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研究成果の概要（和文）：タンパク質分解のシグナルとして発見されたユビキチン修飾は、現在では多様な細胞
機能の制御において必須な役割を担うことが知られている。ユビキチンがつながって生じるユビキチン鎖は機能
の多様性と密接に関わっており、鎖の付加・認識・除去の仕組みを理解して人為的に細胞機能を制御する研究は
病態の改善にも寄与しうる。本研究では、新規のユビキチン鎖認識機構やユビキチン鎖が関与する分子機構の理
解を深めることを目的として、関連するタンパク質が形成する複合体の立体構造を決定した。さらに、得られた
立体構造情報に基づいて化合物を設計し、機能を制御することを試みた。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin modification, which was originally identified as a signal for 
protein degradation, is now known to play an essential role in the regulation of diverse cellular 
functions. Ubiquitin chains formed by covalently linking ubiquitin molecules are closely associated 
with the diversity of functions. Research aimed at understanding the molecular mechanisms of 
attachment, recognition, and removal of ubiquitin chains and artificially controlling cellular 
functions could contribute to therapeutic development for various diseases. In this study, we 
determined the three-dimensional structures of protein complexes associated with the ubiquitin chain
 modification to deepen the understanding of novel ubiquitin chain recognition mechanisms and 
molecular mechanisms involving ubiquitin chains. Furthermore, based on the obtained structural 
information, we attempted to design compounds that could control the function.

研究分野： 構造生物化学

キーワード： 構造生物学　分子間相互作用　ユビキチン　シグナル伝達　タンパク質工学　ケミカルバイオロジー　X
線結晶構造解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ユビキチン鎖と結合タンパク質の複合体（Npl4-K48鎖やTab2-K6鎖など）の立体構造解析によって新たなユビキ
チン鎖認識機構を明らかにした。また、ユビキチンリガーゼLUBACの触媒サブユニットHOIPの阻害剤HOIPINやUSP
ファミリーの脱ユビキチン化酵素を阻害する化合物Subquinocinといったユビキチン鎖が関与するタンパク質に
結合する化合物の作用メカニズムを立体構造に基づいて理解し、共同研究も含めて原子・分子レベルから細胞・
個体レベルまでの解析通じて免疫疾患に対する新たな治療法の可能性を示した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 翻訳後修飾の一つであるユビキチン修飾は、プロテアソームによるタンパク質分解のシグナ
ルとしての役割にとどまらず、多様な細胞機能の制御において必須な役割を担う。ユビキチンは、
自身も修飾の対象であり、７ヶ所のリジン残基（K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63）と N
末端メチオニン（M1）のアミノ基を介して数珠つなぎになったポリユビキチン鎖として機能す
る例も多く知られる。さらに、つながり方の異なる鎖が混在する混合鎖や一つのユビキチンに複
数のユビキチンが結合する分岐鎖といった多様な鎖の形成に、リン酸化などの別の翻訳後修飾
も加わって、ユビキチン修飾系が細胞内で処理する情報（ユビキチンコード）は、想定を超える
複雑さを呈してきていた。ユビキチンコードの分子機構を理解することで多様な生命現象の理
解を深めるとともに、コードの操作によって細胞機能の異常やそれに伴う病態を改善したり、新
たなコードを創ることで付加価
値のある機能を追加したりとい
った次世代のユビキチン研究の
潮流も生まれつつあった。我々
は、デコーダー分子であるユビ
キチン結合ドメイン（UBD）や
イレーサー分子である脱ユビキ
チン化酵素（DUB）とユビキチ
ン鎖との複合体の立体構造に基
づいて、コードの解読と消去の
詳細な分子機構を解明してきて
おり（図 1）、M1、K48、K63 を
介して結合したユビキチン鎖
（M1 鎖、K48 鎖、K63 鎖）の認
識機構の理解が進んでいたが、
これらの鎖以外のユビキチン鎖
（K6 鎖、K11 鎖、K27 鎖、K29
鎖、K33 鎖）やユビキチン化し
たタンパク質の認識機構は不明
な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、M1 鎖、K48 鎖、K63 鎖に加えて、K6 鎖、K27 鎖、K33 鎖などの非古典的なユビ
キチン鎖やユビキチン化タンパク質の認識機構を解明し、さらに、構造情報を活用して次世代の
ユビキチン研究に必要な新たな分子ツールの開発につながる研究の推進を目指した。具体的に
は、（1）構造未知の UBD や DUB の立体構造を決定して新たな選択的ユビキチン鎖認識機構を
原子レベルで解明すること、（2）研究領域内で創出される機能性化合物やユビキチンが介する制
御因子などの作用機構解明に必要な立体構造解析を実施すること、（3）UBD や DUB を改変し
て、次世代のユビキチンコード研究に有用な分子ツールを開発することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 K48 鎖、K63 鎖および M1 鎖に加えて、K6 鎖、K27 鎖、K33 鎖などの非古典的なユビキチン
鎖の認識機構を解明するために、これらのユビキチン鎖と UBD や DUB との複合体の結晶化を
行い、良質の結晶が得られた試料について X 線結晶構造解析を行った。また、ユビキチンコー
ドが関与する分子シグナルを制御するタンパク質についても、複合体の X 線結晶構造解析を行
った。構造解析の対象としたタンパク質には、細胞内での機能が明確ではない分子も含まれるが、
立体構造情報をもとに機能を失った、あるいは、機能を抑えた変異体を発現させるなどによって、
新たな機能解明につながる研究も進めた。さらに、酵素の改変やペプチド化合物の設計などによ
る分子ツールの開発も試みた。 
 
４．研究成果  
1．ユビキチンコードの解読・消去の構造基盤の解明 
 プロテアソームの分解基質をアンフォールディングする六量体 ATPase Cdc48/p97 のコファク
ターNpl4 による K48 鎖の認識（図 2）とそれに共役した Cdc48-Ufd1-Npl4（Cdc48-UN）複合体
の ATP 加水分解の分子機構（Nature Communications, 10,5708 (2019)）、プロテアソームに含まれ
る DUB 複合体 Rpn11-Rpn8 によるユビキチン化ペプチドの切断の制御機構、免疫応答シグナル
のアダプター分子 TAB2 による K6 鎖の認識機構（Biophysical Journal, 120, 3355-3362 (2021)）に
関して構造基盤を解明した。また、プロテアソームサブユニット PSMD4（Rpn10）と結合するユ
ビキチンリガーゼ UBE3A（E6-AP）について、その相互作用の構造基盤を解明した。一方で、イ

 
図 1 デコーダー・イレーサー分子による K63 鎖の認識例 
      （括弧内にドメイン・モチーフ名を示した） 
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ンターフェロンシグナル経路にお
いて K33 鎖選択的な切断活性が報
告されている USP38 や網羅的スク
リーニングで K27 鎖選択的な切断
活性が報告されている UCHL3 につ
いて構造解析を試みたが、USP38 は
結晶が得られず、また、UCHL3 は
海外の研究グループからの結晶構
造の報告があったために結晶化を
中断することとした。本研究領域で
は、ユビキチン選択的オートファジ
ーの制御に関しての研究が進展し
たので、それに伴って、オートファ
ジーアダプターの一つ optineurin
（OPTN）と Rab8 との複合体や
SINTBAD と TBK1 との複合体の結
晶構造解析を行なって、相互作用の
構造基盤を明らかにした。 
  
2．ユビキチンコードを操作する化合物の開発と作用機構の解明 
 研究開始時点では、ユビキチン鎖に作用する化合物を念頭にした研究を想定していたが、領域
研究内の連携を踏まえて、UBD や DUB、ユビキチンリガーゼを含めたコードの制御に関わるシ
グナル分子を対象とした化合物の開発と作用機構の解明を目指した。M1 鎖選択的ユビキチンリ
ガーゼ LUBAC の触媒サブユニット HOIP の阻害剤 HOIPIN の結合様式を結晶構造解析により明
らかにし、領域内共同研究による原子・分子レベルから細胞・個体レベルまでの解析を通じて、
免疫疾患に対する新たな治療法の可能性を示した（Communications Biology, 3，163（2020））。ま
た、USPファミリーの DUB を阻害する化合物 Subquinocin が、M1 鎖/K63 鎖選択的 DUB である
CYLD の活性部位に結合する様式を in silico で解析して、結合に重要なアミノ酸残基を予測した。
領域内共同研究による化合物探索から細胞レベルまでの解析を通じて、免疫疾患に対する新た
な治療法の可能性を示した（Biochem. Biophys. Res. Commun. 524, 1-7 (2020)）。一方で、SNIPER
分子と標的分子、ユビキチンリガーゼの三者複合体の立体構造解析によって、標的分子とユビキ
チンリガーゼとの副次的な相互作用が標的分子の分解に与える分子機構を明らかにすることを
試みたが、構造解析に適する試料調製が想定
以上に難航して構造決定に至らなかった。 
 上記 1.で記述した Cdc48/p97 については、
Npl4 コファクターと K48 結合型ユビキチン
との複合体に加えて、Cdc48 のもう一つのコ
ファクターである Ufd1 と Npl4 との複合体
（UN 複合体）の結晶構造も決定した（Nature 
Communications, 10,5708 (2019);図 3）。その結
果、Ufd1 との相互作用部位に結合する化合
物を合理的に設計できることが期待された。
プロテアソーム分解系が抗がん剤の標的と
なっていることから、ヒト p97-Ufd1-Npl4 も
標的となりうるため、ヒト Npl4-Ufd1 の相互
作用を阻害するペプチド化合物の開発を進
めた。Ufd1 の Npl4 結合領域 15 残基を同定
し、変異・修飾を導入することで結合親和性
を向上させた。予備的な結果ではあるが、合
成したペプチド化合物の一つは、p97-UN 複
合体によるユビキチン化基質のアンフォー
ルディングを阻害する結果を得た。 
 
3．ユビキチンコードの研究に有用な分子ツールの設計と開発 
 DUB 複合体 Rpn11-Rpn8 をベースとして、ユビキチン鎖を en bloc にタンパク質から切断する
分子ツールの開発を試みた。立体構造に基づいて活性を制御するループ領域への変異導入によ
る機能改変を試みたが、期待する活性を持つ酵素複合体は得られなかった。また、上述の PSMD4-
UBE3A や RAD23A-K48 鎖の結合を阻害するステープルペプチドの設計やパーキンソン病の原
因遺伝子産物であるユビキチンリガーゼ Parkin の活性状態に応じた結合分子の探索なども試み
たが、いずれも期待した化合物を得ることはできなかった。一方で、分子ツールとして領域内で
開発されたユビキチンに対する人工抗体（ナノボディー）について、ユビキチンとの複合体の結
晶構造を決定して認識機構を明らかにした（特許出願中（共同出願））。 

 
図 2．Npl4と K48鎖との複合体の立体構造 

 
図 3．Npl4と Ufdとの相互作用 
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