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研究成果の概要（和文）： 

 我々は、SHARPIN 、HOIL-1L、HOIP からなるユビキチンリガーゼ複合体(LUBAC)が、全く新し
い直鎖状ポリユビキチン鎖を形成することを見いだし、生理的には炎症や免疫制御に重要な
NF-κB の制御に関わることを明らかにした。さらに、SHARPIN が欠失した cpdm マウスでは、LUBAC
の発現量が低下することで NF-κB 活性が減弱し、慢性皮膚炎を発症することを示した。これら
の結果から、直鎖状ポリユビキチン鎖は NF-κB 活性化に必須な新たな翻訳後修飾であることが
示された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We identified LUBAC ubiquitin ligase, which composed of SHARPIN, HOIL-1L, and HOIP, 
forms a novel type of linear polyubiquitin chain. LUBAC regulates NF-κB system, a critical 
transcription factor for inflammation and immune regulation. Furthermore, we revealed 
that cpdm mice, which lack Sharpin by a spontaneous mutation, induce dermatitis by the 
reduction of LUBAC and NF-κB activity. These results indicate that linear 
polyubiquitination is an indispensable post-transcription modification for NF-κB 
activation.    
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始の当初、ユビキチン結合によるタ
ンパク質の翻訳後修飾は、生理機能変換シグ
ナルとして重要な役割を果たすことが解明

されつつあった。タンパク質のユビキチン化
には１分子のユビキチンが結合するモノユ
ビキチン化と多数のユビキチンが数珠状に
連結するポリユビキチン化がある。このうち、



 我々は、LUBAC の生理的役割を検索した結
果、HOIL-1L/HOIP や SHARPIN/HOIP の二者の
共発現または SHRAPIN/HOIL-1L/HOIP の三者
を細胞に共発現することによって、NF-κB 活
性が特異的に増大することをルシフェラーゼ
アッセイによって同定した。さらに、siRNA
を用いて LUBAC 因子をノックダウンすると定
常的な NF-κB 活性及び炎症性サイトカインで
ある TNF-αによって惹起される NF-κB 活性化
も減弱することを見いだし、LUBAC が生理的
な NF-κB 活性制御に関与することが明らかに
なった。 

モノユビキチン化はエンドサイトーシスな
ど細胞内局在シグナルとして働くこと、ポリ
ユビキチン化のうち Lys48を介するタイプは
プロテアソーム分解シグナルとなるが、
Lys63 を介するポリユビキチン鎖生成は分解
シグナルとしては機能せず、DNA修復やNF-κB
制御などシグナル伝達に寄与することが示
されていた。 
 研究開始当時、我々はユビキチンの N末端
αアミノ基を介する直鎖状ポリユビキチン
鎖を生成する HOIL-1L/HOIP からなるユビキ
チンリガーゼ複合体(LUBAC)を同定していた
(EMBO J., 2006)。しかしながら、このリガ
ーゼによって生成される直鎖状ポリユビキ
チン鎖がどのような生理機能に関与するの
かについては、全く不明であった。 

 LUBAC による NF-κB 活性化機構をより詳細
に解析した結果、LUBAC は二者ではなく生理
的には SHRAPIN/HOIL-1L/HOIP の三者複合体
として古典的 NF-κB 経路を特異的に制御して
おり、非古典的 NF-κB 経路への影響は見られ
なかった。さらに、LUBAC は TNF-α 刺激に応
答してIKKの制御サブユニットであるNEMOと
迅速 (2 分以内)に結合し、NEMO のコイルドコ
イル２(CC2)〜ロイシンジッパー（LZ）領域の
特定の Lys 残基に直鎖状ポリユビキチン鎖を
付加することを同定した。 

 
２．研究の目的 
 我々は、LUBAC による直鎖状ポリユビキチ
ン鎖形成がNF-κB活性制御に関わることを見
いだしつつあったので、本研究ではより詳細
に解析し、生理的な役割と病態への関与を明
確にすることを目的とした。特に、我々は
HOIL-1L に相同性の高い領域をもつ SHARPIN
を 同 定 し て い た の で 、 SHARPIN が
HOIL-1L/HOIP と同様に複合体を形成するこ
とで直鎖状ポリユビキチン鎖形成やNF-κB制
御を司ることができるかを重点的に解明す
ることを目指した。 

 

 

図１ SHARPIN 欠失 cpdmマウスの NF-κB 活性不全。

A. 遺伝的に SHARPIN が欠失した cpdm マウスは皮

膚炎を発症する。B. 野生型および cpdm マウスか

ら構築した胎児繊維芽細胞における TNF-α刺激に

伴う IκBαのリン酸化および分解、IKK 活性化を解

析した。 

 
３．研究の方法 
（１）トランスフェクション、イムノブロッ
ト、ルシフェラーゼアッセイ 
 細胞にプラスミドをトランスフェクショ
ン す る 際 は 、 Lipofectamine2000 
(Invitrogen)や ExGen500 (Fermentas)を用い
た。トランスフェクトした細胞は、プロテア
ーゼ阻害剤を含む 1% TritionX-100, 50 mM 
Tris-HCl pH 7.5, 0.15 M NaCl で溶解して、
SDS-PAGE、PVDF 膜に転写後、適切な１次抗体
と種特異的な二次抗体を用いて反応させ、
ECL 法にて検出した。ルシフェラーゼアッセ
イは、pSP-6xNF-κB レポーターと各プラスミ
ドを共発現させ、24 時間後に細胞を溶解後、
Dual-Luciferase ア ッ セ イ シ ス テ ム
（Promega）を用いて検出した。 
 
（２）IKKキナーゼアッセイ 
 細胞を溶解後、NEMO 抗体を用いて古典的
IKK複合体を免疫沈降させ、5 μg の GST- IκBα
（aa. 1-54）、0.1 μCi [γ-32P]-ATP と 37℃で
20 分反応させ、SDS-PAGE 後、基質タンパク
質のリン酸化をBAS5000(Fuji Film)を用いた
オートラジオグラフィーによって検出した。 
 
４．研究成果  
（１）LUBACによる古典的NF-κB制御の発見 （２）LUBAC構成因子欠失マウスの表現系 



 さらに我々は、LUBAC の生理的役割を明ら
かにする目的で、まず HOIL-1L ノックアウト
(KO)マウスを作製して細胞レベルで解析した。
その結果、HOIL-1L の欠損によって HOIP や
SHARPIN のタンパク量は完全には消失しない
が著減しており、これらのタンパク質が複合
体を形成できない場合は不安定になると考え
られた。また、HOIL-1L-KO 細胞では TNF-α依
存的な IκBαのリン酸化や分解の遅延のみな
らず、IKK 活性化や p65 核移行の減弱が観察
され、NF-κB 標的遺伝子の発現も低下した。
このように、HOIL-1L の欠失によって古典的
NF-κB 活性化が不全になるので、LUBAC は
NF-κB 経路の生理的な制御因子として機能し
ていることが明らかになったのである。 

 
図２ SHARPIN-HOIL-1L-HOIP からなる LUBAC によ

る古典的 NF-κB 活性化経路のスキーム。  また興味深いことに、我々の解析中に
cpdm(chronic proliferative dermatitis)マ
ウスと呼ばれる皮膚炎を自然発症する突然
変異マウスの原因が SHARPIN遺伝子の異常に
よって引き起こされることが報告された。
cpdm マウスは、慢性皮膚炎だけでなくパイエ
ル板欠損など二次リンパ器官形成不全を呈
し、NEMO の変異で引き起こされる無汗腺性外
胚葉異形成性免疫不全症候群 (EDA-ID; 
ectodermal dysplasia, anhidrotic, with 
immune deficiency)の病態に類似した表現型
を示す（図１A）。そこで我々は、SHARPIN が
欠損している cpdm マウス由来細胞を用いて
NF-κB 活性化への影響を解析した。その結果、
cpdm由来細胞ではSHARPINが欠失することで
LUBAC の他のコンポーネントである HOIL-1L
や HOIP の細胞内量も著減することや TNF-α
刺激に伴う古典的NF-κB活性化が減弱するこ
とが示された(図 1 B)。さらに、cpdm 細胞で
HOIL-1L をノックダウンし、残存する LUBAC
量をできる限り減少させると TNF-α刺激に伴
うNF-κB活性化は著しく抑制されることから、
少なくとも TNF-α によって誘起される古典
的 NF-κB 活性化経路では LUBACが主要な役割
を担うと示唆された（図２）。一方、非古典
的 NF-κB 活性化経路は SHARPIN欠損によって
も減弱することはなかった。 
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