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研究成果の概要（和文）：ポリユビキチン化は、ユビキチンと呼ばれる低分子量タンパク質が標的タンパク質に鎖状に
重合する現象である。ユビキチンの結合様式によって異なるパターンのポリユビキチン鎖が生じ、標的タンパク質に対
して異なる生理作用を及す。本研究では、63番目のリジン残基を介して重合するポリユビキチン化 (K63型ポリユビキ
チン化)されたタンパク質を、細胞抽出液から精製する手法を開発した。さらに、レトロウイルスHTLV-1感染が原因で
ある成人T細胞白血病の発症に、K63型ポリユビキチン化が関与する可能性を見出した。

研究成果の概要（英文）：Polyubiquitination is the formation of an ubiquitin chain by the binding of ubiqui
tin molecules to a target protein.  Polyubiquitin chains linked through different Lysine residues have dif
ferent functions in the target proteins. In this study, I developed the method for purification of Lys63 (
K63)-linked polyubiquitinated proteins from cell lysate. Furthermore, I demonstrated that K63-linked polyu
biquitination is involved in the development of adult T-cell leukemia (ATL), which is caused by infection 
with HTLV-1, through regulation of NF-kB activation by viral protein, Tax.

研究分野：

科研費の分科・細目：

分子生物学、細胞生物学、免疫学

キーワード： ユビキチン　細胞内シグナル伝達　発癌　自然免疫応答　翻訳後修飾

生物科学・分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
(1) タンパク質のポリユビキチン化修飾は、
ユビキチンと呼ばれる低分子量のタンパク
質が、標的タンパク質に鎖状に重合する現象
である。ポリユビキチン化修飾は、個々のユ
ビキチンの結合様式の違いにより、いくつか
の型に分類される。例えば、ユビキチンの 48
番目のリジン残基を介して次々とユビキチ
ンが結合した K48 型ポリユビキチン鎖は、標
的タンパク質を分解へと導く。一方、K63 型
ポリユビキチン化は、標的因子の活性修飾を
介し、様々な細胞内シグナル伝達経路の制御
に関与すると考えられている。 
(2)特に、自然免疫応答、発癌過程において、
K63 型ポリユビキチン化の重要性が示唆され
ている。K63型ポリユビキチン連結酵素TRAF6
の活性化は、主に転写因子 NF-kB、AP-1 の活
性化を誘導し、感染防御、免疫・炎症反応を
制御するが、TRAF6 の活性制御機構は不明で
ある。 
(3) 一方、K63 型ポリユビキン化修飾の異常
と癌の発症・進行との関連性について示唆さ
れている。成人 T 細胞白血病(ATL)は、レト
ロウイルスであるヒトT細胞白血病ウイルス
I 型(HTLV-I)の CD4+T 細胞への感染により引
き起こされる重篤な白血病である。ATL 発症
には HTLV-I 由来タンパク質 Tax よる NF-kB
の活性化が必須であるが、近年、この活性化
にK63型ポリユビキチン化修飾の関与が示唆
されている。 
 
２．研究の目的 
(1) K63 型ポリユビキチン修飾を受けたタン
パク質を精製し、プロテオミクス解析により、
それらタンパク質を網羅的に同定する実験
系を樹立する。 
(2) TRAF6 による K63 ポリユビキチン化誘導
に関わる因子を同定し、その生理的機能を解
明する。 
(3) K63 型ポリユビキチン化修飾が Tax によ
る転写因子NF-kB活性化をどのように制御す
るのか明らかにし、ポリユビキチン化が誘導
されるタンパク質を同定するとともに、それ
らの生理的役割を解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) TAB2 タンパク質由来 K63ポリユビキチン
鎖（K63 鎖）結合領域（NZF）を用いたアフィ
ニティーカラムを作製する。このカラムを用
いて、細胞抽出液から K63 ポリユビキチン化
修飾を受けたタンパク質を精製し、質量分析
法によるプロテオミクス解析により、精製し
たタンパク質を網羅的に同定する。 
(2) TRAF6 による K63 型ポリユビキチン化の
誘導には、ユビキチン結合酵素(E2)が必要で
あると考えられる。そこで、24 種類の E2 の
ドミナントネガティブ変異体を作製し、それ
らを細胞に発現させ、TRAF6 シグナルに影響
を与える E2 を同定する。 
(3) Tax による NF-kB の活性化には、リン酸

化酵素IKKなどの様々な因子の活性化が必要
である。そこで、それらの因子が K63 型ポリ
ユビキチン化修飾を受けるか検討する。修飾
を受ける因子に対して、K63 鎖を特異的に脱
ユビキチン化する酵素 CYLD を作用させ、
NF-kB の活性化に対する影響を検討する。 
 
４．研究成果 
(1) K63 鎖に特異的に結合する TAB2タンパク
質の NZF 領域のペプチド(NZF-F)および一部
のアミノ酸残基を置換した5種類の変異ペプ
チド(NZF-M, FM1-4)を合成し、担体に結合さ
せたカラムを作製した。それぞれのカラムに
対して、精製済みの K63 型ポリユビキチンを
結合させたところ、NZF-F が最も効率良くポ
リユビキチンと結合することがわかった 
(表 1)。 
 
表 1 NZF ペプチドの合成および 
K63 型ポリユビキチンとの結合 

 
(2) これらの K63 鎖結合カラムを用いて、細
胞抽出液中に存在するK63型ポリユビキチン
化タンパク質を精製することができるのか
検討するために、HEK293T 細胞に K63 型ポリ
ユビキチン修飾を誘導するTRAF6を過剰発現
させ、細胞抽出液を調製し、カラム精製を試
みた。その結果、NZF-FM1 カラムよりも NZF-F
カラムの方が、より特異的に K63 型ポリユビ
キチン化タンパク質を精製することがわか
った(図 1)。また、NZF は Zn フィンガーであ
り、その構造維持には Zn イオンが必要であ
るが、精製中に Zn イオンを添加しない場合
は、ほとんど K63 型ポリユビキチン化タンパ
ク質に結合しなかった(図 1)。 
 

図 1 NZF カラムを用いた細胞抽出液からの
K63 型ポリユビキチン化タンパク質の精製 
上段：精製画分の銀染色 
下段: 抗ユビキチン抗体を用いたウエス 
タンブロット 
 



これらの結果は、NZF-F カラムを用いること
で、細胞抽出液から効率良く K63 型ポリユビ
キチン化タンパク質の精製が可能であるこ
とを示しており、当初の目的の K63 型ポリユ
ビキチン精製法を確立することができた。 
(3) TRAF6 の K63 型ポリユビキチン化誘導に
必要な E2 を同定するため、16 種類の E2 にお
いてユビキチン結合に必要なシステイン残
基に変異を入れたドミナントネガティブ変
異体を作製し、TRAF6 を HEK293T 細胞に過剰
発現させたときに誘導されるNF-kB活性化に
対する影響を検討した。その結果、これまで
TRAF6 の E2 として知られている E2N 以外に、
E2L3の変異体がNF-kBの活性化を抑制するこ
とが分かった。このことは、TRAF6 は、E2 を
使い分けることにより、NF-kB の活性化を制
御する可能性を示唆している。今後、それぞ
れの E2 を介して、どのような因子が K63 型
ポリユビキチン化修飾を受けるのか、樹立し
た精製手法を用いて、修飾タンパク質を網羅
的に同定する予定である。 
(4) HTLV-1 由来 Tax タンパク質による NF-kB
活性化に対するポリユビキチン修飾の役割
を明らかにするために、昆虫細胞発現系によ
りリコンビナント Tax タンパク質を調製し、
細胞抽出液に添加することで、NF-kB 活性化
シグナルを検討した。Tax タンパク質の添加
により、NF-kB 活性化誘導に必要な I-kB のリ
ン酸化が検出された。一方、細胞抽出液にポ
リユビキチン化を阻害するリジン残基を持
たないユビキチン変異体タンパク質や、リジ
ン残基がすべてメチル化されたユビキチン
タンパク質を加えた場合、I-kB のリン酸化が
顕著に抑制された。このことは、Tax による
NF-kB 活性化誘導にはポリユビキチン化反応
が必要であることを示唆している。 
(5) これまで Tax を細胞に発現させた場合、
I-kB のリン酸化を誘導する IKK 複合体の構
成因子 NEMO が、K63 型ポリユビキチン化を受
けることが知られている。しかし、NEMO のポ
リユビキチン化誘導は、NF-kB 活性化に関与
しないことがわかっている。そこで、新たな
ポリユビキチン化標的因子を探索したとこ
ろ、NEMO 以外の IKK 複合体である IKKa およ
び IKKb が K63 型ポリユビキチン化を受ける
ことがわかった。 
(6) そこで、K63 鎖を特異的に脱ユビキチン
化する CYLD を共発現させたところ、Tax によ
って誘導されるIKKのポリユビキチン化は顕
著に抑制されたが、NF-kB 活性化には影響を
与えなかった。 
(7)これらの結果は、Tax による NF-kB 活性化
にはIKK複合体のポリユビキチン化は関与せ
ず、未知の因子のポリユビキチン化の関与が
示唆される。現在、それら因子の同定を試み
るとともに、Tax による K63 型ポリユビキチ
ン化修飾のメカニズム、IKK 複合体のポリユ
ビキチン化修飾の生理的役割について、解明
を進めている。 
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本研究成果に関する発表論文ついては、東京
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http://www.ims.u-tokyo.ac.jp/Bunshi
Hatsugan/index.html 
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