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研究成果の概要（和文）： 
TNFは細胞内で IB kinase (IKK)による IB のリン酸化と分解を介して転写因子 NF-B の活
性化を誘導する。また紫外線(UV)も NF-B の活性化を誘導するがこの機構は不明であった。本
研究で我々は UV 照射は IKK の活性化や IBのリン酸化は誘導しないが、アダプタータンパク
質として機能することにより NF-B を活性化することを見いだした。UV は IBの核内移行を
誘導して hnRNP-U を介して-TrCP に結合している IKK に会合させ、IBのユビキチン化と分解
を誘導する。このようにして活性化された NF-B は抗アポトーシス遺伝子の発現を抑制して細
胞死を亢進する。重要なことに、UV 照射だけでなく酸化ストレスなども核内移行と IKK の会合
を介して IBの分解を誘導する。  
研究成果の概要（英文）： 
Tumor necrosis factor  (TNF) activates NF-B using the IB kinase (IKK) complex that 
phosphorylates inhibitory proteins (IBs) at N-terminal sites resulting in their ubiquitination and 
degradation in the cytoplasm. Ultraviolet (UV) irradiation also activates NF-B by IB 
degradation, but its mechanism was unknown. In this study, we have revealed that, although UV 
does not lead to IKK activity and N-terminal phosphorylation of IB, IKK acts as an adaptor 
protein and activates NF-B. UV irradiation induces the nuclear translocation of IB and 
association with IKK, which constitutively interacts with -TrCP through heterogeneous 
ribonucleoprotein-U (hnRNP-U) leading to IB ubiquitination and degradation. NF-B activated 
by the nuclear IKK adaptor protein suppresses anti-apoptotic gene expression and promotes 
UV-induced cell death. Importantly, IB translocates into the nucleus and associates with IKK 
and then is degraded when cells are subjected not only to UV stress but also to other types of 
oxidative stress.  
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍壊死因子(TNF)や IL-1 などの炎症性
サイトカインは IKK を活性化し、NF-B 阻
害タンパク質 IBをリン酸化する。リン酸化
された IBはユビキチンリガーゼ-TrCP に
よりユビキチン化・分解され、NF-B は核内
に移行して遺伝子発現を誘導する。この古典
的経路ではNF-Bは一過性に活性化された後
にすみやかに不活性化される。これに対して
慢性炎症や多くの癌細胞ではNF-Bは持続的
に活性化されるが、この分子機構は不明であ
る。一方、我々は NF-B の生理的意義を解明
するために遺伝的改変マウスを用いた解析
を行ってきた。まず、IKK のノックアウト
マウス由来の細胞に TNFを作用させると、細
胞内で活性酸素が産生されて酸化ストレス
を生じ、MAP キナーゼホスファターゼのシス
テイン残基の酸化修飾を介して JNKの持続的
活性化と細胞死が誘導されることを明らか
にしてきた 。また IKK/NF-B 系はサイトカ
インの産生や酸化ストレスを介して炎症や
癌に関与している。その一方で紫外線(UV)の
照射や酸化ストレスがNF-Bの活性化を誘導
する事が知られている。すなわち IKK/NF-B
系と細胞内で生じたストレス応答系は密接
に連関する事が明らかにされてきた。しかし
ながら、UV などのストレスによる NF-B の活
性化機構は不明のままであり、解明すべき研
究課題として残さされていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は UV などにより生じる細胞内スト
レスがNF-Bを活性化する機構の解明を目的
とした。さらにこの応答が炎症や発癌にどの
ように連関するのかを解析した。 
 
３．研究の方法 
 野生型マウスやIKK5のノックアウトマウ
スに由来する野生型細胞や IKK欠損細胞を
用いて IBの分解と NF-B の活性化をウエ
スタンブロット法や EMSA 法を用いて解析し
た。さらに NF-B のシグナル系タンパク質の
細胞内局在について免疫抗体法による細胞
染色や、GFP との融合タンパク質の細胞内発
現法などにより解析した。 
 
４．研究成果 
 
本研究において以下の事実を明らかにした。 
（1）UV による IKK依存性の IBの分解 
 UV による NF-B 活性化における IKKの役
割を明らかにするために、野生型細胞と IKK
欠損細胞の比較を行った。野生型細胞では UV
照射により IBが分解されるのに対して
IKK欠損細胞では分解されないことから、
IBの分解には IKKが必要であることが確
認された。そこでIKK欠損細胞に野生型IKK
とキナーゼ活性を欠損した IKK変異体
(IKKKN)を導入したところ、驚くべきことに
IKKKN でも IBの分解が誘導されることが
判明した（図１）。さらに IKKによるリン酸
化を受けない IB変異体を細胞に発現させ
て UV 照射を行ったところ、この IB変異体
は分解された。一方、-TrCP によるユビキチ
ン化を受けない IB変異体は分解されなか
った。すなわち、UV 照射による IBの分解
には、IKKによるリン酸化は必要ではないが、

-TrCP によるユビキチン化が必要であるこ
とが示唆された。実際に野生型細胞では UV
照射により IBのユビキチン化が誘導され
るのに対して、IKK欠損細胞ではユビキチン
化は誘導されないことが確認できた。これら
のことから、UVによるIBの分解において、
IKKはキナーゼ活性非依存的に-TrCP によ
る IBのユビキチン化を誘導することが判
明した。 

（図１） 
 
（2）IKKのアダプター機能 
 -TrCP による IBのユビキチン化反応に
おける IKKの役割を解明するために、-TrCP
と IBの会合への関与を検討した。野生型細
胞と IKK欠損細胞に-TrCPと IBを導入し、
両者の会合を免疫沈降法により解析した。野
生型細胞では UV 照射に応答して-TrCP と
IBの会合が誘導されるが、IKK欠損細胞で
は会合が誘導されなかった（図 2）。そこで私
たちは、IKKが-TrCP と IBの会合を介在
するアダプターとして機能していることい
うことを想定し、IKK欠損細胞に IKKKN を
導入した解析を行った。この結果、IKKは
-TrCP と恒常的に会合しており、UV に応答
して IBは IKKを介して-TrCPに会合して
ユビキチン化を受けると考えられた。 

（図 2） 
 

（3）核内 IB/IKK/-TrCP 複合体形成 
 UV 照射後の IBおよび RelA の細胞内局在
の変化を解析したところ、UV 照射後 2時間で
IBは核内に移行して、8 時間後には分解さ
れることが判明した（図 3）。さらに、レプト
マイシンB(LMB)でタンパク質の核外移行を阻



害すると UV 照射による IBの分解が抑制さ
れることから、IBの核内外のシャトリング
が分解に関与すると考えられた。このことを
確 認 するた め に核局 在 型 IB変 異 体
(NLS-IB)および細胞質局在型 IB変異体
(NES-IB)を用いて UV 照射による分解およ
びユビキチン化の誘導を解析した。核局在型
IB変異体では UV によるユビキチン化は誘
導されるものの分解が遅滞し、細胞質局在型
IB変異体ではユビキチン化は誘導されずに
分解が遅滞することが観察された。これらの
結果から、UV照射に応答して IBは核内に移
行してユビキチン化を受け、最終的に細胞質
でプロテアソーム依存的に分解されると考え
られた。また Ca2+キレーターである BAPTA-AM
が UV 照射により誘導される IBの核内移行
と分解を抑制することから、IBの核内外の
シャトリングには Ca2+シグナルが関与してい
ると考えられた。 
 UV 照射に応答して IBが核内に移行して
ユビキチン化を受けることから、核内で IB
は IKKを介して-TrCP と会合すると考えら
れた。そこで IKK欠損細胞に NES を付加した
細胞質局在型IKK変異体とNESを付加した核
局在型IKK変異体を導入して解析したとこと、
TNFは細胞質の IKKを介して IBの分解を
誘導するのに対して、UV は核内の IKKを介し
て IBの分解を引き起こすことが判明した。
実際に細胞質分画と核分画で IBの会合を
解析したところ、UV 照射に応答して核内に移
行した IBは IKKと-TrCP との複合体を形
成することが確認された。また核タンパク質
hnRNP-U は-TrCP と会合することが報告され
ている。そこで UV 応答における hnRNP-U の関
与を解析したところ、IKKは hnRNP-U と恒常
的に会合しており、IKK/hnRNP-U/-TrCP の
三者は核内で恒常的な複合体を形成している
ことが判明した。UV 照射に応答して核内移行
したIBはIKK/hnRNP-U/-TrCP複合体に会
合し、この複合体上で-TrCP によるユビキチ
ン化をうけると考えられた。 

（図 3） 
 

（4）p38・CK2 の IKK会合と IB分解促進 
 UV に応答した IBの分解に、p38MAP キナ
ーゼとCK2によるIBのC末端領域のリン酸
化が関与することが報告されていた。この点
について解析を行ったところ、UV に応答した
IBの分解に本質的に寄与するのは-TrCP
を介したユビキチン化であるが、これに加え
て p38 と CK2 によるリン酸化も分解を促進す
る効果を有する事が確認された。それでは
p38と CK2は IKKのアダプター分子機能とど

のような関係にあるのであろうか？興味深
いことにUV照射に応答してp38とCK2はIKK
は会合して、IB/IKK/p38/CK2 複合体が形
成されることが判明した。すなわち IKKは
-TrCP のみならず、p38 と CK2 に対してもア
ダプター分子として機能すると考えられた。 
 
（5）NF-B による細胞死の亢進 
 NF-B は抗アポトーシス遺伝子の発現を亢
進することにより細胞死を抑制する。しかし
最近の研究により、NF-B は遺伝子発現を亢
進するだけでなく、逆に遺伝子発現を抑制す
る転写抑制因子としても機能する事が知ら
れている。とくに UV により活性化された
NF-B はいくつかの遺伝子発現を抑制してア
ポトーシスを亢進することが報告されてい
た。そこで IKK欠損細胞に IKK変異体を導
入した再構成細胞での遺伝子発現と細胞死
応答を解析した。キナーゼ活性を欠損した
IKKKN 変異体や核局在型 IKK変異体を発現
させると、UVに応答した NF-B の活性化を引
き起こすことができるが、この時に活性化さ
れた NF-B は Bcl-xL や x-IAP などの抗アポ
トーシス遺伝子の発現を特異的に抑制する
ことが確認された。さらに NF-B は UV によ
る細胞死を促進する事も観察された。 
 
（6）ストレス応答性 NF-B 活性化と肝障害 
これらのことから慢性炎症時や組織障害時
に観察される NF-B の持続的活性化には
IKKのアダプター機能の関与が想定され
た。そこで肝細胞特異的な IKKのノック
アウトマウスにアデノウイルスを用いて、
アダプター機能のみを有する IKK変異体
と、キナーゼ活性のみを有する IKK変異
体を導入し、さらにリポポリ多糖やコンカ
ナバリンAによる炎症応答を解析したとこ
ろ、アダプター機能のみを有する IKK変
異体を導入した場合には肝細胞死が亢進し
て重篤な肝障害が引き起こされることが判
明した。 
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http://first.lifesciencedb.jp/archives/
1010 
 
http://home.hiroshima-u.ac.jp/ikagaku/ 
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