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研究成果の概要（和文）：本研究は、Met1結合型ユビキチン（Ub）鎖特異的な合成を行うUbリガーゼ複合体
LUBACの結晶構造決定を目指していたが、2013年にKatrin Rittingerらのグループに先を越され、我々は研究計
画の変更を余儀なくされた。
一方、LUBACの研究の過程で得られた酵素を利用し、これまで難しかったLys6結合型、Lys29結合型、Lys33結合
型Ub鎖の大量調製に成功した。また、CYLDとMet1結合型Ub鎖の複合体、CYLDとLys63結合型Ub鎖の複合体、
FAAP20とLys63結合型Ub鎖の複合体、USP30とLys6結合型Ub鎖の複合体の結晶構造を決定した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to determine the crystal structure of the 
ubiquitin (Ub) ligase complex LUBAC that specifically synthesizes Met1-linked Ub chain. However, the
 structure of LUBAC in complex with Ub was determined by the group of Katrin Rittinger in 2013, and 
therefore we had to change our research theme.
On the other hand, we purified several kinds of enzymes for Ub chain synthesis in the process of 
LUBAC research. With these enzymes, we succeeded in large-scale preparation of Lys6-, Lys29- and 
Lys33-linked Ub chains which were difficult to be obtained. In addition, we determined the crystal 
structures of CYLD in complex with Met1-linked diUb, CYLD in complex with Lys63-linked diUb, FAAP20 
in complex with Lys63-linked diUb and USP30 in complex with Lys 6-linked diUb.

研究分野： タンパク質X線結晶構造解析

キーワード： ユビキチン　結晶構造解析
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１．研究開始当初の背景 
(1) ユビキチン（Ub）は酵母からヒトまで広
く保存されたタンパク質であり、Ub が鎖状
に複数個繋がった Ub 鎖が様々な分子シグナ
リングにおいて重要であることが明らかに
なりつつある。Ub に存在する 7 つのリジン
残基（Lys6, Lys11, Lys27, Lys29, Lys33, Lys48, 
Lys63）に加え、N 末端メチオニン残基（Met1）
を用いて Ub 鎖は形成されるため、構造と機
能の異なる 8 種類の Ub 鎖が存在する。この
Ub 鎖は様々なタンパク質によって種類ごと
に特異的に認識されるが、このメカニズムの
解明は Ub 鎖の機能を解き明かす上で非常に
重要である。 
 
(2)Met1 結合型 Ub 鎖は HOIP、HOIL-1L、
SHARPIN からなるユビキチンリガーゼ複合
体「LUBAC」により合成される。LUBAC は
TNF-α などの炎症性サイトカイン刺激に応じ
て IKK の制御サブユニットである NEMO を
Met1 結合型 Ub 鎖修飾し、古典的 NF-κB シグ
ナル伝達経路を活性化する。NF-κB は Rel フ
ァミリータンパク質のホモ、またはヘテロ二
量体からなる転写因子で、免疫・炎症反応の
過程で刺激誘導される多くの遺伝子発現の
発現誘導に関わっている。このため、NF-κB 
伝達経路の異常は癌、リウマチ、アトピー性
皮膚炎などを引き起こし、臨床や創薬の面か
らも大きな注目を集めている。 
 
２．研究の目的 
(1)本研究は LUBAC の結晶構造を決定し、複
合体形成機構、活性化制御機構、基質認識機
構、Met1 結合型 Ub 鎖特異的合成メカニズム
を明らかにすることを目的としてスタート
した。しかし、2013 年に Katrin Rittinger らの
グループにより LUBAC と Ub の複合体の結
晶構造が決定されたため、我々の研究目的は
変更を余儀なくされた。そこで我々は、
LUBAC 以外の Ub 鎖による生命現象制御メ
カニズムの解明のため、脱 Ub 化反応や Ub
認識に関わる CYLD、FAAP20、USP30 とい
うタンパク質の構造解析を新たな目的とし
た。 
 
(2)Met1 結合型 Ub 鎖に加えて、Lys63 結合型
Ub 鎖が NF-κB の活性化に必須である事が知
られている。一方、癌原因遺伝子産物の CYLD
は Met1 結合型 Ub 鎖と Lys63 結合型 Ub 鎖を
特異的に切断することで、NF-κB の過剰な活
性化を抑制する。そこで、CYLD と Met1 結
合型 Ub 鎖、および Lys63 結合型 Ub 鎖との複
合体の結晶構造を決定し、その特異的な切断
メカニズムを明らかにする事を目的とした。 
 
(3)ファンコニ貧血の原因遺伝子として見つ
かった Fanconi anemia (FA)タンパク質群は、
DNA 損傷の 1 つである DNA 鎖間架橋を修復
する。DNA 損傷が生じるとその近傍に Lys63
結合型 Ub 鎖が形成されるが、FAAP20 がこの

Lys63 結合型 Ub 鎖を認識し、FA タンパク質
群を損傷箇所へと集積させるという研究報
告があった。そこで、FAAP20 と Lys63 結合
型 Ub 鎖との複合体の結晶構造を決定し、
FAAP20によるLys63結合型Ub鎖認識メカニ
ズムを明らかにすることを目的とした。 
 
(4) 損傷したミトコンドリアの蓄積は細胞の
変性を引き起こすため、機能低下したミトコ
ンドリアはマイトファジーによって選択的
に分解される。このミトコンドリアの分解シ
グナルは、Ub キナーゼ PINK1 と Ub リガー
ゼ Parkin による、Ub のリン酸化とポリ Ub 化
であることが明らかになっている。一方、ミ
トコンドリアに局在する脱 Ub 化酵素 USP30
は、ミトコンドリア外膜上の Ub 鎖を切断し
てマイトファジーを抑制する。USP30 は Lys6
鎖に対して強い活性を持つことが知られて
いる。そこで、USP30 と Lys6 結合型 Ub 鎖と
の複合体の結晶構造を決定し、USP30 による
Lys6 鎖結合型 Ub 鎖特異的切断メカニズムを
明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)ヒト CYLD の USP ドメイン単体の結晶構
造は研究開始前にすでに決定されていた
(Komander, et al., 2008)。しかし、ヒト CYLD
の性質が若干不安定であるため、また、切断
活性に関与しない B-box ドメインが結晶成長
を阻害するため、B-box ドメインを除去した
ゼブラフィッシュ CYLD（zCYLD）を大腸菌
発現系により大量に調製した。さらに、Met1
結合型 Ub 鎖は大腸菌の発現系を利用し、
Lys63 結合型 Ub 鎖は酵素（Ubc13/MMS2）を
利用して調製した。これら調製した試料から
結晶を作り、zCYLD-Met1Ub 鎖と zCYLD- 
Lys63Ub 鎖の結晶構造を決定した。得られた
結晶構造から、切断活性に必要な残基に変異
を導入し、この変異体による切断反応の速度
論的解析を行った。また、ヒト細胞内で変異
体 CYLD が NF-κB に与える影響を共同研究
で解析した（大阪市立•徳永教授、東大•井上
教授、東大•武川教授）。 
 
(2)ヒト FAAP20 の UBZ ドメインを大腸菌発
現系により大量に調製し、FAAP20 と Lys63
結合型 Ub 鎖の結晶構造を決定した。また、
ヒト細胞内で変異体 FAAP20 が DNA 修復に
与える影響を共同研究で解析した（広大•田代
教授）。 
 
(3)ゼブラフィッシュ USP30 の USP ドメイン
を大腸菌発現系により大量に調製した。また、
Lys6 結合型 Ub 鎖は酵素（UbcH7, NleL, 
OTUB1）を利用して調製した。これら調製し
た試料から結晶を作り、USP30-Lys6 結合型
Ub 鎖の結晶構造を決定した。得られた結晶
構造から、切断活性に必要な残基に変異を導
入し、この変異体による切断反応の速度論的
解析を行った。また、変異体 USP30 がミトコ



ンドリア上の Ub 鎖に与える影響を共同研究
で解析した（東京都医学総合研•田中所長） 
 
４．研究成果 
(1)zCYLD-Met1結合型Ub鎖（分解能 2.30 Å）、
zCYLD-Lys63 結合型 Ub 鎖（分解能 3.10 Å）
の結晶構造を決定した（図 1、図 2）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 zCYLD-Met1-Ub 鎖の構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 zCYLD-Lys63-Ub 鎖の構造 
 
2 つ連続した Ub のうち、基質に近い方の Ub
を近傍側 Ub、基質から遠い方の Ub を先端側
Ub と呼ぶ。CYLD を青、近傍側 Ub を緑、先
端側 Ub を黄で示した。変異体を用いた活性
測定により、先端側 Ub の認識と近傍側 Ub
の認識の両方が Ub 鎖の切断に必要であるこ
とが明らかになった。また、近傍側 Ub の認
識に関わる残基は Met1 鎖と Lys63 鎖への比
率を大きく変化させることから、近傍側 Ub
の認識が CYLD の特異性を決定することを
明らかにした。さらに、同様の変異体をヒト
細胞内で過剰発現させた結果、先端側 Ub の
認識と近傍側 Ub の認識ともに、JNK 経路、
NF-κB経路の阻害に必要である事がわかった。
（Sato Y., et al., 2015）。 
 
(2)FAAP20 と Lys63 結合型 Ub 鎖の複合体構
造（分解能 1.90 Å）を決定した（図 3）。FAAP20
を青、近傍側 Ub を緑、先端側 Ub を黄で示し
た。他グループのデータにより、FAAP20 は
Lys63 結合型 Ub 鎖特異的に結合する事が示
唆されていたため、FAAP20 は先端側 Ub と近
傍側 Ub の両者と同時に結合すると予想して
いたが、予想に反し FAAP20 は先端側 Ub の
みと結合していた。さらに、表面プラズモン
共鳴（SPR）により FAAP20 と各種 Ub 鎖と
の相互作用を解析した結果、FAAP20 はこれ
までの研究データとは異なり、Ub 鎖ごとの

特異性なく結合することが明らかになった。
また、変異体解析により、結晶構造中で見ら
れた FAAP20とUbの相互作用がUbとの結合
および FAAP20 の DNA 損傷への集積に必要
であることが確かめられた。（Toma A., et al., 
2015） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 FAAP20-Lys63-Ub 鎖の構造 
 
(3)USP30 と Lys6 結合型 Ub 鎖の複合体構造
（1.87 Å 分解能 ）を決定した（図 4）。 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 USP30-Lys6-Ub 鎖の構造 

 
USP30 を青、近傍側 Ub を緑、先端側 Ub を
黄で示した。変異体を用いた活性測定により、
CYLD と同様に先端側 Ub の認識と近傍側 Ub
の認識の両方が Ub 鎖の切断に必要であるこ
とが明らかになった。また、近傍側 Ub の認
識が USP30 の特異性を決定することを明ら
かにした。さらに、変異体 USP30 を用いてミ
トコンドリア膜上の Ub 鎖への活性を質量分
析計により測定した結果、膜状の Ub 鎖に対
しても先端側Ubと近傍側Ubの認識がどちら
も必要であることが確かめられた。この結果
をまとめ、現在論文に投稿中である。 
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