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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 

和文 
 血管新生のバランス制御分子として同定したCUL3型ユビキチンリガーゼ複合体(CRL3)による制御ネ

ットワークを解明するとともに、新たな血管新生制御の作用点を明らかにすることを目的として、以下

の 4 項目について解析を進めた。 
 
1. 血管新生を担う CUL3-BTBP 軸の同定と、基質探索システム及び阻害剤スクリーニング用ハイスループッ

トシステムの構築・応用 

 血管新生を担う CUL3-BTBP 軸探索のため、BTBP siRNA ライブラリーを整備し、それを用いたスク

リーニングにより新たに CUL3-BTBP３軸を同定した。同定した CUL3-BTBP３軸の基質探索に向け、

HEK293T 細胞を用いて Halo タグ付加 BTBP リコンビナントタンパク質(Halo-BTBP)を作成し

HaloLink レジンに固相化した。これを用いたアフィニティークロマトグラフィーにより、ヒト臍帯静脈

血管内皮細胞の可溶化画分から各 BTBP に結合するタンパク質を精製した。精製タンパク質は、SDS 電

気泳動後、質量分析により同定した。本検出タンパク質を KEGG Pathway 解析により機能的に分類した。

その結果に基づき、基質候補フォーカスド・プロテインアレイの作製を行なった。また、３つの FLAG-
タグ付加 BTBP リコンビナントタンパク質を、小麦胚芽無細胞タンパク質合成系を用いて作成し、これ
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をプローブとして、基質候補タンパク質の直接的結合を測定するための AlphaScreen システムを構築し

た。 
 
2. 遺伝子発現を制御する CUL3-BTBP-基質軸の同定と阻害剤スクリーニングシステムの構築 

 VEGFR2 を代表とする重要な血管新生因子の mRNA 発現制御を担う CUL3 システムとして

CUL3-SPOP-DAXX 軸を同定した(Sakaue et al., Sci Rep. 2017)。CUL3 及び SPOP ノックダウンによ

り DAXX が増大すること、SPOP と DAXX が結合すること、DAXX 発現量と血管新生因子 mRNA 及び

タンパク質発現が逆相関することから、DAXX が血管新生因子 mRNA の発現を負に制御することを明ら

かにした。以上の結果より、CUL3-SPOP-DAXX 軸が血管新生因子の遺伝子発現制御機構として重要な働

きをしていることが明らかとなったことから、CUL3-SPOP 及び SPOP-DAXX の分子間相互作用阻害剤をスク

リーニングする AlphaScreen システムを構築した。 
 
3. 細胞運動を制御する CUL3-BTBP-基質軸の同定と阻害剤スクリーニングシステムの構築 

 血管内皮細胞の細胞運動を制御する CUL3 システムとして CUL3-BTBP1 軸を同定した。さらに、当

該 CUL3-BTBP1 軸の基質を、上記実験１で作成したフォーカスド・プロテインアレイを用いて、

Biotin-BTBP1 をプローブとして AlphaScreen を行うことにより同定した。その結果、基質候補分子 A
を検出した。さらに、CUL3 または BTBP1 のノックダウンと基質候補分子 A の強制発現が同等の細胞

運動表現型を示すことを確認した。これを基に、CUL3-BTBP1、及び BTBP1-基質 A の分子間相互作用

阻害剤をスクリーニングする AlphaScreen システムを構築した。 
 
4. 膜蛋白質輸送を制御する CUL3-BTBP-基質軸の同定と阻害剤スクリーニングシステムの構築 

 血管内皮細胞での重要な膜タンパク質輸送を制御する CUL3-BTBP2 軸を同定した。さらに、当該

CUL3-BTBP2 軸の基質を、上記実験１で作成したフォーカスド・プロテインアレイを用いて、

Biotin-BTBP2 をプローブとした AlphaScreen を行うことにより同定を進めている。 
 
 
英文 

In order to analyze the roles of CUL3-based ubiquitin E3 ligase (CRL3) system in angiogenesis and 
their potency as therapeutic targets, we studied the following 4 points.  
 
1. Identification of CUL3-BTBP axes involved in angiogenic regulation and establishment of high 
throughput screening systems of their substrates and inhibitors. 
 We constructed BTBP siRNA library with minimum off target effects and performed a 3D 
endothelial cell tube formation assay in vitro by using them, resulting in the identification of 3 
CUL3-BTBP axes as a candidate of an angiogenic regulator. For the identification of their 
CUL3-BTBP targeting substrates, we subsequently performed an affinity chromatography using 
Halo-tagged BTBP recombinant proteins immobilized HaloLink resin and cell extracts from human 
umbilical vein endothelial cells. The following SDS-PAGE and mass spectrometry analysis revealed 
the more than 1000 proteins. The information of the identified proteins was subjected to KEGG 
Pathway analysis and their functional classification. Based on the classification, we prepared several 
kinds of functionally classified protein arrays for the direct interaction analysis of protein-protein. 
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We performed an AlphaScreen assay by using a combination of the protein arrays and Flag-tagged 
BTBP proves, and successfully listed up substrate candidates for the identified CUL3-BTBPs. We 
also established AlphaScreen assay systems of CUL3- BPBPs and BTBPs-substrates. 
 
2. Identification of CUL3-BTBP axes to regulate gene expression in endothelial cells and 
establishment of high throughput screening systems of their substrates and inhibitors. 

Based on the results described above (#1), we identified SPOP which regulates VEGFR2 
mRNA expression. We further performed DNA microarray analysis under the knockdown of SPOP, 
and revealed that CUL3-SPOP axis regulated mRNA expression of multiple angiogenic factors. 
Further, we successfully identified SPOP-binding protein DAXX as a substrate candidate by using 
the combination of siRNAs and the protein arrays. We also established AlphaScreen assay systems of 
CUL3-SPOP and SPOP-DAXX. 
 
3. Identification of CUL3-BTBP axes to regulate endothelial cell movement and establishment of 
high throughput screening systems of their substrates and inhibitors. 

During the experiment carried on the first screening described above (#1), we identified 
BTBP1 which regulates endothelial cell movement. Then, we successfully identified BTBP1-binding 
protein A as a substrate candidate (Substrate-A) by using the combination of siRNAs and the protein 
arrays. We also established AlphaScreen assay systems of CUL3-BTBP1 and BTBP1-Substrate-A. 
 
4. Identification of CUL3-BTBP axes to regulate transmembrane trafficking and establishment of 
high throughput screening systems of their substrates and inhibitors. 

Based on the results described above (#1), we performed the immunostaining analysis of 
membrane proteins under the knockdown of the 1st-identified BTBPs, resulting in the identification 
of BTBP2 which regulates appropriate localization of membrane proteins which regulate 
angiogenesis. Then, we are now performing an AlphaScreen assay to identify BTBP2-binding protein 
by using the protein arrays. 
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