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Abstract 
  In eukaryotes, protein N-glycosylation is essential for maintenance of both the structure and function of many 
proteins. N-glycans used for protein N-glycosylation originate from dolichol-linked oligosaccharides (DLOs), which 
are assembled via the dolichol pathway localized on the rough endoplasmic reticulum (rER) membrane. In the 
dolichol pathway, RFT1 protein plays a critical role in flipping of DLOs from the cytoplasmic side to the luminal 
side of the rER membrane. In this study, we screened for novel proteins which might physically interact with human 
RFT1 (hRFT1) using the yeast split-ubiquitin system. As a result of screening of 2.1×105 cDNA clones derived from 
human brain, two cDNAs were isolated as candidates for physically interacting with hRFT1, identified and 
characterized. They were predicted to encode rER resident membrane proteins, which might act as regulatory or 
accessary subunits for hRFT protein. 
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1．緒論 
 
 真核生物において蛋白質の N-グリコシル化は, 多くの

蛋白質の構造と機能の維持にとって重要な役割を果たし

ている. この N-グリコシル化に用いられる N-グリカン

は , ドリコール中間体  (dolichol-linked oligosaccharide; 
DLO) に 由 来 す る 1). DLO は 粗 面 小 胞 体 (rough 
endoplasmic reticulum; rER)膜に局在するドリコール経路

で生合成され, その糖鎖部分は当経路の 11種類の糖転移

酵素の作用で組み立てられるが, 初期の組み立ては rER
膜の細胞質側で, 後期の組み立ては rER 膜の内腔側で生

じていることから, 生合成途中で DLO が rER膜中で反転

(フリッピング)することが判明している. この DLO のフ

リッピングを触媒するフリッパーゼ酵素の実体は未だに

解明されていない. Helenius らは, DLO のフリッピングに

障害を有する酵母変異株を利用して, 酵母 RFT1 遺伝子

が DLO のフリッピングに重要な役割を果たしているこ

とを報告した 2). この RFT1 遺伝子は, ドリコール経路を

もつ真核細胞すべてに相同遺伝子が存在していることか

ら, DLO フリッパーゼの有力な候補と考えられたが, 後
に他の研究グループからそれを否定する報告がなされ
3),4), 未だに結論が出ていない . そこで我々は , ヒト

RFT1 (hRFT1)遺伝子のクローニングを行い, この蛋白質

に rER 膜上で物理的に相互作用する新規蛋白質をコード

する遺伝子(cDNA)を, 酵母 split-ubiquitin システムを利

用して検索することにした. 酵母 split-ubiquitin システム

は, 出芽酵母細胞内でベイトとプレイの２つの膜蛋白質

を共発現させ, その物理的相互作用を in vivo で検出する

ために考案された, 酵母ツーハイブリッドシステムの一

つである 5). これまでに我々は当システムを用いて, ド
リコール経路で働く rER 膜に局在する既知の糖転移酵素

間の物理的相互作用を多数検出している 6). 本研究では

クローニングした hRFT1 をベイトとして, これを多種類

のヒト cDNA が組換えられたプレイ(cDNA ライブラリ

ー)と共発現することにより, hRFT1 ベイトに相互作用を

示す未知の新規遺伝子の発見を試みた. 
 

2．hRFT1 遺伝子のクローニング 
 

 hRFT1 蛋白質のコード領域をカバーする全長遺伝子を

クローニングするため, Genbank データベースに登録さ

れているクローン NM_052859 の塩基配列を元に, PCR プ

ライマーを設計した(Table 1). これらのプライマーの 5’
末端側には, 4 種類のベクター(pBT-N, pBT-C, pPR-N 及び

pPR-C)にクローニングするためにそれぞれ異なる制限

酵素認識配列を付加した. そして, それぞれのベクター

にクローニングするためのフォワード(fw)プライマーと

リバース (rv)プライマーを組み合わせて , ヒト脳由来

cDNA プールを鋳型とした PCR を行い, hRFT1 遺伝子全 
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長を増幅した. 増幅した DNA とベクターを同一の制限

酵素で処理した後, DNA リガーゼによるライゲーション

反応を行い, 大腸菌 JM109 を形質転換することで 4 種類

のクローン (pBT-N-hRFT1, pBT-C-hRFT1, pPR-N-hRFT1
及び pPR-C-hRFT1)を作製した. このうち, 本研究のスク

リーニングの過程では, 2 種類のベイトコンストラクト

(pBT-N-hRFT1 及び pBT-C-hRFT1)を使用した. 
 

3．hRFT1 に相互作用する新規蛋白質をコード
する遺伝子のスクリーニング 

 

 3.1 スクリーニング用選択培地の決定 

 2 種類のベイト(pBT-N-hRFT1 及び pBT-C-hRFT1)に対

して陽性及び陰性コントロールプレイ (pAI-Alg5 及び

pDL2-Alg5)をそれぞれ組み合わせて, 酵母 NMY51 株を

同時に形質転換し, SD-LW 寒天培地上において, 30℃で 3
日間倒置培養した. これらの SD-LW 寒天培地からそれ

ぞれコロニーを取り 500μL の滅菌水に懸濁した後, さら

に 10 倍及び 100 倍希釈液を作成した . それらを SD- 
LWHA+5mM 3-amino-1,2,4-triazol(AT), SD-LWH+5mM AT, 
SD-LWHA, SD-LWH, SD-LW 寒天培地に 100 倍希釈液・

10 倍希釈液・原液の順に 5μL ずつスポットし, 30℃で 3
日間培養した.  
 この選択培地での増殖試験の結果, N 末端に Cub(ユビ

キチンの C 末端)+VP16/LexA を付加した hRFT1 ベイト

を発現する pBT-N-hRFT1 を用いた場合, SD-LWHA, SD- 
LWH+5mM AT 及び SD-LWHA+5mM AT の選択培地でベ

イト/ pDL2-Alg5(陰性コントロールプレイ)の共発現株は

増殖せず, ベイト/pAI-Alg5(陽性コントロールプレイ)の
共発現株だけが増殖した (Fig.1A). 一方 , C 末端側に

Cub+VP16/LexA を付加した hRFT1 ベイトを発現する

pBT-C-hRFT1 を用いた場合, SD-LWHA 選択培地ではベ

イト / pDL2-Alg5 の共発現株は増殖せず , ベイト / pAI- 
Alg5 の共発現株のみ増殖したが, SD-LWH+5mM AT 及び

SD-LWHA+5mM AT の選択培地においては, ベイト/陰性

コントロールプレイに加え, ベイト/ 陽性コントロール

プレイの共発現株のどちらも増殖が確認できなかった

(Fig.1B). また, SD-LWH 選択培地では, 両ベイトの場合 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ともベイト/ pDL2-Alg5 または pAI-Alg5 の共発現株の増

殖が確認された(Fig.1).  
 以上の結果から, スクリーニングに用いる選択培地は

pBT-N-hRFT1 及び pBT-C-hRFT1 の両ベイトの場合とも

SD-LWHA 選択培地が最適であると判断し, 以下のスク

リーニングに用いることにした. 
 
 3.2 スクリーニング操作 

 まず 2 種類のベイト(pBT-N- hRFT1 及び pBT-C-hRFT1)
ベイトによる酵母 NMY51 株の形質転換を行い, SD-L 寒

天培地でベイト形質転換株をそれぞれ選択した. 次にプ

レイベクターに構築されたヒト脳由来 cDNA ライブラリ

ーの DNA を用いてこれらのベイト形質転換株をさらに

形質転換し, ベイト/プレイ二重形質転換株を SD-LWHA
寒天培地にプレーティングし, 30℃で 4 日間培養した.  
 
 3.3 候補遺伝子の回収 

 3.2 のスクリーニングの培養で SD-LWHA 寒天培地上

に増殖したコロニーを液体培養後, 菌体から全 DNA を

調製した.この DNA を用いて大腸菌 JM109 株を形質転換

し, アンピシリン含有 LB 寒天培地上でコロニーを選択

した. このコロニーを液体培養後, 菌体からプラスミド

を調製することで,目的とするヒト cDNA が組換えられ

たプレイコンストラクトを回収した.  

Primer name Nucleotide sequence Purpose 

R1BN2fw 5’-catgccatggATGGGCAGCCAGGAGGTGCTGG-3’ PCR cloning of hRFT1 into pBT-N 

R1BN2rv 5’-tccccgcggTCATGTCATTTTGTCAGTGCGTCTGGGCAC-3’ PCR cloning of hRFT1 into pBT-N 
R1BCfw 5’-gctctagacgATGGGCAGCCAGGAGGTGCTGG-3’ PCR cloning of hRFT1 into pBT-C 
R1BCrv 5’-catgccatggGTCATTTTGTCAGTGCGTCTGGGCAC-3’ PCR cloning of hRFT1 into pBT-C  

R1PNCfw 5’-cggaattcgATGGGCAGCCAGGAGGTGCTGG-3’ 
PCR cloning of hRFT1 into pPR-N or 

pPR-C 

R1PNCrv 5’-ccatcgatTGTCATTTTGTCAGTGCGTCTGGGCAC-3’ 
PCR cloning of hRFT1 into pPR-N or 

pPR-C 
dslnx_seqfw 5’-GTCGAAAATTCAAGACAAGG-3’ Sequencing of prey constructs 

dslnx_seqrv 5’-AAGCGTGACATAACTAATTAC-3’ Sequencing of prey constructs 

Fig. 1 Preliminary experiments as for background growth
of transformants with hRFT1 bait constructs on various
selective media. Panel A and B show growth tests of
transformants with pBT-N-hRFT1 and pBT-C-hRFT1,
respectively. 

A B

Table 1 PCR primers used in this study.
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4．候補遺伝子の解析 
 

 pBT-N-hRFT1 ベイトを用いた一次スクリーニングの

結果, 1.0×105 コロニーから 33 の候補クローンが, また

pBT-C-hRFT1 を用いた一次スクリーニングでは, 1.1×105

コロニーから 66 の候補クローンが得られた. これらの

候補プレイ cDNA の中から, 再度 hRFT1 ベイトとの相

互作用を確認したところ,  pPR-N-X 及び pPR-N-Y の 2
つのプレイ cDNA について両 hRFT1 ベイトとの相互作

用が再確認された(Fig.2A 及び Fig.2B). 
 この 2 つの cDNA を Table 1 に示したシークエンス用

プライマーを用いたシークエンス反応を行い, オートシ

ーケンサー装置 ABI PRIZM 310 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystems) にかけて塩基配列を決定した (Fig.3). 得ら

れた塩基配列をもとに BLAST サーチを用いて GenBank
データベースを検索したところ , X はヒト Stress- 
associated endoplasmic reticulum protein (hSERP1)のコード

領 域 全 長 (GenBank accession: AB022427), Y は

Chromosome 4 open reading frame 3 (C4orf3)の 4 番目のア 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 Reconfirmation of physical interactions of two
candidate preys, X and Y, with hRFT1 baits. Panel A and B
show growth tests of transformants with pBT-N-hRFT1 and
pBT-C-hRFT1, respectively. 

A

B

Fig. 3 Sequencing analyses of candidate preys. Panel A and
B show nucleotide sequences of pPR-N-X and pPR-N-Y,
determined respectively. Each coding region is colored in
light blue.

A

B
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ミノ酸から終止コドンまでのコード領域 (GenBank 
accession: NM_001001701)を含む遺伝子であるというこ

とが判明した.  
 続いて, これら 2 種類の cDNA を pPR3-N ベクターか

ら pBT-N ベクターにサブクローニングして, ベイトとプ

レイを入れ替えても相互作用が生じるかどうかを確認す

ることにした(スワッピング解析). 酵母 NMY51株の二重

形質転換後に得られたベイト/ プレイ共発現株について, 
選択培地で増殖性を確認したところ , pBT-N-hSERP1 ベ

イトと hRFT1 の N 末端に Cub を付加した pPR-N-hRFT1
プレイ又は hRFT1 の C 末端に Cub を付加した

pPR-C-hRFT1 プレイとの二重形質転換株は , どちらも

SD-LWH+5mM 3-AT 及び SD-LWHA 寒天培地での増殖が

それぞれ確認された (Fig.4A). これらの結果から , ベイ

トとプレイを入れ替えても hSERP1 と hRFT1 の間で相互

作用が起こることが判明した.  
 一方, pBT-N-C4orf3 ベイトと pPR-N-hRFT1 プレイとの

二重形質転換株は, SD-LWH+5mM 3-AT 及び SD-LWHA
寒天培地での増殖が観察されたが(Fig.4B), 同ベイトと

pPR-C-hRFT1 プレイとの二重形質転換株は SD-LWHA 寒

天培地でのみ増殖が検出され, SD-LWH+5ｍM 3-AT 寒天

培地では増殖が観察されなかった(Fig.4B). これらの結

果から, ベイトとプレイを入れ替えても C4orf3 と hRFT1
の間で相互作用が起こることが判明したが, 増殖性に差

が見られたためこの膜タンパク質間の相互作用は hRFT1
の N 末端側寄りの領域で生じていることが予測される.  
 

5．考察 
 

 本研究では, hRFT1 に物理的に相互作用する新規蛋白

質を検索することで, hRFT1 を含めたヒト DLO フリッパ

ーゼに機能的に関連する蛋白質の一端を解明することを

試みた.  
 今回の解析で同定された 2 つの蛋白質のうち, SERP1
は, 低酸素ストレス下でその遺伝子発現が正に調節され

るものとしてラットで最初に同定された, 1 回膜貫通型

の rER 膜局在蛋白質である 7). その組織発現性はユビキ

タスであるが, ツニカマイシンによる小胞体ストレス存

在下で発現が 5 倍程度上昇し, ストレス解消後の蛋白質

の N-グリコシル化を促進する作用をもつことが実証さ

れている 7). さらに, SERP1はトランスロコン複合体と免

疫学的に共沈降することも報告されており, rER におけ

る膜蛋白質の品質管理に働いていることが示唆されてい

る 7). 一方で , 今回の我々の解析結果は , hSERP1 が

hRFT1 を介して蛋白質 N-グリコシル化を調節している

可能性を示唆するものである . 例えば  トランスロコン

へ hRFT1 をターゲティングすることにより, hRFT1 の安

定性や機能を調節しているケースなどが想定される. そ
のため, 今後まずは免疫共沈などの手法を用いて hRFT1
と hSERP1 が複合体を形成することを生化学的に実証す

る必要がある.   
 同定されたもう 1 つの C4orf3 遺伝子は, ヒト染色体 4
番長腕 q22-q32 領域についてのコード領域のスクリーニ

ングにより同定された読み取り枠(ORF3)であり 8), C 型

肝炎ウイルス F 蛋白質により転写活性化される遺伝子で

あることが報告されているものの 9), その蛋白質として

の構造や本来の機能の詳細な特徴づけの報告は未だにな

されていない. その ORF3 からは, 全長 66 アミノ酸から

なる蛋白質の一次構造とともに, 1 つの膜貫通ドメイン

を有することが予測されていたが, その細胞内局在性に

ついては今まで実証されていなかった . 本研究の中で

我々は, C4orf3 蛋白質が rER 膜に局在する hRFT1 蛋白質

と物理的に相互作用することと(Fig. 2 及び Fig.4B), 同じ

く rER 膜に局在する陽性コントロールプレイ膜蛋白質

(Alg5 蛋白質)とも物理的に相互作用すること(Fig.4B)を
示した. 従って, これらの結果を通じて C4orf3 蛋白質は

少なくとも rER 膜に局在していることが, 間接的ではあ

るが最初に実証されたことになる. 今後, C4orf4 蛋白質

に関しても, 組換え蛋白質を調製することにより細胞内

局在性や hRFT1 との複合体形成を生化学的に検証する

必要がある. 
 

6．結論 
 
 以上の従来の知見から, hSERP1 及び C4orf3 は, どちら

も未だにその機能に関して確定されていない蛋白質とい

える. また, そのアミノ酸配列に関する我々の調査から

は, 両蛋白質とも 1 つの膜貫通ドメイン以外に特徴的な

保存ドメインまたは保存モチーフは検出されなかった.   
 以上を総括すると, hSERP1 及び C4orf3 は, rER 膜局在

性の膜蛋白質ではあるものの, DLO フリッパーゼ本体で

はない可能性が高いと考えられる. しかしながら, 両蛋

白質は, hRFT1 蛋白質と rER 膜上で密接に結合している

ことが酵母 split-ubiquitin システムを適用した本研究に

よって in vivo で証明されたことから, DLO フリッピング

装置の補助的あるいは調節的機能を果たす蛋白質である

可能性がより強く示唆された.  
 これらの遺伝子を用いた今後のさらなる解析により , 
ヒト細胞の rER 膜における DLO フリッパーゼの蛋白質

複合体装置の全容の解明が前進することが期待される. 
 

A

B

Fig. 4 Swapping analyses of physical interactions between
candidate baits and hRFT1 preys. Panel A and B show
growth tests of transformants with pBT-N-hSERP1 and
pBT-N-C4orf3, respectively. 
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