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研究成果の概要（和文）：Toll 様受容体 (TLR)によるシグナル伝達は、最適な免疫応答を誘導するための厳密
な制御が必要となる。しかし、そのバランス制御メカニズムはほとんど解明されていない。我々は、新たなTLR
シグナル調節因子としてE3ユビキチンリガーゼLINCRを同定した。 LINCR は TLRシグナルの中核をなす、MAP キ
ナーゼ の活性化を促進することで自然免疫応答を正に制御していることが示されました。 さらに我々は、MAP 
キナーゼの負の制御因子である MAPK ホスファターゼ 1 (MKP1) が LINCR のユビキチン化標的であることを同
定し、LINCRによるTLRシグナル制御機構の詳細を解明した。

研究成果の概要（英文）：Toll-like receptors (TLRs) drive innate immune responses via activation of 
intracellular signaling pathways, and play a pivotal role in host defense. Meanwhile, excessive 
activation of TLR signaling causes inflammatory disorders, including cytokine storm. Therefore, TLR 
signaling is properly controlled to balance optimal immune response and inflammation. However, its 
balancing mechanisms are not fully elucidated. We identified the E3 ubiquitin ligase LINCR/ NEURL3 
as a TLR signal regulator. In LINCR-knockout cells, TLR-induced JNK and p38 MAPK activation was 
clearly attenuated. Consistent with these observations, TLR-induced production of a series of 
inflammatory cytokines was significantly reduced, indicating that LINCR positively regulates innate 
immune responses by promoting the JNK and p38 activation. Our further mechanistic study identified 
MAPK phosphatase-1 (MKP1), a negative regulator of MAP kinases, as a ubiquitination target of LINCR.
 

研究分野： 細胞生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来の抗炎症薬は、非特異的な免疫抑制による易感染性やホルモンバランスの異常による副腎不全等の重篤な副
作用を発症することがある。我々は、LINCRというユビキチン化酵素が炎症誘導の強度や持続時間を調節してい
る仕組みを解明し、LINCRが新たな炎症性疾患の治療標的として有用である可能性を示した。将来、LINCRを標的
とした薬剤を開発することで、副作用の少ない抗炎症薬の開発につながる可能性がある。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
敗血症は、世界で年間約 2700 万人が罹患し、内 800 万人が臓器障害により死亡するという、

現代社会が克服すべき重大な疾患である。しかし、未だ有効な治療法がなく、その克服は世界的
に急務の課題となっている。敗血症の発症原因として、自然免疫応答の過剰な活性化が挙げられ
ることから、自然免疫応答を誘導する細胞内シグナル伝達系のシグナル増幅機構の解明は、敗血
症の病因解明と共に、画期的な予防・治療戦略の提案に繋がることが期待される。しかし、自然
免疫誘導シグナルを増幅し、活性化を持続させる因子についてはほとんど報告がない（図１）。 

 
２．研究の目的 
我々は最近、Lung-inducible neuralized-related C3HC4 RING domain protein (LINCR)とい

うストレス応答分子が、主要な自然免疫応答誘導シグナルとして知られる TLR4 シグナルを強力
に増幅することを見出し、LINCR による TLR4 シグナルの増幅を過剰な炎症応答が、敗血症の発
症に大きく寄与しているのではないかという着想を得た。そこで本研究では、LINCR による TLR4
シグナル増幅機構の全容を解明するとともに、炎症誘導における LINCR の生理的役割、および敗
血症等における LINCR の病理的役割を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
自然免疫担当細胞のマクロファージを用いて、LINCR 欠損細胞および LINCR 再構築細胞を樹立

し、TLR4 シグナルでの LINCR の機能を解析した。LINCR 欠損細胞では、TLR4 依存的な MAP キナ
ーゼの持続的な活性化と、各種炎症性サイトカインの誘導などを解析した。また、LINCR の基質
として同定した Mitogen-activated phosphatase-1 (MKP1)についても欠損細胞を樹立し、解析
を行った。 
 
４．研究成果 
 
（１）LINCR は TLR4 シグナルにおいて MAP キナーゼの活性化を正に制御する 
まず、LINCR が TLR シグナル依存的な炎症反応に及ぼす影響を調べるため、マウスマクロファ

ージ様細胞株 RAW264.7 細胞において、CRISPR/Cas9 システムを用いて LINCR 欠損細胞を作製し
た。本欠損細胞を用いて TLR によって誘導される MAP キナーゼの活性化状態を評価したところ、
LINCR の欠損により p38, JNK, ERK など、各種 MAP キナーゼの活性化が減弱し、LINCR が MAP キ
ナーゼの活性化を正に制御することが示唆された。一方で、p65 の核移行（NF-κB 活性化の指
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標）は LINCR 欠損による影響は受けなかった。また、Luciferase assay を用いた NF-κB の活性
評価においても同様の結果が得られた。次に、LINCR 欠損細胞に LINCR 野生型と酵素活性を担う
RING ドメインを欠失した変異体を再構築した細胞を作製し、LINCR による MAP キナーゼの活性
化が LINCR のユビキチン化酵素活性に依存するかどうかを検討した。その結果、LINCR の欠損に
より減弱した MAP キナーゼの活性化は LINCR 野生型の再構築により回復した一方で、酵素活性
の無い変異体（RING ドメイン欠損）の再構築細胞では回復しなかった。以上の結果より、LINCR
はユビキチン化酵素活性依存的に TLR 依存的な MAP キナーゼの活性化を正に制御することが示
唆された。 
 
（２）LINCR による MAP キナーゼの活性化は MKP1 に依存する 
LINCR は、自身のユビキチン化酵素活性に依存的に MAP キナーゼの活性化を促進することが判

明したため、LINCR が MAP キナーゼの抑制因子をユビキチン化分解することで、MAP キナーゼの
活性化を亢進させていると予想した。MAP キナーゼの活性化を抑制する因子として、MAP キナー
ゼを脱リン酸化することで機能する MKP ファミリータンパク質が挙げられる。TLR シグナルでは
特に、MKP1 と MKP5 の寄与が大きいとされている。そこで、RAW264.7 細胞において MKP1 および
MKP5 の欠損細胞をそれぞれ作製し、TLR シグナル依存的な MAP キナーゼ活性化への影響を評価
した。その結果、MKP1 と MKP5 の欠損細胞では MAP キナーゼの活性化が亢進し、MKP1 と MKP5 が
MAP キナーゼの抑制因子として働くことが確認できた。次に、MKP1 または MKP5 を LINCR がユビ
キチン化の標的としている可能性を検討するため、LINCR/MKP1 または LINCR/MKP5 の二重欠損細
胞をそれぞれ作製し、TLRシグナル依存的なMAPキナーゼ活性化への影響を評価した。その結果、
LINCR/MKP1 両欠損細胞において LINCR 欠損による MAP キナーゼ活性の減弱が回復した一方で、
LINCR/MKP5 両欠損細胞では回復は見られなかった。これらの結果より、LINCR は MKP5 ではなく
MKP1のユビキチン化分解を介してMAPキナーゼ経路の活性化を亢進していることが示唆された。 
 
（３）LINCR は MKP1 の発現を負に制御している 
 LINCR が MKP1 をユビキチン化基質としていることが示唆されたことから、MKP1 の発現量に対
する LINCR の影響を評価した。まず、過去の報告通り、TLR4 シグナルの活性化に伴い MKP1 の
mRNAが誘導され、タンパク質レベルで発現が増加することを確認した。また、MKP1は TPL2 (tumor 
progression locus 2)-MEK-ERK 経路の下流で誘導される。そこで、これら経路の阻害剤を用い
て MKP1 の誘導と安定化を評価した。その結果、MEK の阻害剤 (U0126) と TPL2 の阻害剤が TLR
シグナル依存的な MKP1 の誘導とタンパク質レベルでの安定化を抑制した。さらに、MEK 阻害剤 
(U0126) は TLR シグナル依存的な p38 と JNK の活性化を亢進した。従って、MKP1 は TLR4 シグナ
ルにおいて TPL2-MEK-ERK 経路の下流で誘導され、MAP キナーゼの活性化を抑制することが判明
した。次に、TLR4 シグナル依存的な MKP1 の mRNA 誘導における LINCR の影響を評価した。その
結果、MKP1 の誘導は LINCR の欠損により減少し、LINCR の再構築によって回復した。この結果
は、LINCR の欠損により TLR シグナル依存的な ERK の活性化が減弱する点と相関している。一方
で、LINCR 欠損細胞では MKP1 の誘導が抑制されているにも関わらず、MKP1 のタンパク質量は増
加した。さらに、LINCR 欠損細胞における MKP1 の安定化は LINCR 再構築細胞では見られなかっ
た。LINCR がタンパク質レベルで MKP1 の発現を負に制御していることが示唆されため、MKP1 の
タンパク質レベルでの発現制御を評価した。その結果、プロテアソーム阻害剤 (MG132) の処置
により MKP1 の発現は増加し、MKP1 が恒常的にプロテアソーム分解を受けていることが示唆され
た。また、TLR シグナルを前処置し、MKP1 の発現を高めた状態で、転写阻害剤アクチノマイシン
D (Act D) を処置することで MKP1 の継時的な分解を評価した結果、LINCR 欠損細胞では時間依
存的な MKP1 の分解が抑制された。以上の結果より、LINCR は MKP1 のユビキチン化分解を亢進す
ることで、MKP1 の発現を負に制御していることが示唆された。 
 
（４） LINCR は MKP1 を直接ユビキチン化する 
LINCR が MKP1 のユビキチン化分解を誘導することが示唆されたため、免疫沈降法を用いて

LINCR と MKP1 の相互作用を評価した。その結果、HEK293-TLR4 細胞における過剰発現系と
RAW264.7 LINCR 再構築細胞の両細胞において、LINCR と MKP1 の相互作用を確認することができ
た。次に、LINCR による MKP1 の直接的なユビキチン化について解析し、LINCR と MKP1 の共発現
により MKP1 の K48 型ポリユビキチン化が亢進することを示した。さらに、リコンビナントタン
パク質を用いた In vitro Ubiquitination assay により、LINCR が MKP1 を直接ユビキチン化し
ていることが明らかとなった。さらに、MKP1 のユビキチン化が LINCR の酵素活性に依存するこ
とを確認するため、酵素活性を欠失した LINCR 2CS 変異体を用いて MKP1 のユビキチン化を評価
した。その結果、In vivo と In vitro の両方において、LINCR 2CS は MKP1 のユビキチン化を誘
導することができなかった。以上の結果より、LINCR は直接的に MKP1 を K48 型ポリユビキチン
化していることが明らかとなった。 
 
（５）LINCR は TLRs を介した炎症性サイトカインの産生を促進する 
MAP キナーゼ経路の活性化は炎症性サイトカインの産生を誘導する。LINCR は MKP1 のユビキ

チン化分解を介して TLR4 シグナルにおける MAP キナーゼの活性を正に制御していることが明ら
かとなったため、LINCR が TLR4 シグナル誘導性の炎症反応に関与するかどうかを評価した。そ



の結果、代表的な炎症性サイトカインである TNF-α,IL-1β (interleukin 1β), IL-6 
(interleukin 6)の TLR シグナル依存的な誘導が LINCR の欠損細胞において減少し、なおかつ、
LINCR の再構築によりそれが回復した。さらに、ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) 
により、IL-6 と TNF-αの産生量についても LINCR の発現に依存することが確認できた。以上の
結果より、LINCR は MAP キナーゼの活性化を介して、TLR シグナルが誘導する炎症反応を正に制
御することが明らかとなった。最後に、LINCR の本機能が他の TLR シグナルにおいても働いてい
ることを確認するために、TLR3 リガンドの poly (I:C)、TLR5 リガンドの Flagellin を用いて、
LINCR 欠損細胞における MAP キナーゼの活性化を評価した。その結果、TLR3 と TLR5 の両方のリ
ガンドにおいても、LINCR の欠損により MAP キナーゼ活性化の減弱と MKP1 の発現増加が見られ
た。さらに、これらリガンドによる炎症性サイトカインの誘導についても、LINCR 欠損細胞で減
弱し、LINCR 再構築細胞で回復した。以上の結果より、LINCR は MKP1 のユビキチン化分解を介し
て種々の TLR シグナルが誘導する炎症反応を正に制御していることが明らかとなった。以上の
結果より、LINCR は MKP1 のユビキチン化分解を介して MAP キナーゼを活性化することで、TLR4
シグナルが誘導する炎症反応を正に制御することが明らかとなった（図 2）。 

 

Yokosawa,T,.et al.Cells 2024,13,687.より改変 
 
 
（６）総括・今後の展望 
 LINCR は TLR シグナル依存的に mRNA が誘導されるタンパク質として見出されたが、TLR シグ
ナルにおける LINCR の機能については不明のままだった。また、MKPs や A20 等の種々の脱ユビ
キチン化酵素など、これまでに TLR シグナルの活性化を調節制御する因子として、様々な抑制因
子が発見されてきたが、TLR シグナルの活性化を増強する因子については、ほとんど報告されて
いない。本解析より、LINCR は MKP1 の分解を介して TLR4 シグナルの活性化因子として機能する
ことを発見した。しかし、LINCR の発現制御機構については未だ多くの不明点が残る。実際に
LINCR の mRNA 誘導は II 型肺胞上皮細胞でのみ見られ、マクロファージでは TLR シグナルを活性
化しても LINCR の mRNA 量はほとんど変化しなかった。また、本解析ではマウス骨髄由来のマク
ロファージ (Bone Marrow Derived Macrophage) やマウス線維芽細胞の MEF 細胞においても
LINCR 欠損細胞または LINCR のノックダウンを用いて、TLR シグナル処置時の MAP キナーゼ活性
を評価したが、これらの細胞では LINCR 欠損による影響が見られなかった。従って、今回明らか
となった LINCR の機能は細胞特異的に働いている可能性が想定された。そのため、生体レベルで
LINCR による炎症シグナル活性化の生理的な意義を解明することは叶わなかった。 
炎症反応の過剰な活性化はサイトカインストームを誘導し、全身性炎症や多臓器不全につな

がる一方で、炎症反応の不全は易感染性を誘発する。従って、感染症においては病原体の量や病

図 2. LINCR による TLR シグナルの制御 



原性の強さに応じた適切な強度の炎症反応を維持することが重要である。MKP1 は TLR シグナル
の下流で誘導され、炎症反応の主要な抑制因子として機能することが知られている。しかし、病
原体が増殖する感染初期に炎症反応を過度に抑制することは、生体にとって不都合であること
から、LINCR は MKP1 のユビキチン化分解を介して、感染初期の MKP1 の蓄積を抑制することで、
MAP キナーゼのリン酸化を保持し、十分な炎症反応の活性化を誘導していると考えられる。一方、
感染症が惹起したサイトカインストームにおいては免疫応答が暴走し、炎症誘導シグナルが過
剰に活性化することで大量の炎症生サイトカインが産生され、病態の増悪に寄与する。しかし、
その発症メカニズムには不明点が多い。本研究の結果から、LINCR は自然免疫応答の活性化因子
として機能するが、感染症の発症後期において炎症反応を抑制するための MKP1 を LINCR が分解
してしまうことで、炎症反応を過剰に活性化させている可能性が考えられる。実際、興味深いこ
とに、乾癬や大腸炎などの炎症性疾患では MKP1 の発現が低く保たれており、MKP1 の酵素活性や
発現量を増加させることが炎症性疾患の治療として有益である可能性が示唆されている。
Glucocorticoid (GCs) は、糖質コルチコイド受容体 (GR) に結合することで、炎症誘導因子の
生合成抑制および抗炎症性因子の生合成促進を介して抗炎症作用を発揮する。GCs の標的遺伝子
には MKP1 も含まれており、GCs の一種である Dexamethasone の処置は MKP1 の発現を増加させ
る。また、MKP1 KO マウスでは endotoxin shock に対する Dexamethasone の治療効果が低下す
るため、Dexamethasoneの抗炎症効果にはMKP1の発現増加が重要であることが示唆されている。
GCs により誘導が抑制されるタンパク質として LINCR は発見された。本研究より GCs 依存的な
LINCR の発現低下は MKP1 の増加を導くことが明らかとなり、GCs の抗炎症作用に LINCR の発現
または機能抑制が寄与していることが示唆された。さらに、GCs は MKP1 のプロテアソーム分解
を抑制する可能性が示唆されている。従って、GCs により LINCR の発現が低下することで MKP1
のユビキチン化分解が抑制されることが想定される。一方で、GCs は多様な標的遺伝子を制御す
るため、強力な抗炎症作用に起因する易感染性や、ホルモンバランスの異常による副腎不全等の
重篤な副作用を発症するリスクがある。本研究より、LINCR の阻害はより特異的に MKP1 の蓄積
を引き起こすことが想定され、LINCR が新たな炎症性疾患の治療標的として有用である可能性が
示された。 
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