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研究成果の概要（和文）：成人T細胞白血病の原因ウイルスHTLV-1にコードされるTaxタンパク質は、　転写因子NF-κB
の活性化を介して細胞不死化、がん化を誘導する。本研究では、Tax誘導性のNF-κB活性化機構の詳細な解析を行った
。その結果、Taxは複数の結合様式が混在する混合型のポリユビキチン鎖を誘導すること、混合型ポリユビキチン鎖は
高分子複合体形成を促進してIKK複合体活性化を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：HTLV-1 Tax-induced persistent activation of transcription factor NF-κB is 
crucial for cell immortalization and the onset of ATL. Here, we analyzed the precise mechanism underlying 
Tax-induced NF-κB activation pathway. We found that Tax induces hybrid ubiquitin chains, which enhance 
the formation of macromolecular complex of active IKK complex.

研究分野： 生物科学
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１．研究開始当初の背景 
 成人 T細胞白血病 (adult T-cell leukemia, 
ATL) は悪性度の高い白血病で、ヒト T 細胞
白血病ウイルス1型 (human T-cell leukemia 
virus type 1, HTLV-1) の感染により発症す
る。HTLV-1 にコードされる Tax タンパク質は
宿主 T 細胞の転写因子 nuclear factor-κB 
(NF-κB) の恒常的活性化を誘導し、T細胞の
がん化を引き起こす。転写因子 NF-κB の活
性化は抑制因子 inhibitor of NF-κB (IκB)
のリン酸化、分解が引き金となって誘導され
るが、これはキナーゼ活性を有する IκB 
kinase (IKK) αと IKKβ、調節サブユニット
NF-κB essential modulator (NEMO) から構
成されるIKK複合体によって厳密に制御され
ている。Tax は NEMO に結合し、IKK 複合体の
恒常的な活性化を誘導するが、その詳細な活
性化機構は明らかとなっていなかった。 
 これまでに、我々は組換え Tax タンパク質
と Jurkat 細胞質抽出液を用いて、in vitro
において Tax誘導性 IKK複合体活性化を解析
できる cell-free 反応系を確立した (図 1)。
さらに、組換え Tax 単独では精製した IKK 複
合体を活性化できず、細胞質中に存在する因
子がこの経路に必要であることが示唆され
ていた。その候補として、我々はユビキチン
修飾系に注目した。ユビキチン修飾は、ユビ
キチン活性化酵素 (E1)、ユビキチン結合酵
素 (E2)、ユビキチンリガーゼ (E3) の連続
的な酵素反応により、ユビキチンが基質分子
に付加される反応である。ポリユビキチン鎖
はユビキチン同士が繰り返し結合すること
で形成されるが、生体内ではユビキチンの 7
個のリシン残基およびN末端メチオニン残基
のアミノ基を介した計8種類の鎖型のポリユ
ビキチン鎖が存在する (図 2)。興味深いこと
に、近年、ポリユビキチン鎖はプロテアソー
ム分解の指標として機能するだけでなく、ア
ダプターとしてシグナル伝達複合体形成に
寄与することが明らかとなっている。特に、
サイトカイン誘導性の NF-κB 活性化経路に
おいて、非分解性の K63 型および直鎖状ポリ
ユビキチン鎖を介したシグナル伝達制御の
解析が進んでいる。上述のように、ポリユビ
キチン鎖は鎖型の構造的多様性によりさま
ざまな機能を発揮するため、鎖型の解析は重

要である。また、E2 と E3 リガーゼがポリユ
ビキチン鎖の型と基質を決定するため、これ
ら酵素の同定も重要である。Tax誘導性のIKK
複合体活性化経路に関して、ポリユビキチン
鎖形成がIKK複合体活性化に関与するという
結果を得ていたが、必要とされるポリユビキ
チン鎖の型やユビキチンリガーゼ、またポリ
ユビキチン鎖がIKK複合体活性化を誘導する
メカニズムの全容は不明であった。 

 
２．研究の目的 
 Tax誘導性のIKK複合体活性化に必要なポリ
ユビキチン鎖の型、E2 および E3 リガーゼの
同定、Tax 誘導性の IKK 複合体活性化機構に
おけるポリユビキチン鎖の役割の解析を行
い、ATL 発症予防などの臨床応用に展開する
ための基盤研究を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) Tax 誘導性の IKK 複合体活性化に必要な
ポリユビキチン鎖の型の解析 
 ユビキチンに含まれる7個のリシン残基を
それぞれアルギニン残基に置換したユビキ
チン変異体 (K6R、K11R、K27R、K29R、K33R、
K48R、K63R) を添加して cell-free 反応を行
い、各ユビキチン変異体が Tax 誘導性の IKK
複合体活性化に影響を与えるか検討する。同
時に、N末端に HA タグを付加したユビキチン
を添加して、直鎖状のポリユビキチン鎖形成
を抑制した際の Tax誘導性 IKK複合体活性化
への影響も確認する。また、Tax-IKK 複合体
に含まれるポリユビキチン鎖の型を、質量分
析を用いた絶対定量法 (ユビキチン AQUA) 
により解析する。ポリユビキチン鎖はユビキ
チンのリシン残基と別のユビキチンのC末端
間のイソペプチド結合により形成される。ユ
ビキチン C 末端の配列は RGG となっており、
トリプシン消化により標的のリシン残基に
GG が付加したペプチドが生じる。そのため、
どのリシン残基にイソペプチド結合が形成
されたかを質量分析により識別し、ユビキチ
ン鎖の型を判別することができる。 
 
(2) Tax 誘導性の IKK 複合体活性化経路に必
要な E2 および E3 リガーゼの同定 
 活性中心に変異を導入した E2 ドミナント
ネガティブ変異体を作製し、この変異体を強
制発現させた細胞の細胞質抽出液を用いて
cell-free 反応を行う。E2 ドミナント変異体
が Tax誘導性の IKK複合体活性化に影響を与
えるかどうか検討を行う。上記実験により E2
の候補を決定した後、siRNA を用いて候補 E2
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の発現を抑制する。その細胞質抽出液を用い
て cell-free を行い、候補 E2 が Tax 誘導性
のIKK複合体活性化に関与するかどうか確認
する。E3 リガーゼの同定に関しては、はじめ
に Tax が E3 リガーゼとして機能するかどう
か検討を行う。ジンクフィンガードメインは
E3 リガーゼ活性を持ち得ることから、N末端
にジンクフィンガーを有する Tax も E3 リガ
ーゼとして機能する可能性がある。In vitro
においてユビキチン化反応を行い、Tax がポ
リユビキチン鎖形成を誘導できるか検討を
行う。また、(1)において決定したポリユビ
キチン鎖の型を誘導する E3 リガーゼの関与
も検討する。 
 
(3) ポリユビキチン鎖がIKK複合体活性化を
誘導する機構の解析 
 ポリユビキチン鎖がIKK複合体活性化を誘
導する機構として、①IKK 複合体を活性化す
るキナーゼがポリユビキチン鎖依存的にリ
クリートされる可能性、②ポリユビキチン鎖
依存的にIKK複合体同士が巨大な複合体を形
成してトランス自己リン酸化が誘導される
可能性が考えられる。①に関しては、
cell-free 反応系において IKK 複合体活性化
を誘導した後、免疫沈降法により Tax-IKK 複
合体を精製する。この複合体に含まれるタン
パク質を質量分析により網羅的に解析し、
IKK 複合体活性化を誘導し得るキナーゼが含
まれているか確認する。②に関しては、
cell-free 反応系において、Tax 依存的に高
分子複合体が形成されるかどうか、またユビ
キチン変異体によってその形成が抑制され
るかどうか検討を行う。 
 
４．研究成果 
(1) Tax 誘導性の IKK 複合体活性化に必要な
ポリユビキチン鎖の型の解析 
 ユビキチン変異体のうち、K6R、K11R、K29R、
K33R、K48R は Tax 誘導性の IKK 複合体活性化
に影響を与えなかった。一方、K27R、K63R お
よび HA 付加ユビキチン添加により、Tax 誘導
性の IKK 複合体活性化が顕著に抑制された。
この結果から、この経路に K27 型、K63 型お
よび直鎖状ポリユビキチン鎖が必要である
ことが示唆された。また、Tax により IKK 複
合体を活性化した際に、Tax-IKK 複合体に含
まれるポリユビキチン鎖の型を質量分析に
より解析した。Tax を添加せずに cell-free
反応を行ったものをコントロールとした。K6、
K11、K27、K33 型のポリユビキチン鎖は、コ
ントロールおよび活性化IKK複合体どちらに
おいても検出できなかった。K48 型のポリユ
ビキチン鎖は少量検出されたが、コントロー
ルとTaxを添加した場合で差がなかったこと
から、バックグラウンドとして Tax 非依存的
なポリユビキチン鎖を検出したと考えられ
る。コントロールにおいて、K63 型および直
鎖状ポリユビキチン鎖は検出されなかった
が、Taxにより活性化した IKK複合体には K63

型、直鎖状のポリユビキチン鎖が共に含まれ
ていた。(1)の結果と反して K27 型ポリユビ
キチン鎖が検出できなかった理由として、①
K27 型のポリユビキチン鎖は質量分析で検出
限界以下の量で十分にIKK複合体活性化を誘
導できる可能性、②K27 型ポリユビキチン化
タンパク質はTax-IKK複合体以外で誘導され
ている可能性、③ユビキチン変異体の実験が
人為的結果である可能性が考えられる。 
 
(2) Tax 誘導性の IKK 複合体活性化経路に必
要な E2 および E3 リガーゼの同定 
 TaxのジンクフィンガードメインがE3リガ
ーゼ活性を有するのではないかと仮説を立
て、ジンクフィンガードメインの点変異体を
作製した。Tax ジンクフィンガードメイン変
異体は、IKK 複合体活性化および NF-κB活性
化を誘導できなかった。次に、組換え Tax タ
ンパク質を用いて in vitro においてユビキ
チン化反応を行った。E2 は UbcH5c、UbcH7、
Ubc13/Uev1a を用いた。どの E2 を用いた場合
においても、Tax はポリユビキチン鎖形成を
誘導できなかった。Tax のジンクフィンガー
ドメインはIKK複合体活性化に必要であるも
のの、E3 リガーゼ活性はないことが明らかに
なった。 
 (1)において、K63 型および直鎖状のポリユ
ビキチン鎖が Tax誘導性の IKK複合体活性化
に必要であることが示されたため、これらの
型を誘導することが報告されている E3 リガ
ーゼに注目した。K63 型を誘導する E3 リガー
ゼとして、TRAF6、TRAF2/5、cIAP1/2、TRIM25
および Riplet が知られている。そこで、こ
れらの E3 リガーゼ欠損マウス胎児繊維芽細
胞から細胞質抽出液を調製し、cell-free 反
応を行った。Tax は野生型および E3 リガーゼ
欠損細胞質抽出液どちらにおいてもIKK複合
体活性化を誘導できたことから、既知の K63
型 E3 リガーゼはこの経路に関与しないこと
が示唆された。一方、直鎖状ポリユビキチン
鎖を誘導する E3 リガーゼとして linear 
ubiquitin chain assembly complex (LUBAC) 
が知られている。LUBAC は E3 リガーゼ活性を
有する HOIP と HOIL-1L、Sharpin で構成され
る。LUBAC 構成分子を欠損させたマウス胎児
繊維芽細胞から細胞質抽出液を調製して
cell-free 反応を行ったところ、LUBAC 構成
分子欠損細胞質抽出液では Tax 誘導性の IKK
複合体活性化が消失した。免疫沈降実験によ
り、LUBAC は Tax 依存的に IKK 複合体にリク
ルートされることも見いだした。さらに、Tax
がどの LUBAC構成分子と結合するのかを明ら
かにするために、in vitroにおける結合実験
を行った。その結果、Tax は HOIL-1L および
HOIP と結合した。HOIL-1L および HOIP のド
メイン欠損変異体とTaxを強制発現させた細
胞を用いて共免疫沈降実験を行い、HOIL-1L
と HOIP の Tax 結合ドメインを決定した。 
 Tax 誘導性の IKK 複合体活性化は細胞質で
起きるため、細胞質に局在する E2 を選定し



た。Ubc1、Ubc2、UbcH5a、UbcH5b、UbcH5c、
Ubc6、UbcH7、Ubc9、Ubc13、Ubc17、E2G1、
E2Q2 のドミナントネガティブ変異体を作製
し、293T 細胞に強制発現させた。その細胞質
抽出液を用いてcell-free反応を行った結果、
Ubc13 のドミナントネガティブ変異体を発現
させた場合のみ、Tax 誘導性の IKK 複合体活
性化が抑制された。さらに、Ubc13 欠損マウ
ス胎児繊維芽細胞から細胞質抽出液を調製
して cell-free 反応を行ったところ、Tax は
IKK 複合体活性化を誘導することができなか
った。以上の結果から、Tax 誘導性の IKK 複
合体活性化にUbc13が必要であることが示さ
れた。LUBAC は in vitroのユビキチン化反応
において、E2-25K、UbcH5a、UbcH5b、UbcH5c、
および UbcH7 を E2 として用いた際にポリユ
ビキチン鎖を形成することが示されている。
そのため、直鎖状のポリユビキチン鎖形成を
抑制するためには 1 種類の E2 ドミナントネ
ガティブ変異体では不十分であり、組み合わ
せて発現させる必要があるのかもしれない。 
 
(3) ポリユビキチン鎖がIKK複合体活性化を
誘導する機構の解析 
 脱ユビキチン化酵素のなかには高い鎖型
特異性を有するものがある。Otubain-1は K48
型、AMSH は K63 型、OTULIN は直鎖状ポリユ
ビキチン鎖を特異的に切断する。Cell-free
反応後に Tax-IKK 複合体を精製し、in vitro
において脱ユビキチン化酵素反応を行った。
Otubain-1 処理は Tax-IKK 複合体に含まれる
ポリユビキチン鎖を切断できなかったのに
対し、AMSH 処理によりほぼ全てのポリユビキ
チン鎖が消失した。興味深いことに、OTULIN
処理により高分子量のポリユビキチン鎖は
部分的に減少し、低分子量のポリユビキチン
鎖が生じた。OTULIN 処理により生じたポリユ
ビキチン鎖は、K63 型のポリユビキチン鎖と
同じ電気泳動パターンを示したことから、
Tax により誘導されるポリユビキチン鎖は
K63 型と直鎖状が混在した混合鎖であること
が示唆された。 
 Cell-free 反 応 を 行 っ た 後 、 blue 
Native-PAGE により高分子複合体が形成され
ているか検討を行ったところ、Tax 依存的に
1000kDa 以上の高分子複合体が形成されるこ
と、また、ユビキチン変異体添加によりその
複合体形成が抑制されることを明らかにし
た。さらに、質量分析により Tax-IKK 複合体
に含まれるタンパク質を解析したところ、
IKK 複合体を活性化し得るキナーゼは同定で
きなかった。ポリユビキチン鎖は IKK 複合体
同士の巨大な複合体を形成してトランス自
己リン酸化を誘導する可能性が高い。 
  
 本研究において、Tax 誘導性の IKK 複合体
活性化に複数の型のポリユビキチン鎖が必
要であることを明らかにした。Taxは HOIL-1L
および HOIP と直接結合するため、これらの
結合を阻害する低分子化合物はATL予防に繋

がる可能性がある。今後は、K27 型と K63 型
ポリユビキチン鎖を誘導する E3 リガーゼの
同定を行いたいと考えている。 
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