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研究成果の概要：私達が糖鎖を認識する F-box 蛋白質として発見した Fbs1 は SCF 型ユビキチン

リガーゼの基質認識サブユニットとして糖蛋白質をユビキチン化し、細胞における品質管理機

構である小胞体関連分解に関わるものとして機能することを報告してきた。本研究では、Fbs1

がユビキチンリガーゼとして機能するばかりではなく、血管新生に関わる蛋白質 Amot と複合体

を形成していることを見出し、その機能について解析を行った。 
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１．研究開始当初の背景 

蛋白質の選択的分解の中心的役割を果た

すプロテアソームはユビキチン鎖を認識

することで蛋白質分解を行うものである

が、この分解の高い基質特異性を担うのが

ユビキチンリガーゼでありヒトでは数百

種類のものが存在するものと考えられて

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

蛋白質，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

トでは６９種類のF-box蛋白質が存在する。

これまで報告されているF-box蛋白質の大

部分はSCF型リガーゼを形成するものであ

る。申請者はマウス脳より新糖鎖結合蛋白

質のスクリーニングの過程で、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
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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 (Nature, 418, 

2002)。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構造に異常をもつ

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(J.Biochem, 134, 2003)。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

とが判明している（Nature Struct. Mol. 

Biol., 11, 2004）。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が、変性した

蛋白質の場合は糖鎖の根元が露出しFbs1

に認識され得るようになるのではないか

と考え、それを実証することに成功した

（EMBO Rep., 6, 2005）。Fbs1が特異的に

認識する糖鎖の根元のキトビオース構造

は高マンノース型糖鎖に限らずすべての

Ｎ結合型糖鎖が共通にもつ構造であるが、

糖蛋白質が変性さえしていればFbs1はど

のようなＮ結合型糖鎖をもつ蛋白質とも

結合でし得ることも判明している。 

 Fbs1他のF-box蛋白質と同様にユビキチ

ンリガーゼを形成するものと報告してき

た(Nature, 418, 2002)。実際、試験管内

再構成系でも複合体を形成しリガーゼ活

性 を 示 し 、 細 胞 内 に 発 現 さ せ た

Skp1,Cullin1, Fbs1，Rbx1は免疫沈降実験

により複合体を形成していることを報告

している。しかし、Fbs1が高発現している

脳の神経細胞においては多くのFbs1はSCF

複合体を形成しておらず単体のFbs1もし

くはFbs1-Skp1の二量体で存在することが

判明している（J.Biol.Chem.,282,7137, 

2007）。さらにこれら単体、二量には変性

した糖蛋白質の凝集体形成を阻害するシ

ャペロン活性があることも見出している。 

 ユビキチン・プロテアソーム系は、細胞

周期・アポトーシス・代謝調節・シグナル

伝達・ストレス応答・品質管理など多様な

生体反応において重要な役割を担ってい

るため、非常に活発に研究が行われている

分野である。中でもこの系の鍵を握るユビ

キチンリガーゼは多くの研究者の参入が

あり、その標的分子の解析は競争の激しい

分野であるが、これまで、酵母の遺伝学が

中心に行われてきた例が多い。 

この分野が注目されているにもかかわら

ず、糖鎖を認識する本ユビキチンリガーゼ

が高等動物の神経細胞にしか発現してい

ないためにこれまで見逃され、申請者の偶

然の発見に繋がったものと考えられる。

Fbs1 を含む SCF リガーゼは糖鎖を認識す

る品質管理リガーゼとして注目され最近

いくつかの標的蛋白質も報告されてきて

いるが、現在までのところいずれもそれら

標的蛋白質のERADリガーゼとしてであり、

申請者らの研究を支持する結果である

(J.Biol.Chem.,279,11615,2004; 

Proc.Natl.Acad. Sci. USA, 102,5600, 

2005)。 

 最近、申請者は Fbs1 の糖鎖と結合でき

ない変異体を発現させた EC 細胞は接着性

が変化し神経細胞に分化できないことを

見出した。F-box 蛋白質はその中の F-box

ドメインを介して Skp1 と結合し SCF 複合

体を形成するが、Fbs1 においては Skp1 以

外にもF-boxドメインを介して複合体を形

成する蛋白質の存在を示唆する結果も得

ている。 

 これまでの結果に基づきこの現象を考

えると、Fbs1はSCF型ユビキチンリガーゼ

複合体とは異なる複合体としても存在し、

その未知の複合体におけるFbs1の標的糖

蛋白質が神経細胞への分化に関わる可能

性が考えられる。 

 

２．研究の目的 

これまでの研究において、Fbs1 は SCF 型

ユビキチンリガーゼの基質認識サブユニ

ットとして糖鎖を認識することにより糖



 

 

蛋白質をユビキチン化し、細胞における品

質管理機構・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報

告してきた。本研究に於いては、Fbs1 の

ユビキチンリガーゼ複合体以外での生物

機能を見出すことを目的とする。すなわち、

基質としてではなく Fbs1 と相互作用する

分子の探索を行いその複合体の機能解析

を行うものである。 

 

３．研究の方法 

(1) Fbs1と相互作用する分子群の同定と

解析: Fbs1は糖蛋白質と高いアフィニテ

ィを有するため、多くの基質が結合してく

る。基質との結合を回避するため、糖鎖と

の結合に必要な２アミノ酸に置換を導入

したＹＷ変異体を用い、神経細胞など種々

の細胞を用いて、ＹＷ変異体に結合する蛋

白質を現在までに８種類取得しそのうち

の数個は同定を終了している。その中に

Skp1に競合してF-boxドメインを介して相

互作用する分子amotも見出している。しか

し、in vitroで結合を調べた結果、amot

は直接Fbs1結合しないことから、何らかの

分子を介しての結合をしていると考えら

れる。そこで、①これまで取得した結合蛋

白質の同定クローニングを進め、直接

F-boxドメインに結合する蛋白質がないか

探す。②①でなかった場合、タグ付きＹＷ

変異体と別のタグ付きamotの２つの共発

現細胞から、両タグで精製を試み、介在蛋

白質の同定・クローニングを行う。蛋白質

の同定についてはTOF-MSを用いて行う。 

(2) Fbs1相互作用分子がEC細胞の神経様細

胞への分化に与える影響の解析: ＹＷ変異

体を恒常的に発現する２９３Ｔ細胞は接着

性が弱まり、細胞増殖も阻害される。また、

EC細胞Ｐ１９にＹＷ変異体を発現させると、

レチノイン酸で神経細胞に分化させる際、

凝集体の形成が行われなくなる。２９３Ｔ

細胞においてもＰ１９細胞においてもＹＷ

変異体はamotとの結合がみられることから、

Skp1もしくはamotを含む複合体が接着性に

影響を及ぼしているものと考えられる。そ

こで、Skp1,amot,１で同定したamotとFbs1

を繋ぐ分子などのshRNAによるノックダウ

ンを行い、同様な表現型が得られるかどう

か解析を行う。また、ＹＷ変異体のF-box

ドメインを欠いたものではこのような表現

型が見られないことも確認する。もし、予

想に反して接着異常が認められた場合は、

Fbs1に糖鎖以外の標的がある可能性が出て

くることから、その標的のスクリーニング

も行う。 

(3) Fbs1-amot複合体を構成する蛋白質の

抗体の作製: ２の実験及び今後の実験に必

要となる上記蛋白質の抗体の作製を行う。

Fbs1,Skp1に対する抗体は既に作成済みで

あるため、amot並びに相互作用分子の組み

換え蛋白質を大腸菌などで取得、精製しポ

リクローなる抗体の作製を行う。 

(4) Fbs1-amot複合体及びFbs1-Skp1複合体

の挙動の解析: これまで、Fbs1はマウス脳

及び神経細胞内でSkp1との２量体で存在す

ることを示してきた。また、細胞を用いた

発現系では、Skp1とamotのFbs1への結合は

競合することが認められている。そこで、

マウス脳や内在のFbs1が発現しているＰＣ

１２細胞などではどのような存在形態でい

るのかを、密度勾配遠心法を用いたウエス

タンブロッティング解析や複合体精製物の

ブルーネイティブPAGEなどで解析を行う。 

(5) Fbs1-amot複合体におけるFbs1標的分

子の解析： Fbs1の発現していない２９３Ｔ

細胞やＰ１９細胞ではFbs1を安定に発現さ

せた細胞株は何も野生株と変化が認められ

ず、ＹＷ変異体を発現させたもののみ細胞

接着に影響が認められる。そこで、その標

的取得する。２９３Ｔ細胞やＰ１９細胞に

Fbs1を発現させFbs1を精製した場合には非

常に多くの種類の糖蛋白質がSkp1と共に精

製されてくる。そこで、①最初にSkp1に結

合するFbs1 複合体を除去してから、

Fbs1-amot複合体の精製を行う。②第一段階

でamotをタグを利用して精製し、第二段階

でFbs1の精製を行う。のいずれかの方法で

標的分子の取得を試みる。同定はTOF-MSを

用いて行い、その情報をもとにクローニン

グを行う。 

(6) 標的分子の抗体の作製 

(7) 標的分子及び Fbs1-amot 複合体の細胞

内局在の解析： 作製した抗体を用いて共



 

 

焦点レーザー顕微鏡を用いて上記蛋白質の

局在の解析を行う。さらに標的分子が

Fbs1-amot 複合体に結合することでどのよ

うな挙動をとるのか生化学的手法を用いて

解析を行う。 

 

４．研究成果 

本研究は、Fbs1のユビキチンリガーゼ複合

体以外での生物機能を見出すこと、すなわ

ち、基質としてではなくFbs1と相互作用す

る分子の探索を行いその複合体の機能解

析を行うものである。Fbs1が糖鎖と相互作

用するのに必須な残基に変異を導入し、糖

蛋白質と結合しない変異体を用いてこれ

と相互作用する分子を同定したところ、

Amotという血管新生に関わる分子が、本来

はSkp1と結合するF-boxドメインを介して

Fbs1と結合することを発見した。Amotの抗

体を作製し、実際にFbs1が発現しているマ

ウス脳においてもFbs1-Amot複合体が存在

することも示した。さらに、Fbs1-Amot複

合体の形成とSCF型ユビキチンリガーゼの

形成は競合的であることも見出した。 し

かし、試験管内の結合実験により、Fbs1

とAmotの結合は直接的ではないようなの

で、今後、両者を結ぶ分子の同定を進め、

Fbs1-Amot複合体の全貌を明らかとしてい

く。さらに、Fbs1-Amot複合体の標的分子

がSCF型ユビキチンリガーゼとは異なり特

異的なものである可能性について解析を

進め、本複合体の脳における機構を解明す

る。そのために、Amotの抗体を作製し、実

際にFbs1が発現しているマウス脳におい

てもFbs1-Amot複合体が存在することも示

した。実際にマウス脳において、Fbs1-Amot

複合体の全貌とこれら複合体に特異的に

結合する糖蛋白質を質量分析により同定

しているところであるが、Fbs1抗体とAmot

抗体に交差する物質が存在するため、まだ

同定に至っていない。今後、免疫沈降に使

用できる抗体を再度作製するなど系を改

良する予定である。本研究を継続すること

でFbs1のユビキチンリガーゼとしての機

能以外の脳における機能を解明していき

たい。 
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