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研究成果の概要（和文）：ユビキチン化修飾は多様な生命現象制御において重要な役割を担っている。これはユ
ビキチン鎖による多様な修飾様式が無数の情報伝達を可能としていることによる。また、ユビキチン修飾経路
は、ユビキチン結合タンパク質、ユビキチンリガーゼ等、多くのタンパク質により制御されている。そこで、こ
れらタンパク質による反応制御の機構を、立体構造を基盤とした解析により構造生物学的側面から理解すること
を目的とした。その結果、ユビキチン制御経路に関わるBAG6、FBG3、HOIP、Keap1やユビキチン経路に作用する
病原菌タンパク質OspI、IpaH9.8の立体構造を決定し、その反応機構を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ubiquitin modification controls various cellular processes, such as cell 
cycle control and protein quality control. This modification provides countless possibilities to 
assemble a specific polymer. Ubiquitin modification pathway is regulated by a variety of proteins 
including ubiquitin binding proteins, ubiquitin ligases and deubiquitinating enzymes. To elucidate 
the molecular mechanisms of ubiquitination pathway, we determined the crystal structures of 
ubiquitin binding protein, BAG6 and ubiquitin ligases, FBG3, HOIP and Keap1. Moreover, we have 
determined the structures of bacterial effectors, OspI and IpaH9.8 that manipulate the host 
ubiquitin pathway. These structures provide the substrate recognition and functional mechanisms. 

研究分野： 構造生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ユビキチンは真核生物に高度に保存された

翻訳後修飾タンパク質であり、特異的タンパ
ク質分解のためのシグナル分子として発見さ
れ研究が行われてきた。しかしながら、研究
の進展により、ユビキチンの機能は分解に留
まらず、多様な役割を果たすことが明確とな
ってきた。ユビキチン修飾は、ユビキチンが
標的タンパク質に１分子結合するモノユビキ
チン化、ユビキチン分子内に７個存在するリ
ジン(K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63)お
よびN末端のメチオニン(M1)を介し、8種類の
連結様式によりユビキチンが数珠上に連なる
ポリユビキチン鎖、標的タンパク質の複数個
所に結合するマルチプルユビキチン化など、
非常に多様であり、その構造的多様性が膨大
な情報伝達を可能にする分子基盤であると考
えられている。ユビキチン修飾はDNA 修復、
転写、膜タンパク質制御、刺激伝達など多様
な生命現象に関わっており、我々はこれまで
にユビキチン修飾系に関わる酵素群の構造生
物学的研究を進めてきた。特に分解とは異な
る新たなシグナルとしての役割を果たす、M1
を介して形成されたユビキチン鎖を認識する
NEMOとユビキチン鎖の複合体構造解析や、標
的タンパク質に特異的にユビキチンを付加す
るユビキチンリガーゼの構造解析において、
多くの成果を上げてきた。そこで、ユビキチ
ン修飾経路の各段階において選択的なユビキ
チン識別に関わるタンパク質およびユビキチ
ン鎖の構造解析を行い、それらによる調節機
構を、立体構造を基盤とした構造生物学的側
面から解析することを目的とした。 
 
２．研究の目的 
(1) ユビキチン識別タンパク質の立体構造解
析及び識別機構の解明 
多様な連結様式により生命現象の制御に関

わるユビキチン修飾を、ユビキチン鎖の違い
を認識することで正確に情報伝達するユビキ
チン結合ドメインの立体構造解析を行い、識
別機構解明を目指す。 
(2) ユビキチンリガーゼの構造解析によるユ
ビキチン鎖生成機構の解明 
ユビキチン鎖はそれぞれに対応したユビキ

チン結合酵素（E2）とユビキチンリガーゼ（E3）
により形成される。機能的に重要な働きを持
ったE3の構造解析を行い、特異的な基質認識
やユビキチン修飾機構を解析する。 
(3) ユビキチン修飾経路を制御するタンパク
質群の構造生物学的解析 
ユビキチン修飾経路は細胞内において多

様な役割を果たしており、その中の一つに免
疫応答の制御がある。病原性微生物はエフェ
クターと呼ばれるタンパク質により、宿主の
防御反応を阻害しており、それらの一部はユ
ビキチン経路を阻害している。ユビキチン経
路を制御するエフェクターの構造解析を行
い、感染機構の解析を行う。 
(4) ユビキチン系構造解析のための手法開発 

ユビキチン修飾による生命制御を構造学
的手法により解析するため手法開発を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) ユビキチン識別タンパク質の立体構造解
析及び識別機構の解明 
BAG6-Ubl4a の結晶構造解析 
高等真核生物に存在する BAG6 は、N 末端

部にユビキチン相同領域を、C 末端部に既知
のBAGドメインと相同とされる配列を持ち、
TA タンパク質（C 末端に膜貫通領域を持つ膜
タンパク質）を膜にアッセンブルする Get 
pathway で Ubl4a と協調して働く。BAG6 と
Ubl4a の相互作用部位の解析および複合体の
結晶構造解析を行った。 
(2) ユビキチンリガーゼの構造解析によるユ
ビキチン鎖生成機構の解明 
①Skp1-FBG3 結晶構造解析による糖タンパ
ク質認識 F-box の構造的特徴の解析 

SCF E3 は共通サブユニット Cul1、Skp1、
Rbx1 と基質認識を行う可変サブユニット
F-box タンパク質から成る E3 である。FBG3
は糖タンパク質を基質とする F-box Fbs ファ
ミリーと高いアミノ酸配列相同性を持つが、
糖タンパク質と結合しない。この特異的な機
能と立体構造の相関を解析するため、Skp1- 
FBG3 複合体のＸ線結晶構造解析を行った。
さらに、Fbsファミリーに属するFbs1とFBG3
の構造の比較に基づき作製した変異体と
RNaseB の相互作用解析、Fbs1 基質認識部位
ループ変異体のＸ線結晶構造解析を行った。 
②Keap1 DC-リン酸化 p62 ペプチド複合体構
造解析 
ユビキチンリガーゼ Keap1 による Nrf2 の

ユビキチン化修飾を介した分解は酸化スト
レス耐性経路の主要な役割を果たしている。
さらに、Nrf2/Keap1 経路の調節には、p62 タ
ンパク質による、Keap1 のオートファジー分
解が関与している。本研究では、Keap1 の制
御に p62 のリン酸化が重要であることを示す
と共に、Keap1 の基質認識部位(Keap1 DC)と
リン酸化 p62 の複合体構造解析を行った。 
③Keap1 DC-Nrf2 DLGex 複合体構造解析 

Keap1 はホモ 2 量体を形成し、それぞれの
Keap1 DC で Nrf2 の異なる部位を認識してい
る。これまでに Keap1 DC と Nrf2 の異なる 2
カ所の結合部位(ETGE、DLG)との複合体構造
が報告された(Keap1 DC-ETGE, Keap1 DC- 
DLG)。しかし、Nrf2 は DLG 領域より広い
DLGex で Keap1 と強く結合することを見出
し、DLGex との複合体構造解析を行った。 
④Keap1 DC-K67 複合体構造解析 

p62 は Keap1 をオートファジーによる分
解へと導く。肝がん細胞ではこの制御の異状
により Nrf2 が恒常的に活性化していること
から、Keap1 と p62 の相互作用の阻害剤は肝
細胞がんの治療薬になると考えられた。そこ
で、化合物スクリーニング、阻害化合物 K67
と Keap1 DC のＸ線結晶構造解析を行った。 
⑤NEMO-HOIP NZF 複合体構造解析 



直鎖状ポリユビキチンにより制御を受け
る NF-kB 経路の NEMO タンパク質と E3 
HOIP の相互作用部位の複合体Ｘ線結晶構造
解析を行った。 
(3) ユビキチン修飾経路を制御するタンパク
質群の構造生物学的解析 
① OspI-Ubc13 複合体構造および機能解析 

赤痢菌エフェクターOspI は宿主 Ubc13 の
Q100 を脱アミド化することで、TRAF6 を介
した防御反応を阻害している。OspI による
Ubc13 認識機構の解明を目指し、OspI-Ubc13
複合体の精製、結晶構造解析を行った。 
② IpaH9.8 基質認識ドメイン構造解析 

IpaH ファミリーは N 末側の基質認識ドメ
イン(LRR)と C 末側のユビキチンリガーゼド
メイン(NEL)により形成される病原性細菌に
特有のユビキチンリガーゼである。IpaH9.8
は宿主細胞の炎症性サイトカイン遺伝子の
発現に必要な転写因子 NF-κB の活性化に関
わる NEMO を LRR で認識し、ユビキチン化
修飾により分解へと導いている。IpaH9.8 LRR
による NEMO 認識機構の解明を目指し、
IpaH9.8 LRR の X 線回折実験を行った。 
(4) ユビキチン系構造解析のための手法開発 
結晶化、回折実験効率化方法の開発 
ユビキチン関連タンパク質およびその複

合体の結晶構造解析を推進するにあたり、結
晶化スクリーニングとそれに続くＸ線回折
実験の効率化は重要である。そこで、効率よ
く実験を行うシステムの開発を行った。 
４．研究成果 
(1) BAG6-Ubl4a の結晶構造解析 

BAG6、Ubl4a それぞれの相互作用領域複合
体構造解析の結果、BAG6 は既知の BAG ド
メインと全く異なる構造をとり、Ubl4a と強
固な複合体を形成することが示された。これ
により、酵母 Get5 との分子機構の違いが明ら
かとなり、変異体実験から細胞内でのタンパ
ク質の寿命に関わることを明らかにした。 

(2) ①Skp1-FBG3 結晶構造解析による糖タン
パク質認識 F-box の構造的特徴の解析 

Skp1-FBG3 複合体構造より、FBG3 はこれ
までに報告された糖タンパク質の糖鎖を認
識する Fbs1 と類似した全体構造を示すが、糖
鎖結合部位は異なる独自の立体構造を形成
することを示した。また、FBG3 と Fbs1 の糖
鎖結合部位を形成する、それぞれの重要なル
ープ領域のアミノ酸配列を交換することで、
機能を入れ替えた変異体を作製し糖鎖結合
部位形成に重要なアミノ酸を特定した。さら
に、FBG3 のループ配列に置き換えることで
糖タンパク質との結合活性を消失させた

Fbs1 の基質認識領域の構造を決定し、活性部
位形成におけるアミノ酸配列の役割を考察
した。 

② Keap1 DC-リン酸化 p62ペプチド複合体構
造解析 

Keap1 DC とリン酸化 p62 の複合体構造解
析より、p62 はリン酸化により Keap1 との間
に新たな水素結合を形成することで、親和性
を上昇する分子機構を明らかにした。 
③ Keap1 DC-Nrf2 DLGex 複合体構造解析 

Keap1 DC と DLGex の複合体構造より
DLGex は 3 本のヘリックス構造を形成し
Keap1 DC と結合しており、Keap1 が共通のド
メインを用い、Nrf2 の ETGE と DLGex を全
く異なる様式で認識していることを示した。
また、それぞれ親和性の解析より、異なる親
和性で結合することにより複合体状態を調
節し、機能することを明らかにした。 

図.Keap1 DC-DLGex 構造と結合模式図 
④ Keap1 DC-K67 複合体構造解析 

p62 結合阻害化合物のスクリーニングより、
Nrf2 を阻害せず p62 に対してのみ効果を持
つK67を見出した。さらにK67とKeap1 DC
のＸ線結晶構造、Keap1 DC と K67、Nrf2
の 3 者複合体モデルにより、K67 は DLGex
と共存しp62を特異的に阻害可能な結合様式
をとることを明らかにした。 

⑤ NEMO-HOIP NZF 複合体構造解析 
NEMOとHOIP NZFの複合体構造を決定し、

NF-kB 経路制御機構の一端を明らかにした。 
(3) ①OspI-Ubc13 複合体構造および機能解析 

OspI と宿主内標的タンパク質 Ubc13 の複
合体結晶構造解析より Ubc13 の Q100 の側鎖
が OspI の活性部位に向かって伸びているこ

図.Skp1-FBG3 複合体(左)と FBG3 活性部位(右) 

図.BAG6-Ubl4a 複合体構造 

図.K67 による
Keap1 阻害モデル 



とを示した。また、立体構造に基づき行った
変異体の相互作用解析より、OspI と Ubc13
は疎水性相互作用と電荷的な相補性による 2

種類の異なる相互作用により複合体を形成
していることを示した。 
図. OspIとUbc13の複合体界面の表面電荷(結
合部位を丸で表示 赤:酸性、青:塩基性) 
② IpaH9.8 基質認識ドメイン構造解析 

IpaH9.8 LRR の構造はこれまでに立体構造
既知な IpaH ファミリー(IpaH3)の LRR 構造と
は異なり、中央に正の電荷表面を持つことを
示した。 
(4) 結晶化、回折実験効率化方法の開発 
結晶化スクリーニングから効率よく回折

実験を行うため、結晶化スクリーニングを自
動化する装置の性能向上、放射光Ｘ線回折ビ
ームラインにより結晶化プレートから直接
回折実験が行える装置の開発を行った。 
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