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１．生体内における様々な標識としてのユビキチン
　ユビキチン（ubiquitin）は 76残基よりなる小さな蛋白
質で，名前が示すとおり，酵母から哺乳類にいたる，あ
らゆる真核生物のあらゆる生体組織に遍在している。ユ
ビキチンは自身のカルボキシル末端（COOH）が，標的蛋
白質のリジン残基にイソペプチド結合することで標的蛋
白質を修飾する。同時に，ユビキチン間でも共有結合を
繰り返して，ユビキチンが数多く繋がったポリユビキチン
鎖を形成する（ポリユビキチン化 , polyubiquitination）。ユ
ビキチンの 48番目の残基であるリジンを介したポリユビ
キチン化はプロテアソームが関わる分解標識として知ら
れ，このようなポリユビキチンが付加した蛋白質は，プロ
テアソームに送られ分解される。これ以外にもユビキチン
は様々な生体標識として使われ，たとえば 63番目のリジ
ンを介したポリユビキチン化は DNA修復やシグナル伝達
に関わっていることが知られている。また最近，ポリユ
ビキチンではなく，ユビキチン 1分子の付加（モノユビ
キチン化 , monoubiquitination），あるいは標的分子の複数
の部位のモノユビキチン化（マルチ‐モノユビキチン化 , 

multi-monoubiquitination）がエンドサイトーシス過程の細
胞内輸送に関わることが知られてきた [1]。

２．エンドサイトーシス過程におけるモノユビキチン化蛋
白質の選別
　エンドサイトーシス過程において，栄養物受容体は一
度細胞内に取り込まれたあと細胞膜表面に再び戻されリサ
イクルされるが，成長因子受容体は細胞内に取り込まれる
とリソソームに送られ分解される。この過程では，成長因
子受容体は (マルチ‐)モノユビキチン化しており，これ
が選別の標識となっている (Fig. 1)[2]。モノユビキチン化
蛋白質は，Hrs（Hepatocyte growth factor – regulated tyrosine 

kinase substrate）などからなる選別複合体によって取り込
まれた後，ESCRT I，ESCRT II，ESCRT IIIといった蛋白
質複合体の作用によりMVB (multivesicular body) に送られ，
最終的にはリソソームに送られる (Fig. 1)。
　この選別過程で最も重要な役割を果たしている蛋白質の
一つが Hrsである。Hrsは UIM（Ubiquitin interacting motif）
と呼ばれる 20残基ほどの領域をもち，この領域がユビキ

チンと相互作用することがモノユビキチン化蛋白質の正常
な選別に必要であることが知られている [3]。Hrs-UIMと
ユビキチンとの相互作用は一連の選別過程の最初の段階
にあたり，この相互作用機構を明らかすることがモノユビ
キチン化蛋白質の選別機構の理解のために重要である。高
エネルギー加速研究機構・構造生物学研究センターの若槻
壮市教授のグループは，ノルウェーラジウム病院研究所の
Harald Stenmark教授のグループとの共同研究で，Hrs-UIM

とユビキチンの複合体の結晶構造解析に成功した [4]。本
稿では，引用文献 [4]では述べられることの無かった結晶
が得られるまでの経緯などを紹介し，Hrs-UIMとユビキチ
ンのユニークな相互作用形式について紹介する。

３．Hrs-UIM/ ユビキチン複合体の結晶化
　 結 晶 化 サ ン プ ル と し て， 市 販 の ユ ビ キ チ ン
（Sigma-Aldrich社，純度 90％以上）と Hrs-UIMの合成
ペプチド（Hrsのアミノ酸配列で 257-277残基に相当：
LQEEEELQLALALSQSEAEEK，東レリサーチセンター社，
純度 95％以上）を更なる精製を行なうことなしに用いた。
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Figure 1  
Degradative protein sorting on early endosome. Monoubiquitinated 
growth-factor receptors are internalized and sent to early endosome 
by endocytosis. A sorting complex, which consists of Hrs, STAM and 
Eps15, recognizes the ubiquitin and sorts the ubiquitinated receptors. 
The sorted receptors are sent to lysosome through multivesicular body, 
and then degraded. 
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Hrs-UIMとユビキチンの複合体の結晶化の検索は，ハンギ
ングドロップ蒸気拡散法で行った。蛋白質溶液（Hrs-UIM 

7.1 mM, ユビキチン 2.3 mM）と市販の結晶化キットの沈
殿剤を混合しドロップを作成した後，結晶化プレートを
20℃で静置し観察を続けた。結晶が現れるのには時間が
かかり，混合から 5ヶ月後に，Fig. 2 (left panel) のような
蛋白質の結晶を発見した。この条件を元に結晶化条件の
最適化を行ったところ Fig. 2 (center panel) のような結晶を
得ることができ，結晶構造解析を行うことが可能になっ

た。この結晶化の沈殿剤濃度（58% PEG600, 0.145M CHES 

pH9.5）は，検索時に用いた沈殿剤濃度（40% PEG 600, 

0.1 M CHES pH 9.5）よりも 45%も高く，長期間の静置に
より母液とドロップの蒸発が進んだことが，結晶を得る
原因になったと思われる。更に条件検討を重ね，最終的に
64％ PEG 400, 0.145 M CHES pH 9.5 の沈殿剤条件で Fig.2 

（right panel）のような，回折実験に十分な大きさの結晶を
得ることができるようになった。

４．回折データ収集と構造決定
　Ｘ線回折データの収集は高エネ研（KEK）放射光科学
研究施設 （PF）の BL-6A，AR-NW12Aを用いて行なった。
当初得られた Hrs-UIMとユビキチンの複合体結晶は Fig. 2 

(center panel) のように非常に薄いため歪みやすく，質のよ
い回折データを得ることは困難であった。しかし，結晶
化条件を検討し，最終的に Fig. 2 (right panel) のような比
較的厚い結晶が得られるようになり，これらの結晶から
良い回折データが得られる結晶を探した結果，最終的に
PF AR-NW12Aで分解能 1.7Å，R-merge 5.1％，completeness 

99.9%，mosaicity 0.478°と質のよい回折データを得ること

Figure 2  
Crystals of the complex of Hrs-UIM-Ubiquitin. Left panel: the first 
crystals were found in the plate which had been left for 5 months after 
mixing. Center panel: the crystal from which we could collect the first 
data set. Right panel: the crystal used for the final structural analysis. A 
black bar in the left panel indicates 0.1mm. 

Figure 3  
Structure of the Hrs-UIM–ubiquitin complex. (a,b) Overall structure of the complex between Hrs-UIM and two ubiquitin molecules. Green, ubiquitin 
molecule A; sky blue, molecule B; pink, UIM. Shown are side view (a) and top view (b). (c,d) Sites of interactions between Hrs-UIM and ubiquitin 
molecules A (c) and B (d). Residues involved in binding of ubiquitin molecules to Hrs-UIM are indicated. Coloring is as in (a) and (b). Red and blue 
indicate oxygen and nitrogen atoms, respectively.  

(a)

(c)

(b)

(d)
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６．変異体を用いた結合実験
　結晶中で確認された Hrs-UIMの二つの結合部位を確か
めるために，表面プラズモン共鳴を利用したバイオセンサ
ー（Biacore 2000, Biacore社）を用いた結合実験を行った。
Hrs-UIMの A266と A268は，ぞれぞれ，ユビキチン Aと
ユビキチン Bの相互作用面に埋もれている（Fig. 3c,d）。
これらのアラニン残基の周辺の空間が狭いことが結晶構
造解析により明らかあったので，それぞれのアラニン残
基をより大きな親水性の残基に置換することで，それぞれ
の結合部位の結合能力が失われることが期待された。そこ
で，それぞれのアラニンをグルタミンに置換した変異体と
（A266Qと A268Q），両方のアラニンをグルタミンに置換
した変異体（A266Q A268Q）を作成した。結合実験の結
果を Fig. 4に示す。野生型の Hrs-UIMのユビキチンに対し
てする解離定数（Kd）はおおよそ 190 µMと，これまで報告
されている Hrs-UIMの解離定数（230-300 µM）とほぼ同
じであった [3,7]。野生型と比べると両方のアラニンをグ
ルタミンに置換した変異体はユビキチンに対する結合が非
常に弱く，今回の実験では結合は確認されなかった。これ
に対して，2つのアラニンのうち 1つをグルタミンに置換
した変異体は，野生型よりも解離定数はやや大きいものの
（～ 500 µM）有意な結合が確認できた。また，これら変異
体の RUmax  （センサーチップ上の Hrs-UIMに結合しうるユ
ビキチンの最大の値）は野生型のほぼ半分程度であった。
A266Qや A268Qの変異体の RUmaxが野生型の半分である
ということは，これら変異体は野生型と比較して半分の数
のユビキチンしか結合することが出来ないことを示す。こ
れら結合実験の結果は，Hrs-UIMが 2つのユビキチン結合
部位を持つという結晶構造の結果を強く支持している。

Figure 4  
Surface plasmon resonance biosensor assay of the Hrs-UIM/
ubiquitin interaction. For each experiment, GST-fused Hrs-UIM was 
immobilized on an anti-GST antibody-coated surface, over which 
ubiquitin was injected as analyte at the indicated concentrations. Circles 
and curves in red, sky blue, green and black indicate wild type Hrs-UIM, 
A266Q, A268Q and A266Q A268Q mutants, respectively. Estimated 
binding affinities and saturated values of the response change are given. 
N.D.: Not detected. 

が出来た。
　ユビキチンの単体の結晶構造は，すでに明らかにされ
ており，ユビキチン （76残基） は Hrs-UIM （21残基）より
も十分大きいので，位相の決定はユビキチン（PDB entry 

1UBQ）をサーチモデルとした分子置換法で行い，非対称
単位中に 2分子のユビキチン分子を見出した。分子動力学
を利用した構造精密化を行い，電子密度を確認したところ，
ユビキチンに相当する電子密度以外に Hrs-UIM に相当す
る電子密度があることを確認した。そこで Hrs-UIM分子
の初期構造を，モデル構築プログラムを用いて作成し，そ
の後手動のモデルの修正，構造精密化を行うことで最終的
なモデルを得た。精密化後の結晶学的 R-work値は 19.7％ , 

R-freeは 22.7％であった。

５．Hrs-UIM とユビキチンの複合体構造
　結晶の非対称単位中には，2分子のユビキチンと 1分子
の Hrs-UIMが含まれていた。ユビキチンと Hrs-UIMの複
合体の全体構造を Fig. 3a, bに示す。Hrs-UIMは１本の α

ヘリックス構造をとっており，UIMを挟み込むように２
つのユビキチンが結合している。2つのユビキチン分子は，
UIMのαヘリックスを "擬似のらせん軸 "として関係付け
られている。すなわち，Fig. 3a, b中の緑色のユビキチン分
子（ユビキチン A）は UIMのヘリックスを軸として 208°

回転させ，2.8 Å平行移動させることで水色のユビキチン
分子に重ね合わせることができる。これまでにも Hrs以外
の UIMの幾つかで，ユビキチン（あるいはユビキチン様
ドメイン UbL）との複合体構造が報告されてきたが [5,6]，
それらの結合は 1対 1の結合であり，今回のような 1つの
UIMに対し 2つのユビキチンが結合している例は報告さ
れていなかった。
　Hrs-UIMとユビキチンの二つの結合面を Fig. 3c, dに示
す。ユビキチン A，ユビキチン Bともに 44番目のイソロ
イシン（I44）70番目のバリン（V70），8番目のロイシン（L8）
を中心とした "I44 surface"と呼ばれる疎水性領域を用いて
Hrs-UIMと結合しており，これまで報告されている UIM

に対するユビキチンの結合面と同じであった [5,6]。また，
結合面のみならず結合様式についても，これまで報告され
ているもユビキチンのものとほぼ同じであった。ユビキチ
ン A, Bともに，ユビキチンの I44 surfaceは，Hrs-UIMの
アラニン残基（ユビキチン Aとは A266，ユビキチン Bと
は A268）及びロイシン残基（L265, L267, L269）などで形
成される疎水性領域と相互作用していた。また両方のユビ
キチンの 47番目のグリシン残基の（G47）主鎖の NH基
は，Hrs-UIMのセリン残基（ユビキチン Aとは S270，ユ
ビキチン Bとは S272）の側鎖と水素結合しており，ユビ
キチンの 42番目のアルギニン残基（R42）の側鎖は UIM

のグルタミン酸残基（ユビキチン Aとは E259，ユビキチ
ン Bとは E261）の側鎖と静電的相互作用していた。また，
Hrs-UIMの残基のうち L265, L267, L269, Q271, E273らの
残基は両方のユビキチン分子と相互作用していた。
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7. ２つのユビキチン結合部位を生み出す Hrs-UIM の繰り
返し配列
　このような 2つのユビキチン結合部位を持つためには，
Hrs-UIMの特徴的なアミノ酸配列が重要な役割を果たして
いるのではないかと考えた。Hrs-UIMの配列とユビキチン
との結合に関わる残基を Fig. 5に示す。この図の上段の緑
色で示した部分は 1つ目のユビキチン認識に関わる領域で
あり，下段の水色で示した部分が 2つ目のユビキチン認識
に関わる領域である。結合に重要な残基を網付きで表した。
水色の配列は，緑色の配列から 2残基分後ろの位置にある。
アミノ酸間の類似性を考慮に入れて青色と緑色の配列を
比べると，これら 2つの配列がほぼ同じであることがわか
る。αヘリックス上において，残基 2つのずれは，200°の
回転と 3.0 Åの平行移動に相当する。この値は先に述べた
ユビキチン Aと Bが UIMヘリックスに対して 208°の回
転と 2.8 Åの平行移動で関係付けられることと良く対応す
る。つまり，Hrs-UIMの配列上では，2残基ずれた位置関
係で 2つの結合モチーフがあるために，ヘリックスを挟ん
で 2つ結合部位ができ，これにより Hrs-UIMが 2つのユ
ビキチン分子を結合することを可能にしている。Hrs-UIM

のような繰り返し配列は，すべての UIMについて当ては
まるわけではない。これまで提唱されてきた通常の UIM

のモチーフは e-e-x-x-φ-x-x-A-φ-x-e/φ-S-z-x-e (e 負電荷を持
つ残基 , φ 疎水性残基，z かさ高い疎水性残基あるいは極
性残基，x 任意の残基 )であり [5]，Fig. 5の緑色に相当
するモチーフは持つが [5,8]，水色に相当する 2つ目のモ
チーフを持たない。このような通常の UIMを片面結合型
UIMと呼ぶとすれば Hrs-UIMのような配列をもつ UIMは
両面結合型 UIMといえる。構造解析の結果などを元に，
我々は UIMの新しいサブクラスとして両面結合型 UIM 

（double-sided UIM）を提唱し，そのモチーフ：e-x-e-x-φ-x-

φ-A-φ-A-z-S-z-S/A-eを提案した。

８．なぜHrs-UIMは 2つのユビキチン結合部位を持つのか
　本研究で見出した Hrs-UIMの 2つのユビキチン結合部
位が，実際にモノユビキチン化蛋白質の効率的な選別に
必要であることは in vivoの実験で確かめられた [4]。しか
し，Hrs-UIMの 2つのユビキチン結合部位が生体内でど
のように使われているのかについては，まだ明らかにさ

れていない。ただし，UIMとユビキチンの相互作用は他
のユビキチン結合ドメインと同様に解離定数で数百 µMと
非常に弱いため，1:1の結合だけでは Hrsによる選別が効
率よく行なうには不十分であろうことが指摘されている
[2]。また Hrs-UIMが認識する対象蛋白質はマルチ -モノ
ユビキチン化されて多くのユビキチンを持つことから [2]，
Hrs-UIMが同時に 2つのユビキチンと相互作用することに
より（Fig. 6），対象分子との相互作用を増して選別を行い
やすくしているのではと考えられる。
　効率的に蛋白質を選別するためには，選別を担う蛋白質
は効率的に対象蛋白質と結合する必要があると同時に，次
の選別過程に送るため選別対象蛋白質と効率的に解離しな
ければならない。Hrsなどのユビキチン化蛋白質選別蛋白
質は，弱い結合部位を複数持つことで強い結合を獲得し，
条件に応じて弱い結合と強い結合を使い分けているのでは
ないかと考えている。最近，ユビキチン結合蛋白質（ユビ
キチン結合ドメイン）が複数のユビキチン認識部位を持つ
という報告が相次ぎ，注目を集めている [10,11,12]。これ
ら複数のユビキチン認識部位の生物学的意味について今後
の研究の進展が期待される。
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