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研究成果の概要（和文）：本研究は、マクロファージにおけるUSP10の炎症性サイトカイン産生への影響を検討
した。TLR4リガンドであるLPSでUSP10-KD J774細胞を刺激するとRen J774細胞に比べ増殖能は低下するが、TNF
α、IL-6およびIL-1βは有意に産生が増加した。これら炎症性サイトカイン産生能の増加はTLR2リガンド刺激で
は異なったため、TLR4刺激に特異的であることが明らかになった。この炎症反応は、これまで報告されている
USP10がNF-κB活性を抑制する経路と異なり、USP10がRegnase-1によるmRNA量の調節機構に関与することで、炎
症性サイトカイン産生に影響を与えることを示唆した。

研究成果の概要（英文）：This study examined the effect of USP10 on inflammatory cytokine production 
in macrophages. Stimulation of USP10-KD J774 cells with the TLR4 ligand LPS resulted in decreased 
proliferative capacity compared to Ren J774 cells, while TNFα, IL-6 and MIP-2 (CXCL2) were 
significantly increased, and additional stimulation with Nigericn significantly increased IL-1β.
These increases in proinflammatory cytokine production capacity were different with TLR2 ligand 
stimulation and were specific to TLR4 stimulation.This inflammatory response differs from previously
 reported pathways in which USP10 suppresses NFκ-B activity, suggesting that USP10 affects 
inflammatory cytokine production through its involvement in the regulation of mRNA levels by 
Regnase-1. This is a new observation of the inflammatory response, but the pathway of involvement of
 USP10 in Regnase-1 needs to be clarified. We will further continue this study to contribute to the 
treatment of inflammatory bowel disease in the future.

研究分野： 感染免疫学、自己免疫学、輸血検査学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、USP10は細胞の種類だけでなく刺激の種類によってIKKλ/NEMOに作用してNF-κB活性を抑制する
機能やRegnase-1に作用して炎症性サイトカインの産生を調整する機能など多様な面を持っていることが明らか
になった。本研究は当初の仮説と異なる結果となったが、マクロファージにおいてUSP10がRegnase-1のmRNAの量
の調節機構に関与することで、炎症性サイトカイン産生に影響を与えることを示唆することができた。これは炎
症反応の新しい知見で、各刺激でのUSP10の機能を整理すれば将来的には炎症性腸疾患の治療に貢献できる可能
性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

潰瘍性大腸炎やクローン病に代表される炎症性腸疾患（IBD）は消化管の慢性炎症を特徴とす
る指定難病である。IBD における慢性炎症は、T 細胞とマクロファージによる炎症性サイトカ
イン（IL-6, TNFαなど）の異常産生が関与している。この炎症性サイトカインの異常産生に転
写因子 NF-B の過度な活性化が関与していることが報告されている 1。これらにより、IBD 治
療薬のターゲットとして NF-B が注目されているが、マクロファージの NF-κB の制御機構に
ついては不明な点が多い。申請者らは、HTLV-1 がコードする病原蛋白 Tax の新規結合因子と
して脱ユビキチン化酵素 USP10 を同定し、その機能解析から、USP10 は酸化ストレスによる
活性酸素（ROS）産生と ROS に依存した細胞死を抑制する 2、USP10 ノックアウトマウスは造
血幹細胞が著減して骨髄造血不全を発症し早期に死亡する 3ことを明らかにした。加えて他研究
室から、USP10 は IKKγ/NEMO に結合して NF-B 活性を抑制する報告 4がなされた。 

以上の背景から、“マクロファージの NF-B 活性化の制御に USP10 が関与して、IBF にお
けるNF-Bの異常活性化にもUSP10が重要な役割を果たす“と仮説を立て検討をおこなった。  
 
２．研究の目的 
本研究の目的は大きく 2 つに分けられる。1 つ目は、マクロファージにおいて USP10 が NF-B
を制御することで IL-1、IL-6、TNFの炎症性サイトカインの産生に関与するか否かを明らかに
する。つ目は IBD における慢性炎症の分子機構に 1 つ目の経路が関与しているか否かを明ら
かにすることである。 
 
３．研究の方法 
（1） 細胞株  マウスマクロファージ系細胞株の J774 細胞と RAW264.7 細胞、ヒト T 細胞

系細胞株の Jurkat 細胞と 293T 細胞を使用した。 
（2） 試薬  LPS 大腸菌 055:B5 由来、ATP および Zymosan は Sigma 社を、Nigericn は

InvivoGen 社を用いた。 
（3） USP10KD 細胞の作製 pLKO.1-puro（Sigma）に USP10-shRNA 配列を組み込み

FuGENE HD（Roche）を用いて 293T 細胞に導入し、72 時間後に培養上清を回収した。
培養上清中のレンチウイルスは Amicon Ultra-15 units (Millipore) を用いて濃縮した。
8g/L polybrene 存在下でレンチウイルス液を RAW264.7 細胞、Jurkat 細胞の培養上
清に添加し、48 時間後に細胞を puromycin で選択培養した。 

（4） USP10-KD J774 細胞の作製  SGEP に USP10-shRNA 配列を組み込み FuGENE 
HD を用いて 293T 細胞に導入し、細胞に培養上清を添加して感染させた。（Fig.1）。 

（5） USP10-KD J774 細胞と USP10-KO J774 細胞に USP10 を再導入した細胞の作製 レ
ンチウイルスベクターCS-CMV-IRES-Bsd に WT, USP10 を組み込み、FuGENE HD を
用いて 293T 細胞に導入し、培養上清を添加して J774-USP10KD 細胞と J774-
USP10KO 細胞に感染させ Blasticidin で選択した。 

（6） 各種 mitogen と細胞培養 
TNF、IL-6 および MIP-2 (CXCL2)の測定の LPS 刺激と Zymosan 刺激の場合は、細
胞株 1x105 個を 24well plate で LPS 加えた培養液を用いて培養して上清を回収した。
た。IL-1の測定の LPS と ATP の共刺激の場合、細胞株 1x105個を 24well plate で LPS
加えた培養液で 4 時間培養して、その後に ATP は加えて 2 時間培養して上清を回収し
た。LPS と Nigericn の共刺激の場合、細胞株 1x105個を 24well plate で LPS 加えた培
養液で 4.5 時間培養して、その後に 20M Nigericn を加えて 1 時間培養して上清を回
収した。 
 

４．研究成果 
（1）USP10-KD J774 細胞の LPS 刺激におけるサイトカイン産生能の検討。 
 Ren（contorol） J774 細胞と J774-USP10KD 細胞（Fig. 1AB）に各濃度の LPS を加え 24
時間培養して、細胞数と上清中のサイトカインの濃度を測定した。なお細胞は Usp10-3 を使用
した。その結果、細胞数は Ren に比べ USP10-KD は有意に減少した（Fig. 2A）。一方、TNF、
IL-6 の炎症性サイトカ
インおよびケモカイン
の MIP-2 (CXCL2)は、
Ren と USP10KD の間
に有意な差は認められ
なかった（Fig. 2B）。そ
こで、J774 細胞 Ren と 
USP10-KD J774 細胞に



 

 

各濃度のLPSを加え
6 時間培養して、細胞
増殖能と上清中のサ
イトカインの濃度を
測定押した。その結
果、細胞増殖能は培
養開始 1 時間および
2 時間後の両方共に、
Ren に比べ USP10- 
KD は増殖スピード
が約半分に減少した
（Fig. 2C）。TNF、
IL-6 および MIP-2
は、いずれも Ren と
USP10-KD の間に有
意な増加が認められ
た（Fig. 2B）。また炎
症性サイトカインの
IL-1を測定したと
ところ、他のサイト
カインと同様に有意な増加が認められた（Fig. 2B）。 
 次に、Fig. 2 で増加が認められたサイトカイン量が細胞当たりのサイトカインの mRNA も増
加しているか否かを検討した。そ
の結果、TNFにおいて Ren に比
べ USP10-KD は培養開始 1 時間
で約 3 倍量となり 2 時間後に約
1.5 倍量であった（Fig. 3A）。一方
IL-6においてRenに比べUSP10-
KD は培養開始 1 時間で約 2 倍量
となったが、2 時間後には著明な
差は認められなかった（Fig. 3B）。 
 
（2）USP10-KD Raw264.7 細胞の LPS 刺激におけるサイトカイン産生能の検討。 
 Fig.2 においてマクロファージ細胞株の J774 細胞は、Ren に比べ USP10-KD は増殖能が減
少して、サイトカイン産生能が増
加した。この結果が他のマクロフ
ァージ細胞株でも同様か、
Raw264.7 細胞の USP10-KD 細
胞を作製（Fig. 4A）して検討し
た。その結果、LPS を加え 6 時
間培養した上清中のサイトカイ
ンは、TNF、IL-6 および MIP-
2 は、いずれも Ren と USP10-
KD の間に有意な増加が認めら
れた（Fig. 4B）。 
 
（3）USP10-KD J774 細胞の Zymosan 刺激におけるサイトカイン産生能の検討。 
 Fig. 1 と Fig. 2 において TRL4 のリガンドである LPS 刺激で、TNF、IL-6 および MIP-2
は、いずれも Ren と USP10-KD の間に有意な増加が認められた。これは TLR4 特有なのか否
かを TLR2 のリガンドである
Zymosan を用いて検討した。その結
果、Zymosan を加え 6 時間培養した
上清中のサイトカインは、TNFで
は Ren と USP1-0KD の間で有意な
減少が認められた。IL-6 では Ren と
USP10-KD の間に Zymosan の濃度
によって異なるが、著明な差は認め
られなかった（Fig. 5A）。 
 

（4）USP10-KD J774 細胞の LPS と Nigericn の共刺激におけるサイトカイン産生能の検討。 
マクロファージの IL-1は LPS 刺激（1 次刺激）のみだと pro- IL-1の前駆体で mRNA のま



 

 

まで、ATP による 2 次刺激で IL-1の変換酵素である caspase-1 が誘導され転写されさて細胞

外に産生される。ATP 同様に caspase-1 の誘導能をもつ Nigericn で 2 次刺激をおこなった場合

の Ren と USP10-KD の間の産生量について検討した。その結果、ATP 刺激に比べ Nigericn は
Ren において著明な IL-1の産生が認められ、USP10-KD は Ren に比べて有意な増加が認めら

れた（Fig. 5B）。 
 
（5）USP10-KD J774 細胞に USP10 を再導入した細胞のサイトカイン産生能の検討。 

Figs. 1-3 の結果から、J774-USP10-KD は Ren に比べ、細胞増殖能が低く、炎症性サイトカ

インの産生能が高いことが明らかになった。これらが USP10 をノックダウンしたことにに起因

することを更に証明するために、J774-USP10 KDにUSP10を再導入した細胞を作製（Fig. 6A）

して、細胞増殖能とサイトカイン産生能が戻るか検討した。作製した P1（control）と U10B を

刺激なしの状態で、p100 と p52 蛋白の差が無かったことから NFB の非古典経路の活性が起

こっていないことを確認した（Fig. 6A）。Fig. 6B に示すように、U10B を再導入すると増殖能

は回復した。次に

LPS 刺激でサイト

カインの産生能を

検討したところ、予

想に反して TNF
と IL-6 の産生はい

ずれも P1 に比べ

U10Bの方が有意な

増加が認められた

（Fig. 6C）。 
 
（６）USP10-KD J774 細胞の LPS 刺激における NFB 活性の検討。 

Fig. 6 の結果より、Niu ら 4の報告から仮定した「マクロファージにおいて USP10 は NFB
を抑制して炎症性サイトカインの産生を制御している」と異なる可能性がある。そこで、LPS 刺

激後の Ren と USP10-KD の NFB 活性を IBで古典経路の活性を、p100/p52 で非古典経路

の活性が活発になるか検討した。その結果、IBは Ren と USP10-KD の間で大きな差は認め

られなかった（Fig. 7A）。次に p100/p52 を検討したところ、は Ren と USP10-KD の間で大き

な差は認められなかった（Fig. 7B）。これらから USP10 はマクロファージの炎症性サイトカイ

ンの産生において、USP10 は NFB から上流には関与せずに、NFB より下流に影響を与える

可能性が示唆された。Regnase-1 は IL-6 と IL-1といった炎症性サイトカインの mRNA を分

解することにより、そ

の過剰な産生を抑制す

ることが報告されてい

る 5。そこで USP10 の

Regnase-1 への影響を

検討した。その結果、

USP10-KD は Ren に

比べてRegnase-1は著

明に減少していた（Fig. 7C）。 
 
（8）T 細胞株の USP10-KD におけるサイトカイン産性能と NFB 活性の検討。 

Fig. 7 の結果から、マクロファージの USP10 は炎症性サイトカインの産生に影響を与える

が、NFB 活性に関与

しないことが示唆され

た。このことがマクロ

ファージ特有なのか、

T 細胞株を用いて検討

した。

TPA/Ionomycins 刺激

において USP10-KD 
Jurkat 細胞は NT
（control） Jurkat
細胞に比べて IL-2 の

産生が有意に低いが、



 

 

IBの活性はほとんど変わらなかった（Fig. 8A）。更に他の細胞株の 293T 細胞でもおこな

ったところ、TNF刺激において USP10-KD293T 細胞は NT -293T 細胞に比べて IL-8 の産生

が有意に低いが、IBの活性はほとんど変わらなかった（Fig. 8B）。 
 

５．まとめ 
炎症性腸疾患における慢性炎症は、T 細胞とマクロファージが異常産生する炎症性サイトカイ

ン（IL-6, TNFαなど）に起因し、転写因子 NF-B の過度な活性化が関与していることが報告
されている 1。Niu らは、USP10 が IKKγ/NEMO に作用して NF-B 活性を抑制することを報
告 4した。そこで本研究は“マクロファージの NF-B 活性化の制御に USP10 が関与して、IBF
における NF-B の異常活性化にも USP10 が重要な役割を果たす“と考え検討をおこなった。  
 TLR4 のリガンドである LPS で USP10-KD J774 細胞を刺激すると Ren J774 細胞に比べ増

殖能は低下するが、TNFと IL-6 の炎症性サイトカインとケモカインである MIP-2（CXCL2）
は有意に産生が増加した（Figs. 1-3）。加えて LPS 刺激後にインフラマソームの ATP または

Nigericn で追加刺激すると IL-1は USP10-KD J774 細胞で有意に産生が増加した（Figs. 1, 2 
and 5）。この USP10-KD による TNF、IL-6 および MIP-2 の産生増加は、Raw264.7 細胞で

も同様に認められた（Figs. 4 and 5）。これらからマクロファージにおいて USP10-KD するこ

と細胞株特異的ではなく、炎症性サイトカイン産生能が増加することが明らかになった。  
 次に USP10-KDによる炎症性サイトカイン産生能の増加が TLR4 刺激に特異的でないことを

確認するために、TLR2 のリガンドである Zymosan 刺激を用いて検討した結果、LPS 刺激と違

い炎症性サイトカインの産生増加は認められなかった（Fig. 5A）。このことから刺激の経路によ

って USP10-KD の作用が異なる可能性が示唆された。 
 Niu ら 4は、USP10 は NEMO に作用して DNA damage による NF-B 活性を抑制すること

を報告した。この報告と Fig. 5A の結果から、USP10 は刺激の経路によって NF-B 活性を抑制

する場合と抑制しない場合がある可能性が考えられた。そこで USP10-KD J774 細胞の LPS 刺

激における NFB 活性を検討した結果、TLR4 が属する古典経路の IBは Ren と USP10-KO
の間で大きな差は認められなかった（Fig. 7A）。加えて Niu らが使用したと同じ 293T 細胞で

USP10-KD して TNFで刺激した結果、IBの活性は大きく変わらなかった（Fig. 8B）。これ

らのことから USP10 は刺激の経路によって NF-B 活性への関与が異なり、TLR4 の刺激で

USP10 はマクロファージ NFB から上流には関与せずに、NF-B より下流に影響を与える可

能性が示唆された。Akira らは、Regnase-1 は IL-6 と IL-1といった炎症性サイトカインの

mRNA を分解することで過剰な産生を抑制することが報告している。そこで USP10 の

Regnase-1 への影響を検討した結果、USP10KD は Ren に比べて Regnase-1 は著明に減少して

いた（Fig. 7C）。このことから TLR4 の刺激で USP10 は NF-B の下流で Regnase-1 に作用す

ることで、炎症性サイトカインの産生を調整することが示唆された。 
 USP10 は細胞の種類だけでなく刺激の種類によって、IKKγ/NEMO に作用して NF-B 活性

を抑制する機能や Regnase-1 に作用して炎症性サイトカインの産生を調整する機能など多様な

面を持っている。本研究は当初の仮説と異なる結果となったが、マクロファージにおいて

USP10 が Regnase-1 の mRNA の量の調節機構に関与することで、炎症性サイトカイン産

生に影響を与えることを示唆した。これは炎症反応の新しい知見であるが、USP10 の

Regnase-1 への関与経路を明らかにする必要がある。将来的には炎症性腸疾患の治療に貢

献できるように、更に本研究を継続しておこなう。 
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