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研究成果の概要（和文）：これまで報告してきた２つの糖鎖認識 F-box 蛋白質（ユビキチンリガ

ーゼの基質認識サブユニット）Fbs1, 2 に加え、糖鎖結合能のない Fbxo44b が Fbs1, 2 とは異

なる機構で糖蛋白質の小胞体関連分解におけるユビキチンリガーゼとして機能することを明ら

かとした。また、第三の糖鎖認識 F-box蛋白質 Fbs3が高マンノース型糖鎖のみならず複合型糖

鎖を認識することから、小胞体関連分解に加え未知の経路で細胞質に現れる糖蛋白質の分解に

関わる可能性が示唆された。 

 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We have reported previously that Fbs1 and Fbs2 are 
glycoprotein-specific F-box proteins, which are identified as the endoplasmic 
reticulum-associated degradation (ERAD)-linked ubiquitin ligase component. Here we 
report that Fbxo44b, which does not have sugar-binding activity, is involved in 
ubiquitylation of glycoproteins under the ERAD pathway. In addition, we analyzed the third 
F-box protein recognizing N-glycoproteins, Fbs3. Fbs3 can interact with glycoproteins 
modified with not only high-mannose but also complex-type glycans, suggesting that 
participates in unknown function of glycoproteins endocytosed from the cell surface but 
not through the ERAD pathway.   
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１．研究開始当初の背景 
 蛋白質の選択的分解において中心的役割
を果たすユビキチン—プロテアソームシステ
ムは、分解されるべく基質に付加されたポリ
ユビキチン鎖を 26Sプロテアソームが認識す
ることで蛋白質分解を行うものである。この

分解システムにおいて、高い基質特異性を担
うのがユビキチンリガーゼである。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蛋白質，Roc1の４
量体から構成される SCF型ユビキチンリガー
ゼである。F-box 蛋白質はこれら SCF 構成蛋
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白質の中で唯一の可変因子であり、基質結合
サブユニットである。申請者はマウス脳より
新規糖鎖結合蛋白質をスクリーニングする
過程で、糖蛋白質糖鎖を認識する F-box蛋白
質 Fbs1(F-box protein that recognizes 
sugar chain 1)を発見し、それが細胞外蛋白
質の品質管理機構の一環である小胞体関連
分解(ERAD)に関わるユビキチンリガーゼと
して機能することを報告している。ERAD とは、
膜蛋白質や分泌蛋白質などの細胞外蛋白質
が、小胞体における立体構造形成時に生じた
異常蛋白質や余剰サブユニットを細胞質へ
逆行輸送しユビキチン・プロテアソーム系に
より分解する品質管理機構である。細胞外蛋
白質は翻訳と共役して小胞体に入り多くの
ものは高マンノース型糖鎖が付加されるが、
Fbs1 は細胞質において高マンノース型糖鎖
を認識することで異常蛋白質を見分け、ユビ
キチン化し分解に導くものと考えられた。
Fbs1 の結晶構造解析より、Fbs1 は高マンノ
ース型糖鎖の根元のキトビオース（Ｎ-アセ
チルグルコサミン２糖からなる構造）を認識
することを報告している。さらに、SCF 型リ
ガーゼとしての立体構造も解析済みである。
糖鎖の根元の構造は、通常は糖蛋白質のペプ
チド鎖に覆われており外から蛋白質が認識
するのは困難と考えられる。しかし、変性し
た蛋白質の場合は糖鎖の根元が露出し Fbs1
に認識されるようになるのではないかと推
定される結果を報告している。 
 多くの F-box蛋白質は SCF型リガーゼを形
成するが、Fbs1に関しては小胞体に結合した
極わずかの分子のみ SCF型リガーゼを形成し、
大部分の Fbs1 は細胞質中に Fbs1 もしくは
Fbs1-Skp1 の二量体で存在し、凝集体形成を
阻害するシャペロンとして機能する。Fbs1が
他の F-box蛋白質と異なり SCF複合体を形成
しないのは、F-box ドメインと基質結合ドメ
インの間の２６アミノ酸よりなるリンカー
配列によるものである。そこで、このことを
利用して様々な標的分子が未知の F-box蛋白
質に Fbs1 のリンカー配列を導入し、ユビキ
チンリガーゼ活性を持たない安定な F-box蛋
白質を作製し標的分子のスクリーニングを
行ったところ、Fbxo44b がカルボキシペプチ
ダーゼの一種 CPVL と結合することを見出し
た。CPVLは小胞体に存在する糖蛋白質であり、
Fbxo44bは糖鎖がはずれた CPVLを細胞質で補
足しユビキチン化するリガーゼとして機能
する、すなわち新しいタイプの ERAD ユビキ
チンリガーゼであることを示唆する結果を
得ている。 
 
２．研究の目的 
 Fbxo44b は Fbs1とは異なり、大部分が SCF
型複合体として存在しユビキチンリガーゼ
として機能する。これまでに Fbxo44b がプロ

テアソーム阻害剤存在下でのみ糖鎖が除去
された CPVL と選択的に結合することを見出
している。本研究では、Fbxo44b がどのよう
に糖鎖が除去された基質を選択的に補足す
るのかその基質認識機構を知ることを第一
の目標として、そのためにプロテアソーム阻
害剤存在下で形成される Fbxo44bを含む複合
体の全体像を明らかとする。また、他の F-box
蛋白質についても ERAD に関係するものがな
いかのスクリーニングを並行して行ってい
き、ERADを受けることが報告されているモデ
ル基質を用いてこれまで報告のあった小胞
体膜結合型の ERAD に関わるユビキチンリガ
ーゼや Fbs1 との比較を含め、詳細に検討し
ていく。 
 
 
３．研究の方法 
(1)Fbxo44b が ERAD のユビキチンリガーゼと
して機能するかの解析 
①Fbxo44bによる CPVLのユビキチン化及び分
解速度の解析 
 Fbxo44b は種々の培養細胞で発現している
のでこれをノックダウンした際に CPVL が安
定化すること、Fbxo44b の過剰発現で CPVLの
ユビキチン化が MG132存在下で増強するかな
どをウエスタンブロッティングにより解析
する。また Fbxo44b ノックダウン時と過剰発
現時の CPVL の分解速度をパルスチェイス実
験により解析する。 
②Fbxo44b による CPVL 結合部位の特定 
 CPVL の欠失変異体及び糖鎖付加変異体を
作成し免疫沈降・ウエスタンブロッティング
法により結合に必須な部分を解析する。 
③既知の ERAD 基質の分解への Fbxo44b の寄
与 
 膜結合型の ERAD モデル基質（CFTR 508F
など）や分泌蛋白質の分解に及ぼす影響を
Fbxo44b の過剰発現系、ノックダウン系を用
いたパルスチェイス実験により検討する。 
 
(2) Fbxo44b と相互作用する蛋白質の解析 
①糖鎖除去酵素 PNGase との相互作用解析 
 Fbxo44bは４カ所の N結合型糖鎖を持つが、
Fbxo44bと結合するのは糖鎖を持たない CPVL
のみである。これは、細胞質にある N結合型
糖鎖除去酵素 PNGase により糖鎖がはずされ
た CPVLを Fbxo44が選択的に補足しているも
のと考えられる。そこで、Fbxo44 と PNGase
との相互作用がないかどうかを免疫沈降法
により明らかとする。また、PNGase を過剰発
現させ、糖鎖が除去された CPVL を増やした
場合、Fbxo44b と結合する CPVL の量が増える
か、また、分解が促進されるかどうかなども
合わせて検討する。 
②Fbxo44b との相互作用分子群の同定 
 Fbxo44b は MG132 存在下でのみ糖鎖のない



 

 

CPVLと小胞体上で結合する。MG132の有無で
小胞体画分の Fbxo44bの複合体形成に影響が
ないか、はじめに密度勾配遠心を用いたウエ
スタンブロッティングにより解析を行う。次
に、タグの付いた Fbxo44b を発現させ、MG132
の存在・非存在下で免疫沈降を行い、Fbxo44b
と結合する分子の違いを２次元ゲル電気泳
動法などにより検討し、TOF-MSを用いて結合
蛋白質の同定を行う。 
 
(3)Fbs1 ホモログの糖鎖結合能の解析 
 これまで、Fbs1は強い糖鎖結合能がみられ
ていたものの、糖鎖結合能があると報告した
Fbs2 ですら Fbs1 に比べ糖蛋白質との結合能
が非常に弱いものであった。蛋白質の発現系
やアッセイ系を変えることで他のホモログ
も糖鎖結合能が検出できる可能性を考え改
善を図る。 
① F-box 蛋白質の安定発現系の作成 
 Skp1 や Skp1 変異体、Cul1 などの共発現で
局在や発現性に変化がないか解析する。 
② Fbs1,2 その他の糖鎖認識 F-box 蛋白質の
網羅的基質解析 
 ①で作成した安定発現系を用いて F-box蛋 
白質に結合する糖蛋白質を LC-MSにより網羅
的に解析・同定し基質に指向性がないかどう
か解析を行う。 
 
 
４．研究成果 
(1) 新規 ERAD ユビキチンリガーゼ Fbxo44b
の解析 

 これまでに報告してきた糖鎖を認識する

F-box蛋白質Fbs1及びFbs2は、構造が異常な蛋

白質を分解に導く小胞体関連分解機構に於い

て働くユビキチンリガーゼを構成する基質認

識サブユニットである。これらは異常蛋白質

の糖鎖を認識するものである。一方、Fbs1,2

と相同性の高いF-box蛋白質Fbxo44はFbs1,2

と異なり糖鎖結合能を持っていないためその

機能解析を行うために基質のスクリーニング

を行った。その結果、Fbxo44の特にスプライ

シングバリアントであるFbxo44bは小胞体に

存在する糖蛋白質CPVLを基質とすることが判

明した。詳細にFbxo44bのCPVLの認識機構を検

討した結果、Fbxo44bは細胞質に存在する糖鎖

除去酵素PNGaseと複合体を形成しており、小

胞体から細胞質へ戻されたCPVLの糖鎖が

PNGaseによりはずされたものを選択的に認識

してユビキチン化する可能性が高いことが判

明した。これまで、異常糖蛋白質がプロテア

ソームにより分解を受ける際、糖鎖の除去と

ユビキチン化がどのような順序で起きるのか

はっきりしていなかった。今回の実験に於い

て、Fbs1やFbs2によるユビキチン化が糖鎖除

去に先行するのに対し、Fbxo44bによるユビキ

チン化はPNGaseによる糖鎖除去の後に起こる

ことが示唆された。小胞体関連におけるユビ

キチン化はこれまでHrd1やDoa10など酵母か

らヒトまで保存されたリガーゼが担っている

と考えられてきたが、哺乳類に於いてはこの

ようにさらに多くの複雑な経路が存在するこ

とがわかってきた。 

 
(2) F-box蛋白質の細胞内安定化機構の解析 
 これまで、Fbs1 に比べ Fbs2 の糖鎖結合能
は非常に微弱なものであると私達も他のグ
ループも報告してきた。顕微鏡観察により
Fbs1以外の F-box蛋白質は非常に発現レベル
が低いことが判明し、これは細胞内での不安
定性が原因であり、これまでの方法では Fbs2
の蛋白質の構造自体が正しくないため糖鎖
結合能も正しく評価されていない可能性が
考えられた。F-box蛋白質を Skp1 アダプター
蛋白質の Skp1 と共発現させることで、いく
つかの F-box蛋白質の例外はあるものの多く
は安定に発現するようになることが明らか
となった。また、局在も単独で発現させた場
合と異なるものもあった。この系を用いるこ
とで、Fbs1 と Fbs2 の糖鎖結合能がほぼ同レ
ベルであること、また、Fbxo27 も糖鎖結合能
があることが明らかとなった。 
 
(3)新規糖鎖結合 F-box蛋白質 Fbxo27 の解析 

 これまでERADにおけるユビキチンリガーゼ

のサブユニットとして報告してきたFbs1, 

Fbs2に加え第三の糖鎖認識F-box蛋白質

Fbxo27/Fbs3を見出したため、Fbs3もERADに関

与するかどうかの解析を行った。Fbs3の発現

は小胞体関連分解のモデル基質として知られ

るCFTR 508Fの分解を促進させるが、糖鎖結

合能を欠く変異型Fbs3は影響を与えないこと

から、Fbs3も糖蛋白質のERAD系に関与するこ

とが示唆された。一方で、Fbs1,Fbs2,Fbs3の

結合糖蛋白質のプロテオミクス解析を行った

ところ、共通する基質蛋白質は多くあるもの

の、それぞれのF-box蛋白質と特異的に結合す

る糖蛋白質をいくつか見出した。その結果、

共通する基質蛋白質は多くあるものの、それ

ぞれのF-box蛋白質と特異的に結合する糖蛋

白質質をいくつか見出した。特異的に結合す

る基質糖蛋白質の糖鎖の解析などの結果、

Fbs3はFbs1,2とは異なり、高マンノース型糖

鎖のみならず、ゴルジ体で付加される複合型

糖鎖も結合できることを明らかとした。一方

で、Fbs3が認識する複合体糖鎖をもつ蛋白質

が細胞質に現れる経路は不明である。今回の

研究ではFbs3がどのような経路において複合

体糖鎖を認識するのかを明らかにする事はで

きなかったが、Fbs3の特異的基質解析からこ



 

 

の全く未知な経路をみつけることが今後の課

題である。 
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