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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 76 残基からなる低分子量タンパク質で、ユビキチン活

性化酵素(E1)、ユビキチン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）という 3 種の酵素活性を介し

て標的タンパク質に連結される翻訳後修飾因子である(1)。さらに、E1-E2-E3 酵素サイクルを繰り

返すことによってユビキチンが数珠状に連結したポリユビキチン鎖を生成する。タンパク質のユビ

キチン化は、結合するユビキチンの分子数やユビキチン間の連結様式のバリエーションによって多

彩な生理機能を発現する。例えば、標的タンパク質にユビキチンが１分子結合するモノユビキチン

化は、エンドサイトーシスなど細胞内輸送に関与する。一方、ユビキチン内の七つの Lys(K)残基 (K6、

K11、K27、K29、K33、K48、K63)のいずれかを介してポリユビキチン鎖を生成した場合、K48 ポリユ

ビキチン鎖はプロテアソーム分解を引き起こすが、K63 ポリユビキチン鎖はシグナル伝達や DNA 修

復などタンパク質分解以外の役割を担うことが知られる(1)。 

 これまでに見出されたユビキチン間の結合は、ユビキチン内の Lys 残基を介するイソペプチド結

合性であったが、我々は、ユビキチンの N 末端 Met1 を介してペプチド結合で連結される新規「直鎖

状ポリユビキチン鎖」を生成するユビキチンリガーゼ複合体（LUBAC: linear ubiquitin chain 

assembly complex）を発見し、LUBAC が NF-κB(nuclear factor-κB)制御に必須であることを明ら

かにした(2-5)。NF-κB は炎症応答や免疫制御、抗アポトーシスにおいて中心的な役割を果たす転

写因子で、通常は阻害タンパク質(IκB: inhibitor of κB)が結合することでサイトゾルに係留さ

れている。しかし、細胞が NF-κB 活性化刺激を受け IκB が分解されると核内へ移行し、標的遺伝

子の制御エレメントへ結合して 500 種以上の遺伝子転写を亢進する(6)。このため、NF-κB シグナ

ル経路の不全は、多くのがん、炎症性疾患、自己免疫疾患、生活習慣病、神経変性疾患の発症要因

となる(7)。LUBAC による直鎖状ユビキチン鎖生成は、NF-κB 経路の中枢的酵素である IκB キナー

ゼ(IKK)の活性化を導き、NF-κB 活性調節に極めて重要な意義をもつ(2-5)。 

 このように直鎖状ユビキチン鎖は NF-κB シグナル経路の重要な制御因子として機能すると考え

られるので、本研究で我々は新規直鎖状ユビキチン結合因子の探索を行った。その結果、脱ユビキ

チン化酵素(A20)の 7 番目の亜鉛フィンガー領域(ZF7)が特異的に直鎖状ユビキチンに結合すること

を見出した。さらに、A20 の直鎖状ユビキチン結合能喪失が B 細胞リンパ腫発症に関わることを明

らかにした(8)。 

 

２． 方法 

細胞培養、ルシフェラーゼアッセイ--- HEK293T 細胞，A20+/+および A20-/-マウス胎児由来線維芽

細胞(MEF)は 10%牛胎児血清とペニシリン/ストレプトマイシンを添加した DMEM中で 5% CO2下で培養

した。NF-κB 転写活性は pGL4-NFκB-Luc と pGL4-Renila-Luc/TK(プロメガ社)とともに解析用プラ

スミドを共発現し、24 時間後に細胞を溶解後、Bright-Glo ルシフェラーゼアッセイシステムを用い

て測定した。 

結晶構造解析--- 大腸菌にて発現したA20 ZF7と直鎖状ユビキチンをハンギングドロップ法にて結

晶化し、SPring-8(兵庫)または PF-AR(筑波)にて解析した。構造決定は MOLREP を用いた分子置換法

にて行った。 

TNF 受容体複合体解析--- 細胞を FLAG-TNFαで刺激した後、20 mM Tris-HCl、 pH 7.4、150 mM NaCl、 

0.2% NP-40、10% グリセロール、プロテアーゼ阻害剤カクテルにて溶解し、FLAG-M2 抗体ビーズを

用いて免疫沈降した。サンプルは SDS-PAGE 後、ウエスタンブロットを行った。 

GST プルダウン--- GST（グルタチオン S-トランスフェラーゼ）を融合した A20 ZF は大腸菌で発現

し、グルタチオンセファロースを用いて精製した。 GST 融合タンパク質のユビキチン結合性は、50 

mM Tris-HCl、pH 7.5、150 mM NaCl、1 mM DTT、0.1% NP-40、250 mg/ml ウシ血清アルブミン中で



タンパク質を混合したのち、グルタチオンビーズによ

って沈降させ解析した。 

 

３． 結果と考察 

 我々は LUBAC 活性を抑制する脱ユビキチン化酵素を

スクリーニングする過程で、A20 は脱ユビキチン化酵

素活性非依存的に LUBACによる NF-κB活性化を強く抑

制することを見出した。A20 は脱ユビキチン化酵素活

性を担う OTUドメインと 7つの ZF領域からなる（図 1）。

そこで、LUBAC 活性抑制に重要なドメインを解析した

ところ、7 番目の ZF 領域(ZF7)が必須であることを見

出した。さらに、A20 ZF7 生理機能解析を行い、この

領域が直鎖状ユビキチンに強固に結合する(Kd = 

9 µM)が K48 や K63 ユビキチン鎖やユビキチン単

量体には結合しないことを明らかにした。これ

は A20 が ZF7 を介して直鎖状ユビキチンに特異

的に結合することを示す。そこで、さらに A20 ZF7

の直鎖状ユビキチン結合を詳細に明らかにする

ために、共結晶構造解析を行った（図 1）(8)。

その結果、A20 ZF7 は遠位ユビキチンの Ile44 疎

水性ポケットと近位ユビキチンのα-ヘリック

ス領域に同時に結合することで直鎖状ユビキチ

ン鎖を認識し、Gly76-Met1 のユビキチン間連結

を直接識別しているのでないことが示された。

これまでに、直鎖状ユビキチン特異的結合ドメ

インとして NEMO の UBAN ドメイン(9)と HOIL-1L

の NZF ドメイン(10)が報告されているが、A20 

ZF7 はこれらの直鎖状ユビキチン特異的認識ド

メインとは近位ユビキチン認識機構が大きく異

なることが明らかになった（図 2）。興味深いことに、A20 ZF7 における直鎖状ユビキチン認識に重

要なアミノ酸は、A20 の七つの ZF ドメインのうち ZF7 にのみ存在し、進化的にはホヤ以上の動物の

A20 ZF7 には高度に保存されていた。従って、多機能性分子である A20 は、C 末端の ZF7 において直

鎖状ユビキチンと特異的に結合することで、重要な生理機能を担うことが示唆された。 

  

 近年、A20 の遺伝子変異が悪性リンパ腫の一種である B 細胞リンパ腫の主要な発症原因であるこ

とが明らかになり、A20 の遺伝子多型(SNPs)は全身性エリテマトーデス、関節リウマチ、乾癬、セ

リアック病、クローン病，

I 型糖尿病など自己免疫

疾患や炎症性疾患発症に

関わることが示されてい

る(11)。 B 細胞リンパ腫

は特徴的な多核細胞が現

れるホジキンリンパ腫と

それ以外の非ホジキンリ

ンパ腫に大別され、わが国

では非ホジキンリンパ腫

患者が多い。現在、B 細胞

リンパ腫患者には、CD20

に対する分子標的薬と化

学薬剤のカクテル療法

（R-CHOP 療法）が行われ

ているが、予後不良の場合

も多い(12)。これまでに、

B 細胞リンパ腫を引き起
 



こす多数の A20 遺伝子のノンセンス変異やミスセンス変異が同定されており、ZF7 の欠損やアミノ

酸変異ががん発症に関与することが示唆されている(13)。そこで我々は，非ホジキンリンパ腫を引

き起こす A20 ZF7内の Asn772→Lys(N772K)変異と Glu781→Asp(E781D)変異に着目して解析を進めた。

その結果、これらのアミノ酸変異によって ZF7 の直鎖状ユビキチン結合能が喪失すること、NF-κB

活性化刺激に伴う A20 の TNF 受容体への集積が減弱し、IKK や LUBAC など NF-κB 活性を正に調節す

る因子の受容体からの解離が不全になることを明らかにした(8)。従って、A20 の直鎖状ユビキチン

の結合能の欠損は、 NF-κB の持続的活性化を引き起こすことで B 細胞リンパ腫を発症させると示

唆された（図３）。今後、直鎖状ユビキチン鎖を標的にすることで NF-κB 活性を阻害し、B 細胞リ

ンパ腫の進行を抑制する新たな薬剤の探索が必要と考える。 
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