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研究成果の概要（和文）：　NF-κBシグナルは、細菌やウイルス感染に応答して、免疫制御や炎症応答に重要な役割を
果たします。私たちは、ユビキチンという分子を直鎖状に連結する酵素(LUBACと命名)を見出し、LUBACがNF-κBシグナ
ル活性化に必須であることを同定しました。また、直鎖状ユビキチンに選択的に結合するタンパク質ドメイン(A20 ZF7
)を発見しました。今回、これを利用して細胞の直鎖状ユビキチン生成変動や直鎖状ユビキチン鎖に選択的に結合する
化合物の探索に応用できることを明らかにしました。

研究成果の概要（英文）： NF-κB signal plays a critical role on immune and inflammatory responses induced 
by various stimuli such as bacterial and viral infections. We identified a novel enzyme (named LUBAC) 
that generates head-to-tail-linked linear polyubiquitin chain, and LUBAC is critical for NF-κB 
regulation. Furthermore, we identified a protein domain (A20 ZF7), which exhibits linear 
ubiquitin-specific binding. We here employed the domain to detect intracellular linear ubiquitin and 
screening for linear ubiquitin-binding chemicals.

研究分野：医化学一般
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン修飾系は、ユビキチン結合の多

様性によって、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

な細胞機能発現を可能にしており、その機能

不全は癌など各種病態に連関する。我々は、

HOIL-1L、HOIP、SHARPIN 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

端を介する「直鎖状ポリユビキチン鎖」とい

う新規ポリユビキチン鎖を生成することを

見いだした(Nat. Cell Bio.l, 2003; Mol. Cell, 

2005; EMBO J., 2006)。そして、LUBAC は、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(Nat. Cell Biol., 2009; Nature, 

2011)。さらに最近、LUBAC 活性を抑制する脱

ユビキチン化酵素として A20 を同定し、A20

の 7番目の zinc finger (ZF)を介して直鎖状

ユビキチンに結合すること、A20 ZF7 の直鎖

状ユビキチンへの結合不全変異はＢ細胞リ

ンパ腫発症に関連することを突き止めた

(EMBO J., 2012)。直鎖状ユビキチン鎖は

NF-B シグナル制御に特異的に寄与しており、

その生成異常や生成過多は多くの疾患に関

連する。そこで本研究では、我々の独創的な

知見を活用し、癌や慢性炎症などの病態に対

する治療薬スクリーニングに用いることを

目指して、細胞内直鎖状ポリユビキチン鎖の

生成を高感度に検出・定量するシステムを構

築するとともに、NF-B シグナル伝達経路の

解明に活用することを思い立った。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、直鎖状ユビキチンへの特異的

結合性を利用した新規手法により、①直鎖状

ユビキチンプローブに免疫沈降用タグを付

することによって、刺激に伴って直鎖状ユ

ビキチン化される新たな基質タンパク質を

同定する、②GFPなど蛍光タンパク質を付

することによって NF-B 活性刺激に伴う

受容体直下での直鎖状ユビキチン鎖生成を

イメージングする、③細胞内の直鎖ユビキ

チン鎖生成を定量的に測定可能な系を構築

する、④Ｂ細胞リンパ腫など直鎖状ユビキ

チンが関連する疾患に対する創薬スクリー

ニング系を構築することを到達目標とする。 

 

３．研究の方法 

 平成 25 年度には直鎖状ユビキチン化タン

パク質の網羅的同定のため、Myc-Tev プロテ

アーゼ部位-FLAG(MEF)タグを付した A20-ZF7

を 3分子連結した A20-ZF7x3 を細胞内に発現

し、各種刺激後に免疫沈降することによって、

特異的に直鎖状ユビキチン化される基質タ

ンパク質を選別し、質量分析機によって同定

する。さらに、GFP に A20-ZF7x3 を融合した

プラスミドを安定発現する細胞を構築し、

NF-B 活性化に伴う GFP-A20-ZF7x3 の細胞内

局在や細胞表面への移行を全反射蛍光顕微

鏡にて測定する。また、A20-ZF7x3 を用いた

ELISA 系を構築し、細胞内直鎖状ユビキチン

量を定量化する。平成 26 年度にはこれらを

発展させ、新規直鎖状ユビキチン化タンパク

質の機能解析を行い、NF-B 経路の新展開を

図るとともに、病理組織における直鎖状ユビ

キチン測定と薬剤探索の基礎解析を行う。 

 

４．研究成果 

 我々は、A20 ZF7 が Kd = 9 M で直鎖状ユ

ビキチンに高い親和性で結合するが、モノユ

ビキチンや K48-ユビキチンや K63-ユビキチ

ンには結合しないことを明らかにした。そこ

で、A20 ZF7 を直鎖状ユビキチン結合性分子

プローブとして、直鎖状に連結した 2分子の

ユビキチン（ジユビキチン）および 4分子の

ユビキチン（テトラユビキチン）との結合を

特異的にモニターするアッセイ系を構築し

た。この系を活用することで阻害剤探索が可

能になり、化合物ライブラリーを検索するこ

とで A20 ZF7 と直鎖状ユビキチンとの結合を

阻害する可能性がある化合物の絞り込みを



行っている。また、直鎖状ユビキチン特異的

結合ドメインとしてしられる NEMO UBAN ドメ

イン（Kd = 1.4-1.6 M）や HOIL-1L NZF ド

メイン(Kd = 17 M)を分子プローブとして用

いることで、これらの化合物の直鎖状ユビキ

チン特異的結合性の解析を進めている。さら

に、細胞内に A20 ZF7 のタンデムリピート体

を発現させると、炎症性サイトカインである

TNF-によって誘導される NF-B 活性化の抑

制を導くことから、直鎖状ユビキチン鎖に

A20 ZF7 が結合することで NF-B シグナルに

阻害的に働くことが明らかになった。これら

の成果から、A20 ZF7 は直鎖状ユビキチン鎖

特異的分子プローブとして有用であり、細胞

内で直鎖状ユビキチンに結合することで

NF-B シグナルの制御・調節に利用可能であ

ることが明らかになった。 
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