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１． は じ め に

ユビキチンは真核生物に高度に保存されたタンパク質

で，タンパク質分解へと導く標識分子として発見された．

ユビキチンは７６残基からなり，七つのリシン残基（Lys６，

Lys１１，Lys２７，Lys２９，Lys３３，Lys４８，Lys６３）をもつ．ユ

ビキチン分子のリシン残基の εアミノ基は別のユビキチン
分子の C末端グリシン残基のカルボキシ基とイソペプチ

ド結合を形成し分岐鎖状ポリユビキチン鎖を形成する．ま

た，ユビキチン分子の N末端メチオニン残基の αアミノ
基は別のユビキチン分子の C末端グリシン残基とペプチ

ド結合を形成し直鎖状ポリユビキチン鎖を形成する．さら

に，ポリユビキチン鎖の C末端グリシン残基は標的タン

パク質の特定のリシン残基とイソペプチド結合を形成する

ことで，標的タンパク質はポリユビキチン化される．８種

類のポリユビキチン鎖はさまざまなユビキチン結合ドメイ

ン（UBD）によって選択的に認識され，タンパク質分解，

DNA修復，シグナル伝達など多岐にわたる生命現象にか

かわる１）．

２． NF-κBシグナル伝達経路

NF-κBは腫瘍壊死因子 α（TNF-α），インターロイキン
１β（IL-１β）などの炎症性サイトカイン，Toll様受容体リ

ガンドなどの刺激によって活性化される転写因子で，炎症

応答や免疫制御，細胞の増殖，アポトーシスなどにかかわ

る遺伝子の発現を調節する２）（図１）．NF-κBは阻害タンパ

ク質である IκB（inhibitor of κB）と結合し細胞質に存在す

る．細胞が刺激されると，IKKα（IκB kinase α），IKKβ
（IκB kinase β），および，活性調節サブユニットである
NEMO（NF-κB essential modulator）からなる IKK複合体

が活性化され，IκBαをリン酸化する．リン酸化された
IκBαは K４８型ポリユビキチン化され，プロテアソームに

より分解される．IκBαが分解されると，NF-κBは核に移

行し，さまざまな遺伝子の発現を亢進させる．刺激依存的

な IKK複合体の活性化には K６３型ポリユビキチン鎖がか

かわると考えられてきたが３），近年，ユビキチンリガーゼ

LUBAC（linear ubiquitin assembly complex）により形成さ

れる直鎖状ポリユビキチン鎖が IKK複合体の活性化に重

要な役割をはたすことが明らかになってきた４～７）．

３． IKK 複 合 体

１）NEMO

NEMOは二つのヘリカルドメイン（HLX１，HLX２），二

つの CC（coiled-coil）ドメイン（CC１，CC２），LZ（leucine

zipper）ドメイン，ZF（zinc finger）ドメインからなり，様々

なタンパク質と相互作用することで NF-κBを活性化する８）

（図２A）．近年，NEMOの各ドメインの結晶構造が相次い
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で報告され，NEMOが様々なタンパク質と相互作用し，

NF-κBを活性化に導く分子機構が明らかになってきた．

NEMOの HLX１と CC１はキナーゼ結合ドメインを形成

し，IKKβの NEMO結合ドメインと相互作用する．２００８

年，IKKβの NEMO結合ドメインと NEMOのキナーゼ結

合ドメインとの複合体の結晶構造が報告され，IKKβの
NEMO結合ドメインと NEMOのキナーゼ結合ドメインは

四つの αヘリックスからなるヘリックスバンドル構造を
とることが明らかとなった９）（図２B）．NEMOのキナーゼ

結合ドメインは湾曲した αヘリックス構造をとり二量体
を形成していた．IKKβの NEMO結合ドメインは αヘ
リックス構造をとり，NEMOと相互作用していた．

カポジ肉腫関連ヘルペスウイルスに由来する vFLIPタ

ンパク質は NEMO HLX２に結合し，NF-κBの恒常的な活

性化を引き起こす．２００８年，NEMO HLX２と vFLIPとの

複合体の結晶構造が報告された１０）（図２B）．NEMO HLX２

はコイルドコイル構造の二量体を形成しており，その両側

に２分子の vFLIPが対称的に結合していた．vFLIP分子は

両方の NEMO分子と相互作用しており，vFLIPの結合に

よって NEMO二量体が安定化されることで NF-κBの活性

化を引き起こす可能性が示唆された．

NEMOの CC２と LZからなる領域は UBAN（ubiquitin

binding in ABIN and NEMO proteins）ドメインと呼ばれ，

ユビキチンとの結合にかかわることが報告されていたが，

その機能の詳細は不明だった．NEMO UBANは直鎖状ジ

ユビキチンと強く結合する一方，よく似た構造をもつ K６３

結合型ジユビキチンとの結合は弱い１１）．２００９年，NEMO

UBANの単体，および，直鎖状ジユビキチンとの複合体

の立体構造が決定され，NEMOが直鎖状ポリユビキチン

鎖を認識する分子機構が解明された１１，１２）（図２B）．NEMO

UBANはコイルドコイル構造の二量体を形成しており，

その両側に二つの直鎖状ジユビキチンが対称的に結合して

いた．遠位ユビキチンは主に Ile４４パッチと C末端領域を

介して NEMOと相互作用していた一方，近位ユビキチン

は主に Phe４パッチを介して NEMOと相互作用していた

（ジユビキチン分子中の二つのユビキチン分子のうち，標

的タンパク質に近いユビキチン分子を近位ユビキチン，遠

いユビキチン分子を遠位ユビキチンと呼ぶ）．K６３型ジユ

ビキチン中の二つのユビキチン分子は同時に NEMO

UBANと相互作用できないために，NEMO UBANは K６３

型ジユビキチンと強く結合できないと考えられた．実際，

NEMO UBANと K６３型ジユビキチンとの複合体構造中で

NEMO UBANは K６３型ジユビキチンの遠位ユビキチンと

のみ結合していた１３）．

２００８年，NEMO ZFドメインの溶液構造が報告された１４）

（図２B）．NEMO ZFは他のユビキチン結合タンパク質と

同様にユビキチンの Ile４４疎水性パッチと相互作用し，

NF-κBの活性化にかかわることが示唆された．NEMO ZF

とユビキチンとの結合は弱いことから，NEMO ZFは

NEMO UBANとポリユビキチン鎖との間の結合を補助す

る役割をもつと考えられた．最近，NEMO ZFは IκBαと
結合することで IKKβの基質特異性を制御することが報告
された１５）．

二次構造予測から，NEMOの HLX１から LZはひとつづ

きのコイルドコイル構造をとっており，LZと ZFは柔軟

なループでつながっていると推測される．各ドメインの結

晶構造からも NEMOは長いコイルドコイル構造をとって

いることが示唆される．このような非常に単純な分子構造

をもつ NEMOが複雑なシグナル伝達経路をたくみに制御

し生命の維持に必須な役割をはたしているのは実に興味深

い．

２）IKKβ
２０１１年，IKKβの結晶構造が解明され，IKKβはキナー
ゼドメイン，UBL（ubiquitin-like）ドメイン，二量体化ド

メイン，NEMO結合ドメインからなることが明らかと

なった１６）（図２A，B）．二つの IKKβ分子は６本の αヘ
リックスからなる二量体化ドメインを介して二量体を形成

していた．キナーゼドメイン，UBLドメイン，二量体化

ドメインは互いに相互作用していた．IKKαと IKKβはホ
モ／ヘテロ二量体の両方を形成することができることと一

致して，二量体化にかかわるアミノ酸残基は IKKαと
IKKβの間で高度に保存されていた．IKKβの UBLドメイ

図１ LUBACにより誘導される NF-κBシグナル伝達経路

〔生化学 第８５巻 第６号４２４



ンと二量体化ドメインは IκBαの C末端と相互作用するこ

とで，IκBαの N末端をキナーゼドメインの活性部位に適

切に配置する役割をもつことが示唆された．二量体化ドメ

インは IKKβの酵素活性には必要ではなかったが，NEMO

との相互作用，および，自己リン酸化活性に重要だった．

NF-κBの活性化には NEMOの直鎖状ポリユビキチン化，

および，NEMOによる直鎖状ポリユビキチン鎖の認識の

両方が必要である４，１１）．これらの結果から，IKK複合体中

の NEMOに付加した直鎖状ポリユビキチン鎖が他の IKK

複合体中の NEMOによって認識され，IKK複合体中の

IKKβ同士が近接することにより IKK複合体の活性化

（IKKβの自己リン酸化）が促進する可能性が考えられる．

４． LUBAC

LUBACは HOIP，HOIL-１L，SHARPINからなる約６００

kDaの E３ユビキチンリガーゼ複合体で，NEMOや RIP１

に直鎖状ポリユビキチン鎖を付加することにより NF-κB

経路を活性化する４～７，１７）．HOIPは ZF，二つの NZF（Npl４

zinc finger），UBA（ubiquitin-associated），二つの RING（re-

ally interesting new gene），IBR（in between RING fingers）

の七つのドメインからなる（図２C）．HOIL-１Lは UBL，

NZF，二つの RING，IBRの五つのドメインからなり，

SHARPINは PH（pleckstrin homology），UBL，NZFの三つ

のドメインからなる（図２C）．直鎖状ポリユビキチン鎖形

成活性は HOIPの RING-IBR-RINGからなる RBR（RING in

between RING）領域が担っている．HOIP UBAは HOIL-１L

UBL，SHARPIN UBLと相互作用し，三者複合体を形成す

る７）．さらに，HOIP NZF２は SHARPIN UBLと相互作用す

る６）． HOIL-１Lや SHARPINは HOIPの安定化に寄与する．

HOIL-１Lの NZFドメインは直鎖状ポリユビキチン鎖を

特異的に認識する１８）．２０１１年，HOIL-１L NZFと直鎖状ジ

ユビキチンとの複合体構造が報告された１８）（図２D）．

HOIL-１L NZFはコア領域とテイル領域からなり，コア領

域は近位ユビキチンの Phe４付近の疎水性表面，および，

遠位ユビキチンの Ile４４付近の疎水性表面と相互作用して

いた．テイル領域は近位ユビキチンと相互作用していた．

近位ユビキチンの Lys６３の εアミノ基は遠位ユビキチンの
Gly７６とは離れており，HOIL-１L NZFは K６３型ポリユビ

キチン鎖中の隣接した二つのユビキチン分子とは同時に相

互作用することはできないと考えられた．これらの結果か

ら，HOIL-１Lは直鎖状ポリユビキチン鎖中の隣接した二

つのユビキチン分子と同時に相互作用することにより，直

鎖状ポリユビキチン鎖を選択的に認識していると考えられ

た．HOIL-１Lと直鎖状ポリユビキチン鎖との結合は

LUBACの酵素活性には影響しないが，NF-κBの活性化に

重要であった．したがって，NEMOや RIP１に付加された

直鎖状ポリユビキチン鎖と HOIL-１L NZFとの相互作用を

介して LUBACが TNFシグナル伝達複合体に集合するこ

とが効率的な直鎖状ポリユビキチン鎖形成に重要と考えら

れた．

２０１２年，HOIP UBAと HOIL-１L UBLとの複合体構造が

報告された１９）（図２E）．結晶化に用いられた HOIP（残基

４８０～６３６）は九つの αへリックスからなっていた．HOIP

UBAは既知の UBAと同様なヘリックスバンドル（α６～
α８）を形成していたが，HOIP UBA-HOIL-１L UBL間の相

互作用様式は，既知の UBA-UBLとは異なることが明らか

となった．

結晶構造から SHARPINの N末端は PHフォールドをも

ち，ホモ二量体を形成することが明らかとなった２０）（図２

F）．しかし，PHドメイン同士の親和性は低く（Kd＝～０．１

mM），PHドメインは LUBACの直鎖状ポリユビキチン化

活性には必須ではない．また，PHドメインの NF-κB活性

化への関与は調べられておらず，その生理的な意義は不明

である．

最近，精製した組換え HOIP RBRを用いた生化学的な

解析により，HOIP RBRが直鎖状ポリユビキチン鎖形成活

性をもつことが報告された２１，２２）．今後，結晶構造解析によ

り，HOIP RBRが触媒する直鎖状ポリユビキチン鎖形成反

応の分子機構が解明されることが期待される．

５． A２０

直鎖状／K６３型ポリユビキチン鎖はシグナル伝達因子が

集合する足場としてはたらき NF-κB経路を活性化させる．

A２０などの脱ユビキチン化酵素（DUB）は NF-κBの活性

化に応じて発現し，ポリユビキチン鎖を分解することによ

り NF-κBの活性化を抑制する．A２０は OTUファミリーに

属する DUBドメインと七つの ZFからなる（図２G）．A２０

の OTUドメインは RIP１に付加した K６３型ポリユビキチ

ン鎖を分解し，４番目の ZF（ZF４）が RIP１に K４８型ポリ

ユビキチン鎖を付加することで NF-κBを抑制する２３）．

A２０の OTUドメインの結晶構造から，OTUドメインは

他のシステインプロテアーゼとよく似ており，共通の反応

機構が示唆された２４，２５）（図２H）．活性部位の分子表面は保

存性が高く，ユビキチンとの相互作用にかかわると考えら

れたが，OTUドメインとユビキチンとの複合体構造は決

定されておらず，A２０が K４８型／K６３型ポリユビキチンの

両方を分解する分子基盤は不明である．

２０１０年，ZF４とモノユビキチンとの複合体構造が報告

された２６）（図２I）．結晶構造中で ZF４は三つのユビキチン

分子（Ub１～Ub３）と相互作用しており，Ub１，Ub２の Lys

６３の側鎖はそれぞれ Ub２，Ub３の C末端の近傍に位置し

ていたことから，ZF４は K６３型ポリユビキチン鎖を特異

的に認識する可能性が示唆された．実際，ZF４は K４８型／

直鎖状ポリユビキチン鎖よりも K６３型ポリユビキチン鎖

４２５２０１３年 ６月〕
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に強く結合し，ZF４とユビキチンとの間の結合は NF-κB

の抑制に重要だった．これらの結果から，ZF４と K６３型

ポリユビキチン鎖との間の相互作用を介して A２０は RIP１

を含む TNF受容体複合体に集合し NF-κBを抑制すると考

えられた．しかし，ZF４と K６３型トリユビキチンとの複

合体の結晶構造は決定されておらず，実際に ZF４が三つ

のユビキチン分子と同時に相互作用することで K６３型ポ

リユビキチン鎖を選択的に認識しているかは不明である．

最近，われわれは A２０が直鎖状ポリユビキチン鎖に結

合することにより NF-κB経路を抑制することを発見し

た２７）．予想外なことに，NF-κBの抑制には OTUドメイン

は関与せず，７番目の ZF（ZF７）が重要だった．GSTプル

ダウンアッセイや等温滴定カロリメトリーにより，ZF７は

K４８型／K６３型ジユビキチンとは結合せず，直鎖状ジユビ

キチンと選択的に結合することが明らかとなった．さら

に，ZF７と直鎖状ジユビキチンとの複合体構造を決定し，

ZF７は二つのユビキチン分子の間にはまり込むように結合

していることを明らかにした（図２J）．ZF７は近位ユビキ

図２ IKK，LUBAC，A２０の立体構造
（A）IKKβ，NEMOのドメイン構造．Bの結晶構造は Aと同様に着色した．
（B）IKK複合体の立体構造（ステレオ図）．IKKβ（PDB：３QA８），IKKβ NEMO結合ドメイン-NEMOキナーゼドメイン複合体（PDB：
３BRV），NEMO HLX２-vFLIP複合体（PDB：３CL３），NEMO UBAN-直鎖状ジユビキチン複合体（PDB：２ZVO），NEMO ZF（PDB：
２JVX）を示した．立体構造が未知の部分を点線で示した．
（C）LUBACのドメイン構造．D，E，Fの結晶構造は Cと同様に着色した．
（D）HOIL-１L-直鎖状ジユビキチン複合体の結晶構造（PDB：３B０８）．
（E）HOIL-１L UBL-HOIP UBA複合体の結晶構造（PDB：４DBG）．
（F）SHARPIN PHドメインの結晶構造（PDB：４EMO）．
（G）A２０のドメイン構造．H，I，Jの結晶構造は Gと同様に着色した．
（H）A２０OTUドメインの結晶構造（PDB：３DKB）．
（I）A２０ZF４-モノユビキチン複合体の結晶構造（PDB：３OJ３）．
（J）A２０ZF７-直鎖状ジユビキチン複合体の結晶構造（PDB：３VUY）．

図３ UBDによる直鎖状／K６３型ジユビキチンの認識機構
UBD-直鎖状／K６３型ユビキチン複合体は遠位ユビキチンを基準として向きをそろえて示した．
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チンの αへリックス領域，および，遠位ユビキチンの Ile

４４付近の疎水性パッチと相互作用していた．免疫沈降実

験により，ZF７と直鎖状ポリユビキチン鎖との相互作用を

介して A２０は TNF受容体複合体に集積し，刺激依存的に

TNF受容体複合体に集積する LUBACや IKK複合体など

の NF-κB活性化因子の解離を促すことにより，NF-κBを

抑制することが示唆された．ZF７の欠損やアミノ酸変異

は，B細胞リンパ腫を引き起こすことが報告されてお

り２８），B細胞リンパ腫を引き起こすアミノ酸変異（N７７２K／

E７８１D）をもつ A２０変異体は直鎖状ポリユビキチン鎖と

の結合が減弱していた．結晶構造から Asn７７２と Glu７８１

はユビキチンとの相互作用にかかわることが明らかとなっ

た．したがって，ZF７の欠損や変異により直鎖状ポリユビ

キチン鎖への結合力が低下すると，A２０の TNF受容体複

合体への集積が減弱し，NF-κBが活性化された状態が持

続することで病態発症につながることが示唆された．

６． UBDによる直鎖状／K６３型ポリユビキチン鎖認識機構

直鎖状ジユビキチン，および，K６３型ジユビキチンの結

晶構造から，両者はよく似た伸びた構造をとることが明ら

かとなった２９）．隣接したユビキチン分子同士はほとんど相

互作用していないことから，両者は柔軟なコンホメーショ

ンをとることが示唆された．最近の１分子 FRET解析から

も直鎖状／K６３型ポリユビキチン鎖は溶液中で柔軟なコン

ホメーションをとっていることが示されている３０）．このた

め，特定の UBDが直鎖状／K６３型ジユビキチンを識別し

選択的に結合する分子機構は大きな謎であったが，最近決

定された複数の UBD-直鎖状／K６３型ジユビキチン複合体

の立体構造から，その分子機構が明らかとなってきた．

NEMO UBAN-直鎖状ジユビキチン複合体１１），HOIL-１L

NZF-直鎖状ジユビキチン複合体１８），および，A２０ZF７-直鎖

状ジユビキチン複合体２７）の結晶構造から，NEMO UBAN，

HOIL-１L NZF，A２０ ZF７は直鎖状ジユビキチン中の近位／

遠位ユビキチン連結領域（Met１-Gly７６間のペプチド結合）

を直接的に認識していないことが明らかとなった（図３）．

また，TAB２／３NZF-K６３型ジユビキチン複合体３１，３２），RAP

８０UIMs-K６３型ジユビキチン複合体３３）の結晶構造からも，

TAB２／３NZFと RAP８０UIMsは K６３型ジユビキチン中の

近位／遠位ユビキチン連結領域（Lys６３-Gly７６間のイソペ

プチド結合）を直接的に認識していないことが明らかと

なった（図３）．注目すべきことに，これらの複合体中の

直鎖状／K６３型ジユビキチンはさまざまなコンホメーショ

ンをとっていた．これらの結晶構造から，UBDは直鎖状／

K６３型ジユビキチン中の連結領域を認識するのではなく，

隣接した二つのユビキチン分子と同時に相互作用すること

により，直鎖状／K６３型ジユビキチンがとり得る特定のコ

ンホメーションを認識していることが示唆された．

７． お わ り に

シグナル伝達研究において，分子間相互作用は免疫沈降

実験などで得られるゲル上のバンドに基づいて議論される

ことが多いが，微妙な実験条件の違いによってもバンドの

出方は変化する可能性がある．実際，一流誌に報告されて

いるにもかかわらず，筆者ら自身が精製タンパク質を用い

て検証してみると相互作用が再現しないことも少なくな

い．シグナル伝達経路の理解には，結晶構造，および，立

体構造に基づく機能解析により，タンパク質をゲル上のバ

ンドとしてだけではなく立体構造をもつ分子としてとらえ

分子機構を解明していくことが重要であろう．

最近の研究の進展により，UBDによるポリユビキチン

鎖認識機構が解明されてきたが，不明な点は多く残されて

いる．例えば，これまでに知られている UBDは隣接する

二つのユビキチン分子と同時に相互作用することによって

直鎖状／K６３型ポリユビキチン鎖を識別しているが，直鎖

状／K６３型ポリユビキチン鎖中の隣接した三つ以上のユビ

キチン分子を認識するような UBDはないのだろうか？

また，特定のコンホメーションをとった UBD-直鎖状／K６３

型ポリユビキチン複合体を認識することで NF-κBシグナ

ル経路を制御するような因子はないのだろうか？ ユビキ

チンシグナル研究のさらなる進展が期待される．
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