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研究成果の概要（和文）：　NF-κBシグナルとインターフェロン産生経路は、多くの生物種の生体防御で中枢的な役割
を果たす。本研究で我々は、直鎖状ユビキチンという新しいタイプのユビキチン鎖を生成する酵素（LUBAC)の新たなサ
ブユニットとしてSHARPINを同定し、その欠損が皮膚炎を引き起こすことを見出した。また、脱ユビキチン化酵素のA20
は、7番目のZnフィンガー領域が直鎖状ユビキチン特異的結合ドメインとして進化的に高度に保存されていることを示
した。さらに、侵入DNAウイルス感知に働くcGAS酵素のDNA認識やインターフェロン産生に重要なアミノ酸残基を同定し
た。

研究成果の概要（英文）：NF-kappaB signaling and interferon production pathway play a pivotal role on biolo
gical defense system in various spices. In this study, we identified that SHARPIN is an additional subunit
 of LUBAC, which produces a novel type of  linear polyubiquitin chain and regulates NF-kappaB pathway. Gen
etic deficiency of SHARPIN causes severe inflammation such as dermatitis in mice. Furthermore, we showed t
hat A20, a deubiquitinatinase, involves evolutionary conserved linear ubiquitin specific binding site at 7
th ZF domain. Moreover, we analyzed structure-function study of virus DNA sensor protein, cyclic GMP-AMP s
ynthease (cGAS). 
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１． 研究開始当初の背景 
 ユビキチン修飾は標的タンパク質を分解
に導くシグナルとして発見され、時空間特異
的な細胞内タンパク質分解の生理的重要性
に鑑みて 2004 年にユビキチン系の発見者ら
にノーベル化学賞が受賞されるに至った。し
かし、その後の研究からユビキチン修飾はタ
ンパク質分解のみならず、シグナル伝達制御、
DNA 修復、細胞内局在など多彩で広範囲な生
理機能に関与することが明らかにされ、ユビ
キチン系の研究は拡大の一途を辿っている。
ユビキチン修飾系がリン酸化などと異なり、
多彩な生理機能を発揮できる分子機構は、ユ
ビキチンが標的タンパク質に対して多様な
分子数や連結様式で付加される点にある。典
型例としてLys48ポリユビキチン鎖はプロテ
アソーム分解のシグナルとして寄与するが、
Lys63 ポリユビキチン鎖はシグナル伝達や
DNA 修復など非分解シグナルとして機能する
ことが知られる。 
 我々は RING 型ユビキチンリガーゼの
HOIL-1 を発見し(Nature Cell Biol., 2003; 
Mol. Cell 2005)、細胞内では HOIL-1 のアイ
ソフォームであるHOIL-1Lがその結合タンパ
ク質(HOIP)と高分子量複合体(LUBAC)を形成
して、これまでのユビキチン結合の概念を超
越するユビキチンのN末端-アミノ基を介す
る「直鎖状ポリユビキチン鎖」を生成するこ
とを見いだした(EMBO J., 2006)。さらに我々
は、LUBAC が NEMO に直鎖状ポリユビキチン
鎖を付加することでNF-B経路を特異的に活
性化することを世界に先駆けて報告した
(Nature Cell Biol., 2009)。これまで Chen
ら(米国) によって、Lys63 ポリユビキチン鎖
生成がNF-Bや MAPキナーゼの活性化の際の
足場として重要な働きをすると示されてい
たが、我々は直鎖状ポリユビキチン鎖が
NF-B 経路特異的なトリガーとなるという新
たな知見を示した。その後、Dikic（ドイツ）
と若槻ら（高エネ研）によって NEMO は Lys63
ではなく、直鎖状ユビキチンに特異的に結合
することが構造的にも示され(Cell, 2009)、
直鎖状ポリユビキチン鎖の生理的重要性が
広く認識されてきた。これらの結果から、直
鎖状ポリユビキチン鎖形成がTNFファミリー
リガンド(TNF-、CD40 など)の細胞応答に深
く関与することが遺伝学的に明らかになり、
その欠損が病態と関連することが示されつ
つある。 
 
２． 研究の目的 
 NF-B は炎症、自然・獲得免疫制御、細胞
接着、抗アポトーシスなどに関与する遺伝子
群の発現を調節するので、その制御不全は慢
性炎症や癌に密接に関係し、病態の面からも
高く注目されている。これまで、ノックアウ
トマウス作製によるNF-B経路因子の遺伝子
破壊が Karin（米国）、Pasparakis（ドイツ）、
審良（阪大）、中野（順天堂大）を中心に行
われ、多くの知見が得られている。しかしな

がら、他のシグナル伝達経路が多様な生物モ
デルを併せて用いることによって、革新的な
評価方法を構築していったことに対して、
NF-B 経路の研究では、ショウジョウバエの
Toll 受容体からの抗菌ペプチド産生経路の
解析はあるものの、多くはマウス偏重であり、
他の脊椎動物モデルの利用は顧みられてこ
なかった。このため、マウスで胎生致死にな
った場合など、NF-B の生理機能解析で不明
のまま残されている問題点もある。進化的に
TNF-リガンドファミリーは脊椎動物から産
生され、これと相関するように LUBAC のサブ
ユニットが出現する。そこで今回、多様な生
物モデルを用いて、LUBAC を中心に NF-B 経
路因子の生理機能解析を行うという先駆的
研究を着想した。 
 
３． 研究の方法 
 LUBAC による直鎖状ポリユビキチン鎖形成
を介したNF-B活性化の生理的役割を新たな
モデルを用いて解明するために、LUBAC の新
規サブユニットの機能解析を行うとともに、
そのタンパク質の進化的保存性、ノックダウ
ンによる発生や器官形成への影響、LUBAC 遺
伝子変異個体や恒常的なNF-B活性化を引き
起こす個体の表現型解析を行う。さらに、他
のNF-B経路因子との多重変異体作製へ進展
させる。また、LUBAC による NF-B 活性化を
抑制する細胞メカニズムを調べるとともに、
生物種における保存性を解明する。 
 
４． 研究成果 
（１）LUBAC の新たなサブユニット
SHARPIN の同定と皮膚炎との連関
（Tokunaga F. et al., Nature, 2011） 

 我々は、ユビキチンのC末端Gly76が別のユ
ビキチンのN末端Met1にペプチド結合する全
く新しい直鎖状ポリユビキチン鎖を生成する
ユビキチンリガーゼ複合体LUBACを同定した。
LUBACは、TNF-など炎症性サイトカイン刺激
で惹起される古典的NF-B経路の制御に重要
である。我々は、HOIL-1LとHOIPという2つの
サブユニットに加えて、SHARPIN という
HOIL-1Lに高い相同性を示すタンパク質が生
理的なLUBACのサブユニットであることを同
定した。SHARPIN欠損マウス（cpdmマウス）は
重篤な慢性皮膚炎を発症するが、この原因が
細胞内のLUBAC複合体が減少するため、NF-B
活性化が低下することに起因することを明ら
かにした。 
 
（2）A20 による直鎖状ユビキチン認識を
介した NF-B 制御(Tokunaga F. et al., 
EMBO J. 2012) 

 LUBAC による NF-B 活性化を抑制する脱ユ
ビキチン化酵素を検索し、A20(TNFAIP3)を同
定した。A20 は脱ユビキチン化酵素活性を介
して直鎖状ユビキチンを分解するのではな
く、C 末端 7 番目の Zn フィンガー(ZF7)が直



鎖状ユビキチンに特異的に結合することで
NF-B 活性を阻害した。さらに、A20 ZF7 と
直鎖状ユビキチンとのX線結晶解析を行った
ところ、ZF7 は遠位ユビキチンの Ile44 疎水
性パッチと近位ユビキチンの-ヘリックス
領域を同時に識別していることが解った。ヒ
ト A20 ZF7 において直鎖状ユビキチン認識に
関わるアミノ酸残基は、哺乳類 A20 のみなら
ず、アフリカツメガエルなど両生類、ゼブラ
フィッシュなど魚類、ホヤなど脊索動物まで
進化的に保存されていた。しかし、A20 の 1
から 6番目の ZF には保存されておらず、ZF7
が直鎖状ユビキチン結合に特化したドメイ
ンとして各生物種で保存されていると示唆
された。これらの結果は、TNF シグナルが発
生した脊索動物以降において、直鎖状ユビキ
チン鎖生成がNF-B活性制御に重要であるこ
とを示唆する。 
 
（3）ウイルス DNA 認識タンパク質 cGAS
の構造と機能(Kato K. et al., PLoS One, 
2013) 

 多くの生物の生体防御反応において、自
然・獲得免疫応答やインターフェロン分泌は
中心的な役割を果たす。侵入した細菌やウイ
ルスが含有する病原体関連分子パターンは、
細胞表面または細胞内の受容体タンパク質
によって捕捉され、NF-B シグナル経路やイ
ンターフェロン産生経路の活性化を導く。最
近、DNA ウイルスの識別に重要な働きをする
ことが明らかになったヒト cyclic GMP-AMP
合成酵素(cGAS)の構造と機能の解明を行い、
X線結晶構造解析によって cGAS において DNA
認識に重要と示された塩基性アミノ酸クラ
スターや Zn フィンガー領域が、インターフ
ェロン産生や NF-κB 活性など生理機能発現
に重要であることを示した。cGAS は 2013 年
に同定されたばかりの新規酵素であるが、先
行して報告されたマウスやブタの cGAS の構
造解析に加えて、今回のヒト酵素の解明がな
され、cGAS の外来 DNA 識別機構が進化的に保
存されていることが解明された。cGAS は下流
に小胞体膜タンパク質であるSTINGを介して
TBK1 キナーゼを活性化し、インターフェロン
産生経路を主に活性化する。ルシフェラーゼ
活性からNF-Bの活性化も検知されたが、IKK
や IBのリン酸は検出出来ず、どのような経
路で NF-B 活性化を導くか、今後の検討を要
する。 
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