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研究成果の概要（和文）：NQO1は抗酸化酵素の一つとして知られている。NQO1欠損マクロファージではLPS誘導
性IL-6産生が特異的に高くなることが判明していた。このことはNQO1が自然免疫応答において誘導されるサイト
カインの中でIL-6のみを選択的に制御していることを示しており、今回われわれはそのメカニズムの詳細を明ら
かにした。IkBzはLPS誘導性IL-6産生におけるマスターレギュレーターである。NQO1はIkBzとPDLIM2の結合の橋
渡し役として機能しており、その結果、NQO1がIkBzのユビキチン依存的分解を促進し、IL-6産生を選択的に抑制
していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：　NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (NQO1) protects cells against oxidative 
stress and toxic quinones. In this study, we found a novel role of NQO1 in suppressing Toll-like 
receptor (TLR)-mediated innate immune responses. NQO1-deficient macrophages selectively produced 
excessive amounts of IL-6 on LPS stimulation, and the deletion of NQO1 in macrophages exacerbated 
LPS-induced septic shock. NQO1 interacted with the nuclear IkB protein IkB-z, which is essential for
 the TLR-mediated induction of a subset of secondary response genes including IL-6, and promoted 
IkB-z degradation in a ubiquitin-dependent manner. We identified PDLIM2 as the ubiquitin E3 ligase 
for NQO1-dependent IkB-z degradation. NQO1 augmented the association between PDLIM2 and IkB-z, 
resulting in increased IkB-z degradation. Collectively, this study describes a mechanism of the 
NQO1-PDLIM2 complex as a novel and important ubiquitin E3 ligase.

研究分野：免疫
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症は細菌やウィルスなどの感染症により、全身に炎症が拡がり、進行すると多臓器不全や敗血症ショックと
いった重篤な病態に陥る。現在、世界で年間2,000万人以上もの人が新たに発症しており、その中のかなりの割
合の人が敗血症で亡くなっているとされている。この敗血症を誘発する最初のきっかけとなるのが、TLRと呼ば
れる受容体からのシグナル伝達とされている。ところが、TLRシグナルが過剰に伝達されると、IL-6などのサイ
トカインが多量に産生され敗血症ショックとなる。そのため、TLRシグナルからのIL-6産生制御機構の解明は、
敗血症ショックの発症機序の解明やその治療法の確立において非常に重要であるといえる。

※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、研究者個人に帰属されます。



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

さまざまな細菌感染やウィルス感染に対する防御機構として自然免疫応答が重要な役割

を担っている。近年、自然免疫応答のシグナル伝達経路や制御機構が解明されてきたが、未

だ不明な点も多く残っている。また、細菌やウィルスなどの外来因子だけでなく生体に内在

する物質も自然免疫応答を活性化し、自己免疫疾患に大きく関与していることも明らかと

なってきた。これらのことから自然免疫応答により惹起される炎症反応の制御機構を解明

することは、自己免疫疾患の発症メカニズムの解明や新規治療法の開発につながることが

期待される。 

 われわれはこれまでに AhR が IL-17 産生性ヘルパーT 細胞(Th17)の分化や自然免疫応答

の抑制などさまざまな免疫応答を制御し、多くの自己免疫疾患にも関与していることを報

告してきた(Proc Natl Acad Sci USA 105 : 9721-9726, 2008, J Exp Med 206: 2027-2035, 2009)。こ

れまでの研究は AhR 単独における免疫応答の制御機構の解明が中心であったが、環境応答

因子である AhR は本来さまざまな薬物代謝酵素を誘導し環境応答システムを構築すること

で生体のホメオスタシスを維持している。従って、AhR とそれにより誘導される代謝酵素

により形成される環境応答システムによる免疫応答制御機構の解明が求められるが、この

観点からのアプローチは殆んど成されていない。 

今回、われわれはマクロファージにおいて LPS 刺激により抗酸化酵素 NAD(P)H quinone 

dehydrogenase 1(Nqo1)の発現誘導が AhR 依存的に増強されることを発見した。興味深いこ

とにNqo1欠損(KO)マクロワージでは野生型(WT)マクロファージに比べてLPS誘導性の IL-

6 産生が顕著に高くなっている一方で、TNF-産生は正常であった。これらの結果は Nqo1

がマクロファージにおいて自然免疫により誘導される炎症性サイトカインの一つである IL-

6 の産生を選択的に抑制していることを示している。LPS による IL-6 産生には核内転写因

子である IBの誘導が必要である(Nature 430 : 218-222, 2004)。われわれは Nqo1が LPS誘

導性 IL-6産生を抑制する際、核内ユビキチンリガーゼ PDLIM2と結合し IBをユビキチン

依存的に分解していることを明らかにしている。 
 
２．研究の目的 

われわれはこれまでダイオキシン受容体(Aryl hydrocarbon receptor: AhR)がさまざまな免

疫応答を制御していることを明らかにしてきた。今回、マクロファージにおいて AhR が

NAD(P)H quinone dehydrogenase 1(Nqo1)を誘導し、その Nqo1が LPS誘導性 IL-6産生を選

択的に抑制していることを発見した。本研究では Nqo1による LPS誘導性 IL-6産生の選択

的制御機構を解明するために、われわれが新たに発見した新規ユビキチン化酵素複合体

Nqo1-PDLIM2の作用機序に焦点を当てる。LPS誘導性 IL-6産生経路におけるNqo1-PDLIM2

による作用機構を明らかにすることで、自然免疫応答における新規な制御機構の解明や

Nqo1リガンドを用いた自然免疫応答により誘導されるエンドトキシンショックや自己免疫

疾患に対する新たな治療法の開発を目指す。 
 
３．研究の方法 

1. マクロファージにおける Nqo1による LPSシグナル制御機構 

われわれはこれまでに Nqo1 KOマクロファージにおいて LPS誘導性の IL-6や IL-12の産

生がコントロールに比べ著しく高くなっている一方で、TNF-産生に関しては正常であるこ

とを明らかにしている。LPS誘導性の IL-6や IL-12は核内転写因子 IBにより制御されて

いることから、IB依存的および非依存的に誘導される他のサイトカインや誘導因子に関



して解析を進める。WTおよび Nqo1 KOマクロファージを LPSで刺激した後、上清中の各

サイトカインを ELISA で測定するとともに、一酸化窒素の産生を比較することで Nqo1 が

LPSシグナルにおいて IB依存的経路のみを選択的に制御していることを明らかにする。

 また LPS 刺激後の WT および Nqo1 KO マクロファージにおいて LPS シグナルの下流で

作用する interleukin-1 receptor-associated kinase 4(IRAK4)や IRAK1、NF-Bなどの活性をウェ

スタンブロッティング法で確認することで、Nqo1が IB非依存的経路に関与していないこ

とを示す。さらにWTおよび Nqo1 KOマクロファージを LPSで刺激した後、IL-6や TNF-

の転写活性をルシフェラーゼアッセイやクロマチン免疫沈降法を用いて解析を進める。

LPS 誘導性のサイトカイン産生やシグナルカスケードだけでなく、転写レベルでの制御機

構を明らかにしていくことで Nqo1による LPSシグナル制御機構を解明していく。 
 

2. Nqo1-PDLIM2ユビキチン化酵素複合体による IBの分解メカニズムの解明

われわれはこれまでに Nqo1 が IBと結合し、IBのユビキチン依存的分解を促進して

いることを明らかにしている。さらに Nqo1が核内ユビキチンリガーゼ PDLIM2と結合する

ことで IBの分解を誘導していることを発見した。実際にWT、Nqo1 KOマクロファージ、

PDLIM2 KOマクロファージを LPS刺激後、IBタンパクの安定化を調べたところコントロ

ール細胞と比較して Nqo1 KOおよび PDLIM2 KO細胞において IBタンパクが非常に安定

化していることが判明した。PDLIM2の作用機序を明らかにするためにまず、PDLIM2がど

のドメインを介して IBと結合しているのかを明らかにする。PDLIM2は LIMドメインと

PDZドメインを有している(Nat Immunol 8 : 584-591, 2007)。両ドメインも標的タンパクと結

合することが知られているため、PDLIM2(ΔLIM)および PDLIM2(ΔPDZ)を用いてどちらの

ドメインを介して PDLIM2が IBと結合しているのかを証明する。

 Nqo1-PDLIM2 ユビキチン化酵素複合体が IBと結合し分解を誘導する際の構成成分に

関しても明らかにする。WTおよび Nqo1 KOマクロファージを LPSで刺激した後、PDLIM2

で免疫沈降し Nqo1依存的に結合しているタンパクを質量分析により明らかにする。本実験

においては内在性のタンパクを免疫沈降する系であることから、発現量や抗体のアフィニ

ティーの問題で計画通りに進行しない可能性がある。そのような場合には、マクロファージ

にタグ付きの PDLIM2 を強制発現させることで上記と同様の実験を行うことで問題を解消

していく。 
 
４．研究成果 

1. マクロファージにおける Nqo1による LPSシグナル制御機構 

 WT および Nqo1 KO マクロファージを LPS で刺激した後、上清中の各サイトカインを

ELISAで測定したところ、NQO1 KOマクロファージにおいて IL-6および IL-12産生がWT

細胞に比べて著しく高くなっていた（図１）。一方で、TNF-や IL-10、NOなどの産生は両

郡において差は認められなかった（図１）。これらの結果から NQO1は LPSシグナルの下流

において、IB依存的経路を特異的に抑制していることが明らかになった。一方で、LPSシ

グナル下流において、IBの分解は両郡に差がなかったことから NQO1は IB非依存的経

路を抑制していないことが示され（図２）、このことは NQO1が TNF-や IL-10などの産生

を抑制していない結果とも整合性がある。 
 
2. Nqo1-PDLIM2ユビキチン化酵素複合体による IBの分解メカニズムの解明 
今回われわれはNQO1がLPSにより誘導されるIkBzのユビキチン化を促進していることを



発見した。NQO1自身はユビキチンリガーゼではないことから、IkBzのユビキチン化を誘

導するユビキチンリガーゼを探索したところ、核内ユビキチンリガーゼであるPDLIM2が

同定された。NQO1欠損マクロファージと同様に、PDLIM2欠損マクロファージにおいても

LPS誘導性IL-6産生が特異的に上昇していた。われわれはPDLIM2がIkBzと結合しユビキチ

ン化を誘導する際に、NQO1が両者の結合の橋渡しとしての役割を担っていることを明ら

かにした。さらにPDLIM2がNQO1やIkBzと結合するにはPDLIM2内に存在するLIMドメイ

ンを介していることもdeletion mutantを使った実験により明らかにした（図３）。またin 

vivoにおけるLPS投与実験においてもNQO1欠損マウスおよびPDLIM2欠損マウスにおいて

コントロールマウスよりもLPS感受性が高くなっており、血中IL-6量も高値を示した（図

４）。以上の結果から、NQO1はPDLIM2によるIkBzユビキチン化に必要な橋渡しタンパク

としてはたらくことにより、LPS誘導性IL-6産生を特異的に抑制していることを明らかに

した。 
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