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研究成果の概要（和文）： 

SCFFbs1 複合体は糖鎖を認識することにより糖蛋白質品質管理を行っている。糖鎖認識に
よる合理的な蛋白質認識およびユビキチン化機構の解明を目指し、Skp1-Fbs1 複合体、
Fbs1 糖鎖認識ドメイン(SBD)-糖蛋白質(RNaseB)複合体、Skp1-Fbg3 複合体の X 線結晶
構造解析を行い、それぞれ 2.4、2.7、2.6 Å 分解能で立体構造を決定した。これらの立体構
造を基に SCFFbs1 複合体のモデルを作製し糖蛋白質の糖鎖を認識しユビキチンを付加する反応
機構を考察した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

The ubiquitin ligase complex SCFFbs1, which contributes to the ubiquitination of glycoproteins, is 
involved in the endoplasmic reticulum-associated degradation (ERAD) pathway. To elucidate the 
structural basis of SCFFbs1 function, we determined the crystal structures of the Skp1–Fbs1 complex, the 
sugar binding domain (SBD) of the Fbs1–RNaseB complex and Skp1-Fbg3 complex at 2.4, 2.7 and 2.6 
Å resolutions, respectively. The structure of the Skp1–Fbs1 complex illustrated the SCFFbs1 ubiquitin 
ligase model. 
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン(Ub)-プロテアソーム経路は不

要蛋白質を特異的に分解することで生体内

の制御や蛋白質品質管理の役割を担ってお
り、この経路の異常は神経変性疾患など様々
な疾病を引き起こす。この経路において
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SCFFbs1 は異常な糖蛋白質を選択し分解経路
に送り込む役割を担っており、病気との関連
性も高い。このことから、Fbs1 による糖鎖を
利用した蛋白質分解機構の理解を目指し、
SCFFbs1 複合体の糖鎖認識サブユニット Fbs1
の糖鎖認識ドメイン(SBD)の立体構造を決定
した。 

 
２．研究の目的 

糖鎖を認識することにより行われる、糖蛋
白質の認識および分解機構の解明、糖鎖をシ
グナルとすることにより得られる異常な糖
蛋白質認識における合理性の理解を目指し、
これまでに行ったドメインによる解析だけ
ではなく複合体として SCFFbs1 の構造解析を
行うと共に、基質となる糖蛋白質との複合体
も作製し構造生物学的手法を用いた解析を
行う。また、Fbs1 にはファミリーとして Fbs2、
Fbg3 等が存在し認識する糖鎖の特異性の異
なるものや認識部位のホモロジーの低いも
のが見付かっている。本研究ではそれらファ
ミリーの構造解析を行い、基質認識特異性と
立体構造の相関の解析を目指す。 

 
３．研究の方法 
(1)Skp1-Fbs1 複合体の構造解析による SCFFbs1

ユビキチンリガーゼの蛋白質分解機構解明: 
Skp1-Fbs1複合体のX線結晶構造解析を行い、
報告された立体構造を用いたモデル作製に
より機能状態である SCFFbs1複合体の立体構
造を決定する。 
 
(2) SBD-RNaseB 複合体の構造解析による糖
蛋白質結合機構解明: SBD-RNaseB 複合体の
X 線結晶構造解析を行い糖蛋白質との相互作
用様式を解析する。 
 
(3) Skp1-Fbs1 複合体、SBD-RNaseB 複合体の
構造による糖蛋白質ユビキチン化機構の解
明: (1),(2)による立体構造をもとに複合体モ
デルを作製し、基質認識およびユビキチン化
機構をモデル、変異体より解析する。 
 
(4) Skp1-Fbg3 複合体の構造解析による糖鎖
認識特異性の解明: Fbs1 ファミリーである
Fbg3 の立体構造を決定し、基質認識特異性の
解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) Skp1-Fbs1複合体構造: Skp1-Fbs1複合体を
X 線結晶構造解析により 2.4Å 分解能で決定
した。(図 1) 
 
 
 
 
 

図 1 Skp1-Fbs1 複合体構造 
 

(2) SBD-RNaseB 複合体構造: SBD-RNAseB 複
合体を X 線結晶構造解析により 2.7Å 分解能
で決定した。(図 2) 
 

 
図 2 SBD-RNaseB 複合体構造 

決定した複合体構造より、Fbs1 は標的となる
糖蛋白質の認識において、N 型糖鎖の根元部
分の GlcNAc 2 分子と Man 2 分子を認識して
おり、蛋白質領域とは特異的な結合を形成し
ていないことを示した。 
 
(3) Skp1-Fbs1 複合体、SBD-RNaseB 複合体の
構造による糖蛋白質ユビキチン化機構解析: 
結晶構造を基に生体内で機能する状態であ
る SCFFbs1複合体のモデル(図 3)を作製し、そ
の反応機構の解析を行った。その結果、基質
認識部位とユビキチン結合部位の間の空間
に標的蛋白質を提示しユビキチンを付加し
ていることを示した。また、SCFFbs1複合体は
糖蛋白質ユビキチン付加において、基質認識
部位の構造変化により多様な基質に対して
ユビキチンを付加している可能性が示され
た。 

 
図 3 SCFFbs1 -RNaseB 複合体構造モデル 

 



 

 

(4) Skp1-Fbg3 複合体の結晶化: Skp1-Fbg3 複
合体の結晶化を行い、シーディングを繰り返
すことにより低分解能の反射しか与えなか
った多結晶を改善し、構造解析可能な結晶を
作製した。 
 
(5) Skp1-Fbg3 複合体構造解析: Skp1-Fbg3 複
合体を X 線結晶構造解析により 2.6Å 分解能
で決定した。Fbg3 の立体構造は全体として
Fbs1 と類似していたが、基質認識部位に違い
がみられた。 
 
(6) Skp1-Fbs2結晶化: Skp1-Fbs2複合体の発現
系、精製条件の検討を行い結晶化に成功した。
しかし、得られた結晶は結晶格子が大きく回
折データ収集が困難であったことから、現在
データ収集、解析を行っている。 
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