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研究成果の概要（和文）： 
 
PDLIM2 は、炎症反応に必須の転写因子 NF-B をユビキチン化・分解することにより炎症反応を
負に制御している。本研究では、熱ショック蛋白である HSP70 が、PDLIM2 による NF-B の分解
に必須であることを明らかにした。また、個体レベルにおいて PDLIM2 を欠損させたマウスでは
炎症性病変および創傷治癒反応が亢進することから、PDLIM2 は炎症反応から組織修復に至る一
連の反応を負に制御することにより、慢性炎症性疾患の発症を防いでいると考えられる。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
PDLIM2 negatively regulates inflammatory responses by promoting polyubiquitination and 
degradation of NF-B, an essential transcription factor for the inflammation. In this 
study, we demonstrate that HSP70, a heat shock protein, is essential for PDLIM2-mediated 
degradation of NF-B. Moreover, PDLIM2 deficient mice reveal enhanced inflammation and 
wound healing, which suggests that PDLIM2 negatively regulates both inflammatory and 
tissue repair responses and prevent the development of chronic inflammatory diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
 
 樹状細胞は、生体内に侵入してきた細菌や
ウイルスを、細胞表面の Toll 様受容体によっ
て認識し、転写因子 NF-B を活性化する。活
性化された NF-B は、細胞質から核内に移行
し、IL-12 や IL-6 などのさまざまな免疫応答
遺伝子の発現を誘導することにより、一連の
炎症反応を惹起する。ところが一方では、過
剰かつ無制限な NF-B の活性化が自己免疫
疾患などの炎症性疾患を発症させることも
示唆されている。よって、この NF-B の活性
化の ON/OFF をうまく制御することが、適切
な炎症反応の進行に重要であると考えられ
る。 
最近、この NF-B が、ユビキチン化を受けて
プロテアソーム依存性に分解されることに
より不活性化されることが報告された。蛋白
ユビキチン化は、細胞内シグナル伝達系を制
御する新たな蛋白質翻訳後修飾として注目
されているが、この反応の中心的役割を果た
しているのがユビキチンリガーゼである。ユ
ビキチンリガーゼは基質蛋白を選別・結合し
て、これにユビキチン鎖を付加する。NF-B
に対するユビキチンリガーゼはこれまで不
明であった。 
 PDLIM2(PDZ and LIM domain protein-2)は、
T細胞においてTh1細胞分化の誘導に必須の
転写因子である STAT4 に結合する因子とし
て、申請者らが単離した核内ユビキチンリガ
ーゼである(Tanaka T, et al, Immunity, 22, 
729-736, 2005)。その後申請者は、PDLIM2
が、樹状細胞においては、核内の NF-B に対
するユビキチンリガーゼとして炎症反応を
負に制御するように機能していることを明
らかにした（Tanaka T et al, Nat. Immunol., 22, 
729-736, 2007）。すなわち、PDLIM2 は C 末端
部の LIM ドメインを介して NF-B をユビキ
チン化するとともに、N 末端部の PDZ ドメイ
ンを介してNF-Bを PML nuclear bodyという
核内の小分画に移動・隔離させる。PML 
nuclear body は、タンパク質分解酵素複合体で
あるプロテアソームを多く含んでおり、ユビ
キチン化された NF-B は最終的にこの PML 
nuclear body においてプロテアソームによっ
て分解されることにより不活性化される。 
 しかしながら、PDLIM2 自体の活性がどの
ように調節されているのか、および、個体レ
ベルにおける PDLIM2 の異常が、慢性炎症性
疾患の病態形成に関与するかどうかに関し
ては現時点では明らかになっていない。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本申請研究においては、申請者が明らかに
した PDLIM2 による NF-B の不活性化機構を

さらに詳細に解明することを目的として、次の２
つの研究を行う。 
 
（１）Toll様受容体を介するシグナル伝達経路に
おいて、PDLIM2 のNF-Bに対するユビキチンリ
ガーゼ活性自体がどのように調節されているかを
解析する。 
 PDLIM2 の発現および細胞内局在は、Toll 様受
容体を介する刺激によっては変化しない。そこで、
PDLIM2 に結合して、PDLIM2 の活性を調節する
ような分子の同定、解析を行う。申請者は、これ
までの研究において、シャペロン分子である
HSP90 (heat shock protein-90) および HSP70 が
PDLIM2 と会合することを見出した。本申請研究
においては、これらのシャペロン分子が PDLIM2
に対してどのように作用するのかを解明する。 
 
（２）核内ユビキチンリガーゼの異常が炎症性疾
患の病態形成に関与する可能性について検討する。 
 PDLIM2 欠損マウスは、樹状細胞における
NF-B の蛋白量が増加することにより炎症性サイ
トカインの産生が亢進しているものの、現時点で
は自己免疫疾患の自然発症は認めていない。そこ
で、細菌や薬剤によって自己免疫疾患を誘発する
ような系を用いて PDLIM2 欠損マウスに炎症症状
を誘発する。これにより PDLIM2 が個体レベルの
炎症反応や自己免疫疾患の病態形成にどのような
役割をはたしているのかを解析する。また、
PDLIM2 のトランスジェニックマウスや PDLIM2
を活性化するような薬剤が、個体レベルでの炎症
反応を抑えることができるかどうかを調べる。こ
れにより、PDLIM2 を用いた炎症性疾患の治療法
の開発の可能性を探る。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）PDLIM2 のユビキチンリガーゼ活性を制御す
る機構の解析 
 前述のように、申請者は、これまでの研究にお
いて、PDLIM2 と会合する分子としてシャペロン
分子である HSP90 および HSP70 を同定している。
一般的には、HSP90 自体は蛋白を安定化する方向
に、HSP70 は逆に蛋白を分解する方向にはたらく
ことが報告されている。 
 そこで、本申請研究においては、シャペロン分
子群がPDLIM2に直接作用してNF-Bのユビキチ
ン化および蛋白分解を制御している可能性を検討
する。まずは、Geldanamycin 処理が、PDLIM2 自
体のユビキチン化（PDLIM2 のユビキチンリガー
ゼ活性の指標）、および PDLIM2 による NF-B の
ユビキチン化・蛋白分解を促進するかどうか調べ
る。これにより HSP90 が PDLIM2 自体の活性に対
しても抑制的にはたらくかどうかを検討する。さ
らには、HSP90 の強制発現ベクターおよび HSP90
に対する siRNA を用いて同様の実験を行い、
Geldanamycinの作用がHSP90に特異的なものであ



ることを確認する。 
 次に、HSP70 の PDLIM2 に対する作用を解
析する。HSP70 の強制発現ベクターおよび
HSP70 の siRNA を用いて、培養細胞において
HSP70 の活性を促進または抑制した場合に、
PDLIM2によるNF-Bのユビキチン化および
蛋白分解がどのように変化するのかについ
て、ウェスタンブロット法および蛍光細胞染
色法を用いて検討する。さらに、HSP70 ノッ
クアウトマウスの樹状細胞の解析を行う
（HSP70 ノックアウトマウスは米国のバン
クより入手手続中）。実際には、樹状細胞を
LPSで刺激したときのNF-Bのユビキチン化
および蛋白量を調べるとともに、炎症性サイ
トカインの産生量を測定する。これにより、
HSP70 が個体レベルにおいても NF-B を負
に制御しているかどうかを明らかにする。 
 
（２）核内ユビキチンリガーゼの異常が炎症
性疾患の病因病態形成に関与するかどうか
の検討 
 PDLIM2 欠損マウスは、炎症性サイトカイ
ンの産生が亢進しているものの、現時点では
自己免疫疾患の自然発症は認めていない。し
かしながら、実際には、PDLIM2 欠損マウス
における核内 NF-B の蛋白量の増加やユビ
キチン化の傷害は、細胞を LPS で活性化した
ときのみ顕著に認められる。このことから、
PDLIM2 欠損マウスの個体レベルでの解析に
は、以下のような、細菌や薬剤によって炎症
性疾患・自己免疫疾患を誘発するような系を
用いることが必要かつ有効であると考えら
れる。 

(a)真菌誘発性血管炎モデル（Candida 
albicans の可溶性菌体外多糖を用いる） 
(b) 細 菌 誘 発 性 肝 炎 モ デ ル
（Propionibacterium acnesとLPSを用いる） 
(c) II 型コラーゲン誘発性関節炎モデル 
(d) OVAやAspergillus抗原による慢性気管
支喘息モデル 

これらの誘発性炎症疾患モデルの実験系に
おいて、PDLIM2 欠損マウスに炎症所見の憎
悪が認められるかどうかを検索する。これに
より、核内ユビキチンリガーゼの異常が炎症
性疾患の病因病態形成に関与するかどうか
を明らかにする。 
 
 また、培養細胞に NF-B を PDLIM2 と共に
発現させると、核内の NF-B はユビキチン化
され、nuclear body へ運ばれて分解される。こ
れに対し、LIM ドメインを欠損させた
PDLIM2 (delta-LIM)を NF-B と共発現させた
場合には、nuclear body への NF-B の移動は
正常におこるが、NF-B のユビキチン化・分
解が著明に阻害されるため、NF-B が nuclear 
body 内に蓄積する（Tanaka et al, Nat Immunol., 
8, 584-591, 2007）。そこで、PDLIM2 欠損マウ
スに delta-LIM のみを発現させることができ

れば、核内の nuclear body で NF-B が過剰に蓄積
する状況を、マウス個体において再現できると考
えられる。具体的には、delta LIM トランスジェニ
ックマウスマウスを作製し、これを PDLIM2 欠損
マウスと交配する。また、別の手法として、ES 細
胞における相同組換えの方法を用いて、C 末端部
分の LIM ドメインの直前に終止コドンを導入し、
LIM ドメインのみを欠損したマウス（LIM ドメイ
ン欠損マウス）の作製も行う。これらのマウスに
おいても、上記の誘発性の炎症性疾患モデルの実
験を行う。神経変性疾患の中には、神経細胞にお
けるユビキチンリガーゼの機能異常によって核内
に蓄積した異常蛋白が原因となって、神経細胞の
変性を引き起こすものが報告されている。
delta-LIM トランスジェニックマウスおよび LIM
ドメイン欠損マウスにおいても、同様に血管内皮
細胞などにおいて不溶性蛋白質が核内に蓄積する
ような状況が生じれば、血管壁の変性病変などを
さらに増悪させることが予想される。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）HSP70 によるPDLIM2 依存性のNF-B不活
性化の制御の分子機構 
 
 細胞内において PDLIM2 自体の活性がどのよう
に制御されているのかを解明するために、
PDLIM2 と結合して PDLIM2 の活性を調節する因
子を同定することを試みた。この過程で、申請者
は、シャぺロン分子として知られている HSP70 
(Haet Shock Protein-70) が PDLIM2 と結合しうる
ことを見出した。また、HSP70 は無刺激の細胞に
おいては細胞質内にのみ存在しているが、TLR 刺
激により核内に移行することも明らかになった。
HSP70 を PDLIM2 とともに細胞に強制発現させる
と、HSP70 は PDLIM2 による NF-B の分解を促進
し、一方、siRNA を用いて HSP70 を細胞レベルで
ノックダウンすると、PDLIM2 による NF-kB の分
解が傷害された。このことから、PDLIM2 が NF-B
を分解するためには、HSP70 の発現が必須である
ことが明らかになった。HSP70 は、さらにプロテ
アソーム結合蛋白である BAG1 と会合することに 

 



より、PDLIM2-NF-kB 複合体のプロテアソー
ムへの輸送および NF-B の分解を促進して
いることが明らかになった（前ページ図参
照）。実際、HSP70 欠損樹状細胞および BAG1
をノックダウンした樹状細胞においては、い
ずれも炎症性サイトカインの産生が亢進し
ていた。 
 
 以上より、HSP70 は、樹状細胞においては、
BAG1と共同して PDLIM2によるNF-Bの分
解を促進することで炎症反応を負に制御し
ていると考えられる。HSP70 は、本来は。シ
ャペロン分子として、蛋白合成過程における
正確なフォールディングを補助するか、ある
いはミスフォールドしてしまったタンパク
質を分解するかの選択を行う品質管理を担
っている。本研究により、転写因子を積極的
に分解することでシグナル伝達を負に制御
するという HSP70 の新たな機能が明らかに
なった（論文投稿準備中）。 
 
（２）PDLIM2 による創傷治癒反応の制御 
 
 生体は、感染や外傷などに際して、まず免
疫細胞を動員し炎症反応を惹起して異物の
排除を行い、その後に傷害を受けた組織を修
復する。ところが、何らかの原因でこれらの
炎症反応および組織修復が過剰におこると、
慢性炎症性疾患や組織の線維化を引き起こ
すことが示唆されている。そこで、組織の修
復反応における PDLIM2の役割を解明するた
めに、皮膚創傷治癒モデルの実験を行った。
PDLIM2 欠損マウスにおいては、皮膚創傷治
癒反応が野生型マウスにくらべて促進して
おり、特に炎症性肉芽組織が形成された後の
創部の収縮反応が著明に亢進していること
が明らかになった（下図参照）。 

 この創収縮には、創部局所において TGF
の作用によって分化してきた筋線維芽細胞
が重要な役割を果たしている。興味深いこと
に、PDLIM2 欠損マウス由来の線維芽細胞に
おいては、TGF刺激による筋線維芽細胞への
分化が、野生型マウス由来細胞と比べて著明
に亢進していた。TGFのシグナルは、細胞内
において、転写因子 Smad2、Smad3 および

Smad4 によって核まで伝達され、標的遺伝子の発
現を誘導する。さらに申請者は、PDLIM2が、Smad2
と Smad3 の核内ユビキチンリガーゼとして、これ
らの転写因子をユビキチン化・分解・不活性化す
ることにより創傷治癒反応を適切な時点で終息さ
せるようにはたらくことを明らかにした（投稿準
備中）。 
 以上のことから、PDLIM2 は、NF-B や STAT
を不活性化することにより炎症反応に対して抑制
的にはたらくだけでなく、その後の修復期におい
ては、TGF-Smad のシグナルを不活性化して、筋
線維芽細胞の分化を抑制することにより、組織の
修復が過剰にならないように制御していると考え
られた。 
 
（３）PDLIM2 によるTh17 細胞分化の制御 
 
 Th17 細胞は最近新しく発見された T 細胞のサ
ブセットであり、病原微生物に対する生体防御に
重要な役割を果たしている。しかしながら、この
Th17 細胞が過剰に活性化されると、炎症性疾患や
自己免疫疾患を発症することも指摘されている。
よって、適切な免疫反応のためには、Th17 の活性
化を正および負に制御することが重要であると考
えられる。これまでに、Th17 細胞の分化および活
性化には、炎症性サイトカインである IL-6 による
転写因子 STAT3 の活性化が必須であることが明
らかになっている。しかしながら、Th17 の活性化
を負に調節する分子メカニズムはこれまでのとこ
ろ解明されていない。 
 マウスに細胞内寄生細菌である P.acnes
（Propionibacterium acnes）の加熱死菌を投与する
と、Th17 細胞分化を誘導するとともに、肝臓にお
いて炎症性肉芽腫の形成を促進する。PDLIM2 欠
損マウスにおいては、P.acnes による Th17 細胞分
化および肉芽腫の形成が野生型マウスにくらべて
著明に亢進していた（下図参照）。 

 P.acnes はまず樹状細胞に作用して NF-B 依存
性に IL-6 の産生を誘導する。さらにこの IL-6 が
TGFと共同してナイーブ T 細胞から Th17 細胞の
分化を誘導する。PDLIM2 欠損マウスの樹状細胞
においては、P.acnes による IL-6 の産生が亢進して
いたが、これに加えて、PDLIM2 欠損マウスの T
細胞においては、TGFと IL-6 による Th17 細胞分



化が促進していた。また、PDLIM2 欠損マウ
ス由来の細胞においては、STAT3 のタンパク
レベルおよび転写活性が亢進していること
も明らかになった。さらに申請者らは、
PDLIM2 が STAT3 をユビキチン化・分解・不
活性化することを見出した。以上のことから、
PDLIM2 は、STAT3 に対する核内ユビキチン
リガーゼとして STAT3 の活性を抑制するこ
とにより、Th17 細胞の分化および炎症性肉眼
腫の形成を負に制御することが明らかにな
った（論文投稿済み、審査中）。 
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