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研究成果の概要（和文）：1. p47はNEMOをリソゾームで分解させることでNF-kBを負に制御する。2:ヒト白血病ウイル
スTaxによるNF-kB活性化にはK63型ユビキチン鎖の形成が必須である。3: 悪性乳がんで非がん幹細胞におけるNF-kBがJ
AG1を発現誘導してがん幹細胞を刺激することで幹細胞を維持している。またNF-kBの恒常的活性化がTMOD1を発現誘導
し癌の浸潤性を高める。4. RelB-Venusノックインマウスを作成しRelBを時空間的な活性化を解析するシステムを確立
した。

研究成果の概要（英文）：1. p47 inhibits NF-kB activation by inducing degradation of NEMO in lysosome. 2. 
NF-kB activation by HTLV-1 Tax protein requires generation of K63-linked polyubiquitin chains. 3. NF-kB 
activation in non-cancer stem cells induces expression of JAG1, which in turn stimulates cancer stem 
cells to increase stem cell population. NF-kB activation also induces expression of TMOD1, which leads to 
induction of MMP13, a protease that degrades extracellular matrix. 4. RelB-Venus knock-in mice is a tool 
to analyze spatiotemporal regulation of RelB.

研究分野：分子生物学

キーワード： 翻訳後修飾　シグナル伝達　疾患　数理モデル　構造生物学　ユビキチン
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１．研究開始当初の背景 

転写因子 NF-B は、通常その抑制因子 IB に
より細胞質に係留され不活化されているが、
サイトカイン等の活性化シグナルにより IB

のリン酸化とそれに続く Lys48 型ポリユビキ
チン化により IBがプロテアソーム依存的に
分解されることで、NF-B が核移行し標的遺
伝子の発現が誘導される。また IB をリン酸
化する IB kinase 複合体の活性化には、タン
パク質の Lys63 型ポリユビキチン化を介した
シグナル複合体形成が必要であると考えら
れている。さらに、近年、NEMO の直鎖型ポ
リユビキチン化が NF-B 活性化に関与する
ことを報告された。しかし、これらポリユビ
キチン鎖を介した NF-B シグナルの制御機
構については報告間で矛盾点も多く、解明す
べき問題点が残されている。また、多様な腫
瘍や疾患において、NF-B の活性化異常が発
症や進行に関与していることが報告されて
いるがその詳細な機構は明らかでない。さら
に、本領域項目 A01 の他の計画班員が扱う経
路においても未知の翻訳後修飾による制御
機構の存在が予想され、その解明は新たシグ
ナル制御機構の解明につながる。 

 

２．研究の目的 

以上の学術的背景をもとに、以下の研究目的
を提唱する。 

目的（１）NF-B 活性化シグナルにおけるユ
ビキチン化の役割と疾患発症との関連を解
明する。 

目的（２）成人 T 細胞白血病(ATL)の原因ウ
イルス HTLV-I の癌タンパク質 Tax による
NF-B活性化におけるユビキチン化の役割と
白血病発症との関連を解明する。 

目的（３）癌細胞における NF-B 恒常的活性
化およびそれによる癌悪性化の分子機構を
解明する。 

目的（４）NF-B 活性化シグナルを時空間的
に可視化する技術基盤の開発する。 

目的（５）A01 他計画班員との共同研究とし
ての質量分析を実施する（研究分担者尾山が
担当）。 

 

３．研究の方法 

上記目的ごとに方法を記載する。 

（１）NF-B 活性化におけるユビキチン化の
役割と疾患発症：活性化 IKK 複合体を細胞か
ら精製し、質量分析によりその構成因子を同
定する。それらの中から IKK の活性制御にユ
ビキチンを介して関与するタンパク質を明
らかにしその作用機構と疾患との関係を解
明する。また A03市川班と連携してのシグナ
ル複合体形成の数理モデルをもとにした
NF-B の活性化モデルを提唱する。 

（２）HTLV-I Tax による NF-B 活性化の分子
機構と白血発症：これまでに確立した無細胞
系 Tax 依存的 IKK 活性化システムを用いて、
活性化に関与する宿主因子を同定しユビキ
チン鎖の関与について解明する。 

（３）NF-B 恒常的活性化と癌悪性化の分子
機構： 悪性乳癌における恒常的 NF-B 活性
化によって発現誘導される遺伝子の中で癌
細胞の悪性化に関与するものを同定しその
作用機構を解明する。 

（４）NF-B 活性化シグナルの時空間的可視
化：作製した RelB-Venus ノックインマウスの
細胞を用いて NF-B のサブユニットである
RelB の刺激依存的挙動に関する時空間的解
析系を確立し、細胞特異的な挙動について解
明する。 

（５）領域内共同研究としての質量分析：計
画班が研究対象とするシグナルにおいて翻
訳後修飾を介して制御する分子を質量分析
により同定する。 

 

４．研究成果 
研究目的ごとに成果を記載する。 
（１）ポリユビキチン鎖を介し NF-B を負に

制御する p47の同定 

NF-B の詳細な制御機構の解明のため、質量
分析を担当する A01 尾山との連携で、活性化
IB キナーゼ(IKK)複合体に結合するタンパ
ク質として p47 を同定した。p47は UBAドメ
インを介して Lys63 型や直鎖状ユビキチン鎖
に結合する性質を持ち、刺激依存的にユビキ
チン化 NEMO（IKK 複合体の構成因子）に結
合した。さらに p47 に結合した NEMOはリソ
ゾームで分解され、NF-B の活性化が負に制
御されることが明らかとなった（図１）。従
来の負の制御因子が活性化の持続時間を抑
制するのに対して p47は活性化のレベルを抑
制する新たな制御機構を担う因子と考えら
れた。また、NF-B の恒常的活性化が腫瘍の
生存に必須なATL腫瘍細胞において p47の発
現が抑制されいることを見出した。Shibata Y. 

et al. Nat. Commun. 3, 1061 (2012). 

また、市川班と連携して NF-B の核内濃度振
動に関する 3D シミュレーションの成功した。
Ohshima, D. et al. PLoS ONE 7:e46911(2012) 

（２）Jurkat T 細胞の S-100分画に Taxを加え
ると IKK の活性化が誘導されるのに対して
S-100 から精製した IKK 複合体に Tax を加え
ても活性化は誘導されなかったことから Tax

は IKK 以外の宿主細胞因子を要求すること
が明らかになった。また、Lys63 型ユビキチ

図 1: p47による NF-B の抑制機構 



ン鎖の合成を抑制すると IKK 活性化が抑制
されることから E2 として Ubc13 が関与する
ことが明らかになったが E3 の分子種は種々
の E3 欠損細胞を用いて解析したが同定でき
なかった。Shibata, Y. et al. J. Biochem. 150, 

679-686 (2011). 

（３）悪性度の極めて高いトリプルネガティ
ブ（TN）型乳癌の癌幹細胞の維持における
NF-B活性化の役割を解析した。その結果TN

型乳癌の中の Basal 型乳癌では癌幹細胞の割
合が NF-B によって制御されていることを
見出し、癌幹細胞自体の NF-B 活性化が重要
なのではなく、周囲の非幹癌細胞の NF-B 活
性化が重要であることが明らかとなった。さ
らに解析を進め Notchシグナルのリガンドの
1 つである JAG1 が NF-B 活性化により非癌
幹細胞で発現誘導され、それが癌幹細胞の
Notch を刺激することで癌幹細胞の自己複製
が促進されていることを見出した（図２）。

Yamamoto, M. et al Nat. Commun. 4, 2299 

(2013). 

 

また、乳癌細胞において NF-B によって恒常
的に発現誘導されている遺伝子として
Tropomodulin 1 (TMOD1)を同定した。TMOD1

は-Catenin を活性化することで細胞外マト
リックスを分解する MMP13 を発現誘導し癌
細胞の浸潤能を活性化することを明らかに
した（図３）。Ito-Kureha, T. et al. Cancer Res. 75, 

62–72 (2015). 

 

（４）NF-B の非定型経路で活性化される
RelB の時空間的制御を解析するために
RelB-Venus を RelB 遺伝子座から発現するノ
ックイン(KI)マウスを作成した。KIマウスは、
RelB 欠損マウスで見られるリンパ器官を中
心とする異常が観察されないことから
RelB-Venus 融合タンパク質は野生型 RelB と

機能的に等価であることが明らかとなった。
KI マウスから種々の細胞を調製し、リンホト
キシンや Tweak で刺激をすると RelB-Venus

の核移行が観察された。即ち NF-B の非定型
経路の可視化に成功し今後 RelB の時空間的
解析は可能になった。また、樹状細胞を解析
したところ RelB

–
, RelB

low
, RelB

highの３集団が
存在し RelB

lowでは RelB が細胞質に RelB
high

では核に移行していた。RelB
lowはこれまでに

報告されていない樹上細胞分化過程の中間
段階の細胞集団と考えられる。Seki, T. et al. J. 

Biochem. 158, 485-495 (2015). 

（５）計画班との連携については、１）に記
載した p47の同定の他に、徳永班と新規直鎖
状ユビキチン結合ドメインをプローブとし
た LUBAC 基質候補の探索、高橋班と Akt

以外のキナーゼによる Girdin リン酸化部位
の同定など計 17 件の連携を進めた。公募班
とは５年間で計 13件の連携を進めた。 
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