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ポリユビキチン鎖選択的結合による細胞機
能制御

１． ユビキチンとポリユビキチン鎖

ユビキチン（Ub）は７６残基からなる進化的に非常によ

く保存されたタンパク質ですべての真核生物に存在する．

その構造は球状の領域（１から７１アミノ酸残基の領域）と，

ある程度自由に構造変化をおこすループ領域（７２から７６

アミノ酸残基の領域）からなる１）．Ile４４を中心とした疎水

性のパッチが存在し，多くの場合このパッチで様々な受容

体と相互作用する２）．

Ubはその C末端グリシン残基を用いて，標的タンパク

質リシン残基の側鎖アミノ基とイソペプチド結合を介して

結合することでタンパク質の機能を様々に制御する．ま

た，Ub自身のアミノ基を介して連続的に Ubが繋がるこ

とによりポリ Ub鎖と呼ばれるポリマーも形成する．実際

には Ubの七つのリシン残基のアミノ基（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あるため，結合に使われるアミ

ノ基の違いによって８種類の Ub鎖が合成される３，４）．この

結合様式の違いによって Ub鎖は様々な構造と機能を持

つ．例えば，生体内で最も豊富に存在する K４８結合型 Ub

鎖はプロテアソームによる分解シグナルとしてはたらく５）．

一方，K６３結合型 Ub鎖は DNA修復，タンパク質合成，

免疫や炎症に関わる細胞内シグナル伝達，受容体の下方制

御などのプロセスではたらく３，６，７）．また直鎖状 Ub鎖も

NF-κBシグナリングの制御に関わることが近年明らかと

なってきた３）（図１）．

生体内には特定の Ub鎖を選択的に認識するタンパク質

が存在し，これらが繋がり方の異なる Ub鎖を認識するこ

とで，それぞれの Ub鎖は異なる生体内プロセスのシグナ
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ルとしてはたらく（表１）．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は，私達のグループの他，国内

外のいくつかのグループにより結晶構造が決定されてお

り，徐々にその選択的な認識メカニズムが明らかになって

きた．本レビューでは私達のグループが構造決定した

RAP８０，TAB２，HOIL-１Lによる Ub鎖の選択的認識メカ

ニズムについて述べる．

２． RAP８０による K６３結合型 Ub鎖の認識

DNA二重鎖切断が起こると，その近傍に K６３結合型

Ub鎖が形成される．RAP８０には N末端側に二つ連続した

ubiquitin interacting motif（UIM）が存在し，この領域を用

いて K６３結合型ポリ Ub鎖特異的に結合することで，

DNA二重鎖切断部位へと様々な DNA修復酵素群を引き

寄せる役割を持つ８～１０）（図１A）．UIMは１６残基の αヘリッ

クスで，Ubの Ile４４を中心とした疎水性のパッチと結合す

ることが NMR解析からわかっていた１１）．しかし，RAP８０

の二つの UIMがどのように K６３結合型 Ub鎖を特異的に

認識しているかは不明であったため，私達は RAP８０の二

つ連続した UIMと K６３-Ub２の複合体の結晶構造を決定し

た１２）（図２A）．

RAP８０の二つの UIMの間には９残基のヘリックスから

なる inter UIM領域があり，二つの UIMとあわせて１本の

ヘリックス構造をとる．また，それぞれの UIMはこれま

でに NMRで決定された構造とほぼ同じ様式で Ubと結合

しており，N末端側 UIMが近傍側 Ubと，C末端側 UIM

が先端側 Ubと結合する．しかし，意外なことに二つの

Ub間リンク（Gly７６-Lys６３）の直接的な認識は行っていな

かった．ではリンクの直接的な認識無しでどのように Ub

鎖の選択をしているのだろうか．結晶構造中で近傍側 Ub

のアミノ基のうち，先端側 Ubの Gly７６と結合できる距離

にあるのは Lys６３のみである．それ以外のアミノ基を用い

て Ub鎖を作った場合，二つの Ubが同時に RAP８０の二つ

の UIMと結合することは不可能，もしくは著しく不安定

な状態になる．UIMと Ubの結合は単独では弱く２）（Kd＝

０．１～２mM），二つ同時に結合することで安定な結合にな

ると考えられる．従って，二つの Ubが同時に結合できる

K６３結合型 Ub鎖のみが選択的に RAP８０と結合する．

図１ RAP８０，TAB２，HOIL-１Lの生体内での役割
（A）DNA損傷箇所における RAP８０の役割．（B）NF-κBシグナル伝達経路における TAB２／３，HOIL-１Lの役割．

表１ 受容体とポリ Ub鎖の解離定数

表面プラズモン共鳴装置（Biacore）を用いて測定した．
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３． TAB２による K６３結合型 Ub鎖の認識

免疫・炎症反応の過程で多くの遺伝子の発現誘導に関わ

る nuclear factor-κB（NF-κB）シグナル伝達経路において

は K６３結合型，および直鎖状 Ub鎖が活性化のシグナルと

して重要な役割を果たす（図１B）．TNF-α，IL-１βといっ
たサイトカインにより各種受容体が刺激を受けると細胞内

に K６３結合型 Ub鎖が合成される．TAB２とそのホモログ

である TAB３は Npl４ zinc finger（NZF）ドメインを介して

K６３結合型 Ub鎖に結合し，TAK１キナーゼ複合体を引き

寄せる．TAK１キナーゼは IκBキナーゼ（IKK）のサブユ

ニットである IKKbβをリン酸化し，リン酸化された IKK

複合体は IκBαをリン酸化する．
IκBαはリン酸化されると K４８結合型ポリ Ub鎖修飾を

受け，すみやかにプロテアソームで分解される．これによ

り IκBαにマスクされていた NF-κB（p６５-p５０）の核移行

シグナルが露出し，NF-κBは核内へ移行し目的遺伝子の

転写活性化を行う１３）（図１B）．NZFドメインは３０残基程の

亜鉛結合性ドメインで，いくつかの種類の NZFは Ubと

の結合能を有するが，そのほとんどは Ub鎖の選択性は持

たず，どの Ub鎖とも同程度の強さで結合する２）（表１）．

Ub鎖の選択性を持たない Npl４の NZFは Ubの Ile４４を中

心とした疎水性のパッチと結合することが NMR解析で明

らかにされていた１４）．しかし TAB２／３の NZFがどのよう

に Ub鎖の選択をしているかは不明であったため，私達は

TAB２／３の NZFドメインと K６３結合型 Ub二量体（K６３-

Ub２）の複合体の結晶構造を決定した１５）（図２B）．

TAB２と TAB３の構造はほぼ等しいため以降 TAB３につ

いては省略する．TAB２と Npl４の NZFドメインは同様の

構造をとっており（r.m.s.d＝０．７９A°），さらに，TAB２と先

端側 Ubの結合様式は Npl４と Ubの結合様式と同様であっ

た．一方，Npl４と異なり TAB２にはそのファミリー間で

のみ保存された２番目の Ub結合領域が存在し，ここで近

傍側 Ubの Ile４４を中心とした疎水性のパッチと結合して

いた．また，RAP８０と同様に二つの Ub間リンクの直接的

な認識は行っていなかったが，近傍側 UbのMet１，およ

び Lys４８のアミノ基は先端側 Ubの Gly７６から離れてお

り，Lys６３のみが安定に結合できる距離にある．このため

RAP８０の場合と同様に，K６３結合型 Ub鎖のみ二つの Ub

が同時に TAB２と結合できる．UIMと同様に NZFと Ub

の結合も弱く単独では不十分であり（表１），二つの Ubが

TAB２の NZFドメインを挟みこみ，２ヶ所で結合した場合

のみ安定な結合になる．従って TAB２の場合は２番目の

Ub結合領域を獲得したことで，K６３結合型 Ub鎖に特異

的に結合する．

図２ 受容体とポリ Ub鎖の相互作用
上段は結晶構造．下段は模式図を示した．（A）RAP８０と K６３結合型 Ub二量体との複合体の結晶構造．（B）TAB２と K６３結合型
Ub二量体との複合体の結晶構造．（C）HOIL-１Lと直鎖状 Ub二量体との複合体の結晶構造．
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４． HOIL-１Lによる直鎖状 Ub鎖の認識

HOIL-１Lと HOIPからなる Ubリガーゼ複合体 LUBAC

（linear ubiquitin chain assembly complex）は，直鎖状 Ub鎖

を合成する４）．生体内では上述の TAK１キナーゼ複合体に

よるリン酸化を引き金として，IKK複合体のサブユニッ

トである NEMOに直鎖状 Ub鎖を付加する（図１B）．

NEMO自身が直鎖状 Ub鎖特異的に結合するため１６），直鎖

状ポリ Ub化された IKK複合体は互いに寄り集まり，IKK

複合体のサブユニットである IKKβをリン酸化し NF-κB

伝達経路を活性化する．この一連の反応で，HOIL-１Lに

存在する NZFドメインも直鎖状 Ub鎖を特異的に認識す

る１７）．HOIL-１Lと直鎖状 Ub鎖の結合は LUBACのポリ Ub

合成活性には直接影響しないが，LUBACの直鎖状 Ub鎖

の合成が始まった際，そこへ他の LUBACが次々と寄り集

まることでさらにポリ Ub合成を促進させる効果があると

考えられる．

結晶構造解析の結果，HOIL-１Lの NZFドメインは Npl４

や TAB２と同様な構造を持つ core領域に加えて，１１残基

のループとそれに続く１６残基のヘリックスからなる tail

領域を持つことがわかった１７）（図２C）．TAB２と同様，

HOIL-１Lの NZF-coreによる先端側 Ubの認識は Npl４によ

る Ubの認識と等しかった．さらに，TAB２とは位置は異

なるものの HOIL-１Lの場合もそのファミリー間でのみ保

存された Ub結合領域で近傍側 Ubと結合する．興味深い

ことに，この近傍側 Ubとの相互作用は Ubの Ile４４ではな

く Phe４を中心とした領域との疎水性相互作用だった．近

傍側 Ubの Phe４を中心とした領域との相互作用は HOIL-

１L同様直鎖状 Ub鎖特異性をもつ NEMOの場合でも見ら

れるため，直鎖状 Ub鎖特異的な受容体に共通に見られる

認識機構の可能性がある１６）．さらに tail領域のヘリックス

部分も近傍側 Ubと結合していた．これは tail領域を削る

と直鎖状 Ub鎖に対する HOIL-１Lの KDが７倍程度増加す

るという実験データと一致している（表１）．RAP８０，TAB２

と同様にHOIL-１LもUb間リンク（HOIL-１Lの場合はGly７６-

Met１）の直接的な認識は行っていないが，近傍側 Ubの

Lys４８および Lys６３のアミノ基は先端側 Ubの Gly７６から

離れており，Met１アミノ基のみが安定に結合できる距離

にある．このため RAP８０，TAB２とは異なり，直鎖状 Ub

鎖のみ二つの Ubが同時に HOIL-１Lと結合でき，直鎖状

Ub鎖特異的な結合をする．従って HOIL-１Lは２番目の

Ub結合領域を獲得することで，直鎖状 Ub鎖に特異的に

結合し，さらに tail領域によってその結合を強めている．

５． ま と め

これまでに私達のグループで構造決定した RAP８０，

TAB２，HOIL-１Lに加え，若槻教授のグループで決定され

た NEMOについては結晶構造から Ub鎖の特異性のメカ

ニズムが明らかになっている．その結果，これらの受容体

では Ub間のリンクは直接認識せずに Ub鎖の選択を行っ

ていた．その方法は，これらの受容体が Ubとの相互作用

する領域を２ヶ所持ち，特定の繋がり方の Ub鎖の場合の

み，隣接した二つの Ubと同時に結合できるというもので

あった．過去に私達が決定した K６３結合型 Ub鎖特異的な

脱 Ub化酵素である AMSH-LPは Ub間リンクを直接認識

していたため，受容体と脱 Ub化酵素で識別メカニズムが

大きく異なるということが示唆された１８）．脱 Ub化酵素に

ついてはまだ AMSH-LPしかその特異性の詳細なメカニズ

ムが明らかになっていない．しかし，生体内には AMSH-

LP以外にも，K６３結合型 Ub鎖特異的に切断する JAMM

ファミリー（亜鉛依存性の脱 Ub化酵素で AMSHもこの

ファミリーに属する）１９），K４８結合型 Ub鎖特異的に切断す

る OTUB１２０）と A２０２１），K６３結合型および直鎖状 Ub鎖特異

的に切断する CYLD２１），K１１結合型 Ub鎖特異的に切断す

る Cezanne２２）といった脱 Ub化酵素が存在する．Ub鎖の選

択性のメカニズムを解明するためにも，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．

１）Vijay-Kumar, S., Bugg, C.E., & Cook, W.J.（１９８７）J. Mol.
Biol.,１９４,５３１―５４４.

２）Hurley, J.H., Lee, S., & Prag, G.（２００６）Biochem. J.,３９９,
３６１―３７２.

３）Wickliffe, K., Williamson, A., Jin, L., & Rape, M.（２００９）
Chem. Rev.,１０９,１５３７―１５４８.

４）Tokunaga, F., Sakata, S., Saeki, Y., Satomi, Y., Kirisako, T.,
Kamei, K., Nakagawa, T., Kato, M., Murata, S., Yamaoka, S.,
Yamamoto, M., Akira, S., Takao, T., Tanaka, K., & Iwai, K.
（２００９）Nat. Cell Biol.,１１,１２３―１３２.

５）Glickman, M.H. & Ciechanover, A.（２００２）Physiol. Rev.,８２,
３７３―４２８.

６）Hofmann, K.（２００９）DNA Repair（Amst.）,８,５４４―５５６.
７）Miranda, M. & Sorkin, A.（２００７）Mol. Interv.,７,１５７―１６７.
８）Wang, B., Matsuoka, S., Ballif, B.A., Zhang, D., Smogorzew-

ska, A., Gygi, S.P., & Elledge, S.J.（２００７）Science, ３１６,
１１９４―１１９８.

９）Sobhian, B., Shao, G., Lilli, D.R., Culhane, A.C., Moreau, L.
A., Xia, B., Livingston, D.M., & Greenberg, R.A.（２００７）Sci-
ence,３１６,１１９８―１２０２.

１０）Kim, H., Chen, J., & Yu, X.（２００７）Science,３１６,１２０２―１２０５.
１１）Swanson, K.A., Kang, R.S., Stamenova, S.D., Hicke, L., &

Radhakrishnan, I.（２００３）EMBO J.,２２,４５９７―４６０６.

７７９２０１２年 ９月〕

みにれびゆう



１２）Sato, Y., Yoshikawa, A., Mimura, H., Yamashita, M., Yama-
gata, A., & Fukai, S.（２００９）EMBO J.,２８,２４６１―２４６８.

１３）Kanayama, A., Seth, R.B., Sun, L., Ea, C.K., Hong, M., Shaito,
A., Chiu, Y.H., Deng, L., & Chen, Z.J.（２００４）Mol. Cell,１５,
５３５―５４８.

１４）Alam, S.L., Sun, J., Payne, M., Welch, B.D., Blake, B.K.,
Davis, D.R., Meyer, H.H., Emr, S.D., & Sundquist, W.I.
（２００４）EMBO J.,２３,１４１１―１４２１.

１５）Sato, Y., Yoshikawa, A., Yamashita, M., Yamagata, A., & Fu-
kai, S.（２００９）EMBO J.,２８,３９０３―３９０９.

１６）Rahighi, S., Ikeda, F., Kawasaki, M., Akutsu, M., Suzuki, N.,
Kato, R., Kensche, T., Uejima, T., Bloor, S., Komander, D.,
Randow, F., Wakatsuki, S., & Dikic, I.（２００９）Cell, １３６,
１０９８―１１０９.

１７）Sato, Y., Fujita, H., Yoshikawa, A., Yamashita, M., Yamagata,
A., Kaiser, S.E., Iwai, K., & Fukai, S.（２０１１）Proc. Natl.
Acad. Sci. USA,１０８,２０５２０―２０５２５.

１８）Sato, Y., Yoshikawa, A., Yamagata, A., Mimura, H.,
Yamashita, M., Ookata, K., Nureki, O., Iwai, K., Komada, M.,
& Fukai, S.（２００８）Nature,４５５,３５８―３６２.

１９）Cooper, E.M., Cutcliffe, C., Kristiansen, T.Z., Pandey, A.,
Pickart, C.M., & Cohen, R.E.（２００９）EMBO J.,２８,６２１―６３１.

２０）Wang, T., Yin, L., Cooper, E.M., Lai, M.Y., Dickey, S.,
Pickart, C.M., Fushman, D., Wilkinson, K.D., Cohen, R.E., &
Wolberger, C.（２００９）J. Mol. Biol.,３８６,１０１１―１０２３.

２１）Komander, D., Reyes-Turcu, F., Licchesi, J.D., Odenwaelder,
P., Wilkinson, K.D., & Barford, D.（２００９）EMBO Rep.,１０,
４６６―４７３.

２２）Bremm, A., Freund, S.M., & Komander, D.（２０１０） Nat.
Struct. Mol. Biol.,１７,９３９―９４７.

佐藤 裕介， 深井 周也
（東京大学放射光連携研究機構生命科学部門／

分子細胞生物学研究所）

The regulation of cell function by linkage-specific poly-
ubiquitin binding
Yusuke Sato and Shuya Fukai（Life Science Division, Syn-
chrotron Radiation Research Organization and Institute of
Molecular and Cellular Biosciences, The University of To-
kyo, General Research Bldg２１１,１―１―１Yayoi, Bunkyo-ku,
Tokyo１１３―００３２, Japan）

インフルエンザウイルス RNAポリメラー
ゼのドメインの立体構造

１． は じ め に

２００９年に H１N１型のブタ由来新型インフルエンザがパ

ンデミックを引き起こしたことは記憶に新しい．また

H５N１型の高病原性トリインフルエンザのヒトへの感染が

懸念されるなど，インフルエンザは人類にとって現代でも

重大な問題である．インフルエンザはインフルエンザウイ

ルスが引き起こす病気で，このウイルスは８本のゲノム

RNAを有する．ゲノム RNAのプロモーター領域の立体構

造は NMRにより解明されている（図１A）．現在，抗ウイ

ルス薬として，ウイルス粒子表面上に存在するノイラミニ

ダーゼやM２タンパク質を標的とするタミフルやリレン

ザ，およびシンメトレルなどが広く用いられている．しか

し，ノイラミニダーゼやM２タンパク質は変異が起きやす

く，インフルエンザウイルスの中に既にタミフル耐性ウイ

ルスが出現したことが報告されている．そのため，作用標

的の異なる新しい抗インフルエンザ薬の発見・開発が望ま

れている．インフルエンザウイルスが有する RNA依存

RNAポリメラーゼは，ウイルスのゲノム RNAの転写と複

製の両方を行う．この RNAポリメラーゼはウイルス増殖

の核となるタンパク質であるため，変異しづらい．そこで

私達は，新しい標的分子として，インフルエンザウイルス

の RNAポリメラーゼに着目した．この RNAポリメラー

ゼは３種類のサブユニットタンパク質（PA，PB１，PB２）

から構成される．さらに NP（nucleoprotein）タンパク質が

ウイルスのゲノム RNAに結合している．この RNAポリ

メラーゼや NPの立体構造を知ることは，インフルエンザ

ウイルスの転写や複製のメカニズムを理解し，これらのタ

ンパク質を標的とした抗インフルエンザ薬を探索するのに

有用であると考えられる．私達は病原性の強さと種間の伝

播に関与する PB２サブユニットの C末端側の領域の立体

構造を解明し，新規モチーフを有していることを見いだし

た（図２E）．本稿では，それ以外の領域の解明された立体

構造も併せて紹介する．

２． インフルエンザのゲノム RNAに結合する NPの

立体構造の解析

インフルエンザ RNAポリメラーゼと核タンパク質であ

る NPは，ウイルスのゲノム RNAに結合し，互いに関連

している．私達は，インフルエンザ RNAポリメラーゼと

同時進行で NPのタンパク質の発現を進めることにした．

まず，理化学研究所の遺伝子バンクからインフルエンザ

RNAポリメラーゼ PA，PB１，PB２と NPの四つの遺伝子

を入手した．それぞれのタンパク質をコードする領域を

PCRで作製し，大腸菌発現用の pETベクターに組み込み，

BL２１大腸菌にて組み換えタンパク質を発現させた．その

頃，電子顕微鏡を用いてインフルエンザ RNAポリメラー

ゼと NPの複合体の大まかな表面構造が報告された．私達
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