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研究成果の概要（和文）：脱ユビキチン化酵素(DUB)はユビキチン修飾を介した生理機能発現を負に制御するプ
ロテアーゼで、ヒトでは約100種存在する。本研究では我々が同定したLUBACユビキチンリガーゼを介したNF-κB
シグナル抑制に関与するDUBの機能を解析した。その結果、LUBACはTNF-α誘導性アポトーシスに伴ってHOIPサブ
ニットが限定分解を受け、そのN末端側断片にNF-κB活性を抑制するDUBであるOTULINやCYLD-SPATA2複合体が結
合すること、一方、C末端側断片はユビキチンリガーゼ活性を保持し、アポトーシスの過程で基質タンパク質
（FADDやNEMO）の直鎖状ユビキチン化が減弱することを見出した。

研究成果の概要（英文）：The deubiquitinating enzymes (DUBs) are proteases to antagonize ubiquitin 
modification system, and human genome encodes ~100 DUBs. In this study, we tried to identify DUBs, 
which regulate LUBAC- and linear ubiquitination-mediated NF-κB activation pathway. We found that 
HOIP is predominantly cleaved by caspase upon TNF-α-induced apoptosis. The N-terminal fragment of 
HOIP binds with DUBs, such as OTULIN and CYLD-SPATA2. In contrast, the C-terminal fragment of HOIP 
retains NF-κB activity, and linear ubiquitination of NEMO and FADD decreases upon apoptosis. These 
results indicate that caspase-mediated cleavage of HOIP divides critical functional regions of HOIP,
 and that this regulates linear (de)ubiquitination of substrates upon apoptosis.

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチンは 3種の酵素活性(E1、E2、E3)
によって標的タンパク質に付加される翻訳
後修飾因子で、多様な連結様式のポリユビ
キチン鎖を生成することで、タンパク質分
解、シグナル伝達、DNA 修復、エンドサイ
トーシスなど多彩な生理機能を調節する。
研究代表者は、HOIL-1L、HOIP、SHARPIN の
サブユニットからなるユビキチンリガーゼ
複合体(LUBAC)がユビキチンの N 末端を介
して新規「直鎖状ユビキチン鎖」を生成し、
免疫や炎症応答に中枢的な役割を果たす
NF-kB シグナル経路を活性化することを見
出した（Tokunaga F. et al., Nature Cell Biol, 
2009; Tokunaga F. et al., Nature, 2011）。さ
らに、この経路を抑制する脱ユビキチン化
酵素(DUB)として、A20 と CYLD を同定し、
A20 は C 末端 ZF7 領域が直鎖状ユビキチン
に特異的に結合することで NF-kB 活性化を
強く抑制することを示した(Tokunaga F. et 
al., EMBO J, 2012)。また、CYLD が K63 と直
鎖状ユビキチン鎖の両方を分解する構造基
盤とシグナル伝達への影響を解明した
(Sato Y. et al., Nat Struct Mol Biol, 2015)。	
現在、DUB による脱ユビキチン化はシグナ
ル伝達制御に重要であることが広く認識さ
れ、創薬の標的となっている。ヒトには約
100種の脱ユビキチン化酵素(DUB)が存在し、
ubiquitin C-terminal hydrolase (UCH) 、
ubiquitin-specific protease (USP) 、 ovarian 
tumour protease (OTU) 、 Josephins 、
JAB1/MPN/MOV34 (JAMM/MPN+)に分類
されている。UCH、USP、OTU、Josephins
は Cys プロテアーゼであるが、JAMM/MPN+
ファミリーは亜鉛（金属）プロテアーゼで
ある。我々は独自にヒト全 DUB の cDNA をク
ローニングするなど準備を進めてきた。こ
れまで、直鎖状ユビキチン鎖生成を介する
NF-kB活性化を抑制するDUBとしては、我々
も解析した A20、CYLD に加えて Komander ら
によって同定された OTULIN(Keusekotten K 
et al. Cell, 2013)が存在するが、NF-kB 経路や
IFN 産生経路を制御する DUB の網羅的な探
索は、今後の重要課題である。	
	
２．研究の目的 
	 我々は、ヒト脱ユビキチン化酵素 cDNA
全種を独自に調整しており、本研究ではこ
れらの中から炎症・免疫シグナル制御に深
く関連する新規 DUB を同定し、その阻害剤
を探索することを目的とする。特に、ヒト
全 DUB から NF-kB 経路とインターフェロン
(IFN)産生経路の制御に関わるものの同定
を目指し、LUBAC による直鎖状ユビキチン
鎖生成を介した NF-kB 抑制に関与する DUB
を網羅的に探索する。さらに、同定された
DUB に対する阻害性化合物を探索し、生化

学・細胞生物学的に解析する。これらの研
究から、炎症・免疫シグナルに関与する新
規因子を同定し、その阻害剤同定から新た
な研究試薬及び将来的な創薬シーズを見出
すことを到達目標とする。	
	
３．研究の方法 
我々が独自に調整したヒト全 DUB	cDNA を
用いて、NF-kB、MAP キナーゼ、IFN 産生経
路など炎症・免疫シグナルを制御する DUB
をルシフェラーゼ法にて探索する。制御活
性化が認められた DUB は、ユビキチン鎖分
解特性やドメイン機能を解析し、シグナル
伝達制御の分子基盤を解明する。さらに、
DUB 活性を抑制する化合物をアルファスク
リーン法にて探索し、化合物展開すること
で、より選択的で阻害効果が高く、細胞毒
性の低い化合物を選択する。	
	

４．研究成果	
（１）optineurin(OPTN)の直鎖状ユビキチン結
合性とその不全による筋萎縮性側索硬化症 
OPTN は、NF-kB 活性化経路において重要な
酵素である IkB キナーゼの制御因子（NEMO）
に高い相同性を示すタンパク質で、NF-kB
活性やインターフェロン産生経路を抑制す
ること、オートファジー（細胞内の自食作
用）を制御すること、細胞内膜輸送に関わ
ることなどが報告されている。さらに、OPTN
遺伝子の変異は、原発開放隅角緑内障
(POAG)や筋萎縮性側索硬化症(ALS)などの
神経変性疾患を引き起こすことが報告され
ている。しかし、OPTN がなぜ二つの異なる
疾患を発症するのか、そのメカニズムにつ
いては不明である。そこで、我々はこれま
でに見出された POAG を発症する変異体(6
種)と ALS を発症する変異体(5 種)を作製し、
包括的に NF-kB 活性制御や直鎖状ユビキチ
ン鎖結合との連関を解析した（図 1A）。	
その結果、POAG 型 OPTN 変異体は野生型同
様、強く NF-kB 活性を抑制するが、ALS 型
変異体の多くは NF-kB 活性抑制能を喪失し
ていることを突き止めた（図 1B）。これら
は、UBAN ドメインの欠損やアミノ酸置換に
起因しており、OPTN の NF-kB 阻害活性に
UBAN ドメインが重要であり、その機能破綻
が ALS 発症に関連することが示唆された。
そこで、UBAN ドメインと直鎖状ユビキチン
鎖との結合を明らかにするため、共結晶構
造解析を行った。その結果、オプチニュー
リンの UBAN ドメインは二量体を形成し、そ
の両側に直鎖状ユビキチンが結合している
ことを見出した（図 1C）。さらに、ALS 患
者で変異がみられた E478 は直鎖状ユビキ
チン結合に重要なアミノ酸であることが示
された。	



この結果は、OPTN の直鎖状ユビキチン結
合能の喪失が ALS 発症を引き起こす可能性
を示唆する。実際に、OPTN遺伝子変異(Q398X
やE478G変異)を伴うALS患者由来の運動ニ
ューロンの病理染色を行ったところ、これ
らの患者由来標本では直鎖状ユビキチンや
活性型 NF-kB 因子(リン酸化 p65)が細胞質
凝集体に染色されることが見出され（図2）、
細胞死の指標である活性型カスパーゼ 3の
染色も亢進していた。	

これらの結果から、OPTN は生理的には
NF-kB 活性やアポトーシスを抑制し、細胞
の生死に関わる重要なシグナル伝達経路を
制御することが示された（図 3左）。一方、
ALS を引き起こす OPTN 変異では、直鎖状ユ
ビキチン鎖に結合できないため NF-kB 活性
が恒常的に亢進すると考えられる。このた
め、患者の運動ニューロンでは、直鎖状ユ
ビキチンや活性型 NF-kB 因子（P-p65）がサ
イトゾル凝集体に蓄積し、細胞死（アポト

ーシス反応）も亢進すると示唆された（図
3右）。本研究から OPTN の機能不全によっ
て神経炎症の持続的亢進と神経細胞死の促
進がおこり、これが ALS 発症に関わる可能
性が示された。本研究からタンパク質分解
ではなく、炎症惹起に関わる「直鎖状ユビ
キチン鎖」がサイトゾル凝集体に局在し、
神経細胞死に関わるという全く新しい知見
を得た。本研究は、ALS 発症の新たな細胞
機 構 を 示 し た も の と い え 、 Nature	
Communications 誌(文献 10)に掲載され、読
売新聞でも紹介された。	
	
（２）LUBAC のアポトーシスにおける分子切断
と機能制御 
 LUBAC は、炎症性サイトカイン(TNF-α)に
よって引き起こされる外因性アポトーシス
の過程で、HOIP がカスパーゼによって限定
分解を受け、これに伴って N 末端部の脱ユ
ビキチン化酵素(DUB)結合部位を含む活性
抑制的領域と C 末端部ユビキチンリガーゼ
領域に分割されることを見出した。N 末端
領域では、NF-κB 活性を抑制する DUB であ
る OTULIN や CYLD-SPATA2 複合体に結合し、
基質である NEMO や FADD の脱ユビキチン化
を亢進することを見出した。一方、C 末端
領域はユビキチンリガーゼ活性を保持し、
FADD が LUBAC の新規基質であり、アポトー
シスの過程でこれら基質タンパク質の直鎖
状ユビキチン化が減弱することを見出した
（図４）。本研究は、Biochem	Biophys	Res	
Commun 誌に発表した（文献 6）。	
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