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研究成果の概要：様々な生体反応において重要な役割を担うユビキチン・プロテアソーム系に

おいて最も重要な分子ユビキチンリガーゼ。その中で最も良く研究されている SCF型ユビキチ

ンリガーゼの基質認識ユニットの F-box タンパク質の標的分子探索を行う系を確立した。この

系を用いて糖鎖を認識する F-boxタンパク質 Fbsファミリーに属する Fbxo44の基質を同定し、

その機能を明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 

 ユビキチン・プロテアソーム系による選択

的タンパク質分解は、様々な生体反応におい

て重要な役割を担っている。この系において、

最も重要な分子は分解を受けるべく標的タ

ンパク質を見分け、それにタイミング良くユ

ビキチンを連結させる酵素‘ユビキチンリガ

ーゼ’であり膨大な数存在することが知られ

ている。その中で最も良く研究されているフ

ァミリーのひとつが Skp1,Cullin1, F-boxタ

ンパク質，Rbx1の４量体から構成される SCF

型リガーゼである。F-box蛋白質はこれら SCF

構成蛋白質の中で唯一の可変因子であり基

質と結合するサブユニットである。ヒトには

約 70種類の F-boxタンパク質が存在するが、

標的タンパク質が決定されているものは尐

ない。申請者は、通常は細胞の外側にしか存

在しない糖タンパク質糖鎖を認識してユビ

キチン化する糖鎖結合分子として Fbs1 を細
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胞質画分より見出し、標的分子の同定と糖鎖

構造の解析及び結合場所の解析から、‘小胞

体関連分解（ERAD）’に関わるリガーゼであ

ることを報告した(Nature, 2002)。Fbs1の立

体構造解析より Fbs1 は糖鎖の根元の構造を

認識すること、また、哺乳類には Fbs1 と相

同性の高い４種類の F-boxタンパク質が存在

するが、そのうちの２種類は Fbs1 と同様に

小胞体で付加される高マンノース型糖鎖を

認識するが、Fbxo44と Fbx17は糖タンパク質

との結合は認められない（J. Biol. Chem., 

2003）。最近、申請者は Fbs1が生体内ではご

く僅かしか SCF複合体を形成しておらず、大

部分のものは Skp1 との二量体として存在す

ることを見出した。この現象は Fbs1 に特徴

的なリンカー配列によるものであり、この配

列を導入することで他の F-boxタンパク質も

非常に安定にSCF複合体としてではなくSkp1

との二量体として存在させることができる。

F-box タンパク質はそれ自身が不安定なこと

や、他のユビキチンリガーゼと同様にプロテ

アソーム阻害剤を用いても安定に基質との

複合体を再現させることが難しいことが多

いため、F-box タンパク質側からその未知の

標的分子を同定した例はほとんどない。 

 
２．研究の目的 

 F-box タンパク質に Fbs1 のリンカー配列

を導入することでユビキチンリガーゼとし

て機能しない安定な F-boxタンパク質を作製

し、第一にこれまで標的分子が未知の Fbxo44

と Fbx17の標的分子を明らかとしその機能解

析を進める。さらに、他のグループの機能未

知の F-boxタンパク質についても同様の手法

を用いて標的分子の解析を行なうことを目

的とする。 

 
３．研究の方法 

(1) Fbs1ホモログの標的分子スクリーニング

のための系の確立： Fbs1のホモログのうち

標的分子が未知の Fbx44, Fbx17, Fbx27につ

いて、Fbs1のＮ末領域と各々の基質結合領域

を融合したタンパク質にタンデムタグを付

加したタンパク質を発現するベクターを作

成し、種々の細胞での恒常的発現株を取得す

る。これらの細胞からタグを利用し、タンパ

ク質を精製することで標的タンパク質を取

得する。これらの F-boxタンパク質と標的タ

ンパク質が結合したものは SDS-PAGE で分離

後、TOF-MSを利用して同定する。 

(2) 単離した F-boxタンパク質の標的分子の

確認： １で同定したタンパク質について

cDNAのクローニングを行い、タグ付きの発現

ベクターに導入し、各々の変異型 F-boxタン

パク質と共発現させ、免疫沈降実験・ウエス

タンブロッティング実験により、特異的結合

を確認する。 

(3) 標的分子の挙動の確認： 野生型 F-box

存在下で標的タンパク質の分解が促進され

ることなどをウエスタンブロッティングや

パルスチェース実験などを用いて確認する。 

(4) 同定した標的分子の抗体の作成： 標的

タンパク質を大腸菌を用いて組換え体を取

得精製し、これを抗原に抗体を作成する。大

腸菌で純度の高いタンパク質が取得できな

い場合はペプチドに対する抗体を作成する。 

(5) F-box タンパク質の内在性の標的分子の

挙動並びに機能の解析： はじめにそれぞれ

の F-boxタンパク質が発現している細胞株の

スクリーニングをノザンブロットなどによ

り行う。スクリーニングで得られた細胞株を

プロテアソーム阻害剤で処理したときに、標

的分子の存在量が増加することなどを４で

作成した抗体を用いてウエスタンブロッテ

ィングなどにより解析する。その標的分子の

どこが、どのような修飾が F-boxタンパク質

により識別されるかなどを種々の組換え体



 

 

を作成し解析する。 

(6) Fbs1とそのホモログの結晶構造解析によ

る構造比較： Fbs1が SCF複合体を形成しに

くいことは生化学的には証明済みであるが、

構造学的に説明が付いていない。そこで、水

島博士との共同研究により、Fbs1のホモログ

の F-boxタンパク質で SCFを作るものの構造

解析を行うことでリンカー領域の構造比較

を中心に解析する。一部の F-boxの結晶化は

既になされているので解析は可能である。 

 

４．研究成果 

Fbxo44と Fbxo17の標的分子スクリーニング

の系を立ち上げ、いくつかの標的分子を同定

した。Fbxo44には２種類のオルタナティブス

プライシングフォームが存在するが、それら

Fbxo44a及び Fbxo44bは C末端側半分が全く

異なるアミノ酸配列を持つ。これらの中で、

Fbxo44bの標的分子であるビテロネクチン様

カルボキシペプチダーゼ（CPVL）を中心にそ

の細胞内における挙動を解析し、Fbxo44が糖

鎖非依存的に CPVLを小胞体においてユビキ

チン化することを見出した。また、Fbxo44a

については RNA結合配列をもつ複数個のタン

パク質と結合することを見出した。 

Fbxo44bとCPVLの関係を詳細に検討した結果、

Fbxo44bは細胞質に存在するペプチドＮグリ

カナーゼ(PNGase)により糖鎖が取り除かれ

たタンパク質を特異的にユビキチン化する

これまでとは異なる新しいタイプの小胞体

関連分解に関わるリガーゼを形成している

ことを明らかとした。Fbxo44a及び Fbxo17に

関しては、引き続き基質の解析を継続し、そ

の機能の解明を行う予定である。 
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