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研究成果の概要（和文）：タンパク質のユビキチン（Ub）化において、タンパク質に結合したUbに別のUb分子が
重合し８種のPolyUb鎖を形成する。個々のPolyUb鎖の機能や役割は、これに結合するユビキチン結合タンパク質
（UBP）によって決定される。本研究では、先行研究で見出した新規M1鎖UBPであるZFANDファミリーに属する
ZFAND3, 5, 6のNF-kBシグナル制御の役割の解明を目指した。本研究の成果により、M1鎖に高い結合能を示す
ZFAND5は、NF-kBシグナル活性化経路において、他のUBPと協調してK63やM1鎖のユビキチン修飾を受ける因子に
作用することでシグナル伝達を抑制していることが強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：In protein ubiquitination process, eight kinds of polyubiquitin chains are 
formed by conjugation of one ubiquitin molecule to another ubiquitin that binds to target proteins. 
The functions and roles of individual polyubiquitin chains are mainly decided by ubiquitin binding 
proteins (UBPs). In this study, we attempted to clarify the roles of novel M1-UBPs belonging to 
ZFAND family, which has been identified in our previous study, in a signal transduction of NF-kB 
activation. Our results strongly suggested that ZFAND5 that showed high binding activity with 
M1-ubiquitin chain suppressed the NF-kB signaling by acting with proteins that are subjected with 
K63- and M1-polyubiquitination. Interestingly, this suppression was proceeded in concert with other 
UBPs.

研究分野：シグナル伝達

キーワード： ユビキチン結合タンパク質　ZFAND　直鎖ユビキチン鎖　NF-kB
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研究成果の学術的意義や社会的意義
NF-kBシグナル伝達経路は細胞の炎症や免疫、生存を左右する非常に重要な経路であり、これまでに多くの研究
が成されている。しかし、個々の細胞イベントによって、使われる因子やそのアウトプットとして起こる細胞応
答は複雑多岐にわたっており、まだ未詳な点が少なくない。本研究において、これまで機能未知だったZFANDフ
ァミリーに焦点を絞り、その機能の一端の解明に成功した。これらの結果から、NF-kB活性化時に形成されるユ
ビキチン鎖に、ZFAND5をはじめとするUBPが数多く集結し、その活性を制御していることが示唆されており、上
記の炎症や免疫のイベントに寄与することが示唆された。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
タンパク質のユビキチン（Ub）化において、タンパク質に結合した Ub に別の Ub 分子が重合し
PolyUb 鎖を形成する。PolyUb 鎖は 8 種類の重合様式が存在し、個々の PolyUb 鎖の機能や役割
は、これに結合するユビキチン結合タンパク質（UBP）によって決定される。本申請研究で対象
とする NF-kB シグナル活性化経路では、K63 鎖や M1 鎖などの PolyUb 鎖が形成され、K63 鎖に
結合する TAB2/3 や、M1 鎖に結合する NEMO や A20 が、NF-kB シグナルの下流への伝達を制
御する主要な UBP として働く。しかし、これらの UBP が全ての細胞で主要な UBP として機能
する訳ではなく、細胞によっては別の UBP が制御に寄与すると考えられるが、その多くは未同
定のままである。そのため、これら未知の UBP を同定することは、複雑多岐な NF-kB 制御の分
子メカニズムの解明に大きく貢献できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
ポリユビキチン（PolyUb）鎖を介したシグナル伝達においては、その PolyUb 鎖に結合する
ユビキチン結合タンパク質（UBP）がその制御に重要な働きを示す。先行研究において、NF-
kB シグナルの活性化因子である直鎖型 PolyUb 鎖（M1 鎖）に結合する UBP として、ZFAND
ファミリーに属する４つのタンパク質を見出した。これらの ZFAND は、いずれも細胞にお
いて NF-kB シグナルを抑制することから、NF-kB シグナルの新規制御因子として注目した。
本研究では、この４つの ZFAND のうち、A20 型 Zinc フィンガー（A20-Zinc）ドメインを有す
る ZFAND3, 5, 6 に着目し、PolyUb 鎖の特異性や結合アフィニティー、結合様式などの生化学
的性質を明らかにする。得られた生化学的性質をもとに、ZFAND の NF-kB シグナル制御機
構を細胞生物学的手法により明らかにし、細胞内での 3 つの ZFAND のそれぞれの役割やそ
の生理学的意義の解明を目指す。 
 
３．研究の方法 
ZFANDの PolyUb 鎖との結合解析・・申請者によって M1-UBP として見出された ZFAND3, 5, 6 に
ついて、組換えタンパク質を合成・精製し、生化学的解析からそれぞれの ZFAND の PolyUb 鎖
への結合力を調べ、それぞれの ZFAND の PolyUb 鎖結合能や PolyUb 鎖特異性の決定を目指し
た。得られた結果をもとに、各 ZFAND とそれに結合する PolyUb 鎖の結合様式の予測を行った。
これらの情報をもとに、PolyUb 鎖との結合に関わるアミノ酸を置換した変異体や、PolyUb 鎖の
特異性が異なる ZFAND 同士で、結合ドメインをスワップさせた変異体を作製し、結合部位の特
定を目指した。 
 
ZFANDの細胞内における役割の解明・・また各 ZFAND の細胞内での役割を調べるため、NF-kB
シグナル活性化時の各 ZFAND の mRNA 発現量の変化を調べる。また ZFAND が NF-kB シ
グナルのどのステージに作用しているかを、上流・中流・下流域の活性化因子の高発現から
調べた。さらに、申請者の研究室で開発した改良型ビオチン化酵素 Air-ID を ZFAND に融合
し、定常時および NF-kB シグナル活性化時に各々の ZFAND と相互作用することでビオチ
ン化された細胞内タンパク質を質量分析で網羅的に同定し、細胞内における役割の解明を
目指した。 
 
４．研究成果 
ZFANDの PolyUb 鎖との結合解析・・当初予定してい
たSurface plasmon resonance（SPR）解析によるZFAND
ファミリーと 7 種類の PolyUb 鎖の結合解析は、条件
検討が困難で PolyUb 鎖の解離が認められず、断念し
た。一方で、本研究室で開発された 10 アミノ酸から
なる高親和性タグを用いた ZFAND のプルダウンア
ッセイでは、共沈降したユビキチン鎖を確認するこ
とができた。これを用いて、ZFAND3 および ZFAND5
と K48, K63 および M1 鎖との結合を調べたところ、
ZFAND5 は K63 および M1 鎖に強い結合を示し、K48
鎖にも弱いながら結合を示した（図１）。一方の
ZFAND3 は K63、M1 鎖に結合を示したものの、K48
鎖への結合は認められなかった。同じく A20-Zinc ド
メインである A20 の ZF7 は M1 鎖への特異性が非常
に高いことが知られているが、ZFAND の A20-Zinc ド
メインは ZF7 とのアミノ酸配列の相同性も低く、
PolyUb 鎖に対する結合様式が ZF7 とは異なっている
可能性が強く示唆された。また、先行研究において
ZFAND3 は、ZFAND5, 6 と比較して、M1 鎖に対する
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図 1. AGIA 抗体を用いた K48, K63, M1 テト
ラ PolyUb 鎖のプルダウンアッセイ。既知の
M1-UBP である DDI1 をポジティブコント
ロールとして用いた。 



 

 

結合能が低い結果が得られていた。これらの
ZFAND の A20-Zinc ドメインのアミノ酸配列
比較から、結合能の差は A20-Zinc ドメイン
の N 末側の 2 つのシステイン間のループ構
造（1st-loop）の違いに起因していると考えら
れた。そこで、ZFAND5 と ZFAND3 の A20-
Zinc ドメインを置換したドメインスワップ
変異体を作製し、M1 鎖への結合能を調べた。
その結果、ZFAND5 の 1st-loop を ZFAND3 に
置換した変異体では、顕著な M1 鎖への低下
が認められた。一方で、ZFAND3 の 1st-loop
を ZFAND5 に置換した変異体は M1 鎖への
結合能が大きく向上したものの、野生型
ZFAND と比較すると依然として低かった。
これらの結果は、ZFAND3, 5 の M1 鎖への結
合能の差異は1st-loopに起因するところが大
きいものの、他の領域の関与も示唆された。 
ZFANDの細胞内における役割の解明・・NF-
kB の活性化因子である TNF を 1, 2, 4 時間
処理した細胞における各 ZFAND3, 5, 6 の発
現量を調べた。しかし、いずれの ZFAND も
TNF刺激により発現が誘導されることはなかった。また、NF-kB の抑制効果が強く認められた
ZFAND5 について、上流因子 RIP、中流の NEMO、下流の RelA の高発現によって活性化した NF-
kB シグナルについて、ZFAND5 の共発現の影響を調べた。その結果、RIP および NEMO の
活性化は顕著に抑制したものの、RelA についても抑制は認められたものの、RIP や NEMO
と比較すると弱かった（図 2）。RIP や NEMO はいずれも、ZFAND5 が高い結合能を示す K63
や M1 鎖によるユビキチン化修飾を受けることが知られており、RIP や NEMO によって惹
起される NF-kB シグナル活性化への抑制効果が強いことは、生化学的データと一致してい
る。これらの結果から、ZFAND5 および 6 は、細胞内において K63 や M1 鎖を足場とする
NF-kB シグナル活性化の際に、この K63 や M1 鎖に結合することで、シグナルを抑制して
いる可能性が強く示唆された。 
また、M1 鎖形成に関わる唯一の E3 である
LUBACの高発現細胞および非発現のコントロ
ール細胞において、AirID を融合した ZFAND3
および 5 を発現させ、ZFAND の相互作用の同
定を試みた。この結果、M1 鎖への結合能およ
び NF-kB シグナルの抑制効果が高い ZFAND5
はLUBACの構成因子であるHOIP, HOIL-1Lお
よびSHARPINとの強い相互作用が認められた
が、M1 鎖への結合能および NF-kB シグナルの
抑制効果が低い ZFAND3 は顕著な相互作用が
認められなかった。また、数多くの相互作用タ
ンパク質が検出され、ZFAND3 と比較して
ZFAND5 により高い結合を示し、かつ LUBAC
の高発現によってより ZFAND5 に高い結合を
示すタンパク質群の同定に成功した（図３, 赤
枠）。この中には、NF-kB 活性化経路に関わる
複数のタンパク質が含まれており、特に
ZFAND と同じく PolyUb 鎖に高い結合を示し、
NF-kB シグナルを抑制するタンパク質も含ま
れていた。現在、これらの UBP 同士の相互作
用や NF-kB シグナル制御メカニズムについて
の詳細な解析を行なっている。 
 
 
 

図 2. NF-kBシグナル構成因子の高発現細胞における
ZFAND5のシグナル伝達制御。HEK293TにZFAND5と、
RIP, NEMO および RelA を共発現させ、NF-kB シグナル
をルシフェラーゼプロモーターアッセイで調べた。 

図 3. BioID によって見出された ZFAND5 結合タ
ンパク質。縦軸は各相互作用タンパク質の LUBAC
高発現と非発現における ZFAND5 への結合の比較

を、横軸は LUBAC 高発現下における ZFAND5 と
ZFAND3 との結合の比較を示している。 
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