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構造が解き明かすがんおよび自己免疫疾患
に関わるユビキチンリガーゼ Cblのリン酸
化による活性化機構

１． ユビキチン修飾系

ユビキチン修飾系は，ユビキチン活性化酵素（E１），ユ

ビキチン結合酵素（E２），ユビキチン転移酵素（E３）の３

種の酵素群により，ユビキチンを ATP依存的に標的タン

パク質に結合させる翻訳後修飾系である．最初に，E１に

よって ATP依存的にユビキチンの C末端が活性化され

る．次に，活性化されたユビキチンが E１から E２に移動

する．最後に，E３によってユビキチンが標的タンパク質

に受け渡される．ユビキチン化は多くの場合連続的に起こ

り，標的タンパク質はポリユビキチン化される．ポリユビ

キチン鎖はプロテアソームによる分解の識別シグナルと

なっており，ポリユビキチン化された標的タンパク質は選

択的に分解される．

E１，E２，E３の一連の酵素群の中で，標的タンパク質を

認識するのは最も下流に位置する E３であり，E３がユビキ

チン修飾系の中核を担う．E３はそのドメイン構造から，

HECT型と RING／U-box型に大別される．HECT型 E３は

ユビキチンと直接チオエステル結合を形成した後に基質へ

ユビキチンを受け渡す．一方，RING／U-box型 E３はユビ

キチンとは直接結合せず，E２および基質の両方に結合す

ることでユビキチン化における足場として働く．

２． Cblの機能と構造

Cbl は，がん遺伝子 v-Cbl のがん原遺伝子として同定さ

れた．その産物である Cblタンパク質は，RING型 E３の

一種である．Cblタンパク質には c-Cbl，Cbl-b，Cbl３の三

つのパラログ遺伝子産物が存在する．c-Cblと Cbl-bの N

末端領域の配列相同性は高く（アミノ酸の完全一致で

８６％），この領域に存在する Tyrosine Kinase Binding（TKB）

ドメイン，Helix linkerおよび RINGドメインが E３として

の機能に重要な役割を果たす（図１a）．TKBドメインは，

リン酸化チロシンを認識して標的タンパク質と結合する．

一方，Helix linker上には二つのチロシン残基が存在して

おり，これらのうち c-Cblでは Y３７１，Cbl-bでは Y３６３が

リン酸化されることで E３としての機能が活性化され１），

RINGドメインは E２と結合し，基質のユビキチン化を促

進する．

Cblタンパク質はチロシンリン酸化により活性化された

EGFR（上皮成長因子受容体），PDGFR（血小板由来成長

因子受容体）をはじめとする成長因子受容体をユビキチン

化し，その分解を促すことでシグナル伝達を負に制御して

いる２）．そのため，Cblタンパク質の E３機能の欠如はがん

の発症に関与していることが知られている３～５）．実際，v-

Cbl におけるドメイン欠損や，N末領域における Cblの変

異はがん変異として報告されている．

Cblタンパク質の中でも Cbl-bは T細胞のシグナル伝達

にも関与しており，TCRや ZAP-７０をユビキチン化するこ

とで T細胞アネルギーを制御している６）．Cbl-bのノック

アウトマウスは全身性の自己免疫疾患を発症することが明

らかになっている７）．また，ヒトにおいても Cbl-bの変異

と I型糖尿病との関連が明らかになっている８）．

c-Cblの TKB-Helix linker-RING領域の非リン酸化体の立

体構造は，E２である UbcH７および基質である ZAP-７０の

Cbl結合領域のペプチドとの三者複合体として Zhengらに

より決定された９）．しかし，この立体構造中では活性化に
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重要な残基 Y３７１がタンパク質内部に埋もれており，Y３７１

のリン酸化による活性化メカニズムはこの構造からは説明

できない．また，Cblの E３活性は，非リン酸化状態では

TKBドメインにより抑制されることも明らかになってい

るが１０），Zhengらの構造９）からは阻害メカニズムについて

も明らかにはされていない．最近，非リン酸化状態および

リン酸化状態の Cblタンパク質の立体構造および動的挙動

が我々（NMR）および Huangらのグループ（X線結晶構

造解析）により明らかにされた１１，１２）．本稿ではこれらの研

究から明らかにされた Cblタンパク質のリン酸化を介した

活性制御の構造メカニズムについて概説する．

図１ CBLB-Nの選択的安定同位体標識試料の NMRスペクトル
（a）Cblタンパク質のドメイン構造，（b）H-RING選択的安定同位体標識 CBLB-Nの非リン酸化体（赤）とリン酸化体（青）の
１H-１５N HSQCスペクトルの重ね合わせ，（c）NMRスペクトルの重ね合わせによる非リン酸化CBLB-Nの閉状態の構造モデルの構築
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３． Cblタンパク質のリン酸化に伴う全体構造変化

著者らは Cblタンパク質の中でも Cbl-bの N末端にある

TKB-Helix linker-RING領域（以下 CBLB-Nとする）に着

目して研究を行った．この領域の残基数は約３９０残基，分

子量は約４７，０００である．また，複数のドメインからなる

マルチドメインタンパク質である．マルチドメインタンパ

ク質では，それぞれのドメインがコンパクトにまとまった

閉構造と開いた開構造の平衡にあり，リン酸化等の翻訳後

修飾により，閉構造から開構造へと変化することで機能が

制御されている場合が多い．Cblタンパク質についても同

様であると推測された．Cblタンパク質の活性制御機構を

理解するためには，閉じた構造だけではなく，開いた構造

についての構造情報の取得が必要である．X線結晶構造解

析では分子間のパッキングにより，必ずしも生理的条件を

反映した開構造が得られるとは限らない．そこで，溶液中

における構造情報の取得を行った．溶液中でのリン酸化に

よる大まかな構造変化に関する情報を得るために X線小

角散乱（SAXS）の測定を行い，溶液中での分子の広がり

の指標である慣性半径を求めた．その結果，非リン酸化状

態における CBLB-Nの慣性半径が２４A°程度であるのに対

してリン酸化状態では２６．７A°であり，非リン酸化体の方

がリン酸化体に比べてコンパクトな構造を有することが明

らかとなった．

より詳細な溶液構造情報の取得を目的として，溶液

NMRによる解析を試みた．最初に，RINGドメインの構

造および動的挙動に関する情報を取得した．そのための方

法としてセグメント選択的同位体標識法を利用した．これ

は同位体標識および非標識の二つのセグメントを別々に発

現させた後にタンパク質ライゲーションの手法により連結

させることで，タンパク質の特定のセグメントのみを選択

的に同位体標識を行う方法である．著者らは Sortase Aと

いうトランスペプチダーゼを用いてタンパク質ライゲー

ションを行った１３，１４）．この方法により TKB領域は非標識，

Helix linker-RING領域（以下 H-RING）は１５Nで標識され

た試料を作製し，リン酸化体と非リン酸化体におい

て１H-１５N HSQCスペクトルを測定した．非リン酸化体では

広幅なシグナルが観測された（図１b）のに対し，リン酸

化体では先鋭なシグナルが観測された．リン酸化体につい

てのシグナルは H-RING領域のみからなるコンストラクト

の NMRスペクトルともほぼ重なっており，非リン酸化体

では H-RING領域が他の領域と相互作用することでコンパ

クトな構造を有し，リン酸化体では独立して挙動すること

が明らかとなった．

４． Cblタンパク質の自己阻害機構

非リン酸化状態では CBLB-Nは閉じた構造を有するこ

とが明らかとなった．そこで，ドメイン間相互作用面に関

する情報の取得を試みた．それぞれのドメインを別々に発

現させた試料とドメインが連結された試料の NMRスペク

トルの重ね合わせより，ドメイン間相互作用面の情報を得

ることができる．この際にアミノ酸選択標識試料やドメイ

ン選択標識試料を用いることで，NMR信号の重なりが軽

減され，解析が容易に行える．TKBについては３００残基

程度と大きいため，アミノ酸選択標識試料を用いて相互作

用面の情報を得た．RING側についてはドメイン選択標識

試料を用いた．二セットの NMRスペクトルの重ね合わせ

から双方のドメインの接触面を決定した（図１c）．TKBか

ら Helix linkerまでを含むコンストラクト（TKB-H）と

CBLB-Nの ε-１３CH３-methionine標識試料の１H-１３C HMQCス

ペクトルにおいてドメイン化によりM２１４のシグナルがシ

フトし，かつ先鋭化が観測された．これより，M２１４がド

メイン間の界面に存在すると考えられる（図１c左）．その

後報告された c-Cblの N末端領域の結晶構造１２）の結果もこ

れを支持していた．RING側についてもドメイン選択標識

体（連結体）とドメイン化体の１H-１５N HSQCスペクトルの

重ね合わせを行った（図１c右）．連結体では一部のシグナ

ルが消失しており，シグナルが消失した領域をドメイン間

の接触領域と推定した．この領域の一部は E２との結合面

であり，TKB領域が E２との結合を妨げていることが示唆

される．また，シグナルの移動ではなく消失として観測さ

れていることより，CBLB-Nが単なる閉構造として存在す

るのではなく，開構造と閉構造の間の動的平衡状態にある

ことが示唆される．これは X線結晶構造解析からは得ら

れない，NMR特有の情報である．最後に，これらの接触

面情報に基づき HADDOCK１５）というソフトウエアを用いる

ことで閉状態のモデル構造を得た（図１c中央）．多数のド

メイン間相互作用（主に静電相互作用）により閉構造が安

定化されていることが示唆され，変異体を用いた in vitro

のユビキチン化実験もこれを支持していた．

５． Cblタンパク質のリン酸化による活性化機構

上記のように H-RING領域がリン酸化体においては

TKB領域と独立して挙動することが明らかとなった．そ

こで，H-RING領域のリン酸化体（以下 pY H-RING）に

ついて溶液構造を NMRにより決定した（図２a左）．RING

７９６ 〔生化学 第８５巻 第９号

みにれびゆう



領域と Helix linker領域が相互作用することでこの領域は

コンパクトな構造を有していた．pY３６３のリン酸基が

RING領域内にある K３７４と K３８１により形成される塩基

性領域と塩橋を形成することでコンパクトな構造が安定化

されるからである．一方，非リン酸化状態において Y３６３

は TKB領域に突き刺さっていた（図２b右）．Helix linker

領域内の Y３６３および RING領域内の K３７４および K３８１

からなる塩基性領域は Y３６３のリン酸化に伴い相互作用相

手を切り替えることで開構造を安定化している．

次に，リン酸化 CBLB-N（以下 pY CBLB-N）のモデル

構造を構築した（図２b）．H-RING領域と TKB領域の間の

リンカー長は４残基であるが，これに基づきランダム構造

を発生させたところ，RINGドメインが基質側に近接する

ことが示唆された．リン酸化 CBL-Nの結晶構造１２）もこれ

を支持していた．一方で，動的挙動に関しては X線結晶

構造解析と NMRでは大きく異なった結果が得られてい

る．結晶構造では RINGと TKBが相互作用することで二

つのドメインの相対配置が固定されているが，NMRでは

これらの二つの領域は独立して挙動するとの情報が得られ

ている．今後さらなる検証が必要であろう．

６． Cblタンパク質のリン酸化による活性制御モデル

NMRに基づく構造動態解析により，Cblタンパク質の

制御モデルを構築した（図３）．非リン酸化状態において

は閉状態と部分開状態の平衡状態にあり，平衡は閉状態に

偏っている．Helix linker領域のチロシンのリン酸化によ

り開構造へと平衡が偏る．これにより，自己阻害が解除さ

れ Cblタンパク質は活性化される．

７． お わ り に

NMRおよび X線結晶構造解析の結果より，Cblタンパ

ク質の活性制御において Helix linker領域が重要な役割を

担うことが明らかとなった．この領域は c-Cblにおけるが

ん変異のホットスポットであることが明らかにされてお

り，病因メカニズムの解明が進展していくと期待される．

本研究では安定同位体標識を工夫することで「見たい領

域のみを見る」という NMRの利点を活用することにより，

翻訳後修飾に伴う構造および動態の変化を容易にかつ高精

度で検出することが可能であることを示した．本稿で述べ

た方法はドメイン間相互作用の動的な変化を伴う系の解析

図２ CBLB-Nのリン酸化による構造変化
（a）リン酸化 H-RINGの溶液構造（左）と非リン酸化 CBLB-N（左）の構
造比較，（b）リン酸化 CBLB-Nのモデル構造
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に有効な手法であり，今後，マルチドメインタンパク質の

機能動態の解析に NMRは活用されていくであろう．
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