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研究成果の概要（和文）：慢性炎症環境を有する癌では、ユビキチンリガーゼLUBACが作り出す直鎖状ユビキチ
ン鎖が炎症応答の増進と炎症性細胞死からの保護に重要な役割を担うと考えられる。実際にLUBAC機能を消失さ
せたメラノーマ癌では腫瘍進展速度が著明に低下する。本研究では、癌が持つLUBAC依存的な炎症適応機構を標
的とした際に認められる抗腫瘍メカニズムの詳細解明を目指した。研究成果から、癌免疫作用に対する脆弱性の
亢進に加えて、癌細胞自身の炎症環境による自滅効果も期待できることを証明した。

研究成果の概要（英文）：The linear ubiquitination, which is catalyzed by the specific E3 ligase 
LUBAC, enables optimal inflammatory responses and prevention of inflammatory cell death. Its 
protective function acts even in several pathogenic tissues including cancers. Indeed, we observed 
that LUBAC deficiency in melanoma cells substantially declined the tumor development in vivo. The 
goal of this project is to reveal the underlying mechanism of the anti-tumorigenic effects upon 
targeting of LUBAC-mediated inflammatory adaptation. Our research demonstrated that LUBAC deficiency
 induces higher vulnerability to cancer immunity and other cancer-elicited inflammatory 
environments.  

研究分野：生化学
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  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗PD-1抗体を用いる癌免疫療法に近年注目が集まっているが、8割近くの癌では単剤投与による治療効果が期待
できないことが分かっており、免疫耐性機構の解明を目指す基礎的研究の実施や、化学療法などとの併用療法に
よる適応癌種の拡大が検討されている。そういった現状のなか、本研究ではLUBAC依存的な癌内炎症寛容機構を
消失させることで、癌の免疫感受性が亢進することを証明しており、癌免疫療法を改善する新たな治療標的の一
つを提唱した。さらに、正常組織に影響を及ぼすことなく、炎症環境を利用することで癌の自滅を図る新規癌治
療戦略に繋がることが期待され、本研究の成果は今後の癌治療において重要なインパクトを与える。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
(1) 癌は慢性炎症環境を有する。癌内に分泌された炎症因子は、炎症性微小環境の形成に関与し、
腫瘍の進展・悪性化を促進する。一方で、これら炎症因子の中にはデスリガンドとして機能
するものも多く、その細胞死誘導能が癌に与える影響はほとんど解明されていない。 
 

(2) ユビキチンリガーゼ複合体 LUBAC（炎症システムと関連が深い特殊な直鎖状ユビキチン鎖
修飾を担う唯一の酵素）は、炎症関連シグナルであるNF-B経路を活性化させると同時に、
炎症性サイトカインにより誘導される細胞死実行シグナルのブレーキ役としても中心的な
役割を担う。 

 
(3) 腫瘍内での LUBACの機能は、腫瘍特性の一つである炎症性微小環境への適応性（炎症因子
に対する細胞死を回避し、かつ炎症環境を維持する）の獲得に必須である。LUBACの機能
低下が癌の明らかな腫瘍進展抑制を引き起こすことを我々は見出している。 

 
 
 
２．研究の目的 
(1) ユビキチンリガーゼ LUBAC および直鎖状ユビキチン鎖の細胞死抑制能を利用した炎症寛
容機構に着目し、当該寛容機構の破綻により達成される抗腫瘍効果を評価し、そのメカニズ
ムを探索する。 

 
 
 
３．研究の方法 
(1) 正常組織と比較して、直鎖状ユビキチン鎖修飾系が癌内で活性化していることを明らかにす
るため、高親和性直鎖状ユビキチン鎖抗体を作製し、癌組織に対する免疫染色を実施、解析
する。 
 

(2) 既に研究代表者は、野生型および LUBAC 機能低下を示すメラノーマ癌細胞の腫瘍形成能
を同一マウス皮下環境で評価する in vivo survival assayを確立している。この解析手法を
用いて、なぜ LUBACの機能低下により腫瘍進展が抑制されるのか、そのメカニズムを明ら
かにする。Crispr-Cas9 法を用いて LUBAC 構成因子と同時にサイトカイン TNF, IFN-, 
IFN-それぞれの受容体もしくはその一部を欠損させた癌細胞を作成し、同解析に用いる。 

 
(3) (2)で明らかとした進展抑制を促すサイトカインの供給源（組織・細胞）を明らかにするため、
免疫不全マウスや各種サイトカイン欠損マウスを癌細胞移植実験に使用する。 

 
(4) 癌内の上記サイトカインの産生および遺伝子発現を組織染色および RNA-scope を用いて解
析する。 

 
(5) 腫瘍免疫に対する応答性を観察するため、腫瘍抗原としてオボアルブミン（OVA）を発現さ
せた癌細胞と OVA-MHCクラス Iを認識し活性化する OT-1 CD8+T細胞の共培養を実施す
る。LUBAC機能低下による癌細胞死への影響を観察する。 

 
(6) 腫瘍免疫に対する応答性を in vivoで観察するため、免疫不全マウスへの単独皮下移植実験
を行い、腫瘍径の測定を行う。また、抗 PD-1抗体投与による免疫賦活化時、抗体投与によ
る CD8T細胞や NK 細胞 depletion 時の影響を観察する。いずれも LUBAC 機能低下によ
る影響を観察する。 

 
(7) LUBAC機能が低下した壊死消失癌を用いて、免疫染色に加え、メタボローム解析や RNA-

Seqによるオミックス解析を実施する。 
 
 
 
４．研究成果 
(1) 免疫染色を可能とする直鎖状ユビキチン鎖抗体 clone 1E3を改良した 1E3.v2抗体を作製し
た。この抗体を用いて、マウス同種移植モデルで作成した各種腫瘍組織、ヒト癌組織アレイ
での直鎖状ユビキチン鎖を検出したところ、無数の輝点を観察できた。これは正常組織では
認められず、腫瘍において選択的に検出された。また、壊死組織を含む癌の生体標本を入手



し、同様の免疫染色を行なったところ、直鎖状ユビキチン鎖の形成が癌の生存組織と癌内壊
死領域の境界部分で特に亢進していることが明らかとなった。 
 

(2) 研究の方法 3-(2)を実施し、LUBAC 消失メラノーマ癌の腫瘍形成能が低下する原因を探索
したところ、TNF や IFN-の部分的関与を検出した一方、癌内で賛成される IFN-が最も
強く腫瘍進展抑制に寄与することを見出した。さらに培養条件下、これらのサイトカインで
上記メラノーマ細胞を処理すると、複数サイトカインの同時投与で癌細胞死が劇的に促進す
ることが明らかとなった。直鎖状ユビキチン鎖形成によって複数の炎症性サイトカインによ
る相乗的細胞死誘導から癌が保護されていることを明らかにした。 

 
(3) 研究の方法 3-(2)や腫瘍の ELISA解析から、癌細胞自身が産生する IFN-が、LUBAC消失
メラノーマ癌の進展抑制に関与していることが明らかとなった。IFN-に対する免疫組織染
色や、RNA-Scope を用いて腫瘍組織内での IFN- メッセンジャーRNA の局在解析を実施
すると、特に癌生存組織と壊死領域との境界に存在する癌細胞や壊死領域へ死にゆく癌細胞
が IFN-を産生していることが示唆された。詳細なメカニズムは未解明ではあるが、LUBAC
により生成された直鎖状ユビキチン鎖が壊死環境からの細胞死刺激に対して抵抗性を付与
していることが予想された。 

 
(4) 研究の方法 3-(5)を実施したところ、各 LUBAC 構成因子を欠損したメラノーマ細胞では、
細胞障害性 T細胞依存的な細胞死が明らかに亢進した。一方で、TNFや IFN-受容体を同
時に欠損させたメラノーマ細胞で同様の実験を行なったところ、認められた細胞死亢進はほ
ぼ野生型細胞と同程度まで消失した。以上の結果から、活性化 T細胞から分泌された TNF
や IFN-によって、LUBAC機能消失癌の細胞死が直接誘導されることを見出した。 

 
(5) (4)で認められた LUBAC機能消失癌の免疫脆弱性を in vivoで評価するため、研究の方法 3-

(6)を実施した。T 細胞を持たない RAG2 マウスや NSG 超免疫不全マウスに移植した
LUBAC消失癌では、明らかに腫瘍形成速度が亢進した。さらにマウスに depletion抗体を
投与し、マウスの CD8T 細胞や NK 細胞を減少させた際にも、同様に腫瘍形成速度が亢進
した。以上の結果から、腫瘍免疫による進展抑圧の存在が強く示唆された。 

 
(6) 逆に、腫瘍免疫効果を活性化させるために抗 PD-1抗体を用いた。野生型マウスを用いた同
種癌細胞移植実験で LUBAC消失癌の進展を長期的（~2ヶ月程）に観察すると、細胞死逃
避により腫瘍化してくる LUBAC消失癌の腫瘍サイズが、抗 PD-1抗体投与によって抑えら
れた。以上の結果は、LUBAC消失が癌免疫療法の賦活化効果に繋がることを示唆した。 

 
(7) NSG免疫不全マウスに移植した LUBAC消失メラノーマ癌では、免疫細胞からの影響がほ
とんど無いにも関わらず、いまだ野生型の腫瘍と比べて腫瘍形成速度が遅かった。この癌で
は、進行性癌で通常認められる壊死組織が大幅に消失していた（実験的壊死消失癌の作成）。
癌内では貪食性マクロファージが増加しており、壊死構築の種となる癌内の僅かな死細胞が
早急に駆逐されるためであると考えられた。 

 
(8) 研究の方法 3-(7)から、壊死消失癌の大規模な癌構造のリモデリングが癌代謝シフトを引き
起こし、ミトコンドリア主体の代謝経路の利用を促すことを見出した。糖代謝の低下に加え、
副次経路であるペントースリン酸回路（核酸合成経路）の低下にも繋がっており、免疫染色
で認められた Ki67 増殖マーカー染色性の低下と合致する結果を得た。最後に RNA-Seq に
よる遺伝子発現解析の結果から、LUBAC消失癌において、IFN応答性亢進や抗原提示機能
の亢進を認めており、LUBAC 機能を消失させることで、（炎症細胞死に対する脆弱性に加
え、）癌が持つ内因性の免疫感受性をも上昇させることが強く示唆された。 
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