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研究成果の概要（和文）：NF-kB活性化経路において、様々な脱ユビキチン化酵素（DUB）が関与する。本研究で
はDUBの一つであるCYLDの果たす役割を解明する目的で、CYLDの活性に特異的な低分子阻害剤の開発を目指し
た。
コムギ無細胞タンパク質合成系とAlphaScreenを組み合わせたハイスループットなユビキチン鎖切断アッセイを
基盤に、9,600種類の低分子化合物から、阻害活性が強く、かつ細胞毒性が低い化合物を一種類見出した。この
化合物は、培養細胞においてNF-kBシグナルを有意に阻害したが、CYLDノックアウト細胞では阻害が認められな
かった。以上から、本研究においてCYLDを阻害する低分子化合物の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：Many deubiquitinating enzymes (DUBs) are involved in NF-kB signal 
transduction. To clarify the individual role of CYLD, which is one of a main negative regulators of 
the NF-kB signal, we aimed to develop small chemical compounds specifically inhibited CYLD activity.
Using a cleavage assay system based on wheat cell-free protein expression system and AlphaScreen 
technology, one chemical compound with high inhibitory activity to CYLD and low cytotoxicity was 
identified from 9,600 chemical compound library. This compound significantly inhibited NF-kB signal 
transduction in cultured cell, but not in CYLD-knockout cells. These results indicated that we 
succeeded in development of small chemical compound inhibitor targeting the activity of CYLD.

研究分野：ユビキチン化経路

キーワード： CYLD　脱ユビキチン化酵素　NF-kBシグナル　低分子阻害剤探索　Subquinocin
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１．研究開始当初の背景 
炎症や免疫応答などの様々な生命現象に関
わる NF-κB 活性化経路において、ポリユビ
キチン鎖を介したシグナル伝達が重要な役
割を担っている 1, 2。CYLD・OTULIN・A20
の３種類の脱ユビキチン化酵素（DUB）は、
これらのポリユビキチン鎖を切断すること
で、NF-κB活性化経路の負の制御因子として
機能している。しかし、これら３つの DUB
が細胞内でどのように使い分けられている
かは不明である。そのため、細胞内での各々
の DUB の役割を明らかにするために、それ
ぞれの DUB に対する特異的な阻害剤をケミ
カルプローブとして用いる手法は非常に有
効である。しかし、現在これらの DUB の特
異的な阻害剤は実用化されていない。 
申請者は先行研究において、前述の３つの

DUB の中で、CYLD の活性型組換えタンパ
ク質を合成し、東京大学創薬機構から分与頂
いた 9,600種類の低分子化合物ライブラリー
より、AlphaScreenを用いた化合物スクリー
ニングを行なった（図１）。その結果、CYLD
の脱ユビキチン化活性を特異的に阻害する
８種類の候補化合物を得ている。 

 
２．研究の目的 
(1) 先行実験で見出された８種類の候補化合
物について、AlphaScreen 以外の方法で
CYLD への阻害効果を調べることで偽陽性
の化合物を除き、CYLDに対する阻害効果を
有する化合物を同定する。 
 
(2) 1で得られた CYLD活性を阻害する化合
物について、生化学的手法を用いて 50%阻害
効果を示す化合物濃度を明らかにする。また
他の DUB に対する阻害効果を調べ、CYLD
に対する特異性を評価する。 
 
(3) これらの化合物の中で、細胞内で NF-κB
活性化経路を阻害するものを見出す。その化
合物の DUB に対する特異性や細胞毒性など
の性質を調べ、ケミカルプローブとして実用
可能かどうかを検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 生化学的手法を用いた化合物評価 
コムギ無細胞タンパク質合成系（コムギ無
細胞系）を用いて合成した全長の CYLD組換
えタンパク質を用いて、切断されたユビキチ
ン鎖を SDS-PAGE で分離後に、ゲル上で検
出するアッセイ系（ゲルアッセイ）を構築し、

８種類の化合物の阻害効果を調べる。また他
の DUB についてもコムギ無細胞系を用いて
タンパク質合成を行い、AlphaScreenやゲル
アッセイによって化合物の特異性を検討す
る。 
 
(2) 培養細胞系を用いた化合物評価 
得られた化合物が細胞内においてCYLDを
阻害することで、NF-κB経路を活性化するか
どうかを、培養細胞における NF-κB 転写活
性やポリユビキチン鎖量などを指標に検討
する。また化合物の細胞毒性を調べ、ケミカ
ルプローブとして実用可能かを評価する。 
 
４．研究成果	
(1) 高次解析による CYLD阻害剤の選抜 

CYLD によって切断されたポリユビキチン
鎖を SDS-PAGE によって分離・検出するこ
とで、脱ユビキチン化活性を検出できるゲル
アッセイ系を構築した。当初は SDS-PAGE
後にウェスタンブロットを行なって全長や
切断フォームのユビキチン鎖を検出する予
定であったが、より誤差が少なく簡便に操作
が行える Ruby染色法を用いることとした。
この方法は、SDS-PAGE でユビキチン鎖を
分離した後に、高感度かつ定量性の高いタン
パク質染色試薬である Ruby染色試薬でゲル
上のユビキチン鎖を可視化・定量できるため、
PVDF膜への転写や、抗体による検出の際に
生じる誤差を回避することが可能である。こ
のアッセイ系を用いて化合物の CYLD 阻害
効果を調べた結果、基質として用いたテトラ
ユビキチン鎖の増加と、切断されたフォーム
のユビキチン鎖の減少を示す化合物を１種
類同定した（図２）。この化合物は 37 µMの
濃度において 50%活性阻害を示し、細胞毒性
がほとんど認められないことから、この化合
物を Subquinocinと命名し、その後の解析
に用いた。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
(2) SubquinocinのDUBに対する特異性評価 

Subquinocinが CYLDの活性を特異的に
阻害するかを、Subquinocin の他の DUB
への阻害効果を指標に調べた。まず、CYLD
の基質である直鎖型ポリユビキチン鎖を切
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断する USP5, USP15, OTULINの 3つの
DUB について Subquinocin の阻害効果を
AlphaScreen によって調べた。その結果、
CYLDと同じファミリーに属する DUBで
ある USP5および USP15の活性を阻害す
る一方で、OTU ファミリーに属する
OTULIN の活性阻害は認められなかった
（図３）。さらに、DUBのユビキチン鎖特
異性に影響を受けずに切断活性が検出でき
るユビキチン- vinyl methyl ester を用い
て、用いた 8 種類の USP ファミリーの
DUB 全てにおいて顕著な阻害効果が認め
られた。以上から、Subquinocinは CYLD
を含むUSPファミリーのDUBに特異的に
阻害効果を有する可能性が強く示唆された。 

 
(3) 細胞内における Subquinocin の NF-κB
活性化経路への影響 

CYLD は NF-κB 活性化経路の負の制御因
子であることから、Subquinocinは CYLDの
活性阻害によって NF-κB 活性を上昇する可
能性が強く示唆された。そこで、HEK293T
細胞を用いて、Subquinocin の存在下・非存
在下において TNF-α や LUBAC などの
NF-κB活性化因子を処理し、それぞれにおけ
る NF-κB シグナル伝達経路の活性化の程度
を調べた。まず、細胞内における NF-κB 転
写活性についてルシフェラーゼレポーター
アッセイを用いて調べた結果、Subquinocin
は NF-κB 転写活性を有意に上昇することが
明らかとなった（図 4A）。さらに、NF-κBが
活性化した際に見られる NF-κB シグナル伝
達関連タンパク質である RIP のポリユビキ
チン化が、Subquinocin処理によって増加し
ていた（図 4B）。 
この Subquinocin による NF-κB 経路の活
性化が、細胞内における CYLDの活性阻害に
依存することを調べるために、CYLD を
CRISPR-Cas9 で ノ ッ ク ア ウ ト し た
HEK293T 細胞（CYLD-KO）を作製し、
Subquinocin による NF-κB 活性化の有無に
ついて調べた。その結果、CYLD-KO細胞で
は、野生型の細胞で見られた Subquinocinに
よる NF-κB 活性化が認められなかったこと
から（図 4C）、Subquinocinは細胞内でCYLD
を阻害することで、NF-κB経路を活性化して
いる可能性が強く示唆された。 

 
以上の結果より、申請者が同定した

Subquinocinは、USPファミリーに特異的な
阻害剤であることから、当初予定した CYLD
の活性のみを特異的に阻害する化合物の取
得には至らなかった。しかし、背景で述べた
ように、NF-κB活性化経路を制御する DUB
は CYLD・OTULIN・A20 の３つであるが、
OTULINとA20はUSPファミリーではない
ため、本研究で同定した Subquinocin は、
CYLD を標的とした NF-κB 経路解析の有用
なケミカルプローブとして実用可能である
と考えられる。また、これまでに、様々な
DUB 阻害剤が多くの研究グループから発表
されており、その一部は市販化されているも
のの、そのほとんどは特異性が低く、ファミ
リー間を超えて阻害することが明らかとな
っている 3。そのため、USPファミリーのみ
に阻害効果を示す Subquinocin は非常に有
用な研究ツールであると言える。 
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