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K６３結合型ポリユビキチン鎖選択的な脱ユ
ビキチン化機構

１． ユビキチンとユビキチン鎖

ユビキチン（Ub）はタンパク質分解のシグナルとして

知られる１）．分解される基質タンパク質には，鎖状に繋

がった複数個の Ubが共有結合により付加される．それを

目印として認識したプロテアソームは，基質タンパク質を

分解する．この Ub-プロテアソームによるタンパク質分解

システムは，真核細胞に必須のシステムであり，その発見

に対して２００４年にノーベル化学賞が授与されている．近

年では，タンパク質分解以外にも様々な細胞内プロセスを

制御するシグナル分子として Ubが機能することも明らか

になってきており，その重要性はますます注目されている．

通常，Ubは，自身の C末端に保存されたグリシン残基

と分解される基質タンパク質のリジン残基とのイソペプチ

ド結合を介して基質タンパク質に付加されるが，自身のリ

ジン残基を介して連続的に繋がることにより，ポリ Ub鎖

と呼ばれるポリマーを形成する．実際には，七つのリジン

残基（K６，K１１，K２７，K２９，K３３，K４８，K６３）に加えて，

N末端のアミノ基を介して直鎖状に繋がることもできるた

め，結合に使われるリジン残基やアミノ基の違いによっ

て，形と機能の異なる８種類のポリ Ub鎖が合成され

る２，３）．生体内で最も豊富に存在するのは，プロテアソーム

による分解シグナルとして働く K４８結合型のポリ Ub鎖で

あるが，それ以外の結合型のポリ Ub鎖については，完全

にその機能が理解されているわけではない．しかしなが

ら，K６３結合型ポリ Ub鎖については，DNA修復や受容

体の下方制御などにおいて重要なシグナルとして機能する

ことが報告されている２，４，５）（図１A）．

２． 特定のユビキチン鎖を見分ける機構

生体内には繋がり方の異なるポリ Ub鎖が存在している

が，Ub鎖とそれを認識するタンパク質との複合体の立体

構造の情報はほとんど無い．数少ない例の一つとして，K６３

結合型ポリ Ub鎖の合成を行う Ub連結酵素（E２）である

Ubc１３・Mms２複合体の例があげられる６）．Ubc１３・Mms２

複合体と Ubとの複合体の結晶構造解析では，Ubc１３・

Mms２複合体に結合した Ub分子の C末端 G７６が，結晶内

で隣に接触している Ub分子の K６３の近傍に位置してい

た．したがって，この隣の Ub分子と Ubc１３・Mms２複合

体との相互作用は，選択的に K６３結合型 Ub鎖を合成する

際に起きている状況と同様であると解釈できた．また，

Ub-associated（UBA）ドメインと K４８結合型 Ub二量体と

の複合体の結合モデルが予測されていたが７，８），K６３結合型

Ub鎖と結合タンパク質との複合体の構造決定の例は報告

されておらず K６３結合型 Ub鎖を特異的に認識するメカニ

ズムはほとんど解明されていなかった．
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３． 脱 Ub 化 酵 素

脱 Ub化酵素は，Ubの C末端のカルボキシル基を介し

て形成されるペプチド結合あるいはイソペプチド結合を加

水分解により切断するプロテアーゼである．脱 Ub化酵素

は，アミノ酸配列の相同性に基づいて，Ub-specific pro-

tease（USP），Ub C-terminal hydrolase（UCH），otubain pro-

tease（OTU），Machado-Joseph disease protease（MJD），JAB１／

MPN／Mov３４metalloenzyme（JAMM）の５種類のファミリー

に分類される９）．このうち，USP，UCH，OTU，MJDの４

種類は，活性残基としてシステイン残基を利用するシステ

インプロテアーゼであるのに対して，JAMMは活性に

Zn２＋を必要とする亜鉛プロテアーゼである．これまでに，

４種のシステインプロテアーゼ様脱 Ub化酵素の結晶構造

は決定されていたが（このうちMJD以外の３種類は Ub

との複合体として決定されている），JAMMの立体構造は

決定されていなかった．JAMMには，今回私たちが構造

決定に成功した AMSH（associated molecule with the SH３

domain of STAM）ファミリー（AMSHおよび AMSH-LP），

２６Sプロテアソーム上で Ub鎖を切断する Rpn１１／POH１や

ヒストン H２Bの脱 Ub化を行うMYSM１，乳がん関連遺伝

子産物 BRCA１と共に働く BRCC３６などの重要なタンパク

質が含まれており，その立体構造と切断機構の解明が待た

れていた．

４． 脱 Ub化酵素 AMSHと AMSH-LP

チロシンキナーゼ様受容体などの受容体は，リガンドと

結合して活性化した後に，細胞内領域に K６３結合型のポ

リ Ub鎖が付加され，エンドサイトーシスにより細胞内に

取り込まれる５，１０）．取り込まれた受容体は，エンドソーム

を経て，多胞体と呼ばれる特徴的な構造体を形成し，最終

的にリソソームに取り込まれて分解される．この輸送過程

図１ AMSH-LPとユビキチン鎖の立体構造
（A）K４８結合型と K６３結合型のユビキチン鎖
（B）AMSH-LP単体の結晶構造
（C）AMSH-LPと K６３-Ub２との複合体の結晶構造
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において，AMSHとそのホモログである AMSH-LPは，ポ

リ Ub化された受容体から K６３結合型のポリ Ub鎖をエン

ドソーム上で除去することにより，受容体を再び細胞膜上

にリサイクルする役割を担う．私たちは，K６３結合型のポ

リ Ub鎖を選択的に切断する脱 Ub化酵素である AMSH

ファミリーに注目し，その結晶構造を決定することによっ

て，K６３結合ポリ Ub鎖選択的な認識・切断機構を解明す

ることに成功した１１）．

５． AMSH-LPの立体構造

前述の JAMMファミリーの脱 Ub化酵素と相同性はあ

るが，脱 Ub化活性を持たないタンパク質は，古細菌から

ヒトまでいくつか存在し，それらの結晶構造から JAMM

コアと呼ばれる基本骨格の立体構造は明らかになってい

た９）．AMSH-LPの触媒ドメインは，この JAMMコア構造

と２箇所の AMSHファミリーに特徴的な挿入領域（Ins-１

と Ins-２）によって構成されている（図１B）．Ins-１が一組

の逆平行 βシートとそれに続く αヘリックスから構成さ
れているのに対して，Ins-２は１本の αヘリックスとそれ
に続く長いループ構造から構成されている．そのループ構

造上にある Cys４０２，His４０８，His４１０は，JAMMコア上の

His３６２と共に Zn２＋を配位して，Ins-２の構造を安定化して

いる．

６． Ins-２と触媒コアによる近傍側の Ub分子の認識

私たちは，AMSH-LPの基質である K６３結合型 Ub二量

体（K６３-Ub２）を酵素学的に合成し，AMSH-LPと K６３-Ub２

との複合体の結晶構造を決定した１１）（図１C）．K６３結合型

Ub鎖の認識には，（Ub化されたタンパク質から見て）近

傍側の Ubの認識が必要である．AMSH-LPの触媒ドメイ

ンと K６３-Ub２複合体の結晶構造では，近傍側の Ubは，Ins-２

の Zn２＋を配位したループ部分と触媒ドメインの His３４９か

ら Leu３５６までのループによって形成される窪みに収まる

ように結合している（図２A）．Ubの Gln６２と Glu６４の側

鎖は，Thr３５３および Ser３５８と水素結合を形成することで

認識され，さらに，Ubの Lys６３の側鎖のメチレン基は，

AMSH-LPの Phe３５５と Phe４０７によって挟まれる．脱 Ub

化反応におけるこれらの相互作用の役割を調べるため，

Thr３５３，Ser３５８，Phe３５５，Phe４０７をアラニン残基に，ま

た，Cys４０２をセリン残基に置換した変異体を作成し，反

応速度論的解析を行った（表１）．その結果，全ての変異

体で，結合の強さを表す Km値は野生型と変わらないか，

あるいは，わずかに減少したのに対して，反応の速さを表

す kcat値は大きく減少した．この結果から，近傍側の Ub

との相互作用によって，Lys６３を介して結合した Ubだけ

が適切に配置・配向し，選択的に切断されることが確かめ

られた．

７． Ins-１と触媒コアによる先端側の Ub分子の認識

一般的に，Ubの認識には，Ile４４の周辺に形成された疎

水性の領域が重要であることが知られている．AMSH-LP

の触媒ドメインと K６３-Ub２複合体においては，先端側の

Ubの Ile４４を中心とする疎水領域が，AMSH-LPの Phe３３２

と Val３２８によって認識されている（図２B）．さらに，そ

の裏側にあたる分子表面にも Leu６９，Ile３６，Leu７１などで

形成される疎水性のポケットが存在し，この疎水性のポ

ケットが， AMSH-LPのMet３７０によって認識されている．

脱 Ub化反応におけるこれらの相互作用の役割を調べるた

め，Phe３３２とMet３７０をアラニン残基に置換した変異体を

作成し，反応速度論的解析を行った（表１）．その結果，

両変異体共に，kcat値は野生型と変わらないが，Km値が大

きく増加した．この結果は，先端側の Ubの認識が Ub鎖

との親和性に強く影響していることを示しており，近傍側

の Ubの認識が反応速度に寄与しているのとは対照的で

あった．

８． AMSHファミリーによるイソペプチド結合の

加水分解機構

先端側の Ubの尾部（Leu７３から Gly７６）は，Ins-１の β
シートと逆平行 βシートを形成すると共に，触媒コア上
の残基とも水素結合ネットワークを形成する．これらの認

識により，切断を受けるイソペプチド結合は活性に直接関

与する Zn２＋の近くに正確に配置される．

亜鉛プロテアーゼによるペプチド結合の加水分解メカニ

ズムは，古くから研究されており，例えば，典型的な亜鉛

表１ AMSH-LP変異体の速度論的解析

AMSH-LP Km（µM） kcat×１０－３（s－１）

wt ７１．８±６．３ ８６０±６５．４

近 傍 側
Ubと の
相互作用

T３５３A
F３５５A
S３５８A
C４０２S
F４０７A

７６．８±１１．７
５８．９±１０．４
７５．１±８．２
３３．９±２．４
３０．２±４．６

４６．３±３．７
５．３３±０．３０
８２．８±５．３
２．１４±０．１２
２４．９±１．７

先 端 側
Ubと の
相互作用

F３３２A
M３７０A

８９７±２５．８
１２７７±１１０．４

５２８±６０．９
４８７±５０．８
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プロテアーゼであるサーモリシンと反応中間体を模したリ

ン酸を含むペプチドとの複合体の結晶構造が報告されてい

る１２）（図２C）．サーモリシンと AMSH-LPは，活性に Zn２＋

が必要であるということ以外に共通性は無いが，Zn２＋とそ

の配位子が重なるように，それぞれの基質との複合体の結

晶構造を重ね合わせると，切断を受ける共有結合の配置・

配向は一致する（図２C）．したがって，亜鉛プロテアーゼ

によるペプチド結合の加水分解と AMSHなどの JAMM

ファミリーによるイソペプチド結合の加水分解は，同様の

メカニズムで行われると考えられる．

９． 他の JAMMファミリーとの比較

ヒトの JAMMタンパク質は１４種類あると予測されてお

り，そのうち AMSH，AMSH-LP，BRCC３６，Rpn１１／POH１，

MYSM１，CSN５の６種類のタンパク質が，Ubや Ub様の

タンパク質に対してイソペプチダーゼ活性を持つと報告さ

れている９，１３，１４）．これらのタンパク質のアミノ酸配列は多様

であり，AMSH-LPとの比較によって基質特異性などの議

論をすることは難しい．しかし，どのタンパク質も，

AMSHファミリー同様に，JAMMコアに二つの挿入領域

が付加されている．先端側の Ubとの相互作用様式は，

JAMMファミリーに保存されていると考えられ，AMSH-

LP同様に，先端側の Ubの Ile４４を中心とする疎水表面と

その裏側の疎水ポケットを認識し，同時に，尾部が Ins-１

に対応する領域と βシートを形成して，切断されるイソ
ペプチド結合を活性部位に配置する機構が備わっていると

予想される．一方，基質選択性に寄与する Ins-２に対応す

る領域が，他の JAMMファミリーでどのような役割を担

図２ AMSH-LPと K６３-Ub２との相互作用
（AMSH-LPの残基を黒で，Ubの残基をグレーでラベルした．）

（A）AMSH-LPと近傍側の Ub分子との相互作用
（B）AMSH-LPと先端側の Ub分子との相互作用
（C）サーモリシンの活性部位
（D）AMSH-LPの活性部位
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うのかについては，他の JAMMファミリーの立体構造決

定を待たなくてはならない．

１０． 特定の Ub鎖を選択的に切断する機構

特定の Ub鎖を選択的に切断する脱 Ub化酵素として，

K６３結合型や直鎖状のポリ Ub鎖を選択的に切断する

CYLD（cylindromatosis）や K４８結合型のポリ Ub鎖を選択

的に切断する OTU１などが知られている１５～１７）．CYLDは

USPファミリーに属し，OTU１は，OTUファミリーに属

する．残念ながら，これら２種類の酵素と Ub鎖との複合

体の結晶構造は報告されていないが，切断実験や結合実験

の結果は，これら２種類の酵素も，AMSHファミリーと

同様に，主に先端側の Ubとの結合でアフィニティーを獲

得し，さらに近傍側の Ubが特定の結合型の場合のみ適切

に配置することでイソペプチド結合を正確に活性部位に収

めるというストラテジーで結合型選択的な切断を行うこと

を示唆している．このメカニズムが正しいことを明らかに

するためにも，これらの脱 Ub化酵素と Ub鎖との複合体

の結晶構造の決定が待たれる．
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