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研究成果の概要（和文）：腫瘍抑制遺伝子である CYLD は、様々な難治性疾患の病態に関与する

注目の分子である。本研究では、CYLD 関連疾患であることが報告された、1. 肺線維症、2. 慢

性閉塞性肺疾患、3. 家族性アミロイドポリニューロパチーに焦点を当て、病態発現機構におけ

る CYLD の役割の解明を行った。本研究成果から、CYLD は、脱ユビキチン化酵素として、TGF
シグナルや NF-B シグナルなどの細胞内シグナル伝達経路を抑制し、様々な疾患関連遺伝子の

発現を制御することで疾患の病態発現に関与していることが明らかとなった。 

 
研究成果の概要（英文）：Tumor suppressor CYLD has been recently shown to play important 
roles in the pathogenesis of various intractable diseases. In the present study, we 
focused on the CYLD-related diseases (1. lung fibrosis, 2. chronic obstructive pulmonary 
disease, 3. familial amyloidotic polyneuropathy) and revealed that CYLD acted as a 
deubiquitinase and involved in various diseases by suppressing intracellular signaling, 
such as TGF signal and NF-B signal to regulate the disease-related gene expression. 
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１．研究開始当初の背景 
CYLD 遺伝子は、家族性円柱腫症(familial 

cylindromatosis)の原因遺伝子として同定
され、その遺伝子変異は腫瘍形成に重要な役
割を果たす。近年、CYLD は脱ユビキチン化酵
素として転写因子である NF-B (Nuclear 
Factor-B) の活性化を抑制し腫瘍抑制作用
示すことが明らかとなり、その機能の一端が
明らかとなりつつあるが、我々はこれまでに
CYLD 欠損マウスを作成し、CYLD が腫瘍のみ

ならず様々な難治性疾患の病態発現機構に
重要な役割を示すことを見出してきた。 
CYLD 欠損マウスは通常状態では著明な表

現型を一切示さないが、外的刺激として細菌
感染症を誘発すると、肺炎球菌感染に対し重
篤な肺線維症、莢膜非保有インフルエンザ菌
（ nontypeable Haemophilus influenza: 
NTHi）感染に対し慢性閉塞性肺疾患 COPD の
病態を示す。これらの研究成果は、CYLD が生
体の病的変化を察知し、様々な疾患に関与す
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る大変ユニークな分子である可能性を示し
ているが、そのメカニズムの詳細はいまだ多
くの謎に包まれている。 
 

２．研究の目的 
本研究では、病態発現機構における CYLD

の新たな役割を解明することを目的とし、こ
れまで我々が取り組んできた細菌感染によ
り誘発される疾患（1.肺線維症、2.COPD）お
よび遺伝性疾患（3. FAP）について、それぞ
れの発症機構における CYLD の機能の解析を
行う。 
 

(1)肺炎球菌感染症における CYLDの機能解析 
(2)NTHi 感染症における CYLD の機能解析 
(3)FAP 発症機構における CYLD 機能解析 
 
本研究は、想像以上の広がりを見せる CYLD

関連疾患の病態像の一端を明らかにし、これ
らの難治性疾患の病態発現機構の解明およ
び治療法の開発に貢献することが期待され
る。 
 
 
 
３．研究の方法 
本研究目的を達成するため、以下の研究を実
施した。 
 
(1)肺炎球菌感染症における CYLDの機能解析 
 
①CYLD 欠損マウスの肺組織を用いた、肺線
維症関連遺伝子を中心とした遺伝子発現
の網羅的解析を行った。また、リアルタイ
ム RT-PCR を用い mRNA の定量的解析を行
った。 
 
②肺線維症組織のプロテオーム解析として、
肺炎球菌により活性化される細胞内シグ
ナル伝達の状態を解析するため、シグナル
分子特異的なリン酸化抗体やユビキチン
抗体を用いた Western Blotting 法および
免疫組織染色法による検討を行った。 

 
上記の結果より、CYLD 欠損により誘発され
る肺線維症の病態発現機構の解明を行った。 
 
 
(2)NTHi 感染症における CYLD の機能解析 
 
①NTHi 感染を起こした CYLD 欠損マウスに
対し、炎症性サイトカインの発現をリアル
タイム RT-PCR にて経時的にモニターし、
過剰発現および発現の持続性について野
生型との比較を行った。また、野生型マウ
スにおいて、CYLD 遺伝子発現の挙動を確
認し、炎症反応の終息との相関を解析した。 

 
②CYLD 欠損細胞株を用い、サイトカイン過
剰発現、発現持続性の確認を行った。また、
NF-B 活性化におけるシグナル分子への

影響を確認し、CYLD がどのシグナル分子
を標的として抑制効果を示すか確認した。 

 
 

(3)FAP 発症機構における CYLD 機能解析 
①FAP 患者の検体を用い、アミロイド沈着
臓器における CYLD の発現をリアルタイム 
RT-PCR、Western blotting、免疫組織染色
にて確認する。 

②培養細胞を用い、アミロイド線維の誘導
する細胞の変化をリアルタイム PCR によ
り解析し、CYLD の FAP 発症機構に対する
影響を評価した。 

 
 
４．研究成果 
（１）肺線維症発症メカニズム解明 

① CYLD 欠損マウスの肺線維症組織の遺伝
子発現解析およびプロテオーム解析から、線
維化した肺においてコラーゲンなどの細胞
外基質の過剰蓄積が認められた（下図）。 
 
リアルタイム RT-PCR を用い mRNAの定量的

解析の結果、肺組織において CYLD の機能が
喪失すると、コラーゲン（COL1A2、COL3A1）
や結合組織成長因子(CTGF)などの線維化反
応に密接に関与する遺伝子の発現が著明に
上昇しており、これらの遺伝子発現制御機構
に CYLD が関与している可能性が示された。
CYLD は、遺伝子発現を制御する様々な細胞
内シグナル伝達経路において、シグナル分子
と相互作用しその活性化を制御することが
明らかとなりつつあり、CYLD の機能喪失によ
り、肺組織において細胞内シグナル異常が誘
発されている可能性が考えられる。 
 
② 肺炎球菌により活性化される細胞内シ

グナル伝達の状態を解析した結果、CYLD 欠損
マウスの肺線維症組織においてトランスフ
ォーミング増殖因子(TGF)シグナルが過剰
に活性化していることが明らかとなった。肺
線維化過程における細胞外基質の過剰蓄積
には、TGFシグナルの過剰活性化が関与して
いることが知られており、本結果は、CYLD が

 



TGFシグナルを制御していることを示唆す
る初めての知見である。 
 
 

本知見を確認するため、細胞培養系を用い
た CYLD の機能解析の結果、CYLD は脱ユビキ
チン化酵素として TGFシグナル伝達経路を
制御していることが明らかとなった（下図）。 
 
TGFシグナルの構成分子である Smad 応答

性（SBE: smad binding element）のルシフ
ェラーゼプロモーターの活性は、CYLD 欠損細
胞株において著明に上昇していた。また、脱
ユビキチン化活性を持たない変異型 CYLD を
用いた解析においても、TGFシグナルの過剰
な活性化が確認された。 

以上の結果から、CYLD は、脱ユビキチン化
酵素として TGFシグナル伝達経路を制御す
る機能を有し、その機能が喪失した結果、肺
の線維化の原因となるコラーゲンなどの細
胞外基質の過剰な蓄積が起こっている可能
性が示された。今後は、CYLD が標的とする
TGFシグナル分子の同定およびその詳細な
メカニズムの解析が必要である。 
 

（２）慢性炎症化メカニズムに関与する CYLD
の機能解析 
① NTHi感染を起こしたCYLD欠損マウスで

確認される過剰な肺組織の傷害は、CYLD 機能
喪失に起因する過剰な炎症性サイトカイン

の発現亢進が原因である可能性が示された
（下図）。 

 

野生型マウス肺組織 
 
CYLD 欠損マウス肺組織 
 
また、炎症性サイトカイン（TNF-, IL-1, 

MIP-2）の発現をリアルタイム RT-PCR にて経
時的にモニターし、発現の持続性について野
生型との比較を行った結果、各種サイトカイ
ンが定常レベルに戻るまでの期間の延長が
見られたことから、これらのサイトカインの
過剰発現は、CYLD 機能喪失によるフィードバ
ック機構の破たんに起因すると考えられる。 
 
②細胞培養系を用い、NTHi 感染により活性化
される細胞内シグナル伝達の状態を解析し

た結果、CYLD は脱ユビキチン化酵素として、
NTHi感染時のNF-Bシグナル活性化を抑制し
ていることが明らかとなった（下図）。 
 
 

転写因子である NF-kB の結合部位を用い
た EMSA(Electrophoresis Mobility Shift 
Assay)の結果においては、siRNA により CYLD
の発現をノックダウンした細胞において
NTHi感染によるNF-Bの過剰な活性化が見ら
れ、脱ユビキチン化活性を持たない変異型
CYLD を用いた解析においても、NF-B の過剰
な活性化が確認された。また、CYLD は、NTHi
感染時に活性化される Toll-like receptor 
(TLR)の下流に位置する TRAF 分子の脱ユビキ
チン化を行い、NF-B シグナル活性化の抑制
を行うことも明らかとなった。 
以上の結果より、CYLD は、NTHi 感染時の炎

症反応を制御し、炎症の慢性化を左右する重
要な因子である可能性が示唆された。 



(３)FAP発症機構におけるCYLDの役割の解明 
 
 FAP の原因タンパク質であるトランスサイ
レチンのアミロイド線維を培養細胞に添加
すると、細胞内の CYLD 発現が低下した。ま
た、アミロイド線維沈着の足場となることが
知られているコラーゲンの発現上昇も同時
に確認された。上述の肺線維症の病態解析に
おいても、CYLD の機能が失われるとコラーゲ
ンの発現が上昇することが確認されており、
今後は TGFシグナルの関与などの詳細なメ
カニズム解析ならびに臨床的意義の解明が
必要である。また、FAP 患者の検体を用い、
様々なアミロイド沈着臓器における CYLD の
発現をリアルタイムPCRにより確認し、NF-B
の活性化やユビキチン化と相開しているか
現在継続して検討中である。 
 
今後は、上記の CYLD が病態発現に関与す

る３疾患を対象に CYLD の機能解析を継続し
て行い、臨床的意義ならびに治療標的として
の可能性を検討していく予定である。 
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