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【1】研究の概要 
[1-1]本研究の目的・概要 
 申請者は、ユビキチンの N 末端を介した直鎖

状ユビキチン鎖(M1-Ub 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 NF-κB シグナルの活性

化を介して炎症・免疫応答に極めて重要な役割

を果たすことを明らかにしてきた。また近年、

LUBAC に結合する新規 E3 として LUBAC-
associated protein 1 (LAP1)を同定し、ネクロプト

ーシス制御の新たな機構として LUBAC と

LAP1 による RIPK1 の協調的な Ub 修飾を見出

してきた。そこで本年度は、ネクロプトーシス

過程における LUBAC・LAP1 による RIPK1 の

Ub 化の意義を精査するため、Lap1-KO 細胞由

来サンプル及び LUBAC 阻害剤(HOIPIN-8)を用

いて MS 解析を実施した。 
 
[1-2]研究の方法・経過 
 Lap1 野生型 MEF 及び Lap1-KO MEF に

TNF/5z7（TAK1 阻害剤）/ZVAD（カスパーゼ阻

害剤）±HOIPIN8 処理にてネクロプトーシスを

誘導し、細胞抽出液を用いて変性条件下にて

RIPK1 抗体による免疫沈降を行い、MS 解析を

実施した。 
 
【2】研究成果 
[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 
 PRM 法による精密定量の結果、野生型 MEF
においてネクロプトーシス初期に刺激依存性

の特に高い Ub 化部位を２箇所同定した。これ

らの Ub 化頻度は HOIPIN8 処理によって部分的

に低下することが分かり、LUBAC によるプラ

イミング Ub 化が RIPK1 の Ub 化過程に含まれ

ることが示唆された。現在当該 Ub 化のネクロ

プトーシス制御における生理的意義について

RIPK1 点変異体を用いた解析を進めている。 
 
[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 
 炎症誘導性細胞死であるネクロプトーシス

は様々な炎症性疾患の発症や病態形成に関与

することから、RIPK1 阻害剤をはじめ、臨床応

用に向けた研究が世界中で精力的に進められ

ている。 
本成果により、LUBAC と LAP1 による複合

型 Ub 修飾を介した新たなネクロプトーシス制

御機構が明らかになりつつあり、炎症性腸疾患

を含む複数の疾患との関連性を見出している。

本成果は、未だに制御が困難な炎症性疾患治療

における重要な創薬標的の提示に繋がること

が期待される。 
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[3-3]成果資料等 
 
 
【4】今後の課題等 
 これまでの本共同利用の支援をもとに、LAP1
−LUBAC 依存的な RIPK1 の Ub 修飾がネクロプ

トーシスの進行を抑制していることを見出し

た。ネクロプトーシス過程に修飾される RIPK1
の Ub 化部位は多数存在し、TMT 法により刺激

依存的な修飾部位の全容は掴めた。そこで次に、

ネクロプトーシスの抑制に特に寄与するRIPK1
の主要な Ub 修飾部位を絶対定量によって明ら

かにし、当該部位の RIPK1 点変異体がネクロプ

トーシス制御に与える影響を評価する。さらに、

修飾様式のバリエーションについても検討し、

ネクロプトーシス抑制に寄与する新規ユビキ

チンコードを同定することで本制御系の詳細

な動作原理を明らかにする。 


