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研究成果の概要（和文）：NF-κBは種々の悪性腫瘍に関与する転写因子である。LUBACユビキチンリガーゼによって選
択的に生成される直鎖状ユビキチン鎖はNF-κB活性化に選択性が高く、抗がん剤の優れたターゲットである。
そこで、研究者らが樹立したPetit-SHARPIN、Petit-LUBAC、抗直鎖状ユビキチン鎖抗体を用いたスクリーニング系で2
種のLUBAC阻害剤を得た。しかしながら、細胞レベルではNF-κB活性化の抑制が認められなかった。また、先行研究で
同定した化合物Yは細胞レベルで直鎖状ユビキチン鎖生成を抑制し、予備的検討では個体レベルでもLUBACの活性を抑制
することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：NF-κB is a family of transcription factor, which is involved in the pathogenesis 
of several malignant tumors. The liner ubiquitin chains, which is selectively generated the LUBAC 
ubiquitin ligase discovered by us, is known to be selectively involved in the activation of NF-κB. Thus, 
LUBAC-mediated linear ubiquitination is a suitable target of anti-cancer drugs. We have generated 
high-throughput ELISA screening system of LUBAC inhibitors using petit-SHARPIN, petit-LUBAC and 
anti-linear ubiquitin antibody all of that were generated by us and identified two compounds that 
inhibited LUBAC-mediated generation of linear chains. However, none of them can inhibited linear 
ubiquitination in cells. We have identified another LUBAC inhibitory compound in other study and 
evaluated the compound in this study. The compound Y did inhibit NF-κB activation and linear 
ubiquitination in cells. Moreover preliminary analyses revealed that The compound Y appeared to suppress 
LUBAC in mice.

研究分野：病態医化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 NF-Bは慢性関節リウマチ、B細胞リン
パ腫等の悪性腫瘍をなどの種々の疾患に関
与する転写因子である。申請者は自らが発
見した新規ユビキチン修飾である直鎖状ユ
ビキチン鎖が NF-B 活性化を惹起する新
規情報伝達系であることを示してきた
(Nature Cell Biol 2009, Nature 2011)。 
 
 直鎖状ユビキチン鎖はLUBACユビキチ
ンリガーゼによって特異的に生成される、
NF-B 活性化に選択性が高い翻訳後修飾
系なので、LUBAC ユビキチンリガーゼは
NF-B の制御薬の優れたターゲットであ
ると考えられる。そこで本研究では、
NF-Bの活性亢進、活性抑制が関与する疾
患治療薬開発を目指し、申請者が新たに樹
立した抗直鎖状ポリユビキチン鎖抗体など
の研究試料、新知見を利用した新スクリー
ニング系などを用いてLUBACの直鎖状ポ
リユビキチン鎖形成を阻害する薬剤の開発
を進めた。 
 
２．研究の目的 
 
 研究代表者らが発見したLUBACユビキ
チンリガーゼ、直鎖状ユビキチン鎖は免疫
疾患、癌に関与する NF-B 活性化のみな
らず、種々の刺激依存的な細胞死抑制にも
関与する。LUBAC は活性中心サブユニッ
トである、HOIPと 2つのアクセサリーサ
ブユニット、HOIL-1L、SHARPINから構
成される(図 1)。 
 
 LUBACの活性を亢進させるHOIPの多
型性が ABC タイプと呼ばれるびまん性 B
細胞リンパ腫（ABC DLBCL）患者に 14
倍程度濃縮しており、LUBAC のサブユニ
ットの発現を抑制することによって、ABC 
DLBCL 由来細胞の増殖が抑制される
(Cancer Discov. 2014)。また、HOIPまた
は SHARPIN の発現亢進によるアポトー
シスの抑制がシスプラチン耐性を惹起する
ことも示されている(Cancer Res 2014)。 
 
 それゆえ、LUBAC の発現、機能亢進は
ある種の癌の発癌や、抗癌剤への耐性に関
与するので、LUBAC は単独で抗癌剤とし
て、あるいはシスプラチン併用薬剤として
投与可能な抗癌剤の優れたターゲットであ
ると考えられる。 
 
 そこで本研究では研究代表者がすでに
LUBAC 阻害剤として単離していた化合物
X の検討と、研究代表者が新たに樹立した
抗直鎖状ユビキチン鎖特異的なモノクロー
ナル抗体を用いたLUBAC阻害剤の新規ス
クリーニング系を用いて、新たに LUBAC
を阻害する化合物の同定を目指した。 

 
３．研究の方法 
 
A. 新規 LUBAC 阻害剤のハイスループッ
トスクリーニング系の樹立 
 
ユビキチンン修飾系は E1、E2、E3 の 3
種から構成される複合酵素系であり、ATP
依存的に 76アミノ酸からなる小球状タン
パク質であるユビキチンを標的タンパク
質またはユビキチンに結合させる。ユビキ
チンをユビキチンに結合させることでユ
ビキチン鎖を形成するが、LUBACはユビ
キチンの N 末端のメチオニンの-アミノ
基に別のユビキチンの C 末端のカルボキ
シル基を結合させることで直鎖状ユビキ
チン鎖を生成する E3 である。それゆえ、
直鎖状ユビキチン鎖の試験管内生成には
E1、E2(UbcH7)、ユビキチンと LUBAC
が必要である。 

 
 図１に LUBAC のサブユニット構造を
示す。LUBAC複合体は約 600KDの高分
子量複合体であり、ハイスループットに必
要な量を大量精製するのは困難である。そ
こで、直鎖状ユビキチン鎖生成能を有し、
大腸菌発現系で大量精製が可能な
petit-LUBAC、petit-SHARPIN（図１、
特許取得済）を LUBACの代わりに E3と
して用いて、生成した直鎖状ユビキチン鎖
を研究代表者らが樹立した抗直鎖状ユビ
キチン鎖に対する抗体で検出する ELISA
系を用いて約 1 万種の化合物をスクリー
ニングした。 
 

図１．LUBACサブユニットとそのドメイ

ン構造と petit-LUBAC、Petit-SHARPIN 



B. LUBAC特異的化合物の単離 
 
 本 ス クリ ーニング系では E1、
E2(UbcH7) 、 E3(petit-LUBAC 、
petit-SHARPIN)とユビキチンを混合して
いるので、ヒット化合物には E1、E2の阻
害化合物が含まれる可能性がある。そこで、
E1 と E2(UbcH7)は、共通であるが
LUBACとは異なる E3を用いる試験管内
ユビキチン化アッセイで LUBAC を特異
的に阻害する化合物を選択する。 
 
C. 細胞レベルでの直鎖状ユビキチン鎖生
成、NF-B活性化抑制能の検討 

 
上記アッセイで選択された化合物に対し、 
a) TNF-等の刺激依存的な NF-B 活性
化抑制効果 

b) 刺激依存的な NEMO の直鎖状ポリユ
ビキチン化の阻害活性 

 
を検索誌、細胞レベルで LUBACの直鎖状
ユビキチン鎖生成活性を阻害する化合物を
選択する。 
 
D. 個体レベルでの抗 LUBAC作用の検討 
 
 研究代表者らは大阪大学在籍中に整形外
科の吉川秀樹教授らと共同でLUBACがマ
ウスの骨肉腫細胞の肺転移に関与すること
を示してきた(Int. J. Oncol. 2012)。そこで、
骨肉腫細胞の肺転移モデルを用いて、本研
究で見出すLUBAC阻害剤の個体レベルで
の抗癌活性を検索する。 
 
４．研究成果 
 
A. 先行研究で同定していた LUBAC 阻害
剤の検討 
 
 研究代表者らは日和見感染の原因となる
真菌であるアスペルギルスの病原性因子で
ある Gliotoxinが LUBACを阻害すること
を見出していた。そこで、細胞レベルで
Gliotoxin が LUBAC による直鎖状ユビキ
チン鎖生成を抑制するかどうかを検討した。 
 
 その結果、Gliotoxin は細胞内で刺激依
存的な NF-B 活性化、直鎖状ユビキチン
鎖生成を抑制することを見出したが、化学
合成が困難なことから、関連化合物の合成
を断念した。しかし、本成果は LUBAC阻
害が微生物の感染成立に関与すると考え、
誌上発表した。 
 
B. LUBAC阻害化合物の単離 
 
 研究方法の項のAで記載した新規スクリ
ーニング法にてよって得られた数種の候補

の完全長のLUBACに対する阻害活性を検
討したところ、2 種で阻害が認められた。
そこで、前項 Cで示した細胞レベルでの検
討を加えたところ、残念ながら、同定した
２種の化合物ともに、細胞レベルでは直鎖
状ユビキチン鎖生成、NF-B活性化を抑制
しなかった。 
 
C. 先行研究で同定していた化合物の検討 
 
 本研究で新たに同定した２種の化合物と
もに細胞レベルでLUBACの活性を抑制し
なかったのは、それらの化合物が細胞膜を
透過しないためである可能性も想定される。
細胞膜を透過する誘導体を作製すれば、そ
れらの化合物の細胞レベルでの有効性を検
討できる可能性もあるが、誘導体の作製に
は時間と高額の費用を要する。 
 
 本研究に先だった別の先行研究で別の化
合物 Yを、LUBACを阻害する化合物とし
て同定していたので、化合物 Yの細胞レベ
ルでのLUBAC活性の抑制効果の有無を検
討したところ、化合物 Yは細胞レベルで刺
激依存的な NF-B 活性化、直鎖状ユビキ
チン鎖生成を抑制することを見出した。 
 
 そこで、本研究で同定した化合物ではな
く、化合物 Yの個体レベルでの検討に着手
した。予備的検討の段階ではあるが、化合
物Yが骨肉腫細胞の肺転移を抑制する可能
性を示唆する所見を得ている。 
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