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研究成果の概要（和文）：Triad3は、CueドメインとRBRドメインから構成されるユビキチンリガーゼである。
Cueドメインはユビキチン鎖認識に関与し、RBRドメインはユビキチンリガーゼの活性に関与する。本研究では、
Triad3のユビキチン認識に必要な最小ドメインを決定した。また、Cueドメインのユビキチン鎖選択性を明らか
にした。さらにCueドメインとユビキチン鎖複合体の精製条件と結晶化条件を最適化し、2.79オングストローム
のデータを得ることができた。RBRドメインについては、足場タンパク質を融合して分子量を増やし、クライオ
電子顕微鏡でタンパク質粒子の画像を得た。

研究成果の概要（英文）：Triad3 is a ubiquitin ligase composed of a Cue domain and an RBR domain. The
 Cue domain is involved in ubiquitin chain recognition and the RBR domain is involved in ubiquitin 
ligase activity. In this study, we determined the minimum domain required for ubiquitin recognition 
in Triad3. We also determined the ubiquitin chain selectivity of the Cue domain. Furthermore, we 
optimized the purification and crystallization conditions of the Cue domain and the ubiquitin chain 
complex and obtained data at 2.79angstrom. For the RBR domain, we increased the molecular weight by 
fusing a scaffold protein and obtained images of protein particles by cryo-EM.

研究分野：生命科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Triad3は、Gordon Holmes 症候群（GHS）と呼ばれる性腺機能低下症をきたす小脳失調症との関連が示唆されて
いる。Triad3の機能としては炎症抑制やシナプス可塑性への関与が知られている。しかし、Triad3による炎症や
自然免疫の細胞内シグナリングの認識機構は未解明であった。本研究で、Traid3のCueドメインのユビキチン鎖
選択性を明らかにしたことで、特定の細胞内シグナリングへの応答の理解が進むと期待される。

※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 

Triad3は、炎症や自然免疫シグナル抑制機能のあるユビキチン連結酵素 (ユビキチンリガーゼ) 

である。C末端側の RING1-IBR-RING2 (RBR)ドメインでユビキチン鎖形成を触媒する。Triad3の

基質は、炎症に関連して TNFαや IL-1受容体の下流分子の RIPK1、自然免疫に関連して Toll様

受容体 TLR4 や TLR9、RIG-I 経路の TRAF3 など複数のタンパク質が報告されている。また、

Triad3の中央にはユビキチン鎖認識ドメインと予測される領域がある。ユビキチンは、ユビキチ

ン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵素 (E2)、ユビキチン連結酵素 (E3) による連続した反応

によって、基質タンパク質のリジン残基に共有結合する。ユビキチン自身の 7ヶ所のリジン残基 

(K6、K11、K27、K29、K33、K48、K63) や N末端のアミノ基 (M1) にも結合し、鎖状に連結し

たユビキチン鎖を形成する。細胞内の炎症や自然免疫シグナリングには K63 鎖や M1 鎖が関わ

っている。TRAF6、RIPK1 や TRAF3 は K63 結合型ユビキチン鎖 (K63鎖) を受け、LUBAC複

合体 (HOIL-1L, HOIP, SHARPIN) が NEMOを基質として直鎖ユビキチン鎖 (M1鎖) 形成する。

しかし、Triad3がどのようにシグナル分子を認識し、シグナリングを制御するのかということは

不明であった。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、Triad3が炎症や自然免疫シグナルにリクルートされるメカニズムと作動機構

を明らかにすることである。本研究では Triad3のユビキチン鎖認識に着目して炎症や自然

免疫シグナルを認識するメカニズムと酵素活性制御機構を解明し、Triad3の炎症や自然免

疫シグナル抑制機能の理解を深める。 

 

３．研究の方法 

ユビキチン認識ドメインのユビキチン鎖選択性とユビキチン認識の最小領域決定のため、GST

融合 Triad3 を大腸菌で発現し、アフィニティークロマトグラフィーとゲルろ過クロマトグラフ

ィーで精製タンパク質を作製した。精製 Triad3 とユビキチン鎖タンパク質を使用してプルダウ

ンアッセイを行った。また Triad3 のユビキチン鎖認識ドメインと蛍光標識したユビキチンおよ

び 5種類のユビキチン鎖を用いて蛍光偏光法によって偏光度測定し、解離定数を算出した。GST

融合 Triad3 をアフィニティークロマトグラフィーで精製した後、ユビキチン鎖を混合してイオ

ン交換クロマトグラフィーとゲルろ過クロマトグラフィーによって複合体状態で精製した。結

晶化の一次スクリーニングは 20℃と 4℃で実施し、結晶が得られた条件について沈殿剤濃度、添

加剤条件検討を検討した。Triad3の活性中心である RBRドメインの立体構造解析では、アミノ

酸残基数を検討、種（ヒト、マウス、ラット）の検討、SERp serverを用いた表面残基エントロピ

ー減少法による変異の導入を検討するため、各精製タンパク質を作製して結晶化スクリーニン

グを実施した。クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）解析では、多量体を形成する足場タンパク質を

融合した複数のアミノ酸残基数で作製した。さらに、足場タンパク質の乖離を防ぐために化学的

架橋によって固定した。再度、そのサンプルをゲルろ過精製し、単一フラクションをグリッドに

塗布して凍結した。複数のブロッティング条件で cryo-EM測定を試みた。 

 

４．研究成果 

Traid3 のユビキチン認識領域と二量体型ユビキチン鎖を用いたプルダウンアッセイの結果、



Traid3のユビキチン認識領域は特定のユビキチン鎖と強く結合した。同様に、Triad3のユビキチ

ン鎖認識に必要な最小領域を特定した。Triad3のユビキチン鎖認識ドメインと蛍光標識したユビ

キチンを用いた解離定数測定の結果、特定の２つのユビキチン鎖では一桁μMの数値を示した。

この結果はプルダウンアッセイの結果と一致しおり、Triad3のユビキチン鎖認識の選択性を見出

した。これらの相互作用情報に基づいて精製したTraid3とユビキチン鎖の複合体タンパク質は、

960条件の結晶化試薬を使って 20℃と 4℃の条件でスクリーニングした。結晶が得られた条件に

ついて沈殿剤濃度、添加剤条件検討によって再現性の高く大きな結晶が得られる条件を決定し

た（図左）。この結晶に Triad3 のユビキチン鎖認識ドメインとユビキチン鎖が含まれることを

SDS-PAGEで確認し、大型放射光施設 SPring-8で測定、回折像を得ることができた（図右）。し

かし、ユビキチンや Cue ドメインの予測構造の単体構造を利用した解析では位相決定には至っ

ていない。 

 

また、炎症に関わるシグナルタンパク質 TAB2の精製タンパク質を用いて、さまざまなユビキ

チン鎖とプルダウンアッセイをおこなった。その結果、TAB2は K63鎖の他に K6鎖も認識でき、

dual specificityが明らかになった（Li et, Biophys J. 2021）。Triad3の活性中心のある RBRドメイ

ンの立体構造解析では、アミノ酸残基数を検討、種（ヒト、マウス、ラット）の検討、SERp server

を用いた表面残基エントロピー減少法による変異を導入した精製タンパク質の結晶化したが、

結晶を得ることができなかった。そこで、クライオ電子顕微鏡（cryo-EM）解析に着手した。Triad3

単体では分子量が小さいため解析が難しいので、多量体を形成する足場タンパク質を融合した

タンパク質を精製し、足場タンパク質の乖離を防ぐために化学的架橋によって固定した。再度、

架橋サンプルをゲルろ過精製し、単一フラクションをグリッドに塗布して凍結した。複数のブロ

ッティング条件で cryo-EM 測定を試みることで、電顕画像を収集でき、タンパク質粒子の画像

を得た。 
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