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課題①：非分解系ユビキチン鎖が制御する生体防御応答機構の解析 

ネクロプトーシスは、病原体や遺伝的要因により外因性アポトーシス経路（CASP8）が阻害され

た場合にRIPK1/RIPK3/MLKL（ネクロソーム）が実行する膜溶解性の細胞死である。過剰なネクロ

プトーシスはダメージ関連分子パターン（DAMPs）の放出を介して周辺組織に強烈な炎症や免疫応

答を惹起するため、様々な炎症性疾患の発症と病態形成に深く関与しており、ネクロプトーシス

経路は創薬標的として現在注目を集めている。直鎖状ユビキチン鎖(M1鎖)を生成する唯一のユビ

キチンリガーゼ(E3)複合体として知られるLUBACは、炎症応答時に基質であるRIPK1のM1鎖修飾を

介して炎症・免疫応答や細胞死の制御など生体防御応答に必須の役割を果たしていることが知ら

れる。これまでに我々は、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における機能解析を進めてきた。その結果、LAP1はLUBACと協働して

RIPK1にユビキチン鎖修飾を施し、ネクロプトーシスの抑制に寄与することを見出した。そこで本

共同研究では、LAP1/LUBACが創出するユビキチンコードの実態を明らかにし、ネクロプトーシス

制御の分子メカニズムを明らかにすることを目指した。以下に成果概要を示す。 

1. LAP1過剰発現による細胞内ユビキチン鎖の量的変化について質量分析により解析した結果、

K48鎖の割合が大幅に増加したことから、LAP1は主にK48鎖を生成するE3であることが明らか

となった。 

2. LAP1はRIPK1にK48鎖修飾を誘導したが、プロテアソーム分解はほとんど誘導されなかった。 

3. 特定ユビキチン鎖結合担体(TUBE)を用いたpull-down法により、ネクロプトーシス過程の

RIPK1のユビキチン化状態を調べたところ、LAP1機能不全はRIPK1のM1鎖、K48鎖、K63鎖の伸長

を抑制することが判明した。 

4. UbiCRest法を用いた検証の結果、LAP1はRIPK1のM1鎖上に種々のユビキチン鎖形成を媒介して

いる可能性が示唆された。 

以上の結果から、LAP1/LUBACはネクロプトーシスの過程でRIPK1にかなり複雑な複合型ユビキチ

ン鎖修飾を媒介していることが示唆された。今後、このユビキチンコードが如何にしてネクロプ

トーシスを制御するのか動作原理を明らかにすることが課題となる。 

 

課題②：細胞周期特異的プロテオスタシス変容メカニズムの解析 

リジン残基の代表的な翻訳後修飾としてユビキチン化やアセチル化、メチル化修飾が知られて

おり、これらの修飾や競合はタンパク質の機能や局在のほか、半減期に影響を与えることが知ら

れている。近年我々は、がん細胞における抗アポトーシス因子MCL1の安定化機構として、p300に

よるアセチル化修飾がMCL1の脱ユビキチン化を誘導し、ユビキチン-プロテアソーム系(UPS)によ

る分解から回避するという新規経路を明らかにした(Cell Reports 2021, 37(6):109988)。その後

の解析から、アセチル化修飾経路の細胞周期特異性に関する知見を得たため、本共同研究ではタ

ンパク質のプロテオスタシス・機能変容に影響を与える細胞周期特異的なアセチル化修飾を見出

すことを目指した。 

本年度は細胞周期特異的なアセチローム解析に向けた予備検討を進めた。ウエスタンブロット

レベルで細胞周期特異的なアセチル化修飾やp300に依存するアセチル化修飾を確認し、サンプル

取得条件を決定することができた。また、CST社のPTMScanキットを用いてアセチル化ペプチドを

濃縮し、アセチローム解析のパイロット実験を実施することで、S/N比のより優れた脱塩カラムと

HPLCの組み合わせを決定することができた。今後、細胞周期特異的なアセチル化ペプチドを同定

し、当該修飾が基質のプロテオスタシスや機能にどのような影響を及ぼすか解析を進める予定で

ある。 

 


