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研究成果の概要（和文）：mRNA分解酵素Regnase-1 (Reg1)は免疫細胞の活性化制御において重要な役割を持つ。
本研究ではReg1と相互作用するタンパク質に関する網羅的解析から、Reg1のユビキチン化に関与するKlhl21を同
定した。T細胞特異的Klhl21欠損マウスを作製したところ、興味深いことに、脾臓やリンパ節は腫大化しており
脾臓細胞中のT細胞の大部分がエフェクター細胞に変化していた。血清中には抗ds-DNA抗体が検出されたことか
ら、Klhl21はT細胞による自己応答を抑制していることが示唆された。以上の結果、Klhl21はT細胞による免疫恒
常性維持において重要な役割を果たしていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The mRNA decay enzyme Regnase-1 (Reg1) plays a crucial role in the 
regulation of immune cell activation. In this study, through a comprehensive analysis of proteins 
interacting with Reg1, we identified Klhl21 as being involved in the ubiquitination of Reg1. 
Interestingly, T cell-specific Klhl21-deficient mice showed the enlargement of spleen and lymph 
nodes, with the majority of splenic T cells converting into effector cells. Analysis of serum from 
these mice revealed presence of anti-dsDNA antibodies, suggesting that Klhl21 suppresses 
self-responses by T cells. These results demonstrate that Klhl21 plays a crucial role in maintaining
 immune homeostasis via the control of T cell activation.

研究分野： 免疫学

キーワード： ユビキチン化　mRNA分解　T細胞　自己抗体

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
癌免疫治療を中心とした研究において、Reg1を標的としたT細胞活性化制御に注目が高まっている。本研究は
Reg1の機能を制御する候補分子の中から、タンパク質修飾の一つであるユビキチン化に関わる新たな免疫制御分
子Klhl21を同定した。Klhl21遺伝子を欠損したT細胞は野生型と比較してより強いエフェクター機能を発揮する
ことを見出した。Klhl21を介したReg1の機能制御の仕組みを理解することにより、将来的に癌免疫療法において
新たな治療戦略を生み出すことが期待できる。

※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 

炎症応答における遺伝子発現において転写制御は炎症誘導の初動に重要である一方、転写
後制御は炎症応答の強さや持続時間に大きな影響を与えることが広く認知されている。我々は、
mRNA 分解酵素である Regnase-1 が炎症性サイトカインなどをコードする mRNA の不安定化によ
り、炎症応答を負に制御することを明らかにしてきた。さらに炎症応答のみならず，T細胞の活
性化制御においても Regnase-1 は重要な役割を有しており生体内での免疫恒常性を維持してい
る．このような活性化における遺伝子発現変化において，mRNA 分解を司る Regnase-1 は免疫シ
グナルの活性化の下流において厳密な制御を受けるが，多くの場合リン酸化やプロテアーゼに
よる切断を介した発現量調節によって説明される．しかしながら，Regnase-1 の機能を制御する
翻訳後修飾のメカニズムに関してはほとんど明らかになっていない． 
 
２．研究の目的 

申請者は、3xFLAG タグを付加した RNA 分解不活性型変異
体である 3xFLAG-Regnase-1 (D141N)を安定的に発現した
Jurkat 細胞株を樹立し、Regnase-1 蛋白質と相互作用するタン
パク質群を質量分析により網羅的に解析し、その中からユビキ
チン化に重要なアダプター蛋白質 Klhl21 を同定した（図 1）．
そこで本研究では、Klhl21 を介したユビキチン化による
Regnase-1 の mRNA 分解における新たな制御機構を解明するこ
とを目的とし，以下のように研究を行った． 
 
３．研究の方法 
(1) Klhl21 を介した Regnase-1 ユビキチン化による免疫制御機構の解析 

免疫細胞における Klhl21 の機能解析を行うため，CRISPR/Cas9 によるゲノム編集技術によ
り，Klhl21 ノックアウト（Klhl21－/－）マウス，さらに Exon2 を標的とし lox P を挿入した Klhl21 
flox マウスを作製した．これらのマウスから免疫細胞を単離し，炎症応答，T細胞活性化の観点
から Klhl21 の機能解析を行った．Klhl21 による Regnase-1 タンパク質に対する制御機構を解析
するため，T細胞活性化における Regnase-1 の発現量，活性化後のタンパク質切断に関して，ウ
ェスタンブロットにより評価した． 
 
(2) Klhl21 を介した Regnase-1 ユビキチン化の分子機構の解析 

HEK293 細胞株を用いて Regnase-1 と Klhl21 を強制発現し，これらタンパク質の相互作用に
関する解析を免疫沈降により評価した．さらに Regnase-1，及び Klhl21 に対する様々な変異体
を作製し，前述同様の相互作用に関する解析を行い，相互作用に重要なドメインの同定を行った．
次に，Regnase-1 に対するユビキチン化を評価するために，HEK293 細胞株に対して Regnase-
1,Klhl21, CUL3, Rbx1 を強制発現し，4つの UBA モチーフから構成された TUBE を用いて免疫沈
降を行い，Regnase-1 のユビキチン化を評価した．また，HeLa 細胞を用いて Regnase-1 と Klhl21
を強制発現し両者の局在を評価した．さらに，Klhl21 が Regnase-1 の mRNA 分解能に与える影響
を評価するため，ルシフェラーゼ遺伝子下流に Regnase-1 標的遺伝子の 3’UTR 配列を挿入した
コンストラクトを作製し，Regnase-1 及び Klhl21 の強制発現系におけるルシフェラーゼ活性を
評価した． 
 
(3) Regnase-1 ユビキチン化機構の破綻による免疫恒常性に及ぼす影響の解析 
Klhl21－/－マウスは胎生致死を示したため，個体レベルにおける Klhl21 の役割を解明するため，
T 細胞特異的 Klhl21 欠損マウスを作製し解析を行った．主要臓器における組織炎症を解析する
ため，HE 染色を行い免疫細胞浸潤の程度を評価した．次に，脾臓やリンパ節における T 細胞活
性化状態を評価するため，フローサイトメトリーを用いてナイーブ・エフェクター細胞の比率や，
活性化，増殖の指標である CD69 や Ki67 を染色，さらに B 細胞の CD138 陽性形質細胞への分化
を解析した．さらに，血清中の免疫グロブリンに加え，抗核抗体及び抗ds-DNA抗体の存在をELISA
により評価した． 
 
４．研究成果 
(1) Klhl21 を介した Regnase-1 ユビキチン化による免疫制御機構の解析 

図１ Regnase-1結合蛋白質に
関するプロテオーム解析
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免疫細胞の活性化における Klhl21 の発現変化を
qPCR により評価したところ、マクロファージでは LPS
などの TLR リガンド刺激により発現低下を示す一方，T
細胞では TCR 刺激後に一過性に発現上昇しその後低下
することから，Klhl21 による何らかの免疫制御の存在
が示唆された．Klhl21－/－胎仔（E13.5）より線維芽細胞
(MEF)を作製し，TLR リガンド刺激による IL-6 産生を評
価したところ，野生型と比較し Klhl21－/－MEF において
IL-6 産生増加を認めた．次に，Klhl21－/－マウスは胎性
致死となるため，T 細胞特異的 Klhl21 欠損マウスを作
製し，T細胞のエフェクター機能，及び増殖能を評価したところ，CD4cre+Klhl21fl/fl T 細胞にお
いて IFN-の産生増加（図 2），Ki67 発現増加を認めた．Klhl21 欠損 T 細胞における Regnase-1
の発現量を評価するため，CD4cre+Klhl21fl/flマウスより T細胞を単離し，ウェスタンブロットを
行ったところ，Malt1 による Regnase-1 タンパク質切断に関しては影響は認められなかったが，
Klhl21 欠損 T 細胞では Regnase-1 発現量が著しく低下していることがわかった．このことから
Klhl21 は Regnase-1 タンパク質の安定化に関与することが示唆された．Klhl21 による Regnase-
1 タンパク質に対するユビキチン化の有無は今後さらに検証する必要がある． 
 
(2) Klhl21 を介した Regnase-1 ユビキチン化の分子機構の解析 

Klhl21 は，CUL3 との結合に重要な BTB ドメイン，さらに BACK ドメインに加え，C末端にリ
ング状構造を示す Kelch repeat が存在する．HEK293 細胞における強制発現系を用いて Klhl21
と Regnase-1 との結合様式を解析したところ，Klhl21 は Kelch repeat を介して Regnase-1 と会
合すること，一方 Regnase-1 は PIN ドメインを介して Klhl21 と相互作用することがわかった．
一方で，同様の強制発現系を用いて，Regnase-1 のユビキチン化を評価したところ，Regnase-1
は Klhl21，CUL3，RBX1 の共発現下でユビキチン化が誘導された（図 3）．一方でこのような Klhl21
依存的なユビキチン化はその他の Regnase-1 ファミリーでは認められなかった．また，Regnase-
1 の局在は Regnase-1 単独の強制発現では，これまでの報告と一致して細胞質全体に局在する
が，Klhl21 を発現させると核周囲に斑状の局在パターンを示すことがわかった． Regnase-1 に
よる mRNA 分解の標的遺伝子（Il6, Nfkbiz, Regnase-1）の 3’UTR をルシフェラーゼ遺伝子下流
に挿入したレポーター系を用いて，Klhl21 が Regnase-1 による RNA 分解に与える影響を評価し
たところ，Klhl21 存在下で Regnase-1 による標的 3’UTR に対する RNA 分解が高まることが明ら
かになった（図 4）．この効果は CUL3 との結合に重要な BTB ドメイン欠損 Klhl21 では認められ
なかった．これらの結果から，Klhl21 による Regnase-1 のユビキチン化は局在変化を引き起こ
し，RNA 分解能が高まることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Regnase-1 ユビキチン化機構の破綻による免疫恒常性に及ぼす影響の解析 

免疫恒常性における Klhl21 の役割を検討するため，CD4cre+Klhl21fl/flマウスを解析したと
ころ，興味深いことに，このマウスは脾腫やリンパ節肥大を認め，16-20 週齢において致死性を
示した（図 5）．主要臓器における炎症状態を評価するため HE 染色を行ったところ，特に肺への
著明なリンパ球浸潤，脾臓やリンパ節ではリンパ球増殖のためか濾胞構造の破壊が認められた．
脾臓細胞における T 細胞の活性化状態をフローサイトメトリーで評価したところ，
CD4cre+Klhl21fl/flマウスでは CD4 陽性，CD8 陽性ともに大部分のナイーブ T細胞がエフェクター
細胞に変化していた（図 5）．T細胞の活性化は cognate B 細胞の活性化を引き起こすことから，
脾臓 B 細胞における CD138 陽性形質細胞へ分化していることも認められた．これと一致して，野
生型と比較して CD4cre+Klhl21fl/fl マウスの血清中には，様々なサブクラスの免疫グロブリンが
高値を示した．さらに，CD4cre+Klhl21fl/flマウスの血清中には抗核抗体，及び抗 dsDNA 抗体の存
在が確認された． 

以上の結果，Klhl21 は T 細胞の活性化を負に制御すること，さらに自己免疫応答の発症を
抑制していることが示唆された．また CD4cre+Klhl21fl/flマウスの表現型は CD4cre+Regnase-1fl/fl



マウスと類似していることから，Klhl21 による Regnase-1 の mRNA 分解制御は in vivo において
も矛盾しないと考えられる． 

本研究の成果により，Regnase-1 を標的とした T細胞活性化制御に関して創薬への発展が期
待される． 
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