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研究成果の概要（和文）：　LRBAはBEACH(Beige and Chediak-Higashi)ファミリーに属する約320kDaの巨大タン
パク質で、B細胞機能異常を伴う免疫不全症の一つであるCVID（分類不能型免疫不全症）の原因遺伝子としても
報告される。本研究では、申請者が独自に見出したLRBAの生理機能として「IFN経路の制御」に着目して解析を
進め、ウイルス感染実験によりLRBAによるIFN経路制御について精査し、新規結合因子を同定した。今後、これ
らの知見をさらにブラッシュアップさせ、研究論文の発表へと繋げて行きたい。

研究成果の概要（英文）：LRBA gene codes a 320 kDa, BEACH (Beige and Chediak-Higashi) family protein,
 and reported as a CVID (common variable immunodeficiency) related gene. Here, we focused on the 
regulation of IFN pathway by the LRBA, and identified that the LRBA negatively regulates poly I:C or
 SeV mediated IFN-activation. Also, we identified several LRBA-binding proteins  to reveal its 
regulating mechanism. Further studies would be needed to publish these new insight.

研究分野：細胞生物学

キーワード： LRBA　IFN経路
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１．研究開始当初の背景 
 研究代表者の所属研究室では、2006 年に
「直鎖状ポリユビキチン鎖」という全く新し
いタイプのポリユビキチン鎖を見出し
(EMBO J  2006)、その分子機構や生理機能に
ついて研究を進めてきた。結果、直鎖状ポリ
ユビキチン鎖形成を担う複合体を同定し
（ LUBAC; linear ubiquitin chain assembly 
complex： Nat Cell Biol 2003; Mol Cell 2005; 
Nat Cell Biol 2009）、このポリユビキチン鎖が
NF-B経路を中心とした免疫制御に必須であ
ること、さらには、その遺伝子異常が慢性皮
膚炎やB細胞リンパ腫などの疾患原因となる
ことを示してきた (Nature 2011; EMBO J  
2012)。 
 研究代表者は 2013 年 4 月に当研究室に赴
任し、研究室のメインテーマである直鎖状ポ
リユビキチン鎖に関する研究に従事してき
た。研究開始当初、研究代表者は、この
LUBACに結合する新規因子として LRBAを
同定し、その細胞機能について研究を進めた。 
 
２．研究の目的 
 LRBA は BEACH (Beige and Chediak 
-Higashi)ファミリーに属する約 320kDa の巨
大タンパク質で、過去に LPS誘導性や免疫細
胞での発現が報告されたことから、新規の免
疫因子と想定される。2012年には、LRBAが
B細胞機能異常を伴う免疫不全症の一つであ
る CVID（分類不能型免疫不全症）の原因遺
伝子としても報告され、さらには CTLA4 タ
ンパク質を制御しアバタセプト(CTLA4-Ig)に
対する治療効果に影響を示すことが明らか
にされるなど、現在、大きな注目を集める新
規の免疫制御因子である。しかしながら、そ
の本質的な生理機能は全く分かっていない。
研究代表者はこれまで、LRBAを新規 LUBAC
結合因子として同定し、複数の細胞シグナル
と関連することを見出してきた。これを受け
本研究では、特に疾患発症・進展との密接な
関連が想定される NF-B経路、細胞死、B細
胞分化の３経路に着目し、LRBAとの分子連
関・動的制御の分子機構解明を進める。NF-B
経路と細胞死制御に関しては、当研究期間内
で各経路における LRBA の具体的な作用点
（タンパク質因子）を特定し、その制御機序
の実体解明を進める。また、B細胞分化に関
しては、LRBA-KO マウスの解析を通じてそ
の生理機能を明らかにし、また、その異常に
伴う CVIDの発症の分子機構に迫る。 
 
３．研究の方法 
(i) LRBAによる NF-B制御の分子機構解析 
 本項目では、LRBAによる NF-B制御に関
して、新規結合因子の探索や細胞レベルの解
析を進める。 
 LRBAは B細胞を含む免疫細胞において重
要な機能を発揮すると想定されるが、一般的
に用いる培養細胞では、免疫組織で特異的に
発現するタンパク質因子を網羅したスクリ

ーニングの実施は難しい。この問題を克服す
るため本項目では、コムギ抽出液による in 
vitro 合成系とタンパク質アレイを利用した
ゲノムワイドなスクリーニングを実施する。
アッセイ系におけるLRBAタンパク質の合成
手法は既に確立済みであり、ライブラリーと
して利用するアレイタンパク質についても、
共同研究を通じて２万以上の遺伝子を網羅
したものを利用予定である。愛媛大学の澤崎
教授と連携しスクリーニングを実施するこ
とで、候補タンパク質を同定し、LRBAとの
相互作用を免疫沈降法など細胞レベルの解
析により確認・評価する。 
 研究初年度は、各因子と LRBAの相互作用
を免疫沈降法などで評価するほか、単独ある
いは LRBAと同時に過剰発現した場合、ある
いは si-RNA 等で発現を抑制した場合の
NF-B経路の動態を、ルシフェラーゼアッセ
イや NF-B ターゲット因子の qPCR、NF-B
シグナル関連因子のリン酸化や分解・切断に
より評価する。これらの解析の結果、LRBA
との相関が見られるものについて、
CRISPR/Cas9法により KO細胞、及び野生型
や変異型を入れ戻した細胞を構築し、次年度
へ向けて解析を進め、シグナル経路における
LRBAの作用点を特定し、具体的な分子機構
の解析に着手する。また、組換えタンパク質
を用いた in vitro解析系を中心に、LRBA制御
における各因子の重要ドメインの評価も進
める。 
 
(ii) LRBAによる細胞死制御の分子機構解析 
 本項目では、LRBAを介した細胞死制御の
分子機構の解析のため、まずは、LRBAと相
互作用する細胞死実行因子の探索を免疫沈
降法により進める。具体的には、TNF刺激を
モデルとして complex II の構成因子である
FADDや RIP1、Caspase8など、complex Iの
RIP1や TRADD、cIAPや TRAFsなどとの相
互作用について検討する。また、LRBA KO
細胞を用いて、complex Iや complex II自体の
形成動態（Nat Rev Mol Cell Biol. 2013）の他、
cFLIP など細胞死と関連する因子の動態を評
価する。これらの解析の結果、LRBAの有無
や細胞生存率との相関が見られるものにつ
いて、CRISPR/Cas9法により KO細胞、及び
野生型や変異型を入れ戻した細胞を構築し、
具体的な分子機構の解析に着手する。LRBA
との同時破壊により、その制御がキャンセル
されるかなど、主に LRBAとの相乗的な機能
に主眼を置いて解析を進めるほか、TNF以外
の刺激(HT1080細胞での Fas刺激による細胞
死など)についても、同様の現象が見られるか
などについて検討する。 
 
(iii) B細胞成熟過程における LRBAの生理機
能解析 
 本項目では LRBA-KOマウスの解析を通じ
て、B細胞形成における LRBAの生理機能に
迫る。既に CRISPR/Cas9法により構築済みの



LRBAヘテロ欠失マウスからホモ欠失体を確
立し、まずは、個体レベルでの評価を進め、
血清中グロブリン値の低下など、ヒトで見ら
れた CVID様病態の再現や、新たな CVIDモ
デルマウスとしての有用性を確認する。また、
B細胞を含む各種免疫細胞の分化・発達段階
を評価するとともに、B細胞や T細胞、マク
ロファージの刺激応答性等について評価す
る。さらに、成熟 B細胞から Germinal Center 
B 細胞、あるいは形質細胞やメモリーB 細胞
への分化段階に着目（Am J Hum Genet. 2012）
し、これらが LRBAの欠損によりどう変化す
るか、また、その変化がどのようなシグナル
経路の異常により生じるのかについて、特に
Blimp1や AKT-Foxo1経路、autophagyに着目
して解析を進める。 
 
４．研究成果 
(i) LRBAによる NF-B制御の分子機構解析 
 まず始めに、LRBAと NF-κB経路との関連
性について調べたところ、LRBAの過剰発現
により NF-κB 経路が僅かに活性化する一方、
ノックダウンでは NF-κB 経路が一部抑制さ
れること、さらに、LUBAC との共導入によ
り相乗的に NF-κB 経路を活性化することか
ら、部分的にではあるが、LRBAは NF-κB経
路を正に制御すると考えられた。 
 また、NF-κB制御に関与する可能性のある
LRBA の新規結合因子として、TRIM31 や
RNF126 などを同定した。TRIM31 は、
RING-Finger、B-box、Coiled-coil の３つのモ
チーフで特徴付けられる TRIMファミリーの
一員で、ユビキチン鎖を合成する E3 活性を
保持し、IFN に応答することなどが報告され
ている（Cell Biol Int 2011）。RNF126 も
RING-Finger ドメインを有する E3 であり、
K48ユビキチン鎖を合成することで特定のタ
ンパク質分解に関与することも報告されて
いる(Mol Cell 2014)。研究代表者は、この
RNF126が LRBAの他に LUBACとも結合す
ることを見出しており、両者の機能を結びつ
けるキーファクターとして機能する可能性
が高い。 
 
(ii) LRBAによる細胞死制御の分子機構解析 
 さらに研究代表者は、LRBAと細胞死経路
との関連性についても解析を進めた。
CRISPR/Cas9法を用いてHeLa細胞や 293T細
胞において LRBAを破壊すると、TNFαによ
り誘導される Caspase-3、8、PARP などのア
ポトーシス関連因子の切断パターンや、細胞
生存率にも大きな変化が見出された。よって、
LRBAはこのような細胞死の制御にも関与す
ると考えられる。 
 
(iii) B細胞成熟過程における LRBAの生理機
能解析 
 まずは、B細胞株の一つである BJAB細胞
で解析を進めたところ、 LRBA 破壊
（CRISPR/Cas9法）によって、NF-κB経路に

大きな変化は見られないものの、B細胞の最
終分化において重要な転写因子 Blimp1 の誘
導が減弱することを見出した。 
 同様にCRISPR/Cas9法により LRBA-KOマ
ウスも作成し、種々の解析を進めた。結果、
これまで報告されているヒトの場合とは異
なり、マウスにおいて LRBA遺伝子を欠損さ
せても、γ-グロブリン値の低下は認められず、
また、抗体産生に重要な腎臓の組織化学解析
においても特に大きな異常は認められなか
った。これらの結果は、本研究の進行中に発
表された、Goodnow ら（Immunol Cell Biol. 
2017）や Jungら（Immunol Cell Biol. 2017）
の報告とも一致し、LRBA-KO マウスはヒト
免疫疾患モデルとしては利用出来ないこと
を示している。 
 
(iv) LRBAによる IFN-経路の制御 
 さらに、構築した各種ツールを用いて種々
の解析を進めた結果、LRBA が IFN-経路に
対して抑制的に機能する可能性を見出した。
polyI:C による IFN-経路の活性化が、
LRBA-KO 細胞では亢進し、入れ戻し細胞で
は親細胞と同程度まで抑制されることを、ル
シフェラーゼアッセイや qPCR、シグナル解
析などにより確認した。また、広島大学の福
士雅也先生との共同研究により、LRBA-KO
細胞に RNA ウイルスの一種であるセンダイ
ウイルス(SeV)を感染させ、IFN-経路の応答
性を評価したところ、LRBA-KO 細胞におい
て IFN-の分泌が大きく亢進することが新た
に見出された。 
 その分子基盤の解明に向けて、免疫沈降法
などにより結合因子の探索を進めた。結果、
LRBA が RNA ウイルスセンサーである
RIG-I-like receptor (RLR)と結合すること、さ
らに、それとは異なるドメインを介して脱リ
ン酸化酵素とも結合し、RLRに脱リン酸化酵
素をリクルートすることで、シグナル伝達を
負に制御する可能性を見出した。さらに、
LRBAと非常によく似たドメイン構造を有し、
脳 特 異 的 に 発 現 し て い る NBEA 
(Neurobeachin)も、RIG-I-like receptor (RLR)と
結合し、IFN-経路に対して抑制的に機能す
ることを見出した。 
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