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研究成果の概要（和文）：ユビキチン修飾系は分解のみならず、多様な様式でタンパク質の機能を制御する翻訳
後修飾系である。本研究は新学術領域【ユビキチン制御】の計画研究の１つとして、研究代表者が発見した直鎖
状ユビキチン鎖(M1鎖)の生理学的、病理学的役割、選択的M1鎖生成メカニズム、M1鎖生成阻害剤の免疫疾患治療
薬としての可能性等を検索した。その結果、１．M1鎖はB細胞の機能発現に必須であること、２．M1鎖を選択的
に生成する酵素と切断酵素が複合体を形成していること、３．M1鎖がB細胞リンパ腫の発症に関与すること、
４．肺日和見感染症の原因真菌、アスペルギルスはM1鎖生成抑制して感染を成立させること等を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin conjugation system is one of the most important reversible 
post-translational modification system that regulates functions of proteins in a wide variety of 
ways. This is one of the eight research projects of New aspect of the ubiquitin system : its 
enormous roles in protein regulation an research area of Grant-in-Aid for Scientific Research on 
Innovative Areas. Pathophysiological roles of the ligase that generate M1-linked chain and mechanism
 underlying M1-chain generation was studied. Then, I found that 1. M1-chains are essential for the 
function of B lymphocytes, 2.the ligase (LUBAC) and de ubiquitinating enzymes (OTULIN and CYLD) that
 are specific for M1-linked chains always form complex and tune strength of NF-kappaB activation 
elicited by M1-chains, M1-chains are involved in the oncogenesis of B cell lymphomas, and 
Aspergillus, an opportunistic pathogen for pneumonia, infects to lung by suppressing the generation 
of M1-chains. 

研究分野：生体分子医学
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１．研究開始当初の背景 
 
ユビキチン修飾系は分解のみならず、多様な
様式でタンパク質の機能を制御する翻訳後
修飾系である。発見の経緯もあり、「ユビキ
チン」＝「分解」として研究が進展してきた
が、近年では分解以外にも多彩な様式でタン
パク質の機能を制御する翻訳後修飾系であ
ることが明確となっている。細胞内には多様
なユビキチン鎖が存在し、ユビキチン鎖の種
類によってタンパク質の制御様式が異なる。
研究代表者は直鎖状ユビキチン鎖(M1 鎖)を
選択的に生成するLUBACユビキチンリガーゼ
を発見した。LUBAC は活性中心サブユニット
である HOIP と、２つのアクセサリーサブユ
ニットである HOIL-1L、SHARPIN から構成さ
れている。代表者らはこれまで LUBAC による
M1 鎖生成が種々の刺激依存的な NF-κB活性
化に関与することを報告してきた。 
  
２．研究の目的 
 
本研究は新学術領域【ユビキチン制御】の計
画研究の１つである。同領域研究では多様な
ユビキチン修飾：ユビキチンコードによる多
彩な細胞機能制御機構の解明を柱の１つと
しており、本研究はその一環として、研究代
表者が世界に先駆けて同定した直鎖状ユビ
キチン鎖(M1 鎖)の生理学的、病理学的役割、
選択的 M1 鎖生成メカニズム、M1 鎖生成阻害
剤の免疫・アレルギー疾患治療薬としての可
能性等を検索した。さらに、今後のユビキチ
ン研究の必須なインフラ整備にも貢献する
ことを目指した。 
 
３．研究の方法 
 
1．研究代表者らは HOIP のコンディショナル
ノックアウトマウス、HOIL-1L ノックアウト
マウス、SHARPIN の自然変異マウスである
cpdm マウスを開発、導入しており、それらの
マウスを用いて、LUBAC、直鎖状ユビキチン
鎖の生理学的、病理学的役割を解析した。 
 
２． LUBACを構成するHOIP、HOIL-1L、SHARPIN
には多様なドメインが存在している(図)。そ
れらのドメインの役割を解析するために、そ
れらのドメインの欠失、活性喪失変異体を作
製し、LUBAC サブユニット欠失細胞などに導
入し、それらの機能解析を推進した。とりわ
け本研究では HOIP の N末端領域に存在する
PUB ドメインを中心に解析を推進した。 

図 LUBAC サブユニットのドメイン構造 
 
３．直鎖状ユビキチン鎖は研究代表者が発見
したユビキチン鎖であり、解析に必要な試薬
が不足している。そこで、ユビキチン間結合
部位のペプチドをマウスに免疫し、直鎖状ユ
ビキチン鎖を選択的に認識するモノクロー
ナル抗体の樹立を進めた。 
 
４．研究成果 
 
1. 直鎖状ユビキチン鎖によるNF-κB活性化
機構の生理的および病理的役割の解析 
a) 直鎖状ユビキチン鎖 の Bリンパ球の発生
分化、機能に果たす役割 
B リンパ球の発生分化、機能発現には NF-κB
の関与が知られている。そこで B細胞特異的
に HOIP のユビキチンリガーゼ活性中心を欠
損したマウスを作製し、B 細胞における直鎖
状ユビキチン鎖の役割を検索した。B 細胞は
大きく 2種に分類される。直鎖状ユビキチン
鎖が全く生成できなくても、その 1種である
コンベンショナルなB細胞の分化は正常であ
った。しかし、抗体産生機能はほぼ消失する
など、その機能は強度に障害されていた。ま
た、亜群とも考えられるもう１つの B細胞で
ある B1 細胞の分化異常があることを報告し
た。また、HOIP 欠損マウスは胎生 11.5 日で
死亡することを見出した。 
 
b) SHARPIN 欠損による自己炎症、免疫不全発
症の分子メカニズムの解析 
LUBAC の２つのアクセサリーサブユニットの
うち、HOIL-1L 欠損マウスは顕著な症状を呈
さないが、SHARPIN を欠損した cpdm マウスは
慢性皮膚炎などの多彩な慢性炎症症状と免
疫不全を呈する。そのメカニズムの解析を目
指し、SHARPIN を欠損した cpdm マウスと
HOIL-1L ノックアウトマウスの交配実験を進
めた。HOIL−１L KO マウスに cpdm 遺伝子座を
へテロで有しても、自己炎症等の症状は発症
しなかったが、cpdm マウスに HOIL-1L 変異
遺伝子座を１つ導入すると cpdm マウスの症
状が増強した。HOIL-1L 変異遺伝子座の導入
で LUBAC の量が減少するので、SHARPIN の欠
損によって自己炎症等の症状が発症するこ
と、LUBAC の量が症状の強度を既定している



と考えられた。また、SHARPIN の欠損によっ
て症状は生じる理由としては、SHARPIN の欠
損がHOIL-1Lの欠損よりも細胞を種々の刺激
依存的な細胞死により高感受性にすること
によると考えられた。 
 
c) LUBAC の免疫系における役割の解析 
NF-κB活性化、細胞死抑制は免疫系の機能に
深く関与しているので、すでに樹立していた
遺伝子改変マウスに加え、新規に遺伝子改変
マウスを作製し、免疫系における役割を中心
に解析を進めた。まだ成果発表には至ってい
ないが、免疫系での LUBAC の新機能も見出し
ている。 
 
２．LUBAC リガーゼによる直鎖状ユビキチン
鎖生成調節機構とその異常による疾患発症
の解析 
 
a)直鎖状ユビキチン鎖生成酵素(LUBAC)と切
断酵素(OTULIN、CYLD)の相互作用による直鎖
状ユビキチン鎖が惹起する反応の精巧な制
御機構の発見 
前述の様にLUBACリガーゼ複合体は活性中心
の HOIP と２つのアクセサリーサブユニット
HOIL-1LSHARPIN から構成される。図に示す様
にそれぞれのサブユニットには多種のドメ
インが存在するが HOIP の N末端に存在する
PUBドメインはPNGase等にも存在し、VCP/p97
結合ドメインとして報告されていた。
VCP/p97 は複数のユビキチン結合タンパク質
と相互作用しており、ユビキチンン修飾系と
の機能連関も示唆されていたので、HOIP の
PUB ドメインの機能解析を推進した。PUB ド
メインのVCP結合に必須であるアミノ酸を変
異させた HOIP を発現させた細胞では野生型
HOIP を導入した細胞に比べ、NF-κB活性化
が亢進していた。そこで、細胞内の直鎖状ユ
ビキチン鎖の量を本研究で樹立した抗直鎖
状ユビキチン鎖抗体(詳細は後述)で検出し
たところ、PUB ドメイン変異 HOIP を導入した
細胞では直鎖状ユビキチン鎖の量が著増し
ていた。領域内共同研究として計画研究 07
の佐伯と共同で質量分析解析を行い、直鎖状
ユビキチン鎖選択的な脱ユビキチン化酵素
である OTULIN と CYLD が PUB ドメイン結合タ
ンパク質として同定された。PUB ドメインを
介して直鎖状ユビキチン鎖を生成する酵素
と切断する酵素が相互作用しており、刺激依
存的な NF-κB活性化の強度を fine に調節し
ていることを明らかにした。 

本成果はイギリス、アメリカのグループによ
る OTULIN 変異によって、免疫応答を終息で
きないタイプの免疫不全を発症することの
基礎を提供した。 
 
b) アスペルギルスの病原性因子であるグリ
オトキシンがLUBAC阻害剤であることの発見 
NF-κBは炎症性疾患やある種の腫瘍発生へ
の関与が示唆されている。LUBAC による直鎖
状ユビキチン鎖形成は NF-κBに選択性が高
いので選択的 NF-κB抑制剤の優れたターゲ
ットであると考えられており、LUBAC の酵素
活性を指標に LUBAC 阻害剤の開発を進めた。
その結果、グリオトキシンを阻害剤として同
定した。グリオトキシンはアスペルギルスの
病原性因子である。アスペルギルスは肺日和
見感染の病原性真菌なので、LUBAC を阻害す
ることで病原微生物が感染を成立させるこ
とを報告した。本研究は、その後病原微生物
が毒素等でLUBACの機能を抑制して感染を成
立させることを示す研究の端緒となった。 
 
c) LUBAC が B細胞リンパ腫発症に関与するこ
との発見 
B細胞リンパ腫ではNF-κBの活性亢進が示唆
されている。本研究で米国 NIH の Staudt 博
士らと共同で、ABC タイプのびまん性大細胞
型 B細胞リンパ腫(ABC DLBCL)で LUBAC の活
性を亢進させる HOIP の SNP が集積し、LUBAC
の発現を抑制することで ABC DLBCL 細胞株の
増殖を抑制出来ることを見出した。 
 
３．直鎖状ユビキチン鎖を選択的に認識する
モノクローナル抗体の樹立 
 
本新学術領域研究の目的の１つは今後のユ
ビキチン研究の必須なインフラ整備である。
研究代表者は自らが発見した直鎖状ユビキ
チン鎖を簡便に検出できるように、同ユビキ
チン鎖を選択的に識別するモノクローナル
抗体の樹立をを進め、成功した。同抗体は有
用であり、２−a)で記載した HOIP の PUB ドメ
インの機能解析に大きく貢献した。樹立した
抗直鎖状ユビキチン鎖はすでに市販されて
おり、研究コミュニティーに広く利用されて
いる。 
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