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研究成果の概要（和文）：TRAF6 によって活性化される NF-B の分子機構及びがん化と悪性

化における NF-B の役割の解明を目的として以下の成果を挙げた。（１）成人 T 細胞白血病ウ

イルス１型の発癌タンパク質 Tax は NF-B を活性化し細胞を無制御な増殖に誘導すると考え

られている。Tax による IKK 活性化は、サイトカインによる活性化とは異なり TAK1 は必要

ではなく、NEMO の K63 型ポリユビキチン化の関与もないことが強く示唆された。これは、

これまでに報告に無い新規な NF-B 活性化機構の存在を示している。（２）IL-1 の無制御な発

現は癌の悪性化に寄与している。IL-1 シグナル依存的に TAK1 が TRAF6 により、K63 型ポリ

ユビキチン化を受けることを発見し、かつ、このポリユビキチン化は TAK1 の活性化に必要で

あることを見出した。更に、MEKK3 が TAK1 の活性化に必要な分子であることを発見し、

TRAF6、TAK1、MEKK3 の 3 分子が IL-1 シグナル依存的な複合体を形成することを示した。

また、TAK1に依存しない Zinc経路がTAK1に依存するRING経路より時間的に遅れてNF-B

を活性化することを明らかにし、TRAF6 による二相性 NF-B 活性化モデルを提唱した。（３）

がんの悪性化に関与する可能性が高い NF-B 標的遺伝子を 25 同定した。（４）NF-B に増殖

が依存する乳癌、肺癌、胃癌細胞株 6 株において、IKKα に依存性が高いことが明らかになっ

た。NF-B の非古典的経路の癌細胞増殖における関与が示唆された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：We aimed to clarify molecular mechanisms of the TRAF6-mediated 

NF-B activation and roles of NF-B in oncogenesis and malignancy. The following results 

were obtained. (1) Oncogenic Tax protein of HTLV-1 activates NF-B to induce 

dysregulated cell growth. In contrast to the cytokine-induced NF-B activation, our results 

strongly suggest that Tax-mediated NF-B activation does not require TAK1 and 

K63-linked polyubiquitination of NEMO. Based on these results we propose a novel model 

of NF-B activation by Tax. (2) Enhanced expression of IL-1 is involved in malignancy of 

cancer. We found that IL-1 stimulation results in TRAF6-catalyzed K63-linked 

polyubiquitination of TAK1, which is essential for TAK1 activation. We further found that 

MEKK3 is an essential upstream activator of TAK1, and TRAF6, MEKK3 and TAK1 form 

signal complexes in an IL-1 stimulation-dependent manner. We propose the biphasic 

NF-B activation model, in which the TAK1-dependent RING pathway precedes the 

TAK1-independent Zinc pathway. (3) We identified 25 NF-B target genes that probably 

involved in cancer malignancy. (4) Six cell lines derived from breast, lung and gastric 

cancers, whose growth depends on NF-kB activation, grow in an IKKdependent manner. 

The result suggests involvement of the non-classical pathway in their proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 

c-Rel がマウスレトロウイルスのがん遺伝子
v-Rel のがん原遺伝子であることや B 細胞性
白血病において NF-B サブユニットの一つ
である p100 が染色体転座を起こしている等、
NF-Bと癌との関係は古くから提唱されてい
た。我々は NF-B の活性制御機構の異常は癌
を含む多くの疾患にも深く関与すると考え、
その答えを得るため、1996 年に NF-B 活性
化シグナルを伝達する TRAF5 と TRAF6 を同
定した。その後 TRAF6 欠損マウスを作成し、
TRAF6 による NF-B 活性化が破骨細胞形成、
IL-1 や TLR シグナルを介する自然免疫や炎
症反応、毛包汗腺等の皮膚付属器形成に必須
であることを見出した。また、2001 年には米
国Zhijian Chenとの共同研究でTRAF6がユビ
キチン E3 リガーゼとして自分自身や他のタ
ンパク質に Lys-63 型ポリユビキチン鎖を連
結させる活性を持つことが明らかにし、
NF-Bの活性化機構解明に革新的な進歩をも
たらした。しかしながら、Lys-63 型ポリユビ
キチン鎖連結による NF-B 活性化機構の詳
細は依然として不明であり、ユビキチン化と
疾患との関係についても解明すべき問題点
は多かった。 

 

２．研究の目的 

特定の転写因子の活性化により特定の遺伝子
群の発現誘導や抑制が起こり、細胞の増殖分
化が制御されている。がん細胞では種々の原
因で誘起された転写制御異常から正常な分化
からに逸脱が起こっていると考えられる。即
ち、がんの発症機序解明において転写制御の
観点から研究を推進することは必須であるが、
その解明は不十分である。本研究では申請者
が同定したシグナル伝達因子 TRAF によって

活性化される転写因子 NF-B の活性制御機構
とその活性異常によって誘導される細胞増
殖・分化の破綻に焦点を絞る。 

 

３．研究の方法 

（１）Hela 細胞、293T 細胞、マウス胎仔線
維芽細胞(MEF)を用いて遺伝子導入、RNAi

ノックダウンを実施後、タンパク質間相互作
用やシグナル伝達経路の活性化状況をウェ
スタンブロッティング法等により解析する。 

（２）Real time-PCR 法により特定の遺伝子
の細胞内発現を定量する。 

（３）DNA マイクアレイにより遺伝子発現
プロファイルを作成する。 

 
４．研究成果 
（１）サイトカインシグナルでは、ユビキチ
ン結合酵素 (E3)である TRAF6 タンパク質
が自分自身及び IKK 複合体構成因子 NEMO

に K63 型ポリユビキチン化を誘導すること
が引き金となりリン酸化酵素TAK1が活性化
される。さらに活性化された TAK1 が IKKα

及び IKKβをリン酸化することにより IKK複
合体が活性化される。一方、成人 T 細胞白血
病ウイルス１型の発癌タンパク質 Tax は
NF-B を活性化し細胞を無制御な増殖に誘
導すると考えられている。そこで Tax による
IKK 活性化における 1) TAK1 の活性化、2) 

NEMO の K63 型ポリユビキチン化の関与を
検討した。TAK1 の基質である TAK1 結合タ
ンパク質 TAB1 のリン酸化を、TAK1 活性化
の指標として検出したところ、調べたすべて
のHTLV-1感染細胞株でTAK1が恒常的に活
性化していることが示された。しかし、
JurkatT 細胞にメタロチオネイン・プロモー
ターを用いて Tax を発現誘導しても NF-B



は活性化されるもののTAK1は活性化されな
かった。さらに、HeLa 細胞を用いて TAK1

を RNA 干渉によりノックダウンしても Tax

による NF-B 活性化は影響されなかった。
これらの結果から、Tax は TAK1 を直接活性
化しないことが明らかとなった。次に、Tax

による NEMO の K63 型ポリユビキチン化の
誘導について検討した。HeLa 細胞に 63 番目
のリジン以外の全てのリジンをアルギニン
に置換したユビキチン変異体及び NEMO を
導入し、抗 NEMO 抗体で免疫沈降後 NEMO

のポリユビキチン化を検出したところ、Tax

発現依存的な NEMO の K63 型ポリユビキチ
ン化が観察された。ところが、K63 型ポリユ
ビキチン鎖を特異的に脱ユビキチン化する
酵素 CYLD を過剰発現させても Tax による
NF-B 活性化は影響を受けなかった。K63

型ポリユビキチン化連結酵素  (E2) である
Ubc13 を RNA 干渉によりノックダウンした
が、NF-B 活性化は正常であった。したがっ
て、Tax は NEMO に対して K63 型ポリユビ
キチン化を誘導するが、それは NF-B 活性
化に関与しないことが強く示唆された。従っ
て Tax はサイトカイン等の正常シグナルと
は異なりユビキチン化依存的 NF-B 活性化
を誘導しないと考えられた。 

（２）細胞間情報伝達物質であるサイトカイ
ンのうち、IL-1は炎症反応や感染防御などの
免疫反応において重要な役割を果たし、その
無制御な発現は癌の悪性化に寄与しているこ
とが知られている。細胞膜上に発現している
IL-1受容体にIL-1が結合することでTRAF6

が活性化され、自分自身にK63型ポリユビキ
チン鎖を連結させる。下流のリン酸化酵素で
あるTAK1/TAB2複合体がこのポリユビキチ
ン鎖を介してTRAF6と結合することにより
TAK1が活性化され、活性化したTAK1がIKK

複合体を活性化しNF-Bの活性化を誘導する。
一方、TRAF6の下流に位置するリン酸化酵素
であるMEKK3もTAK1と同様にIL-1シグナ
ルに関与する。しかしながら、TAK1と
MEKK3、そしてTRAF6の3者はIL-1シグナル
に深く関与するにも関わらず、これらの活性
化の分子機構については不明な点が多かった。
本研究ではIL-1シグナル依存的にTAK1が
TRAF6(E3)とUbc13(E2)により、K63型ポリ
ユビキチン化を受けることを発見し、かつ、
このポリユビキチン化はTAK1の活性化に必
要であることを見出した。更に、TAK1の活性
化に必要な分子の同定を試み、MEKK3が
TAK1の活性化に必要な分子であることを発
見し、TRAF6、MEKK3、TAK1の3分子がIL-1

シグナル依存的な複合体を形成することを示
した。TAK1のポリユビキチン化が起こらない
状況ではこの複合体が形成されないため、リ
ン酸化酵素であるTAK1自身がK63型ポリユ
ビキチン化を受けることで、シグナル複合体

形成を促し、自身を活性化させているという
新しいシグナル制御機構が明らかになった。
上述したTAK1のポリユビキチン化を介する
経路はTRAF6のRINGドメインを必要とする
が（RING経路）、我々は以前にTRAF6のZinc

ドメインから生じるNF-B活性化経路（Zinc

経路）が存在することを明らかにしている
(EMBO J. 20, 1271-1280, 2001)。今回、我々
はこのZinc経路の詳細な解析を進め、Zinc経
路がRING経路より時間的に遅れてNF-Bを
活性化することを明らかにした。即ちZinc経
路はRING経路と機構的にだけではなく時間
的にも異なるNF-B活性化経路である。さら
に、NF-B標的遺伝子の中には、その発現が
Zinc経路に高く依存している群（TNFα, 

CCL2, CXCL10）と依存性の低い群（IL-6, 

IRF1）が存在する事を示し、Zinc経路の生理
的な役割を明らかにした。上記の結果より
TRAF6による二相性NF-B活性化モデルを
した（図１）。 

 

 図１：TRAF6による二相性NF-B活性化モデル 

 

（３）がん細胞における NF-B 標的遺伝子
を 同 定 す る た め に 、 ヒ ト 乳 癌 細 胞 株
MDA-MB-231 お よ び BT549 を 用 い て
NF-B の核移行を阻害するタンパク質
SRIBα を発現する細胞を作製し、NF-B 活
性が抑制されていることを確認した。
SRIBα を発現する細胞株と空ベクターを発
現する細胞株の遺伝子発現プロファイルを
マイクロアレイで解析し、SRIBα 発現細胞
で発現が抑制される遺伝子を抽出した。次に、
SRIBα を発現する細胞株で発現が抑制され
るものの中で、35 種類の乳癌細胞株全体を通
して NF-B の活性化度と相関が認められる
遺伝子を検索したところ 25 個同定できた。
これらの遺伝子は、SRIBα により発現が抑
制される、すなわち NF-B によって発現誘
導される遺伝子の中で、特に乳癌全体に渡っ
て共通性の高い遺伝子であると考えられた。
実際、25 個のうち 10 個は既知の NF-B 標
的遺伝子であったことは、我々の手法の妥当
性を支持するものと考えられた。同定した標
的遺伝子に癌悪性化への関与を検討してい



る。 

（４）125 種類の癌細胞株の恒常的 NF-B

活性化を定量的に解析し、特に活性化が強い
12 種の細胞株を用いて、その増殖の NF-B

依存性を IKK の３つのサブユニットである
IKKα, IKKβ, NEMO の別に RNAi ノックダ
ウン実験を行い解析した。12 株のうち増殖依
存性を有していたのが乳癌細胞株 HCC1143, 

HCC1395, MDA-MB-436, 肺 癌 細 胞 株
NCI-H441, NCI-H1666, 胃 癌 細 胞 株
NUGC-3 の 6 株であった。これまで報告から
IKKβ 及び NEMO の依存することが予想さ
れたが、程度に差があるものの、すべての細
胞が IKKα に依存して増殖していることが
明らかとなった。この結果は NF-B の非古
典的経路が癌細胞の増殖に重要であること
を示唆している。 
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