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§２．研究実施内容  

(文中に番号がある場合は（３－１）に対応する) 
A. 「構造生物学」グループ 
１．ENPP ファミリー分子の慢性炎症における構造機能解明 

 ATX（別名 Enpp2）は血中に存在するリゾホスファチジルコリン（LPC）を加水分解し，
リゾホスファチジン酸（LPA）を産生する．LPA は脂質メディエーターとして GPCR である
LPA 受容体に作用し様々な生命現象に関わる．また，ATX の発現亢進は乳がん，肺がん，
脳腫瘍や，動脈硬化，神経因性疼痛などの慢性炎症疾患と関連することが報告されている．
我々は，ATX と鎖長・飽和度の異なる 5 種類の LPA との複合体の結晶構造を解明した
（Nishimasu et al., Nature Struct Mol Biol, 2011，論文 A-1）．結晶構造から，酵素活性部位に通
じる疎水性チャネルの存在が示された．このチャネルを塞ぐような変異体を作製し解析し
たところ，LPA 産生活性は保持されている一方，細胞運動性促進活性が著しく低下するこ
とを見出した．この結果から，産生された LPA は疎水性チャネルを通って効率的に LPA 受
容体へと受け渡されることが示唆された．また，ATX はマルチドメイン蛋白質であるが，
SMB ドメインやヌクレアーゼドメイン，糖鎖が活性に必須な意味はこれまで不明であった．
我々は，これらドメインや糖鎖の欠失変異体の MD シミュレーションを行うことで，これ
らの構造ユニットが緊密な相互作用ネットワークを形成し，活性残基の位置を固定してい
ることを明らかにした（論文 A-2）．さらに，東京大学創薬オープンイノベーションセンタ
ーの長野 哲雄 教授らとの共同研究により，阻害剤スクリーニングを行い，ATX 阻害剤を
見出すことに成功した．ATX と薬剤との複合体の結晶構造を 2.1Å分解能で決定し，構造情
報を基にマウス個体内で LPA の産生を低下させる有効なリード化合物の創出に成功し，大
手製薬会社との共同研究締結に至った（特許 1）．また，LPA 受容体に関しては，様々な生
物種由来の LPA1-6 を GFP との融合蛋白質として昆虫細胞 Sf9 にて発現させ，蛍光を指標に
したゲル濾過クロマトグラフィー（FSEC）を用いて発現スクリーニ
ングを行った．その結果，ゼブラフィッシュ由来の LPA6 が発現量・
性質ともに良好であることが判明したが，糖鎖の不均一性のため，
結晶化が阻まれていた．最近，PNGaseF を用いて糖鎖を切りそろえ
ることで，均一性が顕著に向上し，現在結晶化を推進している． 
 さらに，NPP1 は、骨の代謝に深く関わっており、またインスリン
レセプターと結合しこれを不活性化することで、インスリンシグナ
ルを遮断し、II 型糖尿病の原因となることが報告されている。NPP1
に関して，NPP2 のシグナル配列を付け替えて HEK293T 細胞で大量
調製を行い，AMP や AMPCPP との複合体の結晶構造を 2.7Å分解能
で決定することに成功した（論文 A-3, 4）（図 1）．その結果，NPP2
で欠失していた挿入ループが基質の認識特異性を発揮していること
を明らかにした．さらに、この挿入ループを欠失させた変異体は、
NTP を加水分解する活性を失っただけでなく、NPP2 様のリゾホス

ホリパーゼ活性を持つことが判明し、NPP1 と NPP2 の分子進化に重
要な知見を与えた。NPP1 は骨石灰化や II 型糖尿病の原因となるタン 
パク質であり，本研究で得られた立体構造情報は，これらの慢性炎症疾病に対する阻害剤
開発の基盤となることが期待される。 
 
２．NF-κB シグナルが慢性炎症を惹起する機構の解明 

 徳永博士らは，LUBAC と命名した新規直鎖状ポリユビキチン鎖を生成するユビキチンリ
ガーゼが、炎症応答に重要な NF-κB 経路の活性化を導くことを明らかにした。しかし、
LUBAC による NF-κB 活性化を抑制する機構は不明であった。我々は、LUBAC 活性を負に
制御する脱ユビキチン化酵素として A20 や CYLD を同定した。さらに、A20 の LUBAC 活
性阻害は脱ユビキチン化酵素活性ではなく、zinc finger（ZF）領域による直鎖状ユビキチン
結合に起因することを突き止めた。さらに、A20 に 7 つ存在する ZF のうち直鎖状ユビキチ
ン結合に重要な ZF7とポリユビキチンの複合体の結晶構造を 1.7Å分解能で決定することに
成功した（C 項参照，論文 C-1）．また， RIP-1 に結合した K63 型ユビキチン鎖に結合して，
A20 を RIP にリクルートする Tax1bp1 に関しては，C 末端の Ubz Zn フィンガードメインと
ポリユビキチン鎖の複合体の構造解析に成功し，細胞生物学的な解析を，徳永博士との共

 
図 1 NPP1 の構造 
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同研究で行っている．さらに，HTLV-1 が宿主細胞で発現し，IKK 複合体を恒常的に活性化
することで，成人 T 細胞白血病を惹起する Tax に関して，大量発現に成功し，相互作用す
る IKKγ（NEMO）の結合ドメインとの複合体の結晶化を推進している． 
 
３．転写制御因子タンパク質が慢性炎症を制御するメカニズムの解明 

 dnHLH 転写因子である HHM/GCIP は、TGF-β
下流で Oligo-1 転写因子を阻害することで細胞運
動を抑制し、また Cyclin D1-CDK4 と結合してこ
れを抑制することで，細胞周期を G1 期で停止さ
せ，強い抗腫瘍作用を発揮することが知られてい
る。また HHM/GCIP は、NF-κB プロモーター領
域のヒストン H3 に特異的な脱アセチル化酵素
SirT6 と相互作用する．我々は，HHM/GCIP の結
晶構造を 2.5Å分解能で決定することに成功した

（図２）（A-4）。その結果，HHM/GCIP は、10 本 
のヘリックスが 5 本ずつのヘリックスバンドル 
構造を形成し、この N 端ドメイン（N バンドル） 
と C 端ドメイン（C バンドル）が鋭角に V 字型構 
造を取った新規構造を持っていることが判明した。この N バンドルと C バンドルをつなぐ
部位に HLH があり、通常の HLH とは全く異なる伸張した構造をとっていた。さらに，超
遠心分析を行うことで，HHM/GCIP は V 字型構造と HLH がほどけた relaxed 型構造との
conformation 平衡として存在することが判明した．さらに，HHM/GCIP の HLH と N バンド
ルおよび C バンドルの結合を弱め、V 字型構造を不安定化する変異体を作成したところ、
これらの変異体は relaxed 型構造のみを取るようになり，変異体 HHM/GCIP は Olig-1 のみな
らず NeuroD1 や Id2 とも結合するようになった。またこの変異体は筋細胞の分化を著しく
促進することが判明した（Id2 による MyoD の抑制を解放するためと思われる）。以上のこ
とから、HHM/GCIP の V 字型構造は、転写因子の特異性に寄与しており、Olig-1 と結合す
ると、Cyclin D1 と結合しその活性を抑制することで細胞周期を G1 停止させ、がん細胞の
運動抑制と増殖抑制の二通りの方法で抗腫瘍活性を発揮していることが示された（A-5）。 
 
４．Zucchini 蛋白質が piRNA の成熟に働くメカニズムの解明 

Zucchini（Zuc）蛋白質は，ミトコンドリアの外膜に根をおろした膜蛋白質であり，生殖
細胞の生殖顆粒（Yb body）と接触して，piRNA の生産，トランスポゾンの発現抑制に働く
ことが示唆されて来た．これまでの研究から，Zuc は PLD ファミリーの蛋白質で，脂質カ
ルジオリピンを分解して PA を合成することで，piRNA 生産のシグナルを制御すると考えら
れて来た．本研究では，ショウジョウバエの Zuc の細胞質ドメインを 1.75Å分解能で結晶
構造解析した結果，2 量体を形成しており，ダイマーの境界に活性残基である His169 と
Lys171 が集合して活性部位を形成していた．また，活性部位を含む，負電荷を持つ溝が存
在し，その幅は，同 PLD ファミリーのヌクレアーゼである Nuc（2 本鎖 DNA および 2 本鎖
RNA を切断する）に比べ明らかに狭かった．生化学解析の結果，Zuc は配列非特異的に 1
本鎖 RNA を切断するエンドヌクレアーゼであることが明らかになった．Zuc を knock down
すると piRNA の前駆体が蓄積することから，Zuc は piRNA の成熟に働く RNase であること
が明らかになった（論文 A-6, 7）． 

 
B. 「脂質炎症」グループ 
1．新規リゾリン脂質メディエーターリゾホスファチジルセリン（LysoPS）に関する研究 
新規 G protein-coupled receptor (GPCR)の活性化測定法、TGFα切断アッセイを開発し、こ

の手法用い、新規 LysoPS 受容体、P2Y10 と GPR174 を見出した。P2Y10 と GPR174 をそれ
ぞれ LPS1, LPS2と命名した（論文 B-1, 2, 3）．また、P2Y10 と GPR174 のノックアウトマウ
スを作製し解析を進めている。予備的知見では P2Y10, GPR174 ともにリンパ球に発現し、
また、リンパ球の抗原刺激により発現が劇的に増加するので、これらの受容体はリンパ球
の活性化に関与している可能性が想定された。一方、バキュロウイルス系による LysoPS 産
生酵素 PS-PLA1の発現系を構築し、大量精製への道筋を開いた。 
2． 慢性肝炎におけるコリン産生酵素 NPP6 の機能解明 

図 2．HHM の結晶構造 
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慢性炎症として、脂肪肝とそれに引き続き起こる肝炎に着目した解析を行っている。コ
リン欠乏食により誘発される脂肪肝、肝炎に対し NPP6 の基質である Glycerophosphocholine
を投与したところ、 (GPC)が顕著に脂肪肝、肝炎の発症を抑制することが明らかとなった
（図 3）．また、NPP6 ノックアウトマウスの肝臓を解析した結果、NPP6 ノックアウトマウ
スでは脂肪が肝臓に蓄積している様子が観察された（図４）。NPP6 は肝臓においてコリン
の吸収が盛んな部位で類洞に高発現していた。また、NPP6 を発現しない細胞に NPP6 を発
現させると、GPC をコリン源これらの結果から、NPP6 は GPC を分解し肝臓にコリンを供
給する役割があることが明らかとなった（図６）。 
 
 
  

図 3．GPC はコリン欠乏による脂肪肝の発症を劇的

に抑制する（左上） 

図 4．NPP6 KOマウスは脂肪肝を引き起こす（右上） 

図 5．NPP6による肝臓へのコリン供給経路（左下） 
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C． 「自然炎症」グループ 
 NF-κB は細菌やウイルス、炎症性サイトカイン、紫外線などの外界ストレスによって惹
起し、炎症や自然・獲得免疫制御において中心的な役割を果たすシグナル伝達経路である。
NF-κB の活性化には、リン酸化のみならず多様なユビキチン化によるタンパク質の翻訳後
修飾が重要である。ユビキチンは、真核生物に高度に保存された低分子量球状タンパク質
で、時空間特異的に標的タンパク質に結合されることでタンパク質分解、シグナル伝達、
DNA 修復、エンドサイトーシスなど多彩な細胞機能発現を促す。このようなユビキチンの
多機能性発現は、ユビキチンが分子内の 7 つの Lys 残基を介した分岐鎖状ポリユビキチン鎖
と我々が同定した N 末端 Met を介する直鎖状ポリユビキチン鎖という 8 種類のポリユビキ
チン鎖を生成可能なことに起因する。我々は、LUBAC ユビキチンリガーゼによる直鎖状ユ
ビキチン生成を介して NF-κB 経路を活性化することを同定した。しかし、この経路におい
て抑制的に機能する脱ユビキチン化酵素については全く不明であった。 
そこで今回、NF-κB 経路の抑制因子として知られている脱ユビキチン化酵素が LUBAC を
介する NF-κB 経路を制御するか解析したところ、CYLD は直鎖状ユビキチンを分解するこ
とでこの経路の制御に寄与することを見いだした。一方、A20 は、直鎖状ユビキチン鎖を分
解するのではなく、C 末端 7 番目のジンクフィンガー領域(ZF)で直鎖状ユビキチンに特異的
に結合することで LUBAC や炎症性サイトカイン(TNF-α)刺激によって惹起される NF-κB
活性化を阻害することを突き止めた（図 6）。さらに、濡木グループによって A20 ZF7 と直
鎖状ユビキチンの X 線結晶構造解析が行われ、A20 ZF7 は遠位ユビキチンの Ile44 疎水性ポ
ケットと近位ユビキチンの α-ヘリックス領域に同時に結合することで直鎖状ユビキチン鎖
を認識し、Gly76-Met1 のユビキチン間結合を識別しているのではないことが示された（図
ｘ）。A20 の遺伝性変異は B 細胞リンパ腫を引き起こし、その遺伝子多型は関節リウマチな
ど自己免疫疾患に関連することが知られている。本研究から非ホジキンリンパ腫を起こす
A20 ZF7の遺伝子変異では、直鎖状ユビキチン鎖への結合やTNF受容体への会合が低下し、
その結果、NF-κB の持続的活性化が慢性炎症、延いては癌を引き起こしている可能性が示
唆され、業績 C-1 として発表した。今回の研究成果は、B 細胞リンパ腫発症の分子メカニズ
ムの一端を解明したもので、今後、抗癌剤や自己免疫疾患に対する治療薬創薬の標的とし
ても重要な発見である。 
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図 6. 直鎖状ユビキチン鎖生成を介した NF-κB 活性化と脱ユビキチン化酵素(CYLD、A20)による

抑制、および A20の直鎖状ユビキチン結合不全による B 細胞リンパ腫の発症機構 
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