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研究成果の概要：NF-κB は、免疫、炎症、抗アポトーシスなどに関わる様々な遺伝子の転写

を活性化する転写因子であり、NEMO により活性化される。NEMO は Lys63 結合ユビキチン

鎖と結合すると報告されていたが、意外なことにユビキチンが直列につながったタンデムユビ

キチン鎖により強く結合して NF-κB を活性化することが判明した。タンデムユビキチンと

NEMO の複合体の結晶構造解析の結果、NEMO はコイルドコイル二量体の両面で 2 分子のタ

ンデムユビキチンを対称的に結合しており、NEMO によるユビキチン鎖の選択的認識機構が

明らかになった。 
 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 1,800,000 540,000 2,340,000 

2008 年度 1,700,000 510,000 2,210,000 

年度  

年度  

  年度  

総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

 
 
研究分野：構造生物学 
科研費の分科・細目：生物科学・構造生物化学 
キーワード：Ｘ線結晶解析、ユビキチン、転写制御、DNA 修復、分子認識 
 
１．研究開始当初の背景 
（１）転写制御に関わる Lys63 結合ユビキチ
ン 

NF-κB は、免疫、炎症、抗アポトーシス
などに関わる様々な遺伝子の転写を活性化
する転写因子である。NF-κB は非刺激時に
は IκB と結合して不活性型として細胞質に
留まっている。細胞外からの刺激を受けると、
IκB はリン酸化され、それがシグナルとなっ
て Lys48 結合でつながったポリユビキチン
化を受け、プロテアソームで分解される。そ

の結果 IκB から開放された NF-κB は核内
に移行することができ、転写を活性化する。
IκB をリン酸化する IκB キナーゼ（IKK）
複合体は、キナーゼである２つの触媒サブユ
ニット IKKα と IKKβ、ならびに制御サブ
ユニットである IKKγ（別名 NEMO; 
NF-κB essential modulator）の３つのサブ
ユニットで構成される。IKK 複合体の活性化
には NEMO が重要な働きをしており、
NEMO 自身もユビキチン化によって調節さ
れる。 
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 前述の IκBのように、ユビキチンの Lys48
を介したポリユビキチン鎖はプロテアソー
ムによる分解の標識となるが、一方 Lys63 を
介したポリユビキチン鎖は、シグナル伝達や
DNA 修復に関与する。本研究開始当初、
NEMO が Lys63 結合ポリユビキチンと結合
できることが報告された。 
 NEMO は 50kDa のタンパク質で、２つの
コイルドコイルドメイン（CC1、CC2）とロ
イシンジッパー（LZ）、C 末端に亜鉛フィン
ガー（ZF）を含む。NEMO の CC2 と LZ か
ら構成される CoZi ドメインには UBAN
（ubiquitin binding in ABIN and NEMO）
モチーフが存在し、Lys63 結合ポリユビキチ
ンと結合する。NEMO がどのような立体構
造でポリユビキチンに結合し、IKK 複合体を
活性化するか、特にポリユビキチン鎖の結合
の違いをどのように認識するかは、多彩なユ
ビキチンシグナルの分子基盤を知る上でも、
生物学的に極めて重要なテーマである。 
 
（２）DNA 修復に関わるモノユビキチンお
よび Lys63 結合ユビキチン 
 損傷乗り越え複製（translesion synthesis）
は、真核細胞が DNA の損傷を乗り越えて複
製を行なう主要な経路である。DNA に損傷
が 起 こ る と 、 核 内 増 殖 抗 原 （ PCNA; 
proliferating cell nuclear antigen）がモノユ
ビキチン化される。Y ファミリーポリメラー
ゼ polι(iota)および polη（eta）の C 末端
領域にはそれぞれ新規ユビキチン結合ドメ
イン UBM および UBZ が存在する。これら
のユビキチン結合ドメインは、ポリメラーゼ
とモノユビキチン化した PCNA との結合の
ために必要であり、これらは損傷乗り越え複
製に重要な調節的役割を担っている。さらに、
PCNA はモノユビキチン化だけでなく、
Lys63 結合ポリユビキチン化を受けることが
報告された。その結合相手はまだ未同定であ
るが、その認識機構の解明は、同じく Lys63
結合ポリユビキチンを認識する NEMO との
関連からも重要なテーマである。 
 
 
２．研究の目的 
（１）転写制御に関わるユビキチン結合蛋白
質の認識機構の解明 
 NEMO のユビキチン結合 UBAN モチーフ
を含む CoZi ドメインと Lys63 結合ポリユビ
キチンの複合体の結晶構造解析を行う。その
際、ユビキチンを直列につなげて Lys63 結合
を模倣したタンデム（直鎖状）ユビキチンを
用いて複合体の結晶化を行う。結晶構造に基
づき、NEMO が Lys63 結合ユビキチンを認
識し、IKK 複合体を活性化するメカニズムを
説明する。 
（２）DNA 修復に関わるユビキチン結合蛋

白質の認識機構の解明 
 Y ファミリーポリメラーゼ polιの UBM
ドメインおよびpolηのUBZドメインについ
て、モノユビキチンとの共結晶化を行い、ユ
ビキチン表面の相互作用部位を特定する。Y
フ ァ ミ リ ー ポ リ メ ラ ー ゼ は
PCNA-interacting peptide（PIP box）を持
ち、もともと PCNA と結合できるが、PCNA
がユビキチン化されることによりさらに親
和性が増す。これら単体と複合体形成後の立
体構造の比較により、ユビキチンがポリメラ
ーゼと相互作用して損傷乗り越え複製を誘
起する機構を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）NEMO のユビキチン結合 UBAN モチ
ーフとタンデムユビキチンとの複合体の結
晶構造解析 
 モノユビキチンとポリユビキチンの双方
を用いてNEMOのUBANモチーフとの複合
体の結晶化を行う。Lys63 でイソペプチド結
合したポリユビキチンの合成は困難である。
しかしながら、Lys63 の位置は３次構造上、
ユビキチンの N 末端の近くにあるため、ユビ
キチンの C 末端を次のユビキチンの N 末端
につなげて発現させたタンデム（直鎖状）ユ
ビキチンを使うことにより、Lys63 結合ユビ
キチンを模倣したサンプルとして代用でき
ると考えた。 
 NEMO の UBAN モチーフ、および Lys63
結合を模倣したタンデムユビキチンを大腸
菌で発現・精製し、相互作用をプルダウン実
験で検出し、表面プラズモン共鳴により結合
力を定量化する。相互作用領域を決定し、結
晶化に最適な長さの発現コンストラクトを
探索する。 
 
（２）Y ファミリーポリメラーゼの新規ユビ
キチン結合ドメイン UBM、UBZ とユビキチ
ンとの複合体の結晶構造解析 
 新しく同定されたYファミリーポリメラー
ゼ polιの２つの UBM ドメインそれぞれに
ついてモノユビキチンとの共結晶化を行う。
polηの UBZ についてはユビキチンとの相互
作用面が未知であるので、モノユビキチンと
の共結晶化と平行して結合面を同定するた
めの生化学実験を行う。いずれのドメインも
30 アミノ酸程度の短い配列のため、結晶化が
困難なことも予想される。その場合は結晶成
長を助けるために GST などのタグを付加し
た状態での精製・結晶化も検討する。結晶成
長のパッキングを効率よく行わせるために、
ユビキチンとユビキチン結合ドメインをつ
なげた融合タンパク質としての発現・結晶化
も検討する。 
 



 

 

４．研究成果 
１．転写制御に関わる NEMO のユビキチン
結合 UBAN モチーフとタンデムユビキチン
との複合体の結晶構造解析 
 NEMOのUBANモチーフはLys63でイソ
ペプチド結合したポリユビキチンを認識す
ると報告されていた。Lys63 の位置は 3 次構
造上、ユビキチンの N 末端の近くにあるため、
タンデム（直鎖状）ユビキチンは Lys63 結合
ユビキチンと同様に NEMO に結合すると考
えられた。ところが NEMO とポリユビキチ
ンとの相互作用を表面プラズモン共鳴によ
り定量化したところ、驚いたことに NEMO
とLys63結合 2連結ユビキチンとの結合は検
出できず、一方タンデム 2 連結ユビキチンと
は強く結合する(平衡解離定数 1.6μM)こと
が判明した。 
 NEMO の UBAN モチーフを含む CoZi ド
メイン単独での結晶構造を解析したところ、
長く伸びたヘリックスが 2本より合わさった
コイルドコイル構造のホモ 2量体を形成して
いた（図１）。2 量体は Pro292 残基のところ
で折れ曲がっているが、その前後はそれぞれ
ほぼ完全な 2 回対称性を持っている。UBAN
モチーフで保存されているアミノ酸は
Pro292 よりもＣ末端側に集中しており、分
子表面に沿って列を作って並んでいる（図
１）。立体構造の対称性から、2 量体の両側の
面で表面の形状や電荷分布は同様であり、ユ
ビキチンはコイルドコイル 2量体の両面に等
価に結合するものと予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．NEMO の CoZi ドメイン単独の結晶構
造。UBAN モチーフで保存されたアミノ酸残
基の側鎖をスティックモデルで示す。 
 

引き続きタンデム 2 連結ユビキチンと
NEMOのCoZiドメインの複合体の共結晶化
を行い、結晶構造解析に成功した。その結果
NEMO はコイルドコイル二量体の両面で 2
分子のタンデムユビキチンを対称的に結合

していた（図２）。タンデムユビキチンを構
成する２つのユビキチンは UBAN モチーフ
の保存されたアミノ酸残基の列に沿って結
合していた。１番目（先端側）のユビキチン
は Ile44 を中心とする疎水性の面が NEMO
の一方のヘリックスに結合していた。一方、
2 番目（手前側）のユビキチンは Ile44 とは
別の面を使って、主に静電的相互作用で
NEMO と結合していた。しかも手前側ユビ
キチンは先端側ユビキチンが結合している
のとは別の NEMO のヘリックスと相互作用
していた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．NEMO の CoZi ドメインとタンデムユ
ビキチンの複合体の結晶構造。それぞれのユ
ビキチンの Ile44 残基を空間充填モデルで示
す。 
 
先端側ユビキチンの C 末端付近の Arg72、

Leu73、Arg74 残基は NEMO の両方のヘリ
ックスにまたがって相互作用し、２つのユビ
キチンの間の連結部付近が特に NEMO によ
って認識されていることが明らかになった。
しかし先端側ユビキチンの C 末端の Gly75
と Gly76、それに続く 2 番目（手前側）のユ
ビキチンの Met1 は NEMO からいったん遠
ざかり、これらのアミノ酸残基は直接 NEMO
と相互作用していない。そしてその次の残基
である Gln2 が NEMO と相互作用する。こ
の Gln2 残基がタンデムユビキチン鎖と
Lys63 結合ユビキチン鎖を見分けるのに重要
である。すなわち結晶構造に基づいて Lys63
結合ユビキチン鎖が結合したモデルを作る
と、手前側ユビキチンの Glu2 残基が NEMO
と相互作用できなくなる。このことが NEMO
がタンデムユビキチンを選択的に結合する
理由であると考えられる。 
タンデムユビキチンの結合によって CoZi

ドメインのPro292のN末端側の部分がC末



 

 

端側に沿って並び、コイルドコイルの超らせ
んのピッチが伸びてほどけるような構造変
化を起こしていた。この局所的な構造変化が
NEMO 全体の構造にどのような影響を及ぼ
すかは今後の課題である。また、NEMO の
タンデム（直鎖状）ポリユビキチン化が
NEMO 同士の会合を促進し、高次複合体が
形成されることによって IKK 複合体の活性
化が起こる可能性も結晶構造から示唆され
た。 
 
２．DNA 修復に関わる Y ファミリーポリメ
ラーゼの新規ユビキチン結合ドメインの結
晶構造解析 
 polηの UBZ 単独での結晶構造解析に成功
した（図 3）。引き続き polηの UBZ ドメイ
ンとモノユビキチンとの共結晶化を行った
が結晶は得られなかった。一方 polιの UBM
ドメインについてはタグタンパク質と融合
させた状態で結晶化することに成功した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．polηの UBZ ドメインの結晶構造。配
位した亜鉛を球で示す。 
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