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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 申請者らは、ユビキチンの N 末端を介した直

鎖状ユビキチン鎖を特異的に生成するユビキ

チンリガーゼ(E3)である LUBAC を世界に先駆

けて発見し、LUBAC が炎症応答や自然・獲得

免疫制御のマスターレギュレーターとして機

能する NF-κB シグナル経路の活性化に極めて

重要な役割を果たすことを明らかにしてきた。

さらに最近、申請者らは LUBAC 活性を制御す

る新規 E3 や、LUBAC による NF-κB 活性化を

抑制する新規脱ユビキチン化酵素(DUB)を独創

的に見出した。 
そこで本研究では、炎症応答や自然・獲得免疫

制御に関わる新規E3およびDUBの細胞機能と

標的タンパク質の探索を目的として、KO 細胞

や各種炎症刺激時における会合タンパク質の

網羅的プロテオーム解析を小迫教授との共同

利用研究として遂行した。 
 
[1-2]研究の方法・経過 

 (i) CYLD/OTULIN-DKO 細胞におけるプロテ

オーム解析：NF-κB 制御に関わることが既知の

DUB である CYLD と OTULIN に対して

CRISPR/Cas9 法により作製した CYLD/OTULIN
ダブルノックアウト(DKO)細胞由来の細胞抽出

液を用いて網羅的プロテオーム解析を行い、

CYLDあるいはOTULIN依存的に発現レベルが

変動するタンパク質の探索を進めた。 
 (ii) 新規 E3 分解基質の探索：新規 E3 ノック

アウト(KO)細胞を各種炎症性サイトカインで

刺激し、細胞抽出液を用いた網羅的プロテオー

ム解析により、新規 E3 依存的に発現レベルが

変動するタンパク質因子の探索を進めた。 

 (iii) 新規 DUB 結合因子の探索：HEK293T 細

胞において Flag タグを付加した新規 DUB を過

剰発現させ、免疫沈降標品を用いて会合タンパ

ク質を質量分析によって解析した。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 (i) CYLD/OTULIN-DKO 細胞におけるプロテ

オーム解析：A549 及び Jurkat 細胞由来の DKO
細胞を用いた解析を複数回実施し、CYLD、

OTULIN 依存的に発現量が変動するタンパク質

因子を数百種同定することができた。 

 (ii) 新規 E3 分解基質の探索：HEK293 細胞由

来の KO 細胞を用いた解析を複数回実施し、新

規 E3 依存的に発現量が変動するタンパク質因

子を数十種同定することができた。 

 (iii) 新規 DUB 結合因子の探索：免疫沈降プ

ロトコールの最適化などの条件検討を行った

後、MS 解析を複数回実施し、100 種以上の候補

因子を同定することができた。 

 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 今回同定した新規基質、結合因子を基にした

pathway 解析などから、これら新規 DUB や新規

E3 の作用機序を推測することが出来た。実際、

いくつかの因子についてはイムノブロットな

どにより確認済みであり、今後、ユビキチン連

結様式やユビキチン結合部位の同定を含めた

分子基盤の解明と、マウス個体レベルの生理機

能解析、各種疾患との関連を明らかにしていく。 
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【4】今後の課題等 

 本研究によって炎症・自然免疫制御の分子ネ

ットワーク解明を進めていくとともに、詳細な

翻訳後修飾（ユビキチン化残基とユビキチン連

結型）部位の同定を目指すことが必要である。 


