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研究成果の概要（和文）：直鎖状ポリユビキチン鎖は、ユビキチンリガーゼ複合体LUBACによって選択的に生成
される。本研究課題では、直鎖状ポリユビキチン鎖がTLR4刺激による細胞死を抑制するメカニズムについて解析
を行った。その結果、LPS刺激によるLUBAC欠損B細胞の細胞死はTRIFを介して生じていることを明らかにした。
加えて、RIP3を欠損させてもLPS刺激による細胞死はほとんど抑制されないが、そこにCaspaseの阻害剤を加える
事によってLPS刺激による細胞死が強く抑制出来た事から、LUBACがTLR4刺激によって誘導されるCaspaseを介し
たアポトーシスを抑制する機能を持つことも証明した。

研究成果の概要（英文）：Linear polyubiquitin chains are generated specifically by the ubiquitin 
ligase complex LUBAC. LUBAC is composed of one catalytic subunit, HOIP and two accessary subunits, 
HOIL-1L and SHARPIN. In this study I analyzed the role of LUBAC in TLR4-mediated cell death of B 
cells lacking LUBAC activity. I found that among two signal transduces downstream of TLR4, MyD88 and
 TRIF TRIF is responsible for this cell death because ablation of TRIF prevented TLR4-induced cell 
death of HOIP deficient B cells. I also discovered that deletion of RIP3, a critical regulator of 
necroptosis alone did not inhibit TLR4-induced cell death but the inhibition of Caspase-8 together 
with RIP3 deletion restored LPS-induced survival and cell proliferation of HOIP deficient B cells. 
These data show that LUBAC plays critical roles in the inhibition of Caspase-mediated apoptosis 
induced by TLR4 stimulation.

研究分野：免疫学

キーワード： 免疫学　ユビキチン　細胞死　B細胞　シグナル伝達
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン修飾系はタンパク質の翻訳後修
飾系の一つである。ユビキチンは E1（活性
化酵素）、E2（結合酵素）、E3（ユビキチン
リガーゼ）の３種の酵素の働きによって、
E3が認識する標的タンパク質に、ポリユビ
キチン鎖が付加される。ポリユビキチン鎖
はユビキチンの 7個のリジン残基のいずれ
かを介して形成され、結合様式の違いによ
って異なる機能を発揮する。所属研究室で
発見された新規ユビキチンリガーゼ複合体
LUBAC (linear ubiquitin assembly complex)
は、ユビキチンの N末端と C末端を結合さ
せることで直鎖状ポリユビキチン鎖を選択
的に生成する。LUBAC は活性中心を担う
HOIPと２つのアクセサリー分子HOIL-1L、
SHARPIN から構成される複合体であり、
TNF 刺激依存的な古典的 NF-B 経路の活
性化に関与することが明らかとなっていた。 
研究代表者は、B 細胞特異的に HOIP の活
性中心を欠損するマウスを作製し解析を行
い、以下の 6点を明らかにしていた。 
① 直鎖状ポリユビキチン鎖は成熟 B リン
パ球のうち B1 細胞の発生に必須であるが
B2細胞、MZ B細胞の分化には関与しない。 
② T 細胞依存性抗原および II 型 T 細胞非
依存性抗原に対する抗体反応の両方に必要
である。 
③ TNFR スーパーファミリーに属する受
容体 CD40 や TACI の下流において古典的
NF-B経路のみならず、ERKの活性化にも
重要な役割を果たす。 
④ LUBACは IKK複合体依存的に Tpl-2を
活性化することで ERK の活性化を制御す
る。 
⑤ BCRからのシグナルには関与しない。 
⑥  Toll 様受容体 (TLR)依存的な古典的
NF-B経路と ERKの活性化に関与するが、
TLR4と TLR9では古典的 NF-B経路活性
化への関与の程度が異なる。 
これらの結果から、CD40 下流における
LUBAC の機能として次のようなモデルを
提唱した。すなわち、CD40 刺激によって
LUBACは IKK複合体の構成分子NEMOに
直鎖状ポリユビキチン鎖を付加する。
NEMO の UBAN ドメインは直鎖状ポリユ
ビキチンと高い親和性を持つ事から、同ド
メインを介して別の IKK 複合体がリクル
ートされ複数の IKK 複合体が空間的に近
接することで trans-autophosphorylationが起
こり IKK複合体は活性化される。活性化し
た IKK 複合体は IBをリン酸化すること
で古典的 NF-B経路を、p105/NF-B1をリ

ン酸化して ERK 経路を活性化するという
モデルである。 
しかし、LUBAC 欠損 B 細胞を TLR9 刺激
した場合には ERK の活性化は強く減弱す
るが古典的 NF-B の活性化の抑制は非常
に軽度である。この事から LUBAC による
ERKの活性化には、NEMOの直鎖状ユビキ
チン化依存的な IKK 活性化に加えて、
LUBAC によって直鎖状ポリユビキチン化
される NEMO以外のタンパク質、もしくは
NEMO 以外の直鎖状ポリユビキチン鎖結
合活性を持つタンパク質が関与する可能性
が考えられた。また、研究代表者は LUBAC
欠損 B細胞を TLR4刺激すると、野生型 B
細胞と異なり細胞死が強く誘導されること
を発見した事から、直鎖状ポリユビキチン
鎖には TLR4 の下流において細胞死を抑制
する機能があることを明らかにしていた。 
 
２．研究の目的 
上述のように、TLR 刺激による ERK 活性
化の際にはNEMO以外のLUBACによって
直鎖状ポリユビキチン鎖されるタンパク質
や NEMO 以外の直鎖状ポリユビキチン鎖
結合タンパク質が機能している可能性が考
えられた。また、TLR4 依存的な細胞死を
抑制することを発見していた事から、本研
究課題では、LUBAC の標的タンパク質及
び直鎖状ポリユビキチン鎖結合タンパク質
の同定とその解析を通して LUBAC による
ERK活性化の機構及び TLR4下流における
細胞死の抑制機構について解明することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
1.直鎖状ポリユビキチン鎖の CD40、TLR
刺激による ERK 活性化における機能を明
らかにするために、TLR 刺激による ERK
活性化に必要な LUBAC 標的タンパク質お
よび直鎖状ポリユビキチン鎖結合タンパク
質の同定を試み、その機能を解析した。 
2. TLR4下流におけるLUBACによる細胞死
抑制機構を解析するためにLPS刺激によっ
て誘導されるLUBAC欠損B細胞の細胞死に
MyD88、TRIFどちらの経路が関与している
か検討した。さらにLUBAC欠損B細胞の細
胞死にアポトーシス、ネクロプトーシスい
ずれの系が関わっているかを、それぞれの
エフェクタータンパク質の活性化状態や遺
伝子欠損や阻害剤処理によってエフェクタ
ータンパク質の機能を抑制した場合の細胞
死に与える影響を調べる事によって、直鎖
状ポリユビキチン鎖の細胞死制御における
機能を解析した。 
 



４．研究成果 
1.直鎖状ポリユビキチン鎖の CD40、TLR
刺激による ERK活性化における機能解析 
LUBACは CD40、TLR刺激による ERKの
活性化に関与しているが、そのメカニズム
の一つは IKK 複合体の構成分子 NEMO の
直鎖状ポリユビキチン化による IKK 複合
体の活性化である。しかし、LUBAC を介
したERK活性化にはNEMO以外のLUBAC
によって直鎖状ポリユビキチン鎖されるタ
ンパク質や NEMO 以外の直鎖状ポリユビ
キチン鎖結合タンパク質が機能している可
能性が考えられた事から、LUBAC を介し
た ERK活性化機構について解析を行った。
CD40、TLR刺激による ERKの活性化には、
直鎖状ポリユビキチン結合ドメインUBAN
を持つ分子 ABIN2 が関与している事が知
られていたので、先ず初めに ABIN2の直鎖
状ポリユビキチン結合能が CD40、TLR 刺
激による ERK の活性化に必要であるかど
うか検討を行った。TLR刺激によって ERK
の活性化が強く誘導される細胞株をスクリ
ーニングした結果、マウスマクロファージ
細胞株であるRaw264細胞では TLR刺激に
よって ERK が活性化される事が分かった
ので、Raw264細胞において ABIN2を欠損
する細胞をCRISPR/Cas9の系を用いて樹立
した。この ABIN2欠損 Raw264細胞を LPS
刺激したところ、非常に驚いたことに ERK
の活性化が正常に認められた。この事は、
ある種の細胞株によっては他の ABINファ
ミリー分子が ABIN2 の機能を担っている
可能性が考えられた。そこで、この可能性
を検討するために ABINファミリー分子の
一つABIN1を欠損するRaw264細胞を樹立
し実験を行った。ABIN1欠損 Raw264細胞
に於いても LPS 刺激による ERK の活性化
は正常に認めたことから ABIN1が ERK活
性化の機能を担っている可能性は低いと考
えられた。しかし、ABIN1、ABIN2が相補
的に機能している可能性が考えられる事か
ら、今後、ABIN1、ABIN2両方欠損する細
胞を樹立して実験を行う必要があると考え
られる。 
2. TLR4下流における LUBACによる細胞
死抑制機構の解析 
野生型B細胞ではLPS刺激によって生存が
亢進するが、HOIP欠損 B細胞は LPS刺激
によって細胞死が誘導される。LPSの受容
体 TLR4 は MyD88、TRIF という２つのア
ダプター分子を介してシグナルを伝達する
が、HOIP欠損 B細胞の LPS刺激による細
胞死は TRIF を欠損させる事で抑制出来る

事からこの細胞死は TRIF を介して生じて
いることを明らかにした。次に、TRIF下流
で誘導される細胞死のメカニズムについて
解析を行い、LUBAC欠損 B細胞を LPSで
刺激した場合、アポトーシス誘導に関わる
システインプロテアーゼ Caspase-8 と
Caspase-3 が活性化する事、これらの
Caspaseの活性化も TRIFを欠損させる事で
抑制出来る事を発見した。この結果から、
LUBAC欠損 B細胞では LPS刺激によって
Caspase を介したアポトーシスが誘導され
る可能性が考えられた。そこで、 実際にこ
の細胞死に Caspase が関与しているかにつ
いて解析を行った。但し、Caspase を抑制
した場合、別のプログラム細胞死であるネ
クロプトーシスが誘導されることが知られ
ていたので、ネクロプトーシスを抑制する
ために LUBAC欠損 B細胞においてネクロ
プトーシスに必須の分子 RIP3 を欠損させ
て実験を行った。LUBAC/RIP3ダブル欠損
B 細胞では LPS 刺激による細胞死が
LUBAC 単独欠損 B 細胞と同様に起こった
ことから、LPS 刺激による LUBAC 欠損 B
細胞の細胞死はネクロプトーシスが主な細
胞死ではない事が分かった。しかし、
LUBAC/RIP3 ダブル欠損 B 細胞にさらに
Caspase の阻害剤 Z-VAD-FMK を加える事
によってLPS刺激による細胞死は強く抑制
された事から、LUBAC 欠損 B 細胞の細胞
死は Caspase を介したアポトーシスが主た
る経路である事を明らかにした。加えて、
in vivo においても LUBACが TLRを介し
たB細胞の反応に機能しているかどうかに
ついて B細胞特異的に LUBACを欠損した
マウスにおける I 型 T 細胞非依存性抗原
NP-LPS に対する抗体反応を調べる事で検
討した。その結果、このマウスに於いては
NP-LPS に対する抗体反応が強く障害され
ていた事から、in vivoにおいても TLR4を
介した B細胞の反応に LUBACが重要な機
能を持つ事も証明した。 
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