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研究成果の概要（和文）：A20はN末端のOTUドメインとC末端側の７つのzinc finger motif (ZnF)より構成され、OTUド
メインを介して脱ユビキチン化酵素として働く一方で、４番目のZnFを介してユビキチン結合酵素としても働く。A20は
これらの酵素活性依存的な機構により転写因子NF-κBを抑制すると考えられている。本研究では、A20が７番目のZnF (
ZnF7) を介して別のユビキチン結合酵素cIAP1の制御を行いNF-κBの活性化や細胞死抑制を導くことを明らかにした。Z
nF7はBリンパ腫において高頻度に変異が認められることから、cIAP1制御の破綻が疾患発症に寄与していると考えられ
る。

研究成果の概要（英文）：The ubiquitin editing enzyme A20 is composed of an N-terminal OTU domain and 7 
C-terminal zinc finger motifs (ZnFs). A20 functions as a de-ubiquitinating enzyme through the OTU domain 
and as an ubiquitin E3 ligase through the 4th ZnF. A20 suppresses activation of the transcription factor 
NF-κB in an enzymatic activity-dependent manner. In this study, A20 was found to directly bind to 
another ubiquitin E3 ligase cIAP1 through the 7th ZnF (ZnF7) and induce activation of NF-κB and 
suppression of apoptosis by controlling cIAP1. Because ZnF7 is frequently mutated in B-cell lymphoma, 
defects in control of cIAP1 by A20 may be involved in progression of this disease.

研究分野：分子生物学

キーワード： シグナル伝達　ユビキチン

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 NF-κB は炎症・免疫反応や細胞増殖・分
化を制御する重要な転写因子である。通常、
NF-κB は抑制タンパク質 IκBαと結合し
て細胞質にて不活化されており、細胞がサ
イトカイン等の刺激を受けると様々なシグ
ナル伝達因子の活性化を介して IκBαの
リン酸化とプロテアソーム分解が誘導され
NF-κB の核移行と標的遺伝子発現が導か
れる。活性化した NF-κBは、炎症反応や細
胞増殖・分化に関わる遺伝子群に加えて
NF-κB抑制因子のIκBαやA20も発現誘導
するため、正常細胞では NF-κBの活性化は
一過性に制御される。しかし、シグナル伝
達因子の遺伝子変異等により NF-κB が持
続的に活性化されると慢性的な炎症・免疫
反応や細胞増殖シグナルを誘導し、がんや
自己免疫疾患などの様々な疾患を惹起する
と考えられている。 
 NF-κB の活性化はシグナル伝達因子の
ユビキチン化によって制御される。炎症性
サイトカインの TNFαは、受容体に結合す
ると細胞内のユビキチン結合酵素 cIAP1 を
活性化し、アダプタータンパク質 RIP1 の
Lys63 型ポリユビキチン化を誘導する。
Lys63 型ポリユビキチン鎖は、ユビキチン
の Lys63 を介して連なるポリユビキチン鎖
であり、プロテアソーム分解を導く Lys48
型ポリユビキチン鎖とは異なりシグナル伝
達因子の会合を導く足場として働く。RIP1
の Lys63 型ユビキチン鎖は、IκBαのリン
酸化とプロテアソーム分解を誘導するタン
パク質キナーゼ IκB kinase (IKK)を活性
化し、NF-κBの核移行を誘導する。 
 ユビキチン化修飾酵素A20はNF-κBの重
要な抑制因子であり、A20 遺伝子変異は NF-
κB の持続的活性化を引き起こし B リンパ
腫や自己免疫疾患の発症に寄与している。
A20 は OTU ドメインと 7 つの zinc finger 
motif (ZnF)から構成されており、OTU ドメ
インを介した脱ユビキチン化活性と、4 番
目の ZnF (ZnF4)を介したユビキチン結合活
性の 2 つの相反する酵素活性を示す。TNF
α刺激においては、A20 は、まず OTU ドメ
インにてRIP1のLys63型ポリユビキチン鎖
の分解を促進し、続いて ZnF4 にて RIP1 の
Lys48 型ポリユビキチン化とプロテアソー
ム分解を誘導し、NF-κBを抑制すると考え
られている。実際に、A20 遺伝子を欠損し
たA20ノックアウトマウスはNF-κB持続的
活性化を引き起こし自己免疫疾患の病態を
呈する。また、ヒトにおいても SLE などの
自己免疫疾患と A20 遺伝子変異の関連が報
告されている。ヒト Bリンパ腫においても、
高頻度に A20 遺伝子変異が見つかっている
が、興味深いことに、B リンパ腫において
認められる A20 変異の共通点は OTU ドメイ
ンやZnF4と異なるC末端の欠損であったこ
とから、申請者は A20 の C末端には未知の
重要な機能があると予想した。そこで、申

請者らはプロテオーム解析により A20 結合
因子の探索を行い、A20 が cIAP1 と結合す
ることを見いだした。A20 における cIAP1
との結合に必要な領域を探索したところ、
A20 の C 末端欠損や C 末端に存在する 7 番
目の ZnF(ZnF7)の変異により cIAP1 との結
合が抑制されたことから、A20 は C 末端の
ZnF7を介してcIAP1と結合することがわか
った。A20 の C 末端部と cIAP1 全長それぞ
れの大腸菌リコンビナントタンパク質同士
にも結合が認められ、両者が直接結合する
こともわかった。内在 A20 を免疫沈降する
と内在 cIAP1 が共沈したことから、細胞内
にて確かに A20 が cIAP1 と結合することも
わかった。A20 欠損マウス繊維芽細胞では
TNFα刺激による NF-κBの活性化が増加し
ており、野生型 A20 の導入によりこの増加
は抑制された。脱ユビキチン化活性を欠損
した OTU 変異型、E3 リガーゼ活性を欠損し
た ZnF4 変異型、cIAP1 結合能を欠損した
ZnF7変異型それぞれをA20欠損細胞に導入
したところ、OTU 変異型と ZnF4 変異型では
NF-κB 活性化の増加は抑制されたが ZnF7
変異型では抑制されなかった。このことか
ら、A20 による NF-κBの抑制には、ユビキ
チン修飾の酵素活性よりも ZnF7 を介した
cIAP1 との結合が重要であることが示され
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ユビキチン化修飾酵素として
考えられている A20 が C 末端の ZnF7 を介し
てcIAP1を制御する機能をもつことに着目し、
A20 による cIAP1 制御の分子機構や生理的役
割について解析することを目的とした。
cIAP1 は、RIP1 の Lys63 型ポリユビキチン
化誘導を介して NF-κB を活性化するだけ
ではなく、NF-κB 活性化因子 NF-κ
B-inducing kinase (NIK)の Lys48 型ポリユ
ビキチン化とプロテアソーム分解を導いて
NF-κB を抑制する機能やアポトーシスを
抑制する機能をもつことから、cIAP1 のこ
れらの機能と A20 の関わりについて解析を
行なった。 
 
３．研究の方法 
 293T 細胞を用いて A20 野生型と ZnF7 変異
体それぞれの安定発現株を作製した。これら
の細胞株を用いて、NIK の安定性や NIK 依存
的な NF-κBの活性化、およびアポトーシス
抵抗性を解析した。次に、A20 欠損マウス
線維芽細胞に A20 野生型と ZnF7 変異体それ
ぞれを戻した安定発現株を用いて、同様の解
析を行なった。 
 
４．研究成果 
 まず、A20 野生型と ZnF7 変異体それぞれを
安定発現する 293T 細胞を用いて NIK の安定
性を解析すると、野生型発現細胞では NIK 安
定性が上昇している一方で、ZnF7 変異体発現



細胞では 293T 親株と変化がなかった。NIK 依
存的な NF-κB 活性化についても調べてみ
ると、A20 野生型発現株では上昇しているこ
とがわかった。A20 遺伝子を戻した欠損線維
芽細胞においても、同様に A20 野生型発現に
よって NIK の安定性と NIK 依存的 NF-κB 活
性化が上昇していることがわかった。これ
らのことから、A20 は ZnF7 を介した cIAP1
の制御によってNIKを安定化しNF-κBを活
性化する機能を持つことが示された。A20
の結合によって cIAP1 の機能が抑制されて
いることが予想されたため、cIAP1 と NIK
の結合を解析すると、A20 の存在によって
cIAP1 と NIK の結合が解離することがわか
った。以上の結果より、A20 は cIAP1 に結
合して cIAP1 と NIK の結合を阻害し NIK の
安定化と NF-κB 活性化を誘導することが
明らかとなった（Scientific Reports 2013）。 
 次に、cIAP1 によるアポトーシス抑制へ
の影響を解析した。A20 を発現させた 293T
細胞や A20 欠損細胞を用いて、TNFαによる
アポトーシス誘導実験を行なったところ、
A20 野生型発現ではアポトーシスが抑制さ
れたが、ZnF7 変異体では抑制されなかった。
cIAP1 の自己分解を誘導する cIAP1 阻害薬
存在下では、A20 発現によるアポトーシス
抑制能が認められなかった。これらのこと
より、A20 による ZnF7 を介した cIAP1 の制
御がアポトーシス抑制に必要であることが
示された（FEBS Letters 2015）。現在、ア
ポトーシス抑制に関わる cIAP1 のターゲッ
トについて解析を行なっている。 
 本研究により、A20 による ZnF7 を介した
cIAP1 の制御が、NIK の安定化による NF-κ
B 活性化やアポトーシス抑制に関わってい
ることが初めて明らかとなった。A20 の欠
損によって NF-κB が持続的に活性化し癌
や自己免疫疾患を誘導することは既に知ら
れているが、本成果により、A20 の機能が
強すぎても NF-κB 活性化やアポトーシス
抑制によって癌や炎症が引き起こされる可
能性があることがわかった。実際に、一部
の脳腫瘍では A20 の高発現が癌細胞の増
殖・生存を促進していることも報告されて
おり、これらの細胞における cIAP1 の機能
について解析する必要がある。また、今後
はマウスモデルを用いて個体レベルで A20
による cIAP1 制御の重要性を解析していき
たい。 
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