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直鎖状ユビキチン鎖の神経変性疾患への関与と 
LUBAC阻害剤の開発

及川 大輔 1，伊東 秀文 2，徳永 文稔 1

ユビキチンのN末端を介して形成される非定型型の直鎖状ユビキチン鎖は，炎症・免疫シ
グナル応答や細胞死を制御し，その生成を特異的に担うLUBACユビキチンリガーゼの機
能不全は多くの疾患発症に関わる．筆者らは家族性筋萎縮性側索硬化症（ALS）の原因遺
伝子の一つであるオプチニューリン（OPTN）やアルツハイマー病タウタンパク質の細胞機
能解析から，LUBACによる直鎖状ユビキチン鎖生成が異常タンパク質封入体形成，神経炎
症・細胞死の亢進に寄与することを見いだした．さらに，新規治療薬創出を最終目的とし
てLUBACに対する阻害剤の探索を行い，細胞毒性が低くLUBAC特異性の高い新規化合物
（HOIPINs）を見いだした．本稿では，筆者らの研究を中心に国内外の動向を交えて，これ
らの知見を紹介したい．

1. はじめに

タンパク質のユビキチン化は，当初，プロテアソーム分
解へ導かれる翻訳後修飾として同定されたが，現在では，
エンドサイトーシス，シグナル伝達，DNA修復など，非
常に多彩な細胞機能制御に関連することが明らかになって
いる 1）．このような多彩な機能は，ユビキチンの連結様式
の違いによって生み出される．通常，ユビキチン鎖はユビ
キチン分子内に7個存在するLys残基のいずれかのε-アミ
ノ基と他のユビキチンのC末端Gly残基のカルボキシル基
とのイソペプチド結合により形成される．しかしながら，
本稿のトピックである直鎖状ユビキチン鎖は，ユビキチ
ンのLys残基ではなくN末端のMet残基のα-アミノ基を介

したペプチド結合で形成され 2），HOIL-1L（heme-oxidized 
IRP2 ubiquitin ligase 1L），HOIP（HOIL-1L-interacting pro-
tein），SHARPIN（shank-associated RH domain-interacting pro-
tein）の3種のサブユニットから構成される linear ubiquitin 
chain assembly complex（LUBAC）ユビキチンリガーゼに
よって特異的に生成される（岩井らの稿を参照）3, 4）．

LUBACは，TNF-α（腫瘍壊死因子-α）などの炎症性サ
イトカイン刺激に応答して，迅速に IκBキナーゼ（IKK）
の制御サブユニットであるNEMO（NF-κB essential modu-
lator）を直鎖状ポリユビキチン化する．これが引き金と
なって IKKの集積と活性化を引き起こし，IκBα（NF-κB 
inhibitor α）をプロテアソーム分解へ導くことで古典的NF-
κBシグナルを惹起する 3, 4）．一方で，LUBACによる直鎖
状ポリユビキチン鎖生成は細胞死を抑制し，胚発生にお
いて必須な機能を果たすとともに，制御性T細胞（regula-
tory T cell：Treg）でのLUBACの機能不全は重篤な皮膚炎
病態を引き起こす 5‒8）．加えて，抗がん剤であるシスプラ
チンへの耐性 9）やマウス骨肉腫の肺転移 10）をはじめ，各
種がんと密接に連関することが知られる．中でも，直鎖
状ユビキチン鎖生成とB細胞リンパ腫との関連性を示す
報告が多く，当研究室でもNF-κBシグナルの抑制因子と
して知られる脱ユビキチン化酵素（A20）が7番目の亜鉛
フィンガー領域（A20-ZF7）を介して直鎖状ユビキチン鎖
に特異的に結合すること，また，非ホジキンリンパ腫を
起こすA20の遺伝子変異によって直鎖状ユビキチン鎖へ
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の結合能やTNF受容体への会合親和性が低下し，その結
果，NF-κBの過剰活性化が，がんを引き起こす可能性を報
告した 11）．さらに，リンパ腫の中で最も頻度が高い非ホ
ジキンリンパ腫である，びまん性大細胞型B細胞リンパ腫
（diffuse large B-cell lymphoma：DLBCL）のうち，予後不良
型として知られる活性化B細胞様DLBCL（activated B-cell 
like DLBCL：ABC-DLBCL）の増殖には，LUBACを介し
たNF-κB活性化が重要で，HOIPのSNPsが関連することが
明らかになっている 12, 13）．
このように，NF-κBや細胞死シグナルの制御機構として
の機能を背景に，直鎖状ユビキチン鎖はさまざまな疾患と
関連することが報告され，新たな創薬ターゲットとしても
注目されている．本稿では，近年報告され始めている神経
変性疾患との関連性とLUBACに対する阻害剤開発の現状
について，筆者らの研究を中心に国内外の動向を交えて紹
介したい．

2. 直鎖状ユビキチン鎖と神経変性疾患

1） OPTN変異を伴うALSと直鎖状ユビキチン鎖
オプチニューリン（OPTN）はNEMOと同様，直鎖状ユ

ビキチン鎖に特異的に結合するUBAN［ubiquitin binding 
in A20-binding IκB（ABIN） and NEMO proteins］ドメイン
を備え，NF-κBのみならず，オートファジーや細胞内輸

送を制御する多機能性タンパク質である．OPTN遺伝子
変異は原発開放隅角緑内障（primary open angle glaucoma：
POAG）と筋萎縮性側索硬化症（amyotrophic lateral sclero-
sis：ALS）という神経変性疾患に関連することが報告され
ているが，なぜ二つの異なる疾患を引き起こすか，その発
症機序は不明である 14, 15）．そこで筆者らは，それまで見い
だされていたPOAG型OPTN変異体（6種）とALS型変異
体（5種）を包括的に作製し（図1A），NF-κB活性制御や
直鎖状ユビキチン鎖結合との連関を解析した．
その結果，POAG型変異体は野生型と同様，強くNF-κB

活性を抑制したが，ALS型変異体はNF-κB活性抑制能を
喪失することがわかった（図1B）16）．これらは主にUBAN
ドメインの欠失やアミノ酸変異に起因しており，OPTN 
UBANドメインを介したNF-κB阻害活性能の喪失がALS
発症に重要であると示唆された．実際，CRISPR/Cas9法に
よりOPTN遺伝子を破壊した細胞では，各種サイトカイン
刺激に伴うNF-κB活性化が亢進するとともにアポトーシ
スが亢進した．これらは，野生型OPTNを入れ戻すこと
で回復したが，ALS型変異体のE478Gでは回復しなかっ
た 16）．さらに，共結晶構造解析の結果，OPTN UBANドメ
インは二量体を形成し，その両側に直鎖状ユビキチンが特
異的に結合すること（図1C），478番目のGlu残基は遠位
ユビキチンの74番目のArg残基と水素結合を形成し，直
鎖状ユビキチンとの結合に重要なアミノ酸残基であること

図1 OPTNによるNF-κB阻害と直鎖状ユビキチン鎖結合（文献16から改変）
（A）OPTNのドメイン構造と疾患を引き起こす変異．CC：coiled-coil, LZ：leucine zipper, LIR：LC3-interacting region, 
NZF：Npl4-type zinc finger, UBAN：ubiquitin binding in A20-binding IκB （ABIN） and NEMO proteins. 青：ALS型 変
異．赤：POAG型変異．（B）LUBACによるNF-κB活性化に対するOPTNの影響．HEK293T細胞に野生型，変異型
OPTNを導入し，LUBAC過剰発現によるNF-κB活性化に対する影響をルシフェラーゼアッセイにより解析した．
各OPTN変異体の発現を抗FLAG抗体を用いた免疫ブロットにより確認した．（C, D）OPTN UBANドメインと直鎖
状ユビキチンとの共結晶構造．緑，ピンク：OPTN. 紫：遠位ユビキチン，青：近位ユビキチン．
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が示された（図1D）16）．また，OPTN遺伝子変異（Q398X, 
E478G変異）を伴うALS患者由来の脊髄運動ニューロン
の免疫染色を行ったところ，直鎖状ユビキチン鎖や活性
型NF-κB（リン酸化p65）が神経細胞質内封入体に染色さ
れ（図2A），アポトーシスの指標である活性型カスパーゼ
3やカスパーゼ8の染色性も亢進しており（図2B），ALS
において円形あるいは糸くず様（スケイン様）封入体を形
成するタンパク質として特徴的なリン酸化TDP-43（TAR 
DNA-binding protein-43）と共局在した．

ALSは運動ニューロンが選択的に侵される神経難病で，
約90％は発症原因が不明な孤発性であるが，約10％は遺
伝子変異が関連する家族性であり，これまでにOPTNを
含めて約20の原因遺伝子が見いだされている．これらは，
凝集体形成，タンパク質分解，神経炎症に関わると考えら
れているが，本研究からALS型変異に伴うOPTNの直鎖状
ユビキチン鎖との結合能の喪失が神経炎症やアポトーシス
の恒常的な亢進を惹起し，ALS発症や進展に寄与する可能
性が示唆された 16）．

2） アルツハイマー病と直鎖状ユビキチン鎖
ALS以外にもアルツハイマー病，パーキンソン病，ハン

チントン病などの神経変性疾患で共通して認められる病理
所見として，ユビキチン陽性タンパク質封入体の形成があ
げられる．たとえば，アルツハイマー病患者の脳神経組織
では，アミロイドβ（amyloid β：Aβ）の沈着（Aβ斑また
は老人斑）や，異常リン酸化されたタウタンパク質の凝集
体である神経原線維変化（neurofibrillary tangle：NFT）が
認められる．しかし，これらのユビキチン陽性封入体にど
のようなタイプのユビキチン連結鎖が含まれるか，不明な
点が多い．
そこで我々は，免疫組織染色によって直鎖状ユビキチン
鎖を認識可能な抗体（LUB6）を新たに作製し，アルツハ
イマー病患者由来の病理組織を用いた免疫組織化学解析
を進めた 17）．その結果，海馬のNFTが，K48型ユビキチン
鎖よりも数は少ないものの，直鎖状ユビキチン鎖陽性で
あった（図3）17）．また，K48型と直鎖型の両方，あるいは
K48型のみ陽性のNFTはみられたが，直鎖型のみを呈する
NFTは認められなかったことから，アルツハイマー病患者

図2 ALS患者でみられる直鎖状ユビキチン鎖陽性凝集体と細胞死の亢進（文献16から改変）
OPTN E478G変異（ヘテロ），Q398X変異（ホモ）を持つALS患者由来の標本を用いた免疫組織化学染色解析．（A）
細胞質中で認められる直鎖状ユビキチン鎖陽性凝集体．（a～c）抗直鎖状ユビキチン鎖抗体．（d～f）抗リン酸化
p65抗体．スケールバー : 50 µm. （B）脊髄前角の細胞質中における活性型カスパーゼの亢進．（a～c）抗活性型カス
パーゼ3抗体．（d～f）抗活性型カスパーゼ8抗体．スケールバー : 20 µm.



31

生化学 第 92巻第 1号（2020）

の脳組織ではK48型ユビキチン鎖陽性封入体が先行して生
成され，病態の進行とともに直鎖状ユビキチン鎖が加わっ
た複雑な構成のユビキチン鎖を形成する可能性が示唆され
た 17）．

3） 直鎖状ユビキチン鎖の凝集性とタンパク質凝集体形成
興味深いことに，タンパク質凝集体の形成は付加される

ユビキチン鎖によっても大きな影響を受け，ユビキチン鎖
長の増加とともに熱安定性が減少し，ユビキチン鎖単独で
アミロイド様の凝集体線維を形成すること，また，K48型
に比べて直鎖状ユビキチン鎖でその傾向が強いことが明ら
かになっている 18, 19）．さらに，GFPなどのモデル基質に人
工的にユビキチン分子を一つ付加した場合は大きな変化は
認められないものの，6分子の直鎖状ユビキチン鎖を付加
することでモデルタンパク質のフォールディングが阻害さ
れ，熱変性とともにアミロイド様の凝集体線維を形成する
ことを示している（森本らの稿を参照）18）．これらの知見
を合わせると，神経変性疾患でみられるタンパク質凝集体
への直鎖状ユビキチン鎖の付加は，基質タンパク質を不安
定化し，タンパク質凝集体形成を促進させるように思われ
る．
一方，Winklhoferらは，凝集体形成モデルとしてよく用

いられるポリグルタミン鎖が伸長したハンチンチン（Htt-
polyQ）を用いた解析から，LUBACがp97/VCP依存的に
Htt-polyQにリクルートされ直鎖状ユビキチン鎖を付加し，
プロテアソームによる分解を促進させる可能性を示して
いる 20）．同様に，マシャド・ジョセフ病の凝集体タンパク
質モデルであるAtaxin-3-Q84やALSモデルのSOD1（G85R
変異体），TDP-43（Q331K変異体），OPTN（R96L変異

体）でも，各凝集体へのLUBACのリクルートが示されて
いる 20）．これらはいずれも細胞レベルでの解析結果だが，
LUBACのタンパク質凝集体へのリクルートと直鎖状ユビ
キチン鎖の付加が，広い範囲の神経変性疾患病態で生じて
いる可能性が考えられる．我々は，LUBACは本来，神経
保護的な作用を持っているが，プロテアソーム分解できず
K48ユビキチン化タンパク質が蓄積した場合は，これに直
鎖状ユビキチン鎖を付加することでタンパク質の液・液相
分離を促進するとともに神経炎症や細胞死の亢進，タンパ
ク質分解阻害を引き起こし，神経変性疾患を増悪する“両
刃の剣”となる可能性を推定している．

3. LUBAC阻害剤の現状と開発

1） LUBAC阻害剤開発の現状
このように直鎖状ユビキチン鎖の過剰生成は，NF-κB

シグナルや細胞死シグナルを制御し，B細胞リンパ腫など
のがんや神経変性疾患に関連することから，LUBACは創
薬ターゲットとしても注目されている．実際，これまで
にLUBAC阻害剤としてBAY11-708221），グリオトキシン
（gliotoxin）22），ベンダムスチン（bendamustine）23）などの低
分子化合物が報告されている．最初に報告されたBAY11-
7082はNF-κB阻害剤として炎症研究に用いられているが，
いくつかのユビキチン結合酵素（E2）活性も抑制するこ
とから，LUBACに対する特異性に欠ける 21）．グリオトキ
シンも抗炎症作用を備え，NF-κB阻害剤として以前より知
られていたが，LUBACの酵素活性中心であるHOIPのC末
端領域に結合し，直鎖状ユビキチン鎖の生成を阻害すると
いう作用機序の一端が明らかとなった 22）．グリオトキシ

図3 蛍光免疫二重染色によるアルツハイマー病患者海馬での直鎖状ユビキチン鎖の検出（文献17から改変）
（A）抗直鎖状ユビキチン鎖抗体（LUB6）での染色像．（B）抗タウタンパク質（4R-tau）抗体での染色像．（C）（A），
（B）の重ね合わせ．（D）抗K48型ユビキチン鎖抗体での染色像．（E）抗リン酸化タウタンパク質抗体での染色像．（F）
（D），（E）の重ね合わせ．スケールバー : 20 µm.
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ンはTNF-αやシスプラチン依存的な細胞死を亢進させるも
のの，細胞毒性が高く特異性も低いことから，LUBAC阻
害剤としての活用は難しい．また，悪性リンパ腫治療薬と
して知られるベンダムスチンがLUBAC活性を抑制するこ
とが報告されたが，in vitroでの解析しか行われておらず，
細胞レベルでの機能性は不明である 23）．
最近，RittingerのグループはLUBAC阻害剤として各種

α, β-不飽和メチルエステル含有化合物誘導体を作製し，
in vitroでのLUBAC活性のみならず，細胞内でNF-κBル
シフェラーゼレポーター活性を抑制する化合物を同定し
た 24）．さらに，X線共結晶構造解析から，これらの化合物
がHOIPの活性中心であるCys885に結合することでRING/
HECTハイブリッド反応を抑制することを示している 24）．
さらに，LUBACを標的としたステープルペプチド（化

学架橋して二次構造を安定化した短鎖ペプチド）も開
発されている．HOIPとHOIL-1L間の相互作用を阻害す
るステープルペプチドは，LUBAC活性を抑制し，ABC-
DLBCLの増殖を抑制させることから，展開体の作製も進
められている 12, 25）．また，岩井らのグループはHOIL-1L
とSHARPIN間の相互作用を阻害するステープルペプチド
を開発し，細胞内のLUBACタンパク質を減衰させるとと
もに，TNF-α刺激に伴うNF-κB活性化を抑制し，細胞死を
亢進させることを報告している 26）．

2） LUBAC阻害剤，HOIPINsの同定と展開
筆者らは JT（日本たばこ産業株式会社）との共同研究
として，LUBACによる直鎖状ユビキチン鎖の生成をハ
イスループットに検出する手法を構築した 27）．時間分解
蛍光（time resolved fluorescence：TRF）と蛍光共鳴エネ
ルギー転移（fluorescence resonance energy transfer：FRET）
を組み合わせて確立した本法（homogeneous time resolved 
fluorescence：HTRF）では，HOIPとHOIL-1Lの各部分断
片からなるpetit-LUBACにより産生された直鎖状ユビキチ
ン鎖を，Ub-GST（C末端にGSTを付加したユビキチン）
とBio-Ub（ビオチン化したユビキチン）間のFRETによ
り検出し（図4A），petit-LUBACの濃度依存性や反応時間
への依存性を評価できることを確認した 27）．次に本法を
用いて，約25万個の化合物ライブラリーからLUBAC活
性を阻害する新規化合物を探索し，in vitroにおいて IC50

＝2.8 µMで選択的にLUBACの活性を阻害する化合物とし
て，sodium 2-［（1E）-3-（2-methoxyphenyl）-3-oxoprop-1-en-
1-yl］ benzoate（図4B, C）を見いだした．これをHOIPIN-1
（HOIP inhibitor-1）と名づけ細胞レベルで薬効解析を進め
たところ，確かにLUBAC過剰発現による直鎖状ユビキチ
ン鎖の産生を抑制し（図4D），IL-1β刺激に伴うNF-κB活
性化も抑制した 27）．
次に，より強い阻害活性を備える化合物を探索する
目的で，HOIPIN-1を基に合成展開を行った．その結果，

図4 LUBAC阻害剤，HOIPINsの開発（文献28から改変）
（A）構築したHTRF法の概要．（B）各化合物の構造式．（C）各種展開体のpetit-LUBAC阻害能．各濃度のHOIPINs
でpetit-LUBACを処理した後，HTRFアッセイによりLUBAC活性を測定した．Mean±S.D.（n＝4）．（D）HOIP-
IN-1,4,6,8による直鎖状ユビキチン鎖生成の抑制．HEK293T細胞にHA-HOIP, HOIL-1L-HA, HA-SHARPINを過剰発
現させ，各濃度のHOIPINs存在下で24時間培養し，細胞溶解液を用いて免疫ブロットを行った．
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petit-LUBACに対してHOIPIN-1よりも強い阻害活性を示
す化合物を七つ同定した（図4B, C）28）．中でもHOIPIN-8
［sodium（E）-2-（3-（2,6-difluoro-4-（1H-pyrazol-4-yl） phenyl）

-3-oxoprop-1-en-1-yl）-4-（1-methyl-1H-pyrazol-4-yl） benzoate］
は最も強い阻害活性を示し，HOIPIN-1に比べて約255倍
（IC50＝0.011 µM）強力に直鎖状ユビキチン鎖生成を阻害
することが示された（図3C）28）．HOIPIN-8は細胞レベル
でもLUBAC発現に伴う細胞内直鎖状ユビキチン鎖量を低
下させ（図4D），NF-κB活性化を IC50＝0.4 µMで抑制する．
さらにTNF-αや IL-1β刺激に伴うNF-κB活性化や標的遺伝
子発現を顕著に抑制する 28）．したがって，現在のところ
HOIPIN-8はLUBAC阻害剤として最も強力な化合物といえ
る．HOIPIN-1やHOIPIN-8はα, β-不飽和カルボニル含有化
合物でマイケル付加反応によってLUBAC分子内の重要な
Cysを修飾すると考えられ，現在，自然免疫応答や細胞死
などの各種シグナル経路に対する影響や，各種疾患に対す
る抑制効果などを検証している．

4. おわりに

このように，LUBACによるユビキチンのN末端を介し
た直鎖状ユビキチン鎖生成はNF-κB活性化を導き，炎症
応答，自然・獲得免疫および細胞死を制御する．また，そ
のメカニズムの破綻は，がんや神経変性疾患など多くの
疾患に関わることも明らかになってきた．したがって，
LUBAC活性を標的とする化合物は，in vitroでの細胞機能
解析の重要な研究ツールになるのみならず，疾患治療を見
据えた創薬シーズとしても高く期待できる．モデル生物を
用いた薬効解析には難点も多くあるが，ALSなどの有効な
治療薬がない神経変性難病に対して一筋の光明をみること
を願いつつ今後の研究を推進したい．
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