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研究成果の概要（和文）：炎症、免疫応答、細胞の生存・増殖などに関与する転写因子であるNF-κBは種々の疾患で活
性化異常が見出されており、その活性調節薬はそれら疾患の優れたターゲットである。申請者が見出したLUBACによる
直鎖状ポリユビキチン鎖はNF-κBに選択性の高い新規の情報伝達系であるので、その活性調節法の開発を目指した。LU
BAC活性を抑制する低分子化合物を見出し、同化合物が細胞内で直鎖状ポリユビキチン鎖形成、NF-κB活性化を阻害す
ることを見出した。またインターフェロン-gammaがLUBACの発現を増加させ、NF-κB活性化を亢進させることも発見し
た。

研究成果の概要（英文）：NF-kappaB is a family of a transcription factor that involves in various biologcal
 phenomena including inflammation, immune responses, and cell survival. Abnormal activation NF-kappaB is a
lso known to be related to the pathogenesis of various diseases. Thus, regulation of NF-kappaB is a suitab
le target of drugs for those diseases. Since we have identified LUBAC-mediated linear polyubiquitination i
s involved in NF-kappaB activation, we tried to develop the agents that up-regulate or inhibit LUBAC's lig
ase activity. We then identified a small chemical that inhibits LUBAC-mediated linear polyubiquitination a
nd NF-kappaB actvation. Also, we found that interferon-gamma increases the amount of LUBAC and enhances NF
-kappaB actvation.

研究分野：
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系はエネルギー依存性タン
パク質分解系の一部として同定された経緯
もあり、「ユビキチン」＝「分解」と考えら
れてきた。しかし、ユビキチン修飾系は分
解以外にも、多様な様式でタンパク質を制
御していることが明らかとなった。細胞内
には多様なポリユビキチン鎖が存在し、ポ
リユビキチン鎖の種類によりタンパク質の
制御様式が異なることが示されている。ユ
ビキチン鎖はユビキチンのリジン残基を介
して形成されると考えられてきたが、申請
者は世界ではじめてユビキチンの N末端の
メチオニンを介する直鎖状ポリユビキチン
鎖を選択的に生成する LUBACリガーゼを
同定した(EMBO J 2006)。さらに、LUBAC
が TNF-等の刺激依存的な NF-B活性化に
関与することを見出し、直鎖状ポリユビキ
チン鎖が NF-B活性化に関わる新規情報伝
達系であることを示してきた(Nature Cell 
Biol 2009)。LUBACは HOIL-1L、HOIP、
SHARPINの 3つのサブユニットから構成さ
れる複合体型のユビキチンリガーゼである。
慢性皮膚炎などの慢性炎症を呈する自然変
異マウス cpdm は SHARPINの欠失してい
る。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
ることが示唆されている（図１）(Nature 
2011)。 

 
図 1  cpdm マウスの症状発症機構 
 
NF-Bは種々の刺激で活性化され、炎症、
免疫応答、細胞の生存・増殖などに関与す
る転写因子である。種々の疾患で活性化異
常が見出されているので、NF-B活性化機
構に関しては多くの研究がなされてきた。
しかし、直鎖状ポリユビキチン鎖は NF-B
選択性の高い新規の情報伝達系であり、そ
の阻害剤はすでに上市されている種々の薬
剤とは作用点が異なると考えられる。 

 
２．研究の目的 
これまでの申請者らの解析は LUBAC活
性を調節することで、NF-B活性の制御
が可能であることを示している。そこで
本研究では、 
１． LUBACによる直鎖状ポリユビキチ
ン鎖生成阻害化合物のスクリーニン
グ 

２． LUBAC発現誘導法の開発 
の研究を進め、LUBAC活性の人為的制御
方法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
１． LUBACによる直鎖状ポリユビキチ
ン鎖生成阻害剤のスクリーニング 

前述のように、選択的 NF-B 活性化阻害
剤は種々の疾患治療薬の良いターゲット
であると考えられている。LUBACによる
直鎖状ポリユビキチン化は申請者らが新
規に見出した NF-κB 活性化に選択性が高
い制御系であり(Nature, 2011)、その制御薬
は上市されている治療薬とは全く異なっ
た作用機作を持つと考えられる。 
 

図２ LUBAC による選択的直鎖状ポリユビ
キチン鎖生成機構 
 
図２にLUBACによる直鎖状ポリユビキチ
ン鎖生成機構を図示する。E1、E2、E3
（LUBAC）の複合酵素系の働きで直鎖状
ポリユビキチン鎖が生成される。細胞内に
は多様なポリユビキチン鎖が存在するが
LUBACは直鎖状ポリユビキチン鎖を特異
的に生成する E3である。 
現在、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樹立した in vitro直
鎖状ポリユビキチン鎖生成系を用いたハ
イスループットスクリーニング系を使用
して、候補低分子化合物のスクリーニング
を行っている。そこで、ハイスループット
スクリーニング系で得られた直鎖状ポリ
ユビキチン鎖形成を阻害する候補化合物
を選択する。その後、以下の二次スクリー
ニングを進め、最適な阻害化合物を見出す。 
 
a) 本スクリーニング系では E1、

E2(UbcH5c)、E3(LUBAC)とユビキチン
を混合しているので、ヒット化合物に
は E1、E2 の阻害化合物が含まれる可



能性がある。そこで、E1と E2(UbcH5c)
は、共通であるが LUBACとは異なる
E3 を用いる試験管内ユビキチン化ア
ッセイで LUBACを特異的に阻害する
化合物を選択する。 

 
上記アッセイで選択された化合物に対し、 
b) TNF-等の刺激依存的なNF-B活性化
抑制効果 

c) 刺激依存的な NEMO の直鎖状ポリユ
ビキチン化の阻害活性 
を検索する。 
 
２．LUBAC発現誘導法の開発 
申請者らはLUBACの発現を増強させるこ
とで、TNF-等の刺激依存的な NF-B 活
性化が亢進することを報告した (Nature 
2011)。Pasparakisらにより、NEMOや IKK
等の NF-B 活性化に必須な分子のケラチ
ノサイト特異的 KOマウスは cpdmマウス
の皮膚炎に類似の増殖性皮膚炎を呈する
ことが報告されている(Nature 2002)。それ
ゆえ、cpdm マウスで認められる皮膚炎な
どは NF-B 活性化の減弱によって生じる
可能性があるので、LUBACの発現亢進は
それら疾患の症状軽減効果が期待される。
申請者らはLUBACのサブユニットの中で、
HOIL-1L と HOIP はインターフェロン-γ 
(INF-γ)によって発現が誘導されること、
cpdm マウス由来胎児線維芽細胞を IFN-γ
存在下で培養することにより、SHARPIN
の欠損によって減弱していた TNF-依存
的な NF-B 活性化が増強することを見出
した。そこで、INF-γによる LUBACの発
現亢進が cpdmマウスの皮膚炎を抑制する
かを検索する。 
a) 正常および cpdm マウスのケラチノサ
イトの初代培養に IFN-γ を添加し、
HOIP、HOIL-1Lの発現増強の有無、発
現が増強した場合には TNF-依存的な
NF-B活性化への影響を検索する。 

b) cpdmマウスに INF-γを投与して皮膚炎
の改善の有無を検索する。 
 
４．研究成果 
１． LUBAC による直鎖状ポリユビキチン
鎖生成阻害剤のスクリーニング 

a) ハイスループットスクリーニングで得
られた化合物を、E1と E2(UbcH5c)は、
共通であるが LUBACとは異なる E3を
用いる試験管内ユビキチン化アッセイ
でスクリーニングしたところ、化合物
X が LUBAC を選択的に阻害する化合
物として選択された。 

b) 化合物 X は TNF-依存的な NF-B 活
性化を抑制した。 

c) 化合物XはTNF-依存的なNEMOの直
鎖状ポリユビキチン化を抑制した。 
上記より、化合物 Xは LUBACに直鎖状ポ
リユビキチン鎖活性を阻害することで、
NF-B活性化を抑制することが明らかとな
った(投稿準備中)。しかし、化合物 X は物
理化学的性質の問題でリード化合物とはな
り得ず、新たなハイスループットスクリー
ニング系を構築して、LUBAC 阻害剤のス
クリーニングに再度チャレンジしている。 
 
２．LUBAC発現誘導法の開発 
a) 正常および cpdm マウスのケラチノサ
イトの初代培養に IFN-γ を添加したと
ころ、HOIP のみならず、HOIL-1L、
SHARPIN （cpdm マウスの場合は
HOIL-1Lのみ）のタンパク量も増加し、
TNF-依存的な NF-B 活性化も増強し
た。 

b) cpdmマウス皮膚に INF-γを投与したと
ころ、皮膚でのケラチノサイトの HOIP
の増加、TNF-依存的な NF-B 活性化
が観察された。そこで、cpdmマウス皮
膚に INF-γ を 3 週間連続投与したとこ
ろ、cpdmマウスの皮膚炎は完全には治
癒しなかったが、改善した。 

 
それゆえ、LUBACの減少 SHARPINの欠損
による cpdm マウスでの皮膚炎の発症の少
なくとも一因となっていることが明確とな
った。しかし、SHARPIN の欠損も皮膚炎
発症には必須であることも見出されており、
今後さらなる検討が必要である。 
 
また、LUBAC を増加させることによって
NF-Bの活性化を増強することが出来るの
で、NF-Bの活性低下が関与する疾患にお
いては、LUBAC の発現誘導は有力な治療
ターゲットであると考えられる。 
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