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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 本研究では、炎症応答や細胞死制御に関わる

新規ユビキチンリガーゼ(E3)や脱ユビキチン化

酵素(DUB)の網羅的・定量的な基質探索や相互

作用因子の探索を目指した。 

 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複合体

型 E3 酵素である 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し、

NF-B シグナル経路の活性化や細胞死制御に

極めて重要な役割を果たすことを明らかにし

てきた。加えて、LUBAC による NF-B 活性化

に拮抗的に作用する新規 E3 や OTUD1 という

DUB を独自に見出すと共に、自然免疫応答を制

御する新規スカフォールドタンパク質として

LRBA という BEACH ファミリータンパク質を

同定した。 

 本年度、これらの基質の同定、相互作用因子

の探索のため、免疫沈降法や各種 KO 細胞を用

いた解析を進めた。 

 

[1-2]研究の方法・経過 

(i) 新規 E3/ OTUD1 基質の探索：新規 E3 及び

OTUD1 ノックアウト(KO)細胞をサイトカイン

刺激により細胞死を誘導させ、ユビキチンレム

ナントモチーフ(K-ε-GG)抗体による免疫沈降サ

ンプルを用いた網羅的プロテオーム解析を行

った。 

(ii) OTUD1結合因子の探索：前年度に引き続き、

HEK293T 細胞において Flag タグを付加した

OTUD1 を過剰発現させ、免疫沈降標品を用い

た MS 解析を行った。 

(iii) LRBA 結合因子の探索：HEK293T 細胞にお

いて、近接依存性ビオチン標識酵素 AirID 

(Ancestor BirA biotin identification)を付加した

LRBA をビオチン存在下で過剰発現させ、

Tamavidin 2-REV でビオチン化ペプチドを精製

し MS 解析を行った。 

 

【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) 新規 E3/ OTUD1 基質の探索：MS 解析の結

果、16,885 種類の ggK ペプチドが同定され、新

規 E3、及びOTUD1依存的な変動を示すものを、

それぞれ 186、487 種類同定した。 

(ii) OTUD1 結合因子の探索：MS 解析の結果、

208 種の候補因子を同定し、上位の因子につい

てデータベース解析を進めた。 

(iii) LRBA 結合因子の探索：MS 解析の結果、

3363 種類のビオチン化ペプチド、1655 種類の

候補タンパク質が同定された。 

 

[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

各種データベース解析から、新規 E3 及び

OTUD1 の作用機序を推測することが出来た。

予想しなかった細胞死経路との新たな関連性

も見出しており、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動作基盤

の解明と、動物個体レベルの生理機能、各種疾

患との関連性を明らかにしていきたい。 
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【4】今後の課題等 

 今回の解析から、新規 E3 や OTUD1、LRBA

による炎症・自然免疫応答制御の分子機序の一

端を明らかにする事ができた。特にデータベー

ス解析からは、関連する様々な疾患を同定する

ことができ、今後も、本共同研究を含めた各種

解析を広く展開することで、その動作基盤と生

理機能、各種炎症性疾患との関連性を解明して

いきたい。 

 


