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研究成果の概要（和文）： 

 ユビキチンは標的タンパク質に多様な様式で結合することでタンパク質分解、シグナル伝達
など多彩な細胞機能を発揮する。我々は、ユビキチンの N 末端 Met を介する直鎖状ポリユビ
キチン鎖を生成するユビキチンリガーゼ(LUBAC)を同定し、これが炎症や免疫制御に重要な
NF-B 経路を制御することを同定した。さらに本研究で我々は、脱ユビキチン化酵素の A20 が
C 末端 7 番目のジンクフィンガー領域(ZF)で直鎖状ユビキチンに特異的に結合することで
NF-B 活性化を阻害することを見いだし、A20 ZF7 と直鎖状ユビキチンの共結晶構造解析を解
明した。A20 ZF7 を 3 分子連結したタンパク質は、直鎖状ユビキチンに高親和性の分子プロー
ブと応用可能である。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 The ubiquitin system functions as a pivotal post-transcriptional modification in numerous cellular 
functions, including protein degradation and signal transduction. We identified that LUBAC (linear 
ubiquitin chain assembly complex) generates a novel type of Met1-linked linear polyubiquitin chain and 
specifically regulates the NF-κB pathway, which is a central signaling pathway for inflammatory and 
immune responses. In this study, we show that A20, a deubiquitinase, suppresses NF-κB activation by 
binding linear polyubiquitin via the C-terminal seventh zinc finger (ZF7), and we determined the crystal 
structures of A20 ZF7 in complex with linear diubiquitin. Importantly, we found that a tandem conjugate 
of three ZF7s is available as a high affinity molecular probe to detect linear poluubiquitin chain.  
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１．研究開始当初の背景 

 ユビキチン修飾系は、細胞周期、シグナル

伝達、DNA修復、細胞内局在など多様な生理機

能に関与し、その機能不全は癌、神経変性疾

患、免疫不全などの病態を引き起こす。ユビ

キチン修飾系がマルチタスクを可能にしてい

る分子基盤は、ユビキチンが多様なポリユビ

キチン鎖を形成できる点にある。これまで

Lys48 ポリユビキチン鎖はプロテアソーム分

解のシグナルとなるが、Lys63 鎖はNF-κB 活
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性化やDNA 修復など非分解シグナルとして寄

与することが知られている。 

 我々はHOIL-1L とHOIP からなるユビキチ

ンリガーゼ複合体(LUBAC)がユビキチンのN 

末端α-アミノ基を介する「直鎖状ポリユビキ

チン鎖」という全く新しいタイプのポリユビ

キチン鎖を形成することを見いだした(Nat 

Cell Biol, 2003; Mol Cell, 2005; EMBO J, 

2006)。さらに、我々はLUBAC がNF-κB 経路

の制御因子であるNEMO に直鎖状ポリユビキ

チン鎖を付加することで古典的NF-κB 経路

を選択的に活性化することを明らかにした

(Tokunaga et al., Nat Cell Biol, 2009)。

最近、LUBAC の新規サブユニットを同定する

とともに、その遺伝性欠損が慢性皮膚炎や二

次リンパ器官形成異常を引き起こすことを見

いだしている(Tokunaga et al., Nature、

2011)。このように我々が世界に先駆けて同定

した直鎖状ポリユビキチン鎖の重要性は広く

認識されてきたが、従来、NF-κB 経路の制御

ではLys63 ポリユビキチン鎖の生成が重要と

考えられていた。そこで今回、直鎖状ポリユ

ビキチン鎖とLys63鎖を特異的かつ高感度に

検出するシステムを構築し、慢性炎症などの

病理組織における各ポリユビキチン鎖の生成

を比較検討することを思い立った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、NF-κB 活性化におけるポリユ

ビキチン鎖生成の生理的・病理的役割を明ら

かにする目的で、タンパク質間相互作用を利

用した新規手法により直鎖やLys63 鎖のポリ

ユビキチン鎖を特異的かつ鋭敏に感知し、定

性的・定量的に測定する系の構築を目指す。

さらにこれを用いて培養細胞や病理組織にお

ける各ポリユビキチン鎖を検出することを到

達目標とする。 

 
３．研究の方法 

 平成23 年度は、ポリユビキチン鎖のうち、

直鎖型に特異的に結合するタンパク質機能ド

メイン（UBAN ドメイン）やLys63 鎖特異的に

結合するTAB2-NZF をタンデムに連結した組

換えタンパク質を大腸菌にて発現し、まず各

ユビキチン鎖に対する特異性と親和性を解析

する。最適の組換え体を樹脂に不溶化し、新

規基質タンパク質の検索に用いる。さらに、

ビオチン化や蛍光基の付加により各ポリユビ

キチン鎖特異的なブロット法や組織染色法を

確立する。また、FRET 法を用いて特異的ポリ

ユビキチン鎖形成を検出するためにテルビウ

ム-ランタノイド蛍光基をユビキチン変異体

に付加して、直鎖またはLys63 ポリユビキチ

ン鎖を特異的に検出する測定法を構築する。 

 平成24 年度はこれらの手法を用いて炎症

性サイトカイン刺激に伴う細胞応答やＢ型肝

炎、リウマチ、皮膚炎モデルマウスなどの組

織染色に応用し、NF-κB 活性化に伴う病態に

おける直鎖やLys63 ポリユビキチン鎖生成の

検出に用いる。 

 
４．研究成果 

 ユビキチンは、真核生物に高度に保存され

た低分子量球状タンパク質で、時空間特異的

に標的タンパク質に結合されることでタン

パク質分解、シグナル伝達、DNA 修復、エ

ンドサイトーシスなど多彩な細胞機能発現

を司る。このようなユビキチンの多機能性発

現は、ユビキチンが分子内の 7 つの Lys 残基

を介した分岐鎖状ポリユビキチン鎖と我々

が同定した N 末端 Met を介する直鎖状ポリ

ユビキチン鎖という多様なポリユビキチン

鎖生成が関与する。我々は、直鎖状ポリユビ

キチン鎖を特異的に生成するLUBACユビキ

チンリガーゼが炎症や免疫制御に重要な

NF-B 経路を制御することを同定した。本研

究で我々は直鎖状ポリユビキチン鎖と Lys63

鎖を特異的かつ高感度に検出するシステム



を構築し、慢性炎症などの病理組織における

各ポリユビキチン鎖の生成を比較検討する

ことを思い立った。 

 興味深いことに我々は、LUBAC 活性を抑

制する脱ユビキチン化酵素として同定した

A20 は、脱ユビキチン化酵素ドメインで直鎖

状ユビキチン鎖を分解するのではなく、C 末

端 7 番目のジンクフィンガー領域(ZF)で直鎖

状ユビキチンに特異的に結合することで

LUBAC 活性や炎症性サイトカイン(TNF-)

刺激によって惹起されるNF-Bを阻害するこ

とを見いだし、A20 ZF7 と直鎖状時ユビキチ

ンとの共結晶構造解析を行った。その結果、

A20 ZF7 は遠位ユビキチンの Ile44 疎水性ポ

ケットと近位ユビキチンの-ヘリックス領

域に同時に結合することで直鎖状ユビキチ

ン鎖を認識し、Gly76-Met1 のユビキチン間結

合を識別しているのではなかった（図 1）。 

 

 A20 ZF7 は 8 種類のユビキチン間結合のう

ち、直鎖状ユビキチンに特異的に結合し、結

合常数は 9 M 高い親和性を示した。そこで

我々は、A20 ZF7 を 3 分子連結する分子プロ

ーブを作製したところ、ZF7 の 1 分子体より

もより高感度に直鎖状ユビキチンに結合す

ることを明らかにした(図 2)(EMBO J, 2012)。 

 このように我々は、A20 ZF7 の 3 分子連結体

という直鎖状ユビキチンに特異的で高感度

検出が可能な新たな分子プローブを作出す

ることに成功した。今後さらに細胞や固体レ

ベルで解析することでNF-Bシグナルの解析

やその不全によって引き起こされる多様な

病態との関連を解明するために応用可能な

ツールになると考える。 
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