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研究成果の概要（和文）：ネクロプトーシス刺激後のGFP-LC3分子複合体を解析した。いくつかのLC3分子複合体
を形成する新規候補分子を同定することができ、腸管上皮を用いた検討ではHADHAを同定した。パルミチン酸誘
導性オートファジーが腸上皮のパルミチン酸誘導性細胞死を回避する方向で機能している可能性が示唆された。
また、オートファジーにて基質認識に使用されるユビキチン鎖を解析するため、鎖特異的にポリユビキチン化を
動的に可視化する独自技術を開発した(PolyUb-FC)。この技術を用いて、ネクロプトーシスの中心分子である
RIPK3の可視化を試みたところ刺激誘導性に共局在することが判明した。

研究成果の概要（英文）：To identify novel GFP-LC3-interacting proteins in intestinal epithelial 
cells (IECs), we performed immunoprecipitation with a GFP antibody and then analyzed co- 
immunoprecipitates by mass spectrometry. HADHA was identified as an LC3-interacting protein. Given 
that HADHA catalyzes the last three steps of mitochondrial beta-oxidation of long-chain fatty acids,
 we investigated whether long-chain fatty acids induce autophagy. We found that palmitic acid- 
induced autophagy supports the survival of IECs. 
Ubiquitination is frequently a prerequisite for substrate recognition and determines selectivity in 
autophagy. We developed a polyubiquitin-mediated fluorescence complementation (PolyUb-FC) assay.  
The PolyUb- FC assay has the advantage that chain-specific polyubiquitination can be directly 
visualized in living cells without using antibodies. We applied the PolyUb-FC assay to examine RIPK3
 polyubiquitination. We demonstrated that RIPK3 colocalized with PolyUb-FC.

研究分野： 消化器内科
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１．研究開始当初の背景 
⽣体の恒常性維持には、細胞の増殖や分化だ
けでなく細胞の死が重要な役割を担ってい
る。発⽣や⽼化の過程で不要となった細胞や
⽣体にとって有害な細胞は、細胞死により排
除される。また、細胞死制御が腫瘍化に重要
であるだけでなく、この死細胞が、免疫応答、
炎症、修復、再⽣、線維化といった⽣体応答
の起点となっていることが明らかになりつ
つある。この⽣命活動にとって必須な細胞死
の⼀つとして、細胞に内在する精緻な分⼦機
構により能動的に実⾏されるネクロプトー
シスが明らかとなっている。しかし、ネクロ
プトーシスは Caspase-8 の機能抑制もしくは
Caspase-8 分解された場合に RIPK3 分⼦複合
体（Necrosome）を介して機能することが明
らかになっているが、ネクロプトーシス回避
の分⼦機構は未だ不明である。 
 
２．研究の⽬的 
細胞の⽣死は厳密に制御されており、同制御
の破綻は腫瘍化のみならず炎症惹起にも直
結する。クローン病パネート細胞においても
ネクロプトーシスが認められるが、ネクロプ
トーシス回避機構は未だ不明である。申請者
はリンパ球においてオートファジーがネク
ロプトーシス回避機構になっている可能性
を⾒いだした。本研究ではこの成果に基づい
て、ネクロプトーシス誘導シグナルからオー
トファジーが誘導される分⼦機構、オートフ
ァジーがネクロプトーシス回避に働く分⼦
機構を明らかにすることを⽬的とする。 
 
３．研究の⽅法 
(1)オートファジー関連分⼦の同定 
GFP-LC3 発現 MEF もしくは GFP-LC3 マウ
スから腸管上⽪細胞を抽出する。細胞を lysis
し た の ち GFP 抗 体 に て 免 疫 沈 降 し
SDS-PAGE にて電気泳動、ゲルを CBB 染⾊
した。バンドを切り出し、MALDI-TOF/ 
LC-MS にてタンパク質を同定した。 
 
(2)オートファジーの検定 
オートファジーは LC3 の免疫染⾊、LC3II
のウエスタンブロットにて検討した。細胞死
検討のため⽣細胞を MTS 法で検討した。 
 
(3) ユビキチン可視化システム（PolyUb-FC）
の樹⽴ 
monomeric Kusabira-Green(mKG)の遺伝⼦
の N 末、C 末に Ub を結合させ、４つの組み
合わせを細胞内に遺伝⼦導⼊し BiFC による
蛍光強度から最適な組み合わせを同定した。
その組み合わせにて、ユビキチンのリジンを
変異させた K0 を作成した。 
 
４．研究成果 
(1)ネクロプトーシス刺激にて LC3 に誘導性
に結合する分⼦の同定。 
ネクロプトーシス誘導シグナルからオート

ファジーが誘導される分⼦機構、オートファ
ジーがネクロプトーシス回避に働く分⼦機
構を明らかにするため、GFP-LC3 分⼦複合
体を解析した。GFP-LC3 マウスから樹⽴し
た MEF を⽤いてネクロプトーシス刺激によ
るオートファジー誘導の最適条件を検討し
た。GFP-LC3 発現 MEF に対してネクロプト
ーシス刺激を⾏い、GFP にて免疫沈降し、
SDS-PAGE 後 CBB 染⾊を⾏った。ネクロプ
トーシス刺激による誘導性バンドを複数認
めた。LC3 に誘導性に結合する分⼦として、
CALD1,TPM1,ML21B などを同定した。  
 
(2)GFP-LC3マウスの腸管上⽪を⽤いてLC3
結合分⼦を同定。 
腸管上⽪細胞は⾷事抗原に⽇々さらされて
いる。腸管上⽪細胞においてネクロプトーシ
ス及びオートファジーの重要性は認められ
ている。ネクロプトーシス回避の分⼦機構を
明らかにするため GFP-LC3 マウスの腸管上
⽪を⽤いて LC3 結合分⼦を検討した。腸管上
⽪を分離し GFP にて免疫沈降し LC3 結合分
⼦として HADHA を同定した。HADHA は
⻑鎖脂肪酸のミトコンドリアβ酸化を触媒
することから、⻑鎖脂肪酸が腸上⽪において
オートファジーを誘導する可能性を検討し
た。その結果、代表的な⻑鎖脂肪酸であるパ
ルミチン酸が腸上⽪細胞株においてオート
ファジーを誘導することを⾒いだした(図１)。
パルミチン酸が腸上⽪において細胞死を誘
導し、オートファジー阻害剤により細胞死が
増強することも明らかにした。このことから、
パルミチン酸誘導性オートファジーが腸上
⽪のパルミチン酸誘導性細胞死を回避する
⽅向で機能している可能性が⽰唆された。 

 
       

図１  
パルミチン酸によるオートファジー誘導 
 
(3) ユビキチン可視化システム PolyUb-FC
の樹⽴ 
ネクロプトーシス誘導シグナルからオート
ファジーが誘導される分⼦機構やオートフ
ァジーがネクロプトーシス回避に働く分⼦
機構を明らかにするため、オートファジーに
て重要なユビキチン鎖を解析した。研究代表
者は細胞死シグナルにおけるユビキチン解
析を⾏ってきた(Nature 2009, Nat. Immunol. 
2015)。ポリユビキチン鎖は結合様式により 8
種類あるが、ネクロプトーシスに際し如何な
るユビキチン鎖を誘導しているかは不明で



あった。これまでポリユビキチン鎖について
in vitro および in vivo で可視化解析し得る系
が存在せず解析が困難であったことも１つ
の要因である。鎖特異的抗体は動的解析でき
ず、Ub-GFP とセンサータンパク質は鎖状に
なる前から蛍光標識されている。そこで、鎖
特異的にポリユビキチン化を動的に可視化
する技術を蛍光蛋⽩質再構成法（bimolecular 
fluorescence complementation, BiFC）を⽤い
て開発した(PolyUb-FC)。予め２つに分割し
た 蛍 光 タ ン パ ク 質 monomeric Kusabira- 
Green(mKG)の遺伝⼦に、ユビキチン遺伝⼦
をそれぞれ融合させ、ユビキチンが相互作⽤
すると、分割した mKG の断⽚が近接により
再構成され蛍光能を回復し、相互作⽤を蛍光
シグナルとして検出することができた。この
蛍光がユビキチン結合によるものであるこ
とを⽰すため、ユビキチン結合に使⽤される
リジンを全て変異させた K0 を作成したとこ
ろ 蛍 光 が 消 失 し た 。 こ の こ と か ら 、
PolyUb-FC の蛍光はリジンを介したユビキ
チン結合によると考えられた（図２）。 

図２、PolyUb-FC による可視化 
 
(4)PolyUb-FC による応⽤ 
次に鎖特異的な蛍光を検討するため、K63 の
み、K48 のみ結合できる変異体を作成し可視
化することに成功した。さらに PolyUb-FC
を⽤いて、K33 鎖結合型の可視化に世界で初
めて成功し、オートファジーアダプター分⼦
p62 との共局在を明らかにした。この技術を
⽤いて、ネクロプトーシスの中⼼分⼦である
RIPK3 の可視化を試みたところ刺激誘導性
に RIPK3 と PolyUb-FC が共局在することが
判明した。 
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