 系」を介した細胞内蛋白分解
が炎症性腸疾患の発症・成立要因として極めて重要である事が示されているが、腸上皮における
「UBL-PSM 系」に着目した病態解明研究は研究代表者ら独自のものである。加えて「オートフ
ァジー」や「Ub-PSM 系」等の既知の蛋白分解系がいずれも生体内の多彩な臓器・細胞腫で広く
共有される「ユビキタス」な系であるのに対し、「UBL-PSM 系」は腸管・腎臓等の一定の臓器
に限局して機能を発揮する「臓器特異性」を有し、従って腸上皮特異的な蛋白分解・管理系によ
る恒常性維持、並びにその破綻による炎症性腸疾患の発症・成立という、従来とは異なる腸上皮
機能・疾患の理解に繋がることが十分期待できる。 
 
３．研究の方法 
1)ヒト腸上皮内「UBD 依存的 UBL-PSM 系」標的分子の網羅的探索・同定:ヒト腸上皮細胞に於い
て「UBD 依存的 UBL-PSM 系」が分解・機能を制御する標的蛋白を同定するため、ヒト腸上皮 UBD
過剰発現系(UBD-OE 細胞)及びヒト腸上皮 UBD 欠損系(UBD-KO 細胞)を構築する。これら細胞で
Notch 活性化と TNF-刺激を誘導する事により「UBD 依存的 UBL-PSM 系」を活性化する。複数の
条件で細胞内蛋白を回収し、質量分析を用いた網羅的解析(iTRAQ 法等)により、UBD 存在下・非
存在下で発現量が変化する標的蛋白の同定を試みる。 
2)ヒト腸上皮内「UBD 依存的 UBL-PSM 系」の標的分子を介した機能の解析:研究代表者らは炎症
性腸疾患患者等の内視鏡生検組織から樹立した「腸上皮オルガノイド・ライブラリ」を有してお
り、100 例以上の患者由来オルガノイドを用いた解析が可能である。同ライブラリに保存されて
いる腸上皮オルガノイドを基に Piggybac システム等を用いて、1)にて同定した標的蛋白の UBD
依存的分解に抵抗性の変異体を過剰発現する腸上皮オルガノイド(UBD 標的 OE オルガノイド)を
樹立する。また CRISPR-CAS9 システムを用いて UBD 標的分子を欠損した腸上皮オルガノイド(UBD
標的 KOオルガノイド)を樹立する。樹立した各遺伝子改変ヒト腸上皮オルガノイドについて、幹
細胞機能・分化・サイトカイン応答等を指標とした表現型解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト腸上皮内 UBD 依存的 UBL-PSM 系標的分子の網羅的探索・同定：Notch 活性化と TNF-刺
激を誘導する事により「UBD 依存的 UBL-PSM 系」を活性化する複数の条件下で細胞内蛋白を回収
し、質量分析を用いた網羅的解析(iTRAQ 法)等により、UBD 存在下・非存在下で発現量が変化す
る標的蛋白の同定を試みた。その結果、以下の様な成果を得ている。 
1. iTRAQ法によりNotch活性化とTNF-共刺激を加えた際に培養したヒト腸上皮オルガノイド



について、発現量が 50%以上低下し得る遺伝子群として 62 種の蛋白を同定した。この内、
蛋白量の減少が最も著しいと予想された 3種の蛋白 (AGR2, SOX9, Annexin A1)について
Western Blot 法で解析したところ、有意なタンパク量の変化は再現されなかった。 

2. 免疫沈降法により UBD と結合する蛋白について解析を試みたところ、オートファジー等に
おけるアダプター蛋白であるｐ62 蛋白と結合することが示された。しかしながら、UBD の
高発現誘導や UBD 欠損細胞株における Notch 活性化と TNF-共刺激により蛋白発現量の変
化がみられなかったことから、UBD の標的蛋白とは異なる未知の役割があるものと考えられ
た。 

3. Flag タグ付き UBD 発現株と野生型細胞株において Notch 活性化と TNF-共刺激下における
蛋白発現量の変化を FLAG タグ免疫沈降後の銀染色ゲル等で解析したところ、少なくとも 4
種のバンド(40kD, 45kDa, 48kD, 62kD)に量的増加が認められ、UBD の新規標的分子候補と
考えられたため、質量分析による蛋白同定解析を実施する方針とした。 

(1) ヒト腸上皮内 UBD 依存的 UBL-PSM 系の標的分子を介した機能の解析：ヒト腸上皮細胞に於
いて「UBD 依存的 UBL-PSM 系」が分解・機能を制御する標的蛋白を同定するため、ヒト腸上皮 UBD
過剰発現系(UBD-OE 細胞)及びヒト腸上皮 UBD 欠損系(UBD-KO 細胞)を構築した。これら細胞で
Notch 活性化と TNF-a 刺激を誘導する事により「UBD 依存的 UBL-PSM 系」を活性化したモデルを
作成した。また、複数の条件で細胞内蛋白を回収し、質量分析を用いた網羅的解析等により、UBD
存在下・非存在下における発現量変化を指標に腸上皮における UBD 標的蛋白の同定を試みた。そ
の結果、以下の知見を得ている。 
1. iTRAQ 法を用いた網羅的解析により、2種の標的候補蛋白の同定に成功した。 
2. Flag タグ付き UBD 発現系(UBD-OE 細胞)を用いた免疫沈降を行い、UBD と分子間結合能を有

する分子の探索・同定を行った。また UBD-KO 細胞を用いた解析から複数の候補バンドを同
定し、質量分析による解析を行った結果、既知の p62 のみならず 2 つの新規候補分子を同
定した。 

これら結果より、ヒト腸上皮細胞に於いて炎症環境で発現誘導される分子 UBD は、複数の標的分
子を有する可能性が明らかとされた。さらに同標的分子群の蛋白分解制御を介し腸上皮機能を
調節することで、炎症性腸疾患の病態に機能的な役割を有する可能性が考えられた。今後、標的
分子のさらなる探索等を行うことで炎症性腸疾患における「UBD 依存的 UBL-PSM 系」の理解が一
層進展することが期待できる結果と考えている。 
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