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Abstract 

 Ubiquitin ligase (E3) is the most important factor selecting target proteins for 

ubiquitination and determining the poly-ubiquitin chain type on the target 

proteins. The previous studies led to the hypothesis that large conformational 

rearrangement via the flexible hinge loop connecting the C-lobe and N-lobe of the 

HECT domain is essential for ubiquitin transfer by the HECT-type E3s. We here 

provide the first direct demonstration of the dynamic movement of the C-lobe 

around the N-lobe of the HECT domain in real time using high-speed atomic force 

microscopy (HS-AFM). The conformational state of the mutated HECT domain in 

which the flexibility of the hinge loop is restricted by the substitution of GSRN to 

PPPP was also revealed. Furthermore, in vitro Ubiquitination assay revealed 

that Ub2 was formed in both Wild type and mutant, and the flexibility of Hinge 

loop of HECT domain greatly contributed to Ub2 formation efficiency. The validity 

of the Ub2 chain type specificity using the Ub mutants also demonstrated the 

importance of the N terminal region of the full length E6AP due to the Ub2 chain 

type specificity. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



背景・研究目的 

ユビキチン（Ub）は、76 アミノ酸からなる真核生物において高度に保存されたタンパク質で

あり、タンパク質の重要な翻訳後修飾の 1つであるユビキチン化(Ub化)に用いられている。標的

タンパク質の Ub 化は、Ub 活性化酵素（E1）、Ub 結合酵素（E2）、および Ub リガーゼ（E3）

を含む一連の酵素カスケードが、標的タンパク質上の Lysの ε-アミノ基とUbの C末端 Gly残基

のカルボキシ基間のイソペプチド結合を形成させることで達成される。 

さらに、これらの酵素反応系は、標的タンパク質上に様々な構造のポリ Ub 鎖を形成させる。

形成されるポリUb鎖の構造の違いは、Ub間のイソペプチド結合にUb内の 7つのLys残基(K6、

K11、K27、K29、K33、K48、K63）または Ubの N末端Met残基(M1)のいずれかが使用され

ることで生じる。形成された様々な Ub 鎖は、それぞれ異なる細胞内プロセスに関連しているこ

とが明らかになっている。例えば、K48-ポリUb鎖は基質をプロテアソームによるタンパク質分

解に導き、K63-ポリ Ub 鎖は DNA 修復およびシグナル伝達に関与し、さらに直鎖状ポリ Ub 鎖

(M1鎖)は NF-κB活性に関与している。 

E3は、標的基質タンパク質を選択し、基質上に形成する Ub鎖型を決定する最も重要な因子で

ある。E3 は Ub 化修飾機構の違いによって、HECT 型 E3 と RING型 E3に大きく分類される。

RING型 E3は、E2から基質タンパク質に直接的に Ubを付加するための足場として機能してい

る。一方、HECT 型 E3は標的タンパク質に Ubを転移させる前に、Ubの C 末端 Gly 残基のカ

ルボキシ基と HECT型 E3内の触媒性 Cys残基との間にチオエステル結合を形成する。 

HECT 型 E3 は、N 末端に基質認識部位を有し、C 末端に HECT ドメインを有している。N

末端領域は多様であり、その N末端ドメインの構造に基づいて 3つのグループに分類されている

[WW ドメインを含む Nedd4 ファミリー、RDL(RCC1 様 domain)を含む HERC(HECT and 

RCC1-like domain)ファミリー、その他の HECT型 E3]。また、C末端のHECT(homologous of 

E6AP carboxyl-terminus)ドメインは、Ubとチオエステル結合する触媒性 Cys残基を含む約 350

アミノ酸からなるドメインとして定義され、すべてのHECT型 E3に高度に保存されている。「他

の」HECT型 E3の一つである E6AP(E6-associated protein)は、発癌性ヒトパピローマウイ

ルス(HPV16/18)に由来する E6タンパク質と相互作用して、がん抑制因子 p53をUb化し、プロ

テアソーム分解系へと導く。また、E6AP の機能不全は神経変性疾患であるアンジェルマン症候

群に関与することが知られている。 

 HECT ドメインは、E2 結合部位を含む N-lobe と Ub とチオエステル結合を形成する触媒性

Cys 残基を含む C-lobe からなり、これらの 2 つの lobe は柔軟なヒンジループによって連結され

ている。現在、構造生物学的解析から E2からHECTドメインへの Ub転移機構を理解すること



に関連した 2つの知見が報告されている。1つ目は、3つの HECTドメインの結晶構造を比較す

ると、E2 の触媒性 Cys 残基と HECT ドメインの触媒性 Cys 間の距離が、それぞれ E6AP(L 字

型)は約 4.1 nm、WWP1(逆 T字型)は約 1.6 nm、Nedd4(触媒構造)は 0.8 nm以内であり、E2か

ら Ub を受け取れるように C-lobe が接近している。2 つ目は、N-lobe と C-lobe を連結している

ヒンジループに、柔軟性を制限するような変異を導入すると、標的タンパク質への Ub 転移が消

失する。これらの結果から、HECT型 E3によるUb転移には、2つの lobeを連結する柔軟性ヒ

ンジループを介した大きな構造的再配置が必須であるという仮説が導かれている。したがって、

HECT型 E3の動態に関する詳細な結果は、それらの機能メカニズムのより詳細な理解を得るた

めに必要である。しかし、HECT型 E3の構造変化のダイナミクスは未だに解明されておらず、

N-lobe周辺の C-lobeの大きな動きの直接的な証拠はない。 

そこで本研究では、HECT型 E3の動的な分子メカニズムを明らかにするために、高速原子間

力顕微鏡（HS-AFM）を用いた。HS-AFM は、高い空間的および時間的分解能を持ち、タンパ

ク質の分子形状およびその動的挙動をリアルタイムで同時に観察することができる。また、観察

試料として、E6AP の HECT ドメインを選択した。E6AP は、最も一般的な HECT 型 E3 であ

るとともに、これまでに E6AP に関する多くの生物学的情報が報告されていることから、AFM

観察の結果を考察するのに役立つと考えた。さらに、GSRNの PPPPへの置換したヒンジループ

柔軟性阻害体(E6APHECT_PPPP)を作製して、HECTドメインの動態及び Ub化活性を比較した。こ

れらから、HECT 型 E3 のヒンジループ領域が、タンパク質動態と Ub 化活性に与える影響を明

らかにするのを試みた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



E6APHECTの高速 AFM観察と C-lobeの動態の解析 

これまでの構造生物学的解析から、HECT型 E3による Ub転移には、Hinge loopの柔軟性よ

る大きな構造的再配置が必要であるという仮説が導かれている。Ub化におけるHECTドメイン

の動的な分子メカニズムを明らかにするために、HS-AFMを用いて野生型 E6APの HECTドメ

イン（E6APHECT_Wt）と野生型の GSRN 配列を PPPP で置換したヒンジループ柔軟性阻害変異

体（E6APHECT_PPPP）の構造およびダイナミクスを観察し、ヒンジループのHECTドメインの動

態に与える影響を評価することを試みた。 

基板上に固定された E6APHECT_Wtの配向を揃えるために、E6APHECT の N 末端側の His タグ

と mica上の Ni との相互作用を利用した。HS-AFM 観察の結果、E6APHECTの構造と C-lobeの

Nローブへの動的な動きをリアルタイムで視覚化できた。C-lobeは結晶構造解析から推測されて

いる動きと同様に、N-lobeの周囲を動いていた。 

ここでは、E6APHECT_Wt と E6APHECT_PPPPの AFM画像解析と結晶構造に基づいた AFMシミ

ュレーション解析によって、HECT ドメインの C-lobe が、E2 および Ub の非存在下で N-lobe

の E2 結合部位に近い位置に位置して触媒状態の構造をとり、柔軟性ヒンジループの阻害は

C-lobe の動きを制限することを示した。さらに、E6APHECT_Wtの C-lobe の移動距離の解析から

HECTドメインの C-lobeの移動距離が、Ub転移に必要な距離を十分に満たすことも示した。 

HECT型 E3による基質の Ub化は、E2－HECTドメイン間と HECTドメイン－基質間の 2

段階で行われる。結晶構造解析から HECTドメインは、E2～Ubから Ubを受け取る際に、C-lobe

が大きく移動することが予測されている。また、HECTドメインはUbを受け取った後に、標的

タンパク質上のリジン残基の ε-アミノ基にUbのカルボキシ基が近接できるようにC-lobeを移動

させることが示されている。よって、HECTドメインの C-lobeは E2に接近しUbを受け取った

後に、E2結合領域の方向から基質方向へUbが付加されたC-lobeを移動させなければならない。

HS-AFM 観察で、Ubが付加された C-lobeの大きな動きを確認できれば、E6APHECT_Wt と

E6APHECT_PPPPの HS-AFM観察結果と合わせて、HECTドメインのUb化におけるヒンジルー

プの役割をさらに考察できると考えた。そこで、Ub化された HECTドメインを調製・分離する

ことにした。 

 まず、通常のUb化反応溶液からNi-NTAクロマトグラフィーを利用してHECT～Ubを単離

することを試みた。Ni-NTAクロマトグラフィーによる分離の結果、E6APHECT～UbをUb化反

応溶液中から単離することができた。しかし、分離したHis-E6APHECT～UbのHS-AFM観察で、

N-lobe と C-lobe を識別できる分子は確認できたが、Ub が付加された C-lobe をもつ分子を確認

できなかった。E6APHECTと Ub 間の高エネルギーチオエステル結合は反応性が高いことから、



HS-AFM 観察中に Ub がすばやく解離しているのではないかと考えた。よって、単離した

E6APHECT～Ubの安定性を検証した。安定性の検証の結果、観察温度での長時間のインキュベー

ションおよび、保存時の凍結融解によって単離した E6APHECT～Ub が減少していることを確認

した。 

これらの結果から、E6APHECT～Ub では、Ub 解離の可能性を完全に排除できないため、

E6APHECT＝Ub 複合体を作製することを試みた。HECT＝Ub 複合体は、Ub の C 末端グリジン

残基をシステイン(Cys)に置換した Ub(G76C)と HECTドメイン触媒 Cys間をジスルフィド結合

で不可逆的に架橋させた複合体で、HECT ドメインと Ub がチオエステル結合で結合している

HECT～Ub 複合体よりも安定性が高い。また、先行研究においても、Nedd4HECT＝Ub (HECT

ドメイン＝Ub架橋複合体)が作製され、結晶構造解析に使用されている。 

 しかし、E6APHECTと Ub(G76C)間の架橋反応で、E6APHECT＝Ub は形成されたが、形成効率

が低いためゲル濾過クロマトグラフィーを用いた方法での単離は困難であった。よって、

E6APHECT＝Ubを分離するために、さらなる条件検討が必要である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



E6APHECTのヒンジループの Ub化活性への影響の検証 

HECTドメインのヒンジループの柔軟性の阻害は、HECT型 E3による基質のUb化反応を阻

害することが明らかにされている。しかし、HECT ドメインを介した E2 から基質への Ub 転移

の分子詳細は未だ明らかになっていない。第 2章の E6APHECTのHS-AFM観察で、E6APHECT_Wt

の構造およびダイナミクスと E6APHECT_PPPPの構造を観察して比較したところ、ヒンジループの

柔軟性の阻害によって、E6APHECT C-lobeがN-lobe上のE2結合部位領域に近くに位置していた。

このことから、HECTドメインのヒンジループの柔軟性が阻害されても、E2から HECTドメイ

ン上の触媒 Cys 残基へ Ub を転移できるのではないかと予測した。それを検証するために、

E6APHECT_Wtと E6APHECT_PPPPのUb化活性を比較することにした。 

本章では、最初に、Ub 化反応に必要な E3 HECT ドメインの他に、Ub 化酵素[UBE1(E1)、

UbcH7(E2)]、各種 Ub [UbWt, Ubk-less、His-Ubk-less,UbK48R]を大腸菌発現系で発現させ、様々な

カラムを用いて精製した。次に、精製した各種タンパク質を用いて Ub 化反応を行って、

His-E6APHECT_Wtと His-E6APHECT_PPPPのUb化活性を比較した。また、E6APHECTのN末端へ

の His タグの導入で、Ub 化活性に影響を与えないかも調べた。その結果、His-E6APHECT_Wtと

His-E6APHECT_PPPPの両方で、E2～UbからUbが転移し、E6APHECT～Ubを形成した。さらに、

このUb化反応でUb2も形成され、His-E6APHECT_Wtよりも His-E6APHECT_PPPPの方がUb2の形

成効率が高いことを明らかにした。また、Hisタグの有無によってUb2の形成に影響しないこと

も確認した。 

現在、Ub2の生理学的機能として、直鎖状ポリ Ub 鎖を形成する LUBAC の中心的な触媒因子

であるHOIPの活性に影響を与えることが報告されているが、Ub2の生理学的機能の多くは未だ

明らかになっていない。E6APHECTよって形成された Ub2の形成メカニズムや鎖型特異性の詳細

を明らかにすることは、Ub翻訳後修飾系の理解をより深めるためにも有用である。先行研究で、

Wangらが Ub2の形成機構として、3つのメカニズムが提案し、生化学的解析から E2 / E3ヘテ

ロ二量体モデルが最も有望な機構であると示唆している。しかし、Wangらが使用した HECT型

E3はWWP1であり、HECTドメイン上流のN末端領域が E6APとは異なるとともに、ポリUb

鎖形成メカニズムも異なると示唆されている。よって、最初に E6APHECT_ PPPP によるUb2の形

成メカニズムを明らかにすることを試みた。 

Ub2形成に影響を及ぼす因子を明らかにするために、E2濃度と His-E6APHECT_ PPPP濃度 を変

えてUb化反応を行った。Ub2形成効率は、各 E2濃度において大きな違いがみられなかったが、

E3 HECTドメイン濃度に強く依存して増加した。以上のことから、Ub2の形成には HECTドメ

インが大きく関与している可能性が示唆された。 



しかし、本研究の Ub化反応系では、E2~Ubの再生が常に行われている。そのため、単離した

E2~Ub を用いて、Ub 化反応を行った。単離した E2～Ub を HECT ドメインと等量で反応させ

ることで、E2 への Ub の再充填を防ぐことができるほか、E2～Ub のすべての Ub が HECT 上

の触媒 Cysに転移することによって、HECT～Ubのみの状況を作り出せると考えた。Ub化反応

の結果、ほとんどの E2～Ub が消失して、HECT～Ub のみになったときから、Ub2形成の大き

な増加が見られた。このことから、Ub2は HECT~Ubの分子間相互作用によって形成されること

を示唆した。次に、Ub2 の鎖型特異性を明らかにすることを試みた。ポリ Ub 鎖は、Ub 内の 7

つのリジン残基またはN末端メチオニン残基(M1)を介した結合によって形成される。そこで、本

研究ではまず、8種類のUb変異体(UbK-less K6R, K11R, K27R, K29R, K33R, K48R, K63R)を用

いて Ub 化反応を行った。この Ub 化反応の結果、どの Ub 変異体を用いても E6APHECTによっ

て、Ub2が形成された。また、Ub の N 末端に His タグを導入することで、M1 を介した結合が

阻害されていることが報告されている。そこで、N末端M1を介した結合を検証するために、His- 

UbK-lessを用いて Ub 化反応を行った。Ub 化反応の結果、E6APHECTは His-UbK-less でも Ub2を

形成する能力を示した。しかし、Ub 変異体の鎖形成結果のみを用いて Ub2の結合部位を調べる

ことが困難であった。そこで、質量分析法で Ub 間の結合部位を同定することを試みた。質量分

析の結果、トリプシンペプチドの質量スペクトル分析は、野生型および変異型Ub2鎖が、Lysま

たはMetのアミノ残基を用いて結合されていないことを示唆したが、一致スコアは十分に高くは

なかった(データ図示は示していない)。 

最後に、HECT 型 E3 リガーゼが、基質タンパク質上に特異的な Ub 鎖を形成するほか、基質

タンパク質の非存在下で鎖型特異性を有する遊離Ub鎖 (主にUb2)を形成することも知られてい

る。HECT 型 E3 の WWP1 は、Nedd4 ファミリーに分類され、基質タンパク質上に K63-ポリ

Ub 鎖を形成する。さらに、Ub2アッセイにおいて、HECT ドメイン領域のみでも Ub2の形成で

鎖型特異性維持している。K48-ポリUb鎖を基質上に形成するE6APのHECTドメインは、K48R 

Ub2を形成し、鎖型特異性が見られなかった。E6APは Nedd4ファミリーとは異なるポリ Ub 鎖

形成のモデルが予測されている。そのため、Ub2形成においてもNedd4ファミリーとは異なる結

果をもたらしたと予測した。全長 E6APにおいても Ub2を形成し、鎖型特異性が維持されるかを

検証した。Ub 化反応の結果、E6APHECTの Ub2鎖形成速度が全長 E6AP のものよりわずかに速

かった。次に、E6AP の Ub2鎖型特異性を調べるために、UbK48Rを用いて Ub2解析を行った。

全長 E6APとUbK48Rを用いた Ub2アッセイで、E6APHECTとは対照的に、UbK48RのUb2を合成

しなかった。このことから、HECTドメインの C末端領域が Ub鎖型特異性を決定するために重

要であることが示されているが、本研究では E6APHECTドメインの上流のN末端領域も鎖型特異

性の決定に関与していることを示した。 



総括 

本研究では、これまでに結晶構造解析から予測されている HECTドメインの N-lobeの周りの

C-lobeの動態をリアルタイムで初めて直接実証した。HECTドメインの C-lobeの動態の可視化

は、以前の構造生物学解析との比較を可能にする。 

まず、E2またはUbの非存在下での E6AP HECTドメインの構造が、E2から Ubをすばやく

受け取ることができる触媒立体配座状態をとる可能性があることを明らかにした。これは、

HS-AFMによって観察された E6APHECT_PPPPの構造が、触媒立体配座状態に類似していること

と、Ubを触媒性 Cys残基に保持する能力を有するという結果から導かれる。 さらに、

E6APHECT_Wtの HS-AFM観察は、C-lobeが 4nm以上移動する能力を持つとともに、C-lobeが

動いているHECTドメインの構造状態が主にL字型および逆T字型をとることも明らかにした。

SMURF2結晶構造の立体配座状態において、E2と Cローブとの間の触媒性 Cys残基の距離は、

依然として Ubを転移させるには遠すぎる。HECTドメインは HECT型 E3で高く保存されてい

るため、E6APの C-lobeの動きを他の HECT型 E3の HECTドメインの動きに対応させること

ができる。今回、観察された E6APの C-lobeの移動の最大距離はほぼ 6nmだった。よって、

SMURF2上の C-lobeはこの大きな距離を移動できると予測される。 

現在、Ub2の生理学的機能として、直鎖状ポリUb鎖を形成する LUBACの中心的な触媒因子

であるHOIPの活性に影響を与えることが報告されているが、Ub2の生理学的機能の多くは未だ

明らかになっていない。したがって、E2からE3へのUb転移機構の包括的な理解を得るために、

Ub2鎖の形成機構を調べることは有用である。ヒンジループ柔軟性阻害変異体のHECTドメイン

(E6APHECT_PPPP)のUb2合成活性は、野生型 HECTドメイン(E6APHECT_Wt)のものよりもはるか

に高かった。HS-AFM観察とUb化反応の結果から、Ubおよび E2の非存在下でHECTドメイ

ンは触媒立体構造をとっている可能性が高い。そのため、E6APHECT_PPPPおよび E6APHECT_Wt

の双方において、E2から転移してきたUbと HECTドメイン間のチオエステル結合形成の効率

に有意差がないことが予測される。しかし、E6APHECT_PPPPの方が E6APHECT_Wtよりも形成効率

が高かった。Ub2はHECTドメイン間で形成されている。よって、ヒンジループの柔軟性の制限

が C-lobeの動きを低下させるとともに、HECTドメイン間の相互作用に影響を与えているかも

しれない。HECT型 E3の１つである KIAA 10の Ub2およびより長いポリ Ub鎖の形成効率は、

E6AP HECTドメインの形成効率よりもはるかに高いことが知られている。 KIAA 10の C-lobe

のダイナミクスを直接視覚化することにより、遊離ポリ Ub鎖とヒンジループの形成の関係をよ

り詳細に理解できることが期待される。したがって、HECTドメインのヒンジループの柔軟性と

Ub2鎖形成効率との関連は、今後のさらに研究する必要がある。 



HECT型 E3が、基質タンパク質上に特異的なUb鎖を形成するとともに、基質タンパク質の

非存在下で鎖型特異性を有する遊離 Ub鎖 (主にUb2)を形成することが知られている。Ub鎖型

特異性の決定には、HECTドメインの C末端領域が大きく関与していることが示されているが、

本研究の全長 E6APとHECTドメインのUb2形成と鎖型特異性の検証から、E6APHECTドメイ

ンの上流の N末端領域も鎖型特異性の決定に関与していることが新たに示された。 

まとめると、本研究ではHECTドメイン上のヒンジループの柔軟性が、Ub転移反応における

C-lobeの移動を可能にしているとともに、Ub2鎖の形成にも大きな影響を及ぼすことを示した。

また、全長 E6APの HECTドメイン上流のN末端領域も Ubの鎖型特異性に関与することを示

した。しかし、Ub化におけるUb化酵素の動態の詳細の多くは明らかになっていない。今後、

HECT型 E3の HS-AFM観察を更に行って、動的な Ub化機構の詳細を明らかにすることを期待

する。 

 

 

 

 

 

 

 




