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研究成果の概要（和文）：複合体型ユビキチンリガーゼとして知られるSCF型ユビキチンリガーゼの基質認識サブユニ
ットF-boxタンパク質はヒトでは70種類存在するが、それら多くの標的分子は未知である。本研究では、ユビキチンリ
ガーゼとポリユビキチン鎖結合プローブTR-TUBEを細胞に共発現させることで、基質のユビキチン化状態を細胞内で安
定に保ち、効率的に基質を同定する方法を開発した。この方法を用いて、多くの細胞株や臓器で普遍的に発現し、機能
が未知であったF-boxタンパク質FBXO21の基質の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：The Skp1-Cul1-F-box protein (SCF) complex, one of the best-characterized 
ubiquitin ligases, is composed of three invariable components and a variable component F-ox protein that 
serves as the substrate recognition subunit. Among the over 70 F-box proteins found in humans, less than 
half have been characterized. To identify substrates for uncharacterized F-box proteins, I developed a 
comprehensive method for identification of ubiquitinated substrates using the trypsin-resistant tandem 
ubiquitin-binding entity (TR-TUBE). The coexpression of TR-TUBE with a F-box protein stabilizes the 
ubiquitinated substrates by masking the ubiquitin chains. Using a combination of two strategies for 
enriching ubiquitinated substrates, TR-TUBE and ubiquitin Lys-e-Gly-Gly (diGly) remnant antibody, I 
successfully identified specific ubiquitin ligase-substrate pairs. Using this method, I identified target 
substrates of FBXO21, an uncharacterized and ubiquitiously expressed F-box protein.

研究分野： 分子生物学・糖鎖生物学

キーワード： ユビキチン　ユビキチンリガーゼ　F-boxタンパク質　プロテオミクス
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１．研究開始当初の背景 
 ユビキチン・プロテアソームシステムによ
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
おける最も重要な分子は、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、ヒトでは６００種類以
上存在することが知られている。その中で最
もよく研究されているファミリーのひとつ
が Skp1, Cullin1,Roc1 と基質結合サブユニ
ットであるF-boxタンパク質の４量体から構
成される「SCF 複合体型ユビキチンリガーゼ」
である。F-box タンパク質は SCF 複合体を構
成するタンパク質の中で唯一の可変因子で
あり、SCF 複合体は F-box タンパク質を入れ
替えることで様々な基質に対応できる。ヒト
には約 70 種類の F-box タンパク質が存在す
るが、その標的分子が報告されているものは
少ない。これまで、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
例は国内・国外共にほとんどなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、効率的なユビキチンリガーゼの
標的分子を同定する方法を確立することを
目的とする。さらにその方法を用いて、機能
未知のF-boxタンパク質の標的分子を明らか
にし、その機能を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）F-box タンパク質と標的分子の結合を
安定化する系を用いてのスクリーニング 
 Cullin1 と結合できない、すなわち SCF 複
合 体 を 形 成 で き な い Skp1 変 異 体 と
FLAG-F-box タンパク質を共発現させ、プロテ
アソーム阻害剤処理を行った細胞から、
FLAG-F-box 蛋白質を免疫沈降により回収す
る。この共沈物の中に基質が存在するかどう
かをウエスタンブロッティングにより検出
する。この方法により、これまで安定な結合
を検出することができていなかった細胞周
期関連F-boxタンパク質として知られるSkp2
とその基質である p27(Kip1)の結合を見るこ
とが予備的な実験でできていた。この系を用
いて Flag-F-box タンパク質を Skp1 変異体と
共発現させ、抗 Flag 抗体を用いた免疫沈降
物を LC-MS を用いて解析を行った。 
 
（２）ポリユビキチン結合プローブ TR-TUBE
を用いたF-boxタンパク質の標的分子のスク
リーニング 
 ユビキチン化されたタンパク質は多くの
場合、プロテアソームにより分解されるため
に細胞内での存在量が少ないか、細胞内に存
在する脱ユビキチン化酵素によりユビキチ

ン鎖をはずされてしまうため、細胞内にユビ
キチン鎖が付いた状態で存在する量は極わ
ずかである。そこで、ユビキチン鎖に結合す
るタンパク質 TUBE(ユビキチン結合ドメイン
（UBA）を４つタンデムに繋いだもの：tandem 
ubiquitin-binding entity)を発現させるこ
とでユビキチン化されたままの基質タンパ
ク質を細胞内に蓄積させることができるの
ではないかと考えた。質量分析の際に用いる
トリプシンに耐性を付与し、高いバックグラ
ウンドになると考えられるユビキチンを保
護すべく、アミノ酸置換によりアルギニンを
アラニンに置換したユビキチン結合タンパ
ク質 FLAG-TR-TUBE を発現するベクターを作
成した。これを F-box タンパク質と共発現さ
せ、FLAG-TR-TUBE を免疫沈降することで、ユ
ビキチン化タンパク質を濃縮する。この際、
内在性のユビキチンリガーゼによりユビキ
チン化を受けるタンパク質も多くあるため、
コントロールとして、FLAG-TR-TUBE とベクタ
ーのみを発現させるもの、さらには SCF を形
成できないF-boxドメインを欠いたドミナン
トネガティブ変異型 F-box タンパク質を
FLGA-TR-TUBE と発現させたものをネガティ
ブコントロールとして用いる。これらの３種
類の免疫沈降物をトリプシン分解し、トリプ
シン分解の際生じるユビキチンシグニチャ
ーを認識する diGly 抗体（Cell Signaling 社
製）を用いたペプチド免疫沈降をさらに行い、
LC-MS 解析により、タンパク質の同定を行っ
た。３つのプロファイルを比較し、野生型
F-box タンパク質を発現させた時にのみユビ
キチン化ペプチドが著しく増えるタンパク
質をスクリーニングする。同定法の概略を図
１に示す。 

 
（３）TR-TUBE を用いたユビキチンリガーゼ
基質候補の確認 
 細胞に TR-TUBE と F-box タンパク質、また
は TR-TUBE とドミナントネガティブ変異型
F-box タンパク質を共発現させ、TR-TUBE を
免疫沈降する。これを、上記（２）のスクリ
ーニング法で基質候補としてピックアップ
されたタンパク質の抗体を用いて、ウエスタ
ンブロッティングにより、ユビキチン化を確
認する。基質である場合には、野生型 F-box
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定化は認められなかった。 
 
② TARS の解析 
 TR-TUBE を用いて FBXO21 による TARS のユ
ビキチン化は検出された。しかし、TARS は
tRNA の合成に必要な生命の維持に必須なタ
ンパク質でありリボソームタンパク質並に
存在量の多いタンパク質であるため、タンパ
ク質の分解を検出することは困難であった。
そのため、FBXO21 によるユビキチン化は検出
されてもシクロミドチェイス実験などによ
り、分解に関わることを証明することはでき
なかった。一方で、過酸化水素処理による酸
化ストレスを与えることで、FBXO21 による
TARS のユビキチン化が増強することは認め
られた。しかし、この場合もタンパク量に変
化は認められなかった。 
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