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研究成果の概要（和文）：LUBACユビキチンリガーゼ複合体は直鎖状ポリユビキチン鎖を生成することでNF-kappaBを活
性化する。本研究において、SHARPINが新規サブユニットであることを同定し、LUBACはHOIL-1L、HOIP、SHARPINの3者
複合体であることを明らかにした。またSHARPINを欠損した自然変異マウスcpdmはSHARPINの欠損に加え、他の2つのサ
ブユニットが不安定化することで、慢性皮膚炎をはじめとする多様な症状を呈する事を示した。さらに、直鎖状ポリユ
ビキチン鎖はコンベンショナルなB細胞の分化は正常であるが、抗原に応答できないこと、腹腔に存在するB1細胞が著
減することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The LUBAC ubiquitin ligase activates NF-kappaB by generating linear polyubiquitin 
chains. Previously, we have identified HOIL-1L and HOIP as components of LUBAC. In this study, we identifi
ed SHARPIN as the other subunit of LUBAC. Cpdm mice, a spontaneous mutant mice that exhibit pleomorphic ph
enotypes including chronic dermatitis, lack SHARPIN. We found that destabilization of the other subunits o
f LUBAC and lack of SHARPIN are causative for the phenotypes of cpdm mice. We also examined the roles of L
UBAC mediated linear polyubiquitination in B cells and found that LUBAC's ligase activity is necessary for
 B1 cell development and antibody responses to thymus-dependent and thymus-independent-II antigens. 

研究分野：

科研費の分科・細目：
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キーワード： 細胞内シグナル伝達
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系は、2004 年のノーベル化
学賞がユビキチン依存性タンパク質分解系
の発見者らに授与されたこともあり、我が
国でも広く認知されるようになった。現状
では「ユビキチン化」＝「タンパク質分解」
と理解されていることがほとんどであるが、
ユビキチン修飾系の研究は急速に発展して
おり、多彩な様式でタンパク質の機能を制
御していることが次々と判明している。す
なわち、ユビキチン修飾系の研究はタンパ
ク質分解の枠組みを遙かに凌駕し、新時代
に突入している。 
 
これまで、ポリユビキチン鎖はユビキチン
のリジン残基を介してのみ生成されると考
えられてきたが、申請者らは N 末端のメチ
オニンを介した直鎖状ポリユビキチン鎖を
生成する HOIL-1L/HOIP ユビキチンリガー
ゼ複合体を同定するとともに (EMBO J. 
2006)、同リガーゼ複合体が IKK 複合体中
の NEMO を直鎖状ポリユビキチン化して
NF-B を選択的に活性化すること、すなわ
ち、直鎖状ポリユビキチン修飾による選択
的NF-B活性調節系の存在を世界に先駆け
て示してきた (Nature Cell Biology 2009)。 
 
さらに、申請者らが樹立した HOIL-1L ノッ
クアウト(KO)マウスは NF-B 活性化不全
は呈するが致死ではないのに対し、リガー
ゼ複合体のもう 1 つの構成成分である
HOIP KO マウスは胎生致死であったので、
HOIP と結合する HOIL-1L 以外のタンパク
質の存在を想定して解析し、新規 HOIP 結
合タンパク質を同定した。 
 
驚いたことに、その新規タンパク質は原因
不明の慢性皮膚炎、免疫異常等の多彩な症
状を呈するマウスで変異していることが報
告されていた。これまでの予備的実験から、
申請者らは新規 HOIP 結合タンパク質も直
鎖状ポリユビキチン化、NF-B の活性化に
関与するとの知見を得ている。それゆえ、
新規 HOIP 結合タンパク質変異マウスは、
何らかのシグナルに対する NF-B の活性
化が減弱したことで慢性皮膚炎等の多彩な
表現系を示していると考えられる。それゆ
え、申請者らが見出した LUBAC リガーゼ
による直鎖状ポリユビキチン鎖生成機構と
種々の疾患との関連が想定される。 
 
２．研究の目的 
上記を踏まえ、以下の３点から研究を進め、
直鎖状ポリユビキチン鎖による NF-B 活
性化を NF-B 活性化の新たなパラダイム
として確立するとともに、選択的 NF-B 活
性化調節剤開発の基礎的検討を進める。 
 
A. 新規 HOIP 結合タンパク質の NF-B 活

性化への関与と表現系との関連の解析 

B. 遺伝子改変マウス等を用いた直鎖状ポ
リユビキチン鎖による NF-B 活性化機
構の生理学的および病理学的役割の解
明 

C. 直鎖状ポリユビキチン鎖形成阻害剤ス
クリーニング系の構築 

 
３．研究の方法 
NF-B はヘテロ(またはホモ)2 量体で構成
される転写因子であり、非活性化状態では
阻害タンパク質と結合して細胞質に存在し
ているが、種々の刺激によって活性化され
ると核に移行して多彩な遺伝子の発現を亢
進させる。TNF-や IL-1の刺激により、
HOIL-1L/HOIP ユビキチンリガーゼが選択
的に IKK(IB キナーゼ)複合体に存在する
活性調節因子である NEMO を識別して直
鎖状ポリユビキチン化することで、IKK 複
合体を活性化する。その結果 NF-B を細胞
質に局在させる阻害タンパク質である
IBの特定のセリン残基をリン酸化する
ことで IBのポリユビキチン化依存的な
分解を引き起こして、NF-B が核に移行し
て活性化される。本研究では新規 HOIP 結
合タンパク質の NF-B 活性化における役
割を中心に研究を進める。 
１．新規 HOIP 結合タンパク質の NF-B 活
性化への関与と表現系との関連の解析 
申請者らは、新規 HOIP 結合タンパク質は
HOIL-1L とは直接結合しないが、HOIP を
共存した場合には両者が結合することを見
出している。HOIP は 600kD 程度の高分子
量複合体を形成していることも示している
ので、新規 HOIP 結合タンパク質は HOIP
とのみ複合体を形成するのではなく、HOIP、
HOIL-1L、新規 HOIP 結合タンパク質が 3
者複合体を形成する可能性も想定される。
前述のように、HOIP は約 600kD の複合体
中に存在するので、分子量を鑑みれば、こ
の高分子量複合体には HOIP が 3 分子存在
すると想定される。HOIL-1L と新規 HOIP
結合タンパク質は結合しないことから、3
者複合体を形成する場合には、複合体は
HOIP/新規タンパク質、HOIL-1L/HOIP ヘテ
ロダイマーが混在して形成されると考えら
れる(図３)。 
そこで、 
a. 新規 HOIP 結合タンパク質の存在様式

をゲル濾過、シーケンシャル免疫沈降
法などを用いて検討する。3 つのタン
パク質からなる複合体である場合に
は複合体の多様性を検討する。 

b. すでに入手している新規 HOIP 結合タ
ンパク質変異マウスから胎児線維芽
細胞(MEF)を樹立したので、これまで
に樹立している HOIL-1L KO、HOIP 



KO MEFとTNF-への反応性などを比
較検討して新規 HOIP 結合タンパク質
の機能を検証する。 

 
２．遺伝子改変マウス等を用いた直鎖状ポ
リユビキチン鎖による NF-B 活性化機構
の生理学的および病理学的役割の解明 

a. HOIP KO マウスの解析 
HOIL-1L KO や新規 HOIP 結合タンパ
ク質変異マウスとは異なり、HOIP KO
マウスは胎生致死となる。NF-B 活性
化経路の分子の KO マウスで胎生致死
を示すものはTNF-依存的なNF-B活
性化の不全による肝細胞のアポトーシ
スが原因となる場合が多く報告されて
いる。そこで、肝臓に焦点を絞って解
析を進めるとともに、TNF- KO マウ
スとの交配実験を進め、その原因を解
明する。 

 
b. 直鎖状ポリユビキチン鎖のB細胞機能

への関与の解析 
新規 HOIP 結合タンパク質変異マウス
は慢性皮膚炎以外にもリンパ濾胞形成
不全、クラススイッチ不全などの免疫
異常を呈する。そこで、B 細胞特異的
な mb-1-Cre(フライブルグ大学・Reth
教授より供与)と交配した HOIP コン
ディショナルノックアウト(CKO)、
HOIL-1L KO、新規 HOIP 結合タンパク
質変異マウスのB細胞についてCD40、
抗原受容体による NF-B 活性化を中
心とした刺激伝達の解析および表現系
の解析を進める。 

 
c. 新規HOIP結合タンパク質CKOマウス

の作製 
新規 HOIP 結合タンパク質変異マウス
は多彩な表現系を示すので、特定の臓
器、細胞種での新規 HOIP 結合タンパ
ク質の役割の解析は難しい。そこで
種々の臓器特異的な Cre マウスと交配
して特定の臓器異常の解析を容易に
する目的で、平成 22 年度は同タンパ
ク質のCKOマウスの作製に着手する。 

３．直鎖状ポリユビキチン鎖形成阻害剤ス
クリーニング系の基礎的検討 
NF-Bの活性調節異常はアレルギー性疾患、
ガンなど幅広い疾患で認められることから、
直鎖状ポリユビキチン化の制御薬剤は臨床
へ応用できる可能性も高い。そこで、すで
に樹立している in vitro における直鎖状ポ
リユビキチン鎖生成系を用いて、直鎖状ポ
リユビキチン鎖生成阻害物質のスクリーニ
ングを可能とするハイスループット解析系
を構築する第一段階として、直鎖状ポリユ

ビキチン鎖の高感度検出系の樹立を進める。 
 
４．研究成果 
１．新規 HOIP 結合タンパク質の NF-B 活
性化への関与と表現系との関連の解析 
a. 新規 HOIP 結合タンパク質は SHARPIN

と呼ばれているタンパク質である。
SHARPIN は HOIP、HOIL-1L とともに
３者で安定した LUBAC 複合体を形成
して存在していた。LUBAC 複合体の多
様性を検討したが、多様性はなく一様
な複合体であると考えられた。但し、
複合体中のサブユニットの存在数は明
確にはできなかった。これらの結果か
ら HOIP、HOIl-1L、SHARPIN から構成
される LUBAC が刺激依存的に IKK 複
合体のNEMOに直鎖状ポリユビキチン
鎖を付加することによって NF-B の活
性化に導くと考えられた。 

 
図１ 直鎖状ポリユビキチン鎖による
NF-B 活性化機構 
 
b. SHARPIN を欠失した自然変異マウス

は cpdm マウスである。Cpdm マウス由
来の MEF を TNF-で刺激したところ
TNF-依存的な NF-B 活性化は減弱し
ていた。cpdm MEF の TNF-依存的な
NF-B 活性化の減弱は HOIL-1L KO 
MEF とほぼ同程度であったが、直鎖状
ポリユビキチン鎖形成能を消失した
HOIP(HOIP linear)を発現する MEF と
比して減弱は軽度であった。 

c. cpdm マウスでは SHARPIN の欠失によ
り、LUBAC の他の２つのサブユニット
も不安定化して、LUBAC の量が減少し
て直鎖状ポリユビキチン鎖生成能が減
弱するので、LUBAC リガーゼの減少と
SHARPIN の消失の両者が皮膚炎など
の症状の発症に関与すると考えられた
(Nature 2011)。 

 
２．遺伝子改変マウス等を用いた直鎖状ポ
リユビキチン鎖による NF-B 活性化機構
の生理学的および病理学的役割の解明 
a. HOIP KO マウスの解析 
NF-B 活性化経路の分子の KO マウスで胎
生致死を示すものはTNF-依存的なNF-B
活性化の不全による肝細胞のアポトーシス
が原因となって胎生12.5日から14.5日程度



で死亡する。しかし、研究代表者らが樹立
した鎖状ポリユビキチン鎖形成能を消失し
た HOIP(HOIP linear)を発現するマウスは
胎生10.5日に血管形成不全で死亡すること
が判明した。研究代表者らは LUBAC が細
胞死制御にも関与することを見出している
が、この表現系は細胞死制御系の分子の
KO マウスと類似するので、現在解析を進
めている。 
b. 直鎖状ポリユビキチン鎖のB細胞機能

への関与の解析 
HOIP linear CKOマウスをB細胞特異的な
mb-1-Cre(フライブルグ大学・Reth 教授より
供与)と交配し、B 細胞における LUBAC に
よる直鎖状ポリユビキチン鎖の役割につい
て解析を進めた。コンベンショナルな B 細
胞の分化は正常であるが、抗原に応答でき
ないこと、腹腔に存在する B1 細胞が著減
することを見出した。また TNF 受容体ファ
ミリーである CD40 依存的に NF-B のみな
らず ERK の活性化も減弱するが、
MALT1-CARMA1-BCL10 を介する B 細胞
抗原受容体依存的な NF-B 活性化は障害
されないことを示した。このことから、
LUBAC は IKK 活性化を介して NF-B のみ
ならず、ERK の活性化にも関与すること、
IKK の活性化には複数の経路が存在するこ
とが判った(Sasaki et al. EMBO J. 2013)。 
c. 新規HOIP結合タンパク質CKOマウス

の作製 
SHARPINを欠損した cpdmマウスは多彩な
表現系を示す、そこで SHARPIN の CKO マ
ウスを樹立した。現在、B 細胞特異的な
mb-1-Cre、皮膚ケラチノサイト特異的な
K5-Cre との交配を進めている。 
 
３．直鎖状ポリユビキチン鎖形成阻害剤ス
クリーニング系の基礎的検討 

図 2 petit-LUBAC、petit-SHARPIN の模式
図 

ハイスループットスクリーニングに必要な
量の全長の LUBAC の精製は困難であった
ので、直鎖状ポリユビキチン鎖生成活性を
有する LUBAC の部分フラグメント
(petit-LUBAC、petit-SHARPIN)の高発現系
を樹立した(図２)。 
直鎖状ポリユビキチン鎖生成阻害物質のス
クリーニングを可能とするハイスループッ
ト解析系の構築、スクリーニングはターゲ
ットタンパク研究プログラムの研究費を用
いて東京大学 創薬オープンイノベーショ
ンセンターと共同で施行した。 
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