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研究成果の概要（和文）：近年、NF-kBを含む生体防御応答の新たな制御因子として、LUBACにより産生される直
鎖状ユビキチン鎖が注目を集めている。本研究において申請者は、LUBACに対する特異的阻害剤を同定し、その
作用機序の詳細を明らかにすると共に、B細胞リンパ腫の増殖や、乾癬病態を抑制することなどを示した。ま
た、T細胞における抗原受容体(TCR)刺激に伴うNF-kB活性化への直鎖状ユビキチン鎖の寄与を明らかにした他、
NDP52によるユビキチン結合能依存的なNF-kB活性やTNF-a誘導性アポトーシスの制御、直鎖状ユビキチン鎖と協
調したサルモネラ菌の分解(xenophagy)の制御を見出した。

研究成果の概要（英文）：Recently, linear ubiquitin chains produced by LUBAC have been attracting 
attention as a new regulator of defense responses, including NF-kB. In this study, the applicant 
identified a specific inhibitor of LUBAC, clarified the details of its molecular basis, and showed 
that it inhibits the growth of a specific type of B-cell lymphoma and the pathogenesis of psoriasis.
 We have also demonstrated that linear ubiquitin chains contribute to NF-kB activation by TCR 
stimulation in T cells, that NDP52 regulates NF-kB activity and TNF-a-induced apoptosis in a 
ubiquitin-binding capacity-dependent manner, and that NDP52 cooperates with linear ubiquitin chains 
in the regulation of Salmonella degradation (xenophagy).

研究分野：病態医化学

キーワード： 直鎖状ユビキチン鎖　炎症性疾患

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
細胞内で直鎖状ユビキチン鎖を産生する唯一のユビキチンリガーゼであるLUBACの機能破綻は、様々な疾患の発
症と密接に関連する事が数多く報告されている。特に、ABC-DLBCL（活性化B細胞様びまん性大細胞型B細胞リン
パ腫）は薬の効きにくい悪性リンパ腫であることが知られ、また、乾癬に対しても未だ有効な治療法は確立され
ておらず、現在、新たな視点に基づいた創薬ターゲットの創出が急務とされている。本研究において申請者らが
同定した新規LUBAC阻害剤（HOIPIN）は、B細胞リンパ腫や乾癬の病態を抑制する事から、今後、これら疾患に対
する新たな治療薬シーズとしての医療応用を期待したい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質のユビキチン化は、当初、プロテアソーム分解へ導かれる翻訳後修飾として同定さ
れたが、現在では、エンドサイトーシス、シグナル伝達、DNA 修復など、非常に多彩な細胞機能
制御に関連することが明らかになっている。申請者の所属研究室では、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「直
鎖状ユビキチン鎖」というユニークなタイプのユビキチン鎖を生成することを世界に先駆けて
見出し（1）、生体防御応答において中枢的な役割を果たす NF-kB シグナルを制御すること、さら
に、慢性皮膚炎を含む各種免疫疾患と密接に関連することを報告してきた（2, 3）。 
 さらに近年、申請者は筋萎縮性側索硬化症(ALS)の原因遺伝子として知られる OPTN が、ALS 型
変異の一つである E478 を含むユビキチン結合領域（UBAN ドメイン）を介して直鎖状ユビキチン
鎖と結合すること、また、この結合が、神経炎症や細胞死の抑制に重要なことを明らかにした(4)。 
 このように、申請者を含むこれまでの研究から、NF-kB や細胞死を中心とした生体防御応答に
おいて、直鎖状ユビキチン鎖が重要な機能を担うこと、さらには、その破綻が様々な疾患の発症、
促進要因となることが示され始めている。しかしながら、その分子機構については不明な点が数
多く、その全容を解明し、疾患発症との分子連関を明らかにすることが急務である。また、LUBAC
は創薬標的として高く注目されているものの、これまで創薬シーズとして有効な LUBAC 阻害剤
は見出されておらず、新規抗がん剤や抗炎症・自己免疫抑制剤の開発のための阻害剤探索が焦眉
となっている。 
 
２．研究の目的 
 これを受け本研究では、申請者が見出している新規関連因子の機能解析を通じて、直鎖状ユビ
キチン鎖を介した新たな生体防御応答の分子基盤を明らかにする。また、独自に取得している新
規阻害剤の作用機序を解明し、病態抑制効果を明らかにすることで、新たな治療薬シーズとして
の可能性を探究する。 
 
３．研究の方法 
（1）直鎖状ユビキチン鎖阻害剤の作用機序ネットワークと病態抑制効果 
 本項目では、申請者が独自に取得している直鎖状ユビキチン鎖阻害剤の候補化合物を用いて、
作用機序の解明と各種病態モデルに対する抑制効果を検証する。まずは、培養細胞レベルでの直
鎖状ユビキチン鎖の新生抑制を確認すると共に、NF-kB シグナルや細胞死への影響、及びその分
子機序を、広い範囲の免疫刺激に対する応答性と合わせて明らかにする。次に、B細胞リンパ腫
に対する抑制効果の検証として、広い範囲の ABC 及び GCB-DLBCL 細胞株に対する増殖抑制能力
を精査すると共に、培養細胞レベルや生化学的な解析を進め、化合物添加に伴う NF-kB活性の変
動や、細胞死（アポトーシス及びネクローシス）の誘導などについて解析する。同様に、自己免
疫性皮膚炎の一つである乾癬モデルマウスを用いて、病態の抑制効果を検証する。皮膚組織の観
察や、各種免疫細胞の集積を免疫染色などにより評価するほか、qPCR により炎症誘導性因子の
発現レベルを精査する。 
 
（2）直鎖状ユビキチン鎖による免疫機能制御の分子基盤解明 
 免疫機能の制御を担う CBM (CARD11-BCL10-MALT1) 複合体は、直鎖状ユビキチン化されること
が知られるが、炎症性サイトカインや TCR（T 細胞受容体）刺激などの種類に応じて、その必要
性や修飾パターンが異なる。さらに、アポトーシスやネクローシスなど、影響を受ける細胞死シ
グナルもそれぞれ異なる。本項では、それらパターンの網羅的な評価と分子機構の解明のため、
各種 KO 細胞を用いて、NF-kB や細胞死シグナルに関する解析を進める。 
 
（3）直鎖状ユビキチン鎖結合性因子 NDP52による生体防御応答の制御 
 申請者がこれまで研究を進めてきた OPTN は、ALS の原因遺伝子の一つとして知られるが、そ
れら神経変性疾患の発症機序を考える上で、NDP52と協調した Mitophagy レセプターとしての機
能が注目されている。それに加えて申請者は、NDP52 が ZF ドメインを介して直鎖状ユビキチン
鎖を含む各種ユビキチン鎖と結合し、NF-kB 経路や細胞死を制御すること、さらに、NDP52が直
鎖状ユビキチン鎖と協調して選択的オートファジーの一つである xenophagy を制御する可能性
を見出している。その具体的な分子機序を明らかにするため、CRISPR/Cas9 法にて構築した KO
細胞を用いて、NF-kB やアポトーシスにおける各種シグナルを詳細に解析する。また、ユビキチ
ン結合能への依存性を試験管内反応系を含めた各種解析により精査する他、Mitophagy レセプタ
ーとしての機能性を背景に、既に関連性が報告される Mitophagy や Xenophagy を含む各種
autophagyと、NDP52あるいは直鎖状ユビキチン鎖との分子連関を明らかにする。 
 
４．研究成果 
（1）本研究において申請者は、25 万化合物ライブラリーから直鎖状ユビキチン産生阻害活性を
持つ化合物を HTRF 法によって探索し、候補化合物を同定した。この化合物を HOIPIN-1(HOIP 



inhibitor-1)と命名しさらに解析を進め、培養細胞において LUBAC 依存的な直鎖状ユビキチン
鎖の産生や NF-kB活性化を容量依存的に抑制することを確認した(5)。また、当該化合物をベース
にした合成展開により、高い阻害効率を備えた化合物（HOIPIN-8）を見出した(6)。 
 さらに、これら HOIPINsが LUBAC の活性中心である HOIP サブユニットにマイケル反応により
結合し、LUBAC のユビキチンリガーゼ活性を抑制すること、良好な膜透過性を持つが細胞毒性は
低いこと、細胞レベルで炎症性サイトカインや病原体分子パターン(PAMPs)によって LUBAC を経
由する NF-kB や IFN-b活性化を抑制すること、TNF-aによって誘導される外因性アポトーシスを
増強することを見出した。さらに、予後不良型の ABC-DLBCL(活性化 B 細胞様びまん性大細胞型
B 細胞リンパ腫)細胞の増殖を選択的に抑制し、イミキモド添加によるマウス乾癬モデルにおい
て、表皮の肥厚を抑制し、病変組織における各種サイトカイン(IL-17、22、23)の誘導を抑制す
るなど、病態抑制効果を示した(7)。 
 
（2）本研究において申請者は、T細胞における抗原受容体（TCR）刺激に伴う NF-kB活性化への
直鎖状ユビキチン鎖の寄与について解析を進めた。その結果、TNF-a刺激とは異なり、ヒト T細
胞株（Jurkat細胞）を TCR刺激すると、NEMO への直鎖状ユビキチン鎖の付加はほとんど起こら
ず、CBM 複合体に MALT1、CARMA1、BCL10 の順に直鎖状ユビキチン鎖が付加されることを見出し
た。MALT1 への直鎖状ユビキチン鎖の付加や IKK 活性化は、OTULIN の単独欠損によって亢進する
ものの、CYLD の単独欠損は大きな影響を与えなかった。また、数理シミュレーション解析から、
TCR 刺激に伴う NF-kB 活性化は、TNF-a刺激に伴う NEMO への直鎖状ユビキチン鎖の付加を介し
た経路に比べて、より迅速に引き起こされることが示唆された（8）。 
 
（3）本研究において申請者は、OPTN とともに選択的オートファジーのアダプターとして知られ
る NDP52 が、ユビキチン結合能依存的に NF-kB 活性化を抑制すること、NDP52-KO 細胞では NF-
kB活性化や TNF-a誘導性のアポトーシスが亢進する一方、サルモネラ菌の分解（xenophagy）が
減弱することを見出した。HOIPINsは NF-kB活性や xenophagy 活性を抑制するものの、アポトー
シスは亢進させたことから、NDP52は、LUBAC による直鎖状ユビキチン修飾を介した炎症・免疫
シグナル制御に関与する新規因子である可能性が高いと考えられた(9)。 
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