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研究成果の概要（和文）：NGLY1は細胞質で糖タンパク質からN型糖鎖を除去する酵素である。その変異は全身性
の重篤な疾患NGLY1欠損症を引き起こし、Ngly1-KOマウスは胚性致死となる。私達は、ユビキチンリガーゼの糖
鎖認識サブユニットFbs2を同時に欠損させると、Ngly1-KOマウスの胚性致死性を回避し正常に生育することを見
出した。NGLY1-KO細胞においても、Fbs2の発現は細胞死を引き起こした。Fbs2によりユビキチン化された糖タン
パク質型転写因子Nrf1は細胞質に蓄積し、プロテアソームの転写誘導活性を失うだけではなく、さらにプロテア
ソームの機能不全を誘導し、細胞死の原因となることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Peptide:N-glycanase (NGLY1) is responsible for removing N-glycans from 
glycoprotein in the cytosol. Mutations in the human NGLY1 gene cause multisystemic symptoms, but the
 molecular mechanism underlying pathogenesis remains unknown. In mice, Ngly1 knockout (KO) is 
embryonic lethal. We found that deletion of Fbs2, which encodes a SCF-type ubiquitin ligase subunit 
that recognizes N-glycans, rescued the lethality and progressive defects in Ngly1-KO mice. In 
NGLY1-KO cells, Fbs2 expression caused cytotoxicity. Nrf1, an endoplasmic reticulum-associated 
transcriptional factor for the proteasome, was ubiquitinated by SCFFbs2 in NGLY1-KO cells, resulting
 in its retention in the cytosol. The cytotoxicity caused by Fbs2 expression was restored by 
overexpression of glycan-less Nrf1 mutations, or by the deletion of Nrf1 in NGLY1-KO cells. Thus, 
the proteasome dysfunction caused by accumulation of NRF1 ubiquitinated by SCFFbs2 causes 
cytotoxicity in NGLY1 deficiency.

研究分野：分子生物学

キーワード： NGLY1　F-boxタンパク質　ユビキチンリガーゼ　糖鎖　タンパク質品質管理　プロテアソーム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多くの多細胞生物において、細胞質でN型糖鎖を除去する酵素NGLY1遺伝子の不活化変異は様々な不具合を生じる
が、その機序は不明であった。今回の研究成果は、細胞質における２つのN型糖鎖関連タンパク質NGLY1とFbs2の
遺伝的相互作用に着目し、細胞質でNGLY1により糖鎖が除去されない場合にどのように個体に異常を引き起こす
のか、その分子機構を明確に示した。
また、Fbs2がこれまで治療法のなかったヒト希少疾患NGLY1欠損症の有望な治療ターゲットとなり得ることを示
した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 糖タンパク質の多様な糖鎖は、小胞体やゴルジ体における多くの酵素の働きにより形成され

る。糖タンパク質はその生合成経路から、分泌経路のオルガネラ内腔もしくは細胞外にのみ存在

するものと考えられる。しかし、糖鎖の存在しないはずの細胞質にもいくつかの糖鎖結合タンパ

ク質（レクチン）や糖鎖除去酵素が存在する。研究代表者らは、2002 年に細胞質に存在するア

スパラギン結合型糖鎖（N型糖鎖）を認識する SCF 複合体型ユビキチンリガーゼの基質認識サブ

ユニット Fbs1 (F-box protein recognizing sugar chain 1)を見出して以来、３つの糖鎖認識

F-box タンパク質「Fbs1, Fbs2, Fbs3」に関して研究を進め、「細胞質に現れた N型糖鎖は、除

去されるべきタンパク質やオルガネラにおける異常シグナルとして機能する」ことを提唱して

いる（Yoshida & Tanaka, BioEssays 2018）。中でも Fbs1 と Fbs2 は小胞体で正しい構造がとれ

なかった糖タンパク質が細胞質へ逆行輸送され、ユビキチン-プロテアソーム系により分解され

る「小胞体関連分解(ERAD)」に関与することを、ERAD のモデル基質を用いた解析により明らか

としてきた。Fbs1 は神経細胞特異的発現を示すのに対し、Fbs2 は組織普遍的に発現するが、こ

れらの遺伝子欠失マウスは顕著な表現型を示さず、生理機能については不明な点が多かった。 

一方で、糖タンパク質から N型糖鎖を切り離す酵素 NGLY1 もまた細胞質に存在する。NGLY1 は

ERAD においてユビキチン化された基質がプロテアソームにより分解される前に必要な糖鎖除去

酵素と考えられている。最近、NGLY1 の変異に起因し、筋肉・神経系・目・骨など全身に重篤な

症状を呈する稀少疾患「NGLY1 欠損症」が報告された(Enns et al, Genet Med 2014)。NGLY1 欠

損という細胞質における糖鎖除去不全が何故このような病態を引き起こすのかその機構は不明

であり、治療法も確立されていない。 

NGLY1 欠損症の報告以来、研究は大きく進展した。NGLY1 は ERAD 基質全般においてプロテア

ソーム分解の前に糖鎖除去を行うが、それとは別に、プロテアソームの転写因子 Nrf1 の活性化

に寄与することが報告された(Tomlin et al, ACS Cent Sci 2017: Owings, et al, Hum Mol 

Genet 2018: Yang et al J Exp Med 2018)。Nrf1 は小胞体に局在し、常に ERAD により分解を受

ける糖タンパク質である。プロテアソームが不活化された場合のみ、分解を受けず核に移行しプ

ロテアソームの転写誘導を行う。その際、NGLY1 による糖鎖除去とユビキチン結合型タンパク質

DDI2 によるプロセシングが Nrf1 の転写活性に必須であることが報告されている（Koizumi et 

al eLife 2016, Lehrbach et al eLife 2016）。また、NGLY1 欠損症のモデル動物として Ngly1

ノックアウトマウスが作出されているが、研究室で汎用される B6系統のマウスにおいては胚性

致死となる（Fujihira et al Plos Genet 2017）。 

研究代表者らは、Fbs2 ノックアウトマウスとの掛け合わせにより、Ngly1 ノックアウトマウ

スの胎生致死性が完全に抑制され、成長した Ngly1;Fbs2二重ノックアウトマウスは運動機能も

正常で異常な表現型は観察されないことを見出した。この表現型から、細胞質における糖鎖除去

不全により引き起こされるマウスの致死性、さらにはヒトでの重篤な症状は Fbs2 により引き起

こされる可能性が考えられた。 

 

２．研究の目的 
本研究は、細胞質における N型糖鎖除去システムの破綻が Fbs2依存的にマウスの致死性を引

き起こす分子機構を解明することを目的とする。 



 

 

そのために、NGLY1ノックアウト細胞における Fbs2 の標的分子の解析や Fbs2 の発現が NGLY1

ノックアウト細胞に与える影響などを詳細に解析する。そこから得られた知見を基に Ngly1 ノ

ックアウトマウスにおいて致死性を与える機構の解析を行う。  

 

３．研究の方法 

（１）CRISPR/Cas9によりいくつかの培養細胞で NGLY1ノックアウト(KO)細胞、NGLY1:Fbs2-dKO

細胞を作製する。これらの細胞におけるユビキチン化糖タンパク質の蓄積や、特定の ERAD 基質

の解析を行う。 

（２）NGLY1-KO細胞において、Fbs2 の発現の有無による細胞増殖速度や細胞の健康度（ミトコ

ンドリアの形態や ER ストレスの有無）を解析する。 

（３）NGLY1-KO 細胞においてユビキチン化タンパク質の蓄積が見られた場合、プロテアソーム

活性に変化がないか、プロテアソーム活性をモニターする系を作出し検討する。 

（４）Ngly1-KOマウスは胚性致死のため、Ngly1-KOと Ngly1;Fbs2-dKOの胎生期マウスによるユ

ビキチン化タンパク質の蓄積の有無を全身において比較する。さらに、培養細胞で同定された

Fbs2 の標的糖タンパク質の蓄積の有無についても検討する。 

 

４．研究成果 

（１）作製した NGLY1-KO HeLa 細胞を用いて、Fbs2 と Fbs2 の糖鎖結合ができない変異体(YW 変

異体)を恒常的に発現させた細胞を樹立し、NGLY1 の基質として報告のある Nrf1 のユビキチン化

を解析した。その結果、通常はプロテアソーム阻害剤添加時のみに僅かに見られる Nrf1 のユビ

キチン化が阻害剤なしでも見られた。また、プロテアソーム活性阻害時に見られる Nrf1 の核移

行も Fbs2 の発現により、完全に阻害を受け、ユビキチン化 Nrf1 の細胞質への蓄積が見られた。

さらに、NGLY1-KO細胞に Fbs2 を発現させることで、Nrf1 のみならず、糖タンパク質以外にもユ

ビキチン化タンパク質がプロテアソーム阻害剤なしでも蓄積することが判明した。 

（２）HeLa 細胞では Fbs2 タンパク質の発現が認められないが、HCT116細胞では発現している。

HCT116 細胞においては NGLY1-KO 細胞は樹立できずに、NGLY1;Fbs2-dKO 細胞のみが樹立するこ

とができた。また、樹立した Fbs2 発現 NGLY1-KO HeLa 細胞はほとんど増殖できないため、維持

することができなかった。NGLY1-KO 細胞に Fbs2 と糖鎖結合できない YW 変異体、SCF ユビキチ

ンリガーゼ複合体を形成できない LP 変異体をそれぞれ発現させ、コロニー形成能を調べたとこ

ろ、野生型の Fbs2 を発現させたときのみコロニー形成ができなかった。すなわち、NGLY1-KO細

胞における Fbs2 の発現は何らかの糖タンパク質をユビキチン化することで、培養細胞レベルで

も細胞に異常を引き起こすことが判明した。 

（３）（１）に述べたように、NGLY1-KO 細胞に Fbs2 を発現させるとユビキチン化タンパク質が

蓄積し、また、多くの短寿命タンパク質が細胞内に蓄積したため、プロテアソーム活性への影響

が考えられた。そこでプロテアソームに常に分解される蛍光タンパク質 UbG76V-GFP(Dantuma et 

al, Nat Biotechnol, 2000)を恒常的に発現する NGLY1-KO細胞を樹立した。この細胞において

はプロテアソーム活性が阻害されたときにのみ蛍光が生じる。この細胞に野生型の Fbs2 を発現

させると強い蛍光が検出されたことからプロテアソームの阻害が確認された。さらに、細胞抽出

液のプロテアソーム活性を測定した場合にも活性の減弱が認められた。 

（４）本研究を行っている最中に、Nrf1 の糖鎖の付いたアスパラギンが NGLY1 により糖鎖除去

と共にアスパラギン酸に変化することが Nrf1 によるプロテアソームの活性化に必要であるとい



 

 

う論文が報告された（Lehrbach et al Cell 2019）。そこで、NGLY1-KO HeLa 細胞に Fbs2 と共

にプロテアソーム活性を誘導すると考えられる Nrf1 の糖鎖付加アスパラギンをすべてアスパラ

ギンに置換した Nrf19N/D変異体を発現させた細胞でコロニー形成能を調べた。予想通り、プロ

テアソーム活性が回復して Fbs2 を発現させてもコロニーの形成が完全に回復した。さらに、Nrf1

の糖鎖付加部位を他の残基に置換した Nrf1 を Fbs2 と共に発現させたところ、プロテアソーム

転写活性を持たない変異（９N/A, 9N/Q）などに於いても、予想に反してコロニー形成の回復が

認められた。これらの結果は、糖タンパク質 Nrf1 の Fbs2 によるユビキチン化そのものが細胞に

毒性を有するのではないかと考えられた。そこで、Nrf1;NGLY1-dKO細胞を作製し、そこに Fbs2

を発現させたところ、コロニー形成が部分的に回復した。一方で、Fbs2 と共に Nrf1 を発現させ

るとコロニーを形成できないことが観察された。これらの結果より、SCFFbs2によりユビキチン化

を受けた Nrf1 の細

胞質への蓄積がプロ

テアソーム活性阻害

を引き起こすが、

SCFFbs2 によりユビキ

チン化された Nrf1

は核移行できずにプ

ロテアソーム活性が

回復できない。さら

に、恒常的なプロテ

アソーム活性不全が

細胞死を誘導するこ

とが示唆された（右図参照）。 

（５）上記の培養細胞レベルの実験により、NGLY1-KO 細胞中で Fbs2 によるユビキチン化 Nrf1

の蓄積がプロテアソームの機能不全を引き起こすことが細胞毒性をもたらす可能性が認められ

たため、Ngly1-KO 胎生期マウスにユビキチン化 Nrf1 の蓄積があるかどうかを、タンパク質抽出

液を用いたウエスタンブロッティングにより調べた。その結果、死亡が起こる前の胎生期 14 日

目と 15 日目の KO マウスの胴体の抽出液に於いてヘテロや野生型マウスには見られないユビキ

チン化 Nrf1 の存在が確認された。また、この蓄積は同時期の Ngly1;Fbs2-dKOマウスでは認めら

れなかった。以上の結果は、SCFFbs2によるユビキチン化 Nrf1 の蓄積が個体においても異常をも

たらすことを示唆するものである。 

（６）NGLY1 の存在しない条件で Fbs2 がユビキチン化を起こす糖タンパク質が Nrf1 以外にもあ

ると考え、野生型細胞と NGLY1-KO 細胞にそれぞれ Fbs2 を発現させたときの網羅的ユビキチン

化タンパク質の解析を行った。予想外のことに、糖タンパク質のみならず、多様なタンパク質の

ユビキチン化が亢進していることが判明したが、これはプロテアソーム活性が阻害されている

ためと考えられる。今後は、Fbs2 によるユビキチン化 Nrf1 もしくは Fbs2 の発現そのものがど

のようにプロテアソーム活性を阻害するのか、その機構について詳細に解析する必要がある。 
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