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研究成果の概要（和文）： 
ユビキチン・プロテアソーム系を介したタンパク質分解が様々な生命現象に重要な働きを
している。出芽酵母には Cdc53、Cul3、Cul8 の 3 種類の Cullin が存在するが、最近われ
われは Cdc53 型 E3（SCF 複合体と呼ばれている）の活性制御因子 Lag2 を発見し報告し
た。そこで本課題では、Lag2 の更なる機能解析、および Cul3 および Cul8 型 E3 の機能
解析を行った。Lag2 が 16 番目のリジンを介してユビキチン様小分子 Rub１修飾を受ける
こと、この修飾に Dcn1 が必要であることを明らかにした。Lag2 は SCF 複合体の活性を
負に制御するが、このリジン変異体も SCF 複合体の活性を抑制した。出芽酵母には４種
類のBTB タンパク質が存在しているが、Yil001wがCul3と結合することを明らかにした。
さらには Yil001w が基質候補として同定した Okp1 と結合し、これらの分子の分解に関与
していることを明らかにした。また Cul8 結合タンパク質を複数個同定し解析を進めてい
る。これらの結果は、Cul3 や Cul8 は複合体を形成し E3 ユビキチンリガーゼとして機能
していることを示唆している。 
研究成果の概要（英文）： 
Protein degradation via ubiquitin-proteasome system regulates a variety of cellular 
processes. In budding yeast, the cullin protein family includes three members: Cdc53, Cul3, 
and Cul8. Recently we have reported Lag2 as a novel regulator of SCF complex. In this 
study, we performed the functional analysis of Lag2, Cul3 and Cul8. We identify that a 
single lysine, K16, on Lag2 is a target of Rub1 conjugation and Dcn1 is required for this 
reaction. Like wild-type Lag2, Lag2 K16R mutant also negatively modulates the SCF 
function, indicating that Rub1 conjugation to Lag2 is not required for the function of Lag2. 
In budding yeast, the BTB protein family includes four members. We identify a BTB 
protein, Yil001w as a Cul3 binding protein and Okp1 as a candidate of Cul3-type E3. 
Furthermore, we identify several proteins as Cul8 binding proteins. These observations 
indicate that Cul3 and Cul8 form complexes and function as E3 ubiquitin ligases. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、細胞周期進行・シグナル伝達・DNA

複製・神経変性疾患・免疫応答など多岐にわ

たる生命現象において、ユビキチン・プロテ

アソーム系を介したタンパク質分解が重要

な役割を果たしていることが明らかになり

大変注目を集めてきている。ユビキチンシス

テ ム の 発 見 者 で あ る Hershko 博 士 、

Ciechanover 博士と Rose 博士の 3 氏に 2004
年ノーベル化学賞が授与されたことは記憶

に新しい。タンパク質へのユビキチン化反応

にはユビキチン活性化酵素（E1）、ユビキチ

ン結合酵素（E2）、ユビキチンリガーゼ（E3）
の 3 種類の触媒酵素群が関与しているが、こ

の中で E3 は特異的に基質を認識し分解に導

くという重要な役割を担っている。ユビキチ

ン化される標的タンパク質は非常に多く、そ

れを特異的に認識する E3 も非常に多数存在

することが推定されている。 
E3 は大きく分けて、HECT 型、U-box 型、

RING-finger 型 に 分 類 さ れ る 。 特 に

RING-finger 型 E3 は数が多く、様々な生命

現象に重要な役割を果たすものが含まれて

いる。RING-finger 型 E3 には単量体型と複

合体型があり、後者の中に Cullin 型 E3 とい

う複合体を形成する一群がある。Cullin 型

E3 は基本的に RING-finger タンパク質、

Cullin、アダプタータンパク質、そして基質

認識サブユニットからなる四量体で構成さ

れており、哺乳類では、図 1B に示すように、

それぞれの Cullin と複合体を形成する因子

が明らかにされている。一方出芽酵母には、

Cdc53（哺乳類 Cul1 に相当する）、Cul3、そ

して Cul8 の 3 種類の Cullin がある。Cdc53
は SCF 複合体を形成することが知られてお

り、他の Cullin も同様な複合体を形成するこ

とが予想されているが、現在までにどのよう

な構成因子からなっているのかは明らかに

なっていない。これら Cullin 型 E3 の最も特

徴的な点は、RING-finger タンパク質、Cullin、
アダプタータンパク質は常に共通の構成因

子であるのに対し、基質認識サブユニットは

可変因子であり、これを交換することによっ

て非常に多くの基質に対応できるようにな

っていることである。本研究申請者である嘉

村巧は、Rbx1 の発見や Cul2 および Cul5 型

E3 複合体の解析を初めとしてこの分野の発

展に多大な貢献をしてきている。データベー

ス検索により、非常に多くの Cullin 型 E3 が

存在することが明らかになっており、さらに

は個々の E3 が複数の基質を認識しユビキチ

ン化することより、多彩な生命現象を制御し

ていると考えられている。そこでこの分野の

課題はこれら Cullin 型 E3 の機能を明らかに

することであり、多くの研究者がその解明に

取り組んでいる最中である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、出芽酵母 Cullin 型 E3 の機能

解明を行い、これら E3 により制御される生

命現象を解明することを目的とする。具体的

には、(1)われわれが最近報告した新規 SCF
複合体活性制御因子 Lag2 の機能解析、

(2)Cul3 および Cul8 型 E3 の機能解析の 2 つ

に焦点を絞り研究を行なう。 
(1) 新規 SCF 複合体活性制御因子 Lag2 の機

能解析：Cullin はユビキチン様小分子

Rub1/Nedd8 修飾を受けることにより E3 活

性を調節していることが知られているが、わ

れわれは Lag2 も Cullin と同じように Rub1
修飾を受けることを見出している。そこでま

ず Dcn1 の変異体を作製し、Lag2 への Rub1
修飾に Dcn1 が必要であるかどうかを明らか

にする。次に Lag2 に存在する約 30 個のリジ

ンそれぞれをアルギニンに置換する変異体

を作製し、どのリジンが Rub1 修飾を受ける

のかを明らかにする。さらに Lag2 への Rub1
修飾が、SCF 複合体の活性調節にどのような

影響を及ぼすのかを、リジン変異体を用いて

検討する。 
(2) Cul3 および Cul8 型 E3 の機能解析：Cul3
あるいは Cul8 結合タンパク質を酵母

two-hybrid 法や免疫沈降法を用いて同定し、

さらにどのタンパク質がアダプタータンパ

ク質や基質認識サブユニットとして機能す

るのかを生化学的手法で検討する。SCF 複合

体の基質認識サブユニットであるF-boxタン

パク質群は共通に存在するF-boxドメインを

介してアダプタータンパク質 Skp1 と結合す

ることが知られている。新たに同定した Cul3
や Cul8 型 E3 の基質認識サブユニットとア

ダプタータンパク質との結合を調べること

により、F-box ドメイン用配列を同定する。

この同定に成功すればデータベース検索に

より新たな基質認識サブユニットを見つけ

ることが可能になる。これらの基質認識サブ

ユニットと結合するタンパク質（基質候補タ

ンパク質）を酵母 two-hybrid 法や免疫沈降

法を行い同定する。そして同定したそれぞれ

の酵素・基質関係の生物学的意義を明らかに

する。 
 



３．研究の方法 
 (1)新規 SCF複合体活性制御因子 Lag2の機

能解析 

①.  Lag2への Rub1修飾の分子機構の検討 

 Cullin はユビキチン様小分子 Rub1/Nedd8

修飾を受けることにより E3 活性を調節して

いることが知られているが、われわれは Lag2

も Cullinと同じように Rub1修飾を受けるこ

とを見出しており、この分子機構を明らかに

する。 

②. Lag2への Rub1修飾部位の同定 

ユビキチン修飾と同様に Rub1 修飾も標的タ

ンパク質のリジン残基を介して起こること

が知られている。Lag2 には 31 個のリジンが

存在するのでそれぞれのリジンをアルギニ

ンに置換した変異体を作製し、出芽酵母に発

現させ、どのリジンが Rub1 修飾を受けるの

かを同定する。 

③. Rub1修飾を受けない Lag2変異体の SCF

複合体への影響の検討 

われわれは、Lag2が Cdc53への Rub1修飾を

阻害することおよび E2と SCF 複合体の結合

を阻害することによって SCF複合体の機能を

制御することを明らかにしている。そこで 2.

で同定した Lag2変異体を用いることにより、

Lag2に対する Rub1 修飾の SCF複合体への影

響を検討する。具体的には試験管内および細

胞内における Cdc53に対する Rub1修飾の度

合いを野生型 Lag2 と比較する。さらには、

試験管内および細胞内におけるユビキチン

化活性に対する影響を、基質として Sic1を

用いて検討する。さらには試験管内で E2と

SCF複合体の結合への影響も調べる。 

④. Lag2の新たな結合タンパク質の同定お

よび解析 

 Lag2は寿命関連因子として報告されてい

るがその分子機構は全くわかっていない。今

回われわれが発見した SCF複合体の機能調節

を介して寿命に関与している可能性に加え

て、まだ未同定の分子の関与も考えられる。

そこで酵母 two-hybrid法あるいは免疫沈降

法および質量分析の組み合わせにより新た

な Lag2結合タンパク質を同定する。それら

の中で生理的条件下で Lag2 との結合が確認

できたタンパク質に焦点を絞って、細胞生物

学的意義を明らかにする。 

 

(2) Cul3 および Cul8型 E3の機能解析 

①. 酵母 two-hybrid法や免疫沈降法による

出芽酵母 Cul3あるいは Cul8との結合タンパ

ク質（アダプタータンパク質）の同定 

 データベースを利用して出芽酵母 Cul3お

よび Cul8遺伝子をクローニングする。酵母

two-hybrid法に用いる bait 用ベクターおよ

び免疫沈降法用ベクターを作製する。これら

のベクターを用いて酵母 two-hybrid 法や免

疫沈降法および質量分析の組み合わせによ

り結合タンパク質を同定する。前述している

ように Cullin型 E3は、RING-fingerタンパ

ク質、Cullin、アダプタータンパク質、そし

て基質認識サブユニットからなる四量体で

構成されているが、中でもアダプタータンパ

ク質は Cullinと基質認識サブユニットをブ

リッジする役割を担っている。まず同定した

タンパク質が出芽酵母細胞内で Cullin と生

理的条件化で結合するかどうかを検討する。

さらに大腸菌あるいは昆虫細胞の発現系を

用いてリコンビナントタンパク質を作製し、

試験管内での Cullinとの直接結合を確認す

る。 

②. Cul3あるいは Cul8型 E3 の基質認識サ

ブユニットの同定 

 1.で同定したアダプタータンパク質を

baitとして、酵母 two-hybrid法や免疫沈降

法および質量分析の組み合わせにより結合

タンパク質を同定する。1.と同様な方法を用

いて、アダプタータンパク質との結合を再確

認する。一般的に Cullin型 E3 の基質認識サ

ブユニットは複数個存在しており、F-boxド

メインや SOCS-box ドメインのようなそれぞ

れの基質認識サブユニットに共通に存在す

る領域を介してアダプタータンパク質と結

合する。ここで同定した複数の基質認識サブ

ユニットの欠失変異体を作製しアダプター

タンパク質との結合を調べることにより、

Cul3あるいは Cul8型 E3の基質認識サブユニ

ットに共通に存在すると予測される F-boxド

メイン様配列を同定する。この同定に成功す

れば、データベースサーチにより新たな基質

認識サブユニットを見出すことが可能にな

る。 

③. Cul3あるいは Cul8型 E3 の基質候補タ

ンパク質の同定 

 ②.で同定した基質認識サブユニットを

baitとして、酵母 two-hybrid法や免疫沈降

法および質量分析の組み合わせにより結合

タンパク質(基質候補タンパク質)を同定す

る。 

④. 新規基質候補タンパク質と基質認識サ

ブユニット間の結合の検討 

新規基質候補タンパク質と基質認識サブユ

ニットを出芽酵母に過剰発現させ、プロテア

ソーム阻害剤存在下で、免疫沈降およびウェ

スタンブロットにより結合を確認する。過剰

発現系で結合を確認できたら、次に内在性タ

ンパク質レベルで新規基質候補タンパク質



と基質認識サブユニットが結合するかどう

かを検討する。ここで再度結合を確認できた

基質候補タンパク質に焦点を絞って以後の

研究を進めていく。 

⑤. 新規基質に対する試験管内ユビキチン

化反応の検討 

 野生型あるいは変型新規基質を大腸菌で

発現させリコンビナントタンパク質を精製

する。バキュロウイルス発現系を用いて Cul3

あるいは Cul8型 E3複合体を精製し、ユビキ

チン化反応に必要な酵素 E1と E2そしてユビ

キチンさらに ATPを加え新規基質と反応させ

ることにより、試験管内で新規基質へのユビ

キチン化反応を起こすことができるかどう

かを検討する。 

⑥. 新規基質に対する細胞内分解の検討 

野生型あるいは変異型の新規基質と基質認

識サブユニット群を出芽酵母に発現させ、新

規基質に対する抗体を用いて免疫沈降する。

SDS-PAGE で展開した後、抗ユビキチン抗体で

ウェスタンブロットを行う。また、パルスチ

ェイス法により新規基質の半減期を測定す

る。 

⑦. 新規基質の分解制御による細胞生物学

影響の検討 

 新規基質のアミノ酸配列よりその酵母内

での機能を予測する。基質認識サブユニット

の過剰発現あるいは遺伝子欠失によって新

規基質の発現を制御することにより、どのよ

うな細胞生物学的変化が現れるかを解析す

る。 

 

４．研究成果 

本研究では出芽酵母 Lag2および Cul3、Cul8

型 E3 の機能解析を行った。 

(1) Lag2 の機能解析 

 われわれは出芽酵母 SCF複合体を負に制御

する因子として Lag2 を発見した。その過程

で Lag2がユビキチン様小分子 Rub1修飾を受

けることを見出した。Rub1は SCF複合体の構

成因子である Cdc53の C 末側のリジン残基と

イソペプチド結合し、SCF 複合体の活性を制

御している。Cdc53 への Rbu1 修飾には Dcn1

が必要であることが報告されている。そこで

Dcn1欠失株を作製し、Lag2 への Rub1修飾を

調べたところ、この変異株では Lag2への Rub1

修飾も起こらないことを明らかにした。この

ことより LAG2 への Rub1 修飾にも Dcn1 が必

要であることがあきらかになった。Lag2 には

31 個のリジンが存在しているが、個々のリジ

ンをアルギニンに置換した変異酵母株を作

製し、どのリジンが Rub1 修飾を受けている

のかを検討した。その結果として、16 番目の

リジンが Rub1 修飾の標的であることを明ら

かにした。次にこの変異の SCF複合体の活性

に及ぼす影響を検討したが、有意な影響を見

出すことはできなかった。Lag2は SCF複合体

と結合するが、その際に 2 次的に Rub1 修飾

を受けていることが考えられるが、まだ検出

できていない影響がある可能性も残ってい

るので、更なる解析を続けている。Lag2は哺

乳類 Cand1と似通った性質を有している。構

造解析の結果、Cand1は Cul1(Cdc53の哺乳類

ホモログ)のほぼ全長と結合することにより、

Cul1 の N 末側での Skp1-F-box タンパク質と

の結合、さらには C 末側での Nedd8（Rub1の

哺乳類ホモログ）修飾の両方を阻害する。わ

れわれは Lag2は Cdc53の Rub1修飾は阻害す

るが Skp1-F-box タンパク質との結合は阻害

しないと報告しており、その理由としては

Cand1 が分子量 120kDa であるのに対し Lag2

が 80kDa と小さいため、Cullinの全長と結合

できないためと推測している。しかしながら

同時期に他のグループは Skp1-F-box タンパ

ク質との結合も阻害すると報告している。わ

れわれは内在性の Lag2 と相互作用している

タンパク質を免疫沈降法及び質量分析法で

調べ、F-box タンパク質 Cdc4、Met30さらに

は Grr1 を同定した。このことはわれわれの

正当性を裏付けるものである。また同時に多

くの結合タンパク質を同定しており、それら

の細胞生物学的意義を現在解析中である。 

(2) Cul3、Cul8型 E3の機能解析 

 出芽酵母には 3種類の Cullin、 Cdc53、Cul3

そして Cul8 が存在している。このなかで

Cdc53は SCF複合体を形成し E3として機能す

ることがよく知られているが、Cul3 や Cul8

の機能はあまり明らかにされていない。そこ

で本研究では Cul3および Cul8の機能解明を

試みた。哺乳類 Cul3（出芽酵母 Cul3 のホモ

ログ）は BTB タンパク質と結合することが知

られているが、免疫沈降及び質量分析により

BTPタンパク質 YIL001wを Cul3の結合タン

パク質として同定した。出芽酵母には 4種類

の BTP タンパク質、YIL001ｗ、Ydr132c、

Ylr108cそして Whi2が存在しているので、こ

れらのタンパク質と Cul3 の結合を調べたと

ころ、Yil001w のみが結合することを明らか

にした。次に YIL001w も用いて、酵母

Two-hybrid スクリーニングを行い、Okp1 を

結合タンパク質として同定した。Okp1はプロ

テアソーム阻害剤により発現量が増加した。

さらに、Cul3や YIL001w欠失株において Okp1

の発現量が亢進した。こららのことより Okp1

は Cul3 型 E3 の基質であることが示唆され、

現在詳細な解析を進めているところである。



Cul8 と相互作用するタンパク質の解析を行

い、Mms1、Mms22、Esc4、Orc5、Ctf4 そして

Esc2 を同定した。また Cul8、Mms1 そして

Mms22 がテロメアのサイレンシング制御に関

与していることを明らかにした。 
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