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研究成果の概要（和文）： 

F-box タンパク質は、SCF 複合体を構成しユビキチンリガーゼとして機能する。本研究

課題では、代表的な F-box タンパク質である Fbxw7 とβ-TrCP に注目し、そのノックアウト

マウスの解析を中心として、生理的な役割の解明を試みた。Fbxw7 は、T 細胞や造血幹細胞

では発がんを抑制するが、胎仔線維芽細胞やケラチン細胞では、むしろ増殖を促進した。

β-TrCP は増殖を促進する効果があることがわかった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

F-box protein functions as a ubiquitin ligase constructing SCF protein complex. In 

this preject, I focused my interest on typical F-box proteins, Fbxw7 and β-TrCP. I 

analyzed their gene targeting mice to elucidate the biological function of these proteins. 

Although Fbxw7 suppressed tumorigenesis in T lymphocytes and hematopoietic stem cell, 

it facilitated cell proliferation in primary embryonic fibroblasts and keratinocytes. β-TrCP 

promoted cell proliferation. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、タンパク質の量的制御を行う機構

としてタンパク質の合成経路だけでなく、

分解速度がその調節に非常に重要である

と考えられるようになってきた。特に基質

特異的にタンパク質分解を誘導するユビ

キチン・プロテアソーム系の重要性が注目

されている。このユビキチン・プロテアソ

ーム系は他の分解系と異なり非常に高い

基質特異性をもって基質を分解する。この

ような特徴を発揮しているのは、ユビキチ

ン付加酵素であるユビキチンリガーゼ

（E3）に特異性があるためである。しか

しながら、多くのユビキチンリガーゼが何

を基質とし、ユビキチンを付加しているの

か、真の生理的基質を明らかにする決定的

な方法はない。 

そこでわれわれは、ユビキチンリガーゼ

のノックアウトマウスを作製し、その表現

型の探索から生理的基質を同定するとい

う発生工学的手法をを駆使したストラテ

ジーで基質同定を進めてきた。 

本研究課題では、SCF 複合体の構成因

子であるF-boxタンパク質の中から3つの

タンパクβ-TrCP1、β-TrCP2、Fbw7 に注

目して研究を進める。 

β-TrCP/Fbw1（以下β-TrCP）は、われ

われを含む多くの研究室がユビキチンリ

ガーゼとして機能する F-box タンパク質

として初めて報告した分子であり、

β-catenin や IκBαなどをユビキチン化す

るユビキチンリガーゼである。しかしなが

ら、われわれが作製したβ-TrCP1 ノックア

ウトマウスでは、β-catenin や IκBαの分解

がなお観察されることから、β-catenin や

IκBαの分解を担うユビキチンリガーゼは

β-TrCP1 のみではないことが示唆された。

β-catenin や IκBαの分解を担うユビキチ

ンリガーゼの候補としてはβ-TrCP2 が上

げられる。β-TrCP2 は、β-TrCP1 とのア

ミノ酸配列の相同性が約 80％を示し、生

化学的解析ではβ-catenin や IκBαなどを

β-TrCP1 と同様に分解する。しかしながら

β-TrCP2 のノックアウトマウスは、胎生

9.5 日に胎生致死であった。このことは

β-TrCP1 とβ-TrCP2 の間に生化学的に差

違は認められていないにも関わらず、生物

学的には大きな差を持っており、特に

β-TrCP2 発生中期という時期に重要な機

能を発揮していることを示している。 

一方、Fbw7 は、われわれ及び他のグル

ープがユビキチンリガーゼとして報告し

た分子である。Fbw7 はサイクリン E・

c-Myc・Notch・c-Jun などのがん遺伝子

産物とリン酸化依存的に結合し、それらを

ユビキチン化する。また、多くのがん細胞

で変異が報告されていることからがん抑

制遺伝子と考えられている。しかし、われ

われが作製した Fbw7 のノックアウトマ

ウスでは、胎生中期に血管形成異常のため

に死亡し、遺伝子変異の発がんへの寄与に

ついて考察することができなかった。そこ

でコンディショナルノックアウトマウス

を作製しその解析を行ったところ、(1) 未

熟な T リンパ球では過剰な増殖が、(2) 成

熟 T リンパ球では抗原刺激依存的にアポ

トーシスが、(3) 胎仔線維芽細胞では増殖

停止が、(4) 表皮細胞では過剰な増殖と分

化の促進が観察されていた。 

 
２．研究の目的 

このような 3 つのノックアウトマウス

から得られる情報を基盤に時期依存的・組

織依存的なタンパク質の蓄積とそれにと

もなった表現型をもたらす原因を分子レ



ベルから個体レベルまで解析し、タンパク

質分解の分子機構が個体の恒常性維持に

どのように関与するのかを解明する。 

 

３．研究の方法 

本研究は、以下の方法を用いて行った。

（１）ノックアウトマウスと野生型マウス

から調製される細胞のタンパク質プロフ

ァイルを比較することによって、分解が抑

制されているために蓄積しているタンパ

ク質を同定する。プロファイルの比較には、

MRM proteomics を用いたタンパク質絶

対定量法を用いた。（２）遺伝子破壊によ

る効果をノックアウト細胞と野生型の比

較だけでなく、組織間の比較を行うことに

よって、遺伝子破壊によって組織特異的な

表現型の出現に関わっている可能性のあ

るタンパク質を決定する。F-box の組織特

異的機能発現様式を決定する。 

 

４．研究成果 

Fbxw7 はユビキチンリガーゼ SCF 複合

体を構成し、基質認識を担う F-box タンパ

ク質であり、細胞周期を正に制御する蛋白

質をユビキチン化し分解を誘導すること

が知られている。Fbxw7 コンディショナル

ノックアウト (CKO) マウス由来の胎仔

線維芽細胞  (MEF) では、基質である

Notch1 の細胞内ドメイン（NICD1）と

c-Myc の蓄積を認め、細胞周期停止が誘導

された。しかしながら、NICD1 と c-Myc

の蓄積が、細胞周期停止を引き起こすメカ

ニズムは明らかにはされていない。Fbxw7

欠損MEFにおけるCDKインヒビターの発

現を解析したところ、p27Kip1
と p57Kip2

の発

現量が奇妙にも減少していることが分か

った。この現象は野生型 MEF への NICD1

の過剰発現によっても認めることや、

Fbxw7∆/∆Rbpj∆/∆MEF で解消されることか

ら、p27Kip1 と p57Kip2
の発現量の減少は、

基質である NICD1 に依存していた。一方

で、Fbxw7 欠損 MEF では、p16Ink4a
と p19ARF

の発現上昇を認めたが、それらの上昇は

NICD1 に依存していなかった。MEF にお

ける p19ARF
の発現上昇は、c-Myc の過剰発

現で再現でき、c-Myc のノックアウトによ

り回復した。これらのことから、p19ARF
の

増加は c-Myc の蓄積によるものであると

考えられた。それとは異なり、p16Ink4a
の発

現上昇は、c-Myc に依存しなかった。これ

らの結果は、CDK インヒビターは、Fbxw7

による蛋白分解システムによる複雑な制

御を受けていることを示している(図１)。 

一方、β-TrCP1 KO より調整される

MEF は、すでに増殖能が低下しているこ

とが報告されているが、β-TrCP2 KO 

MEF の増殖能はよりいっそう低下して

いた。β-TrCP で報告されている基質の発

現量を調べてみると特にサイクリン D の

蓄積が認められた。（図２）サイクリン D

は CDK4 と結合し CDK4 を活性化して細

胞周期を S 期へ進める作用があるが、過剰

に存在すると、CDK4 だけでなく CDK2

に結合しサイクリン E による CDK2 の活

性化を阻害することが知られている。実際、

β-TrCP2 MEF は、CDK4 活性は維持され

【図１】Fbxw7 による細胞周期制御 



ているが、CDK2 活性の低下が認められ、

それによって細胞周期の進行が抑制され

ていると考えられた。 

なお、明らかなβ-catenin の分解抑制は

認められないが、IκBαの TNFα による分

解に遅延が認められた。このような傾向は、

MRM proteomics によるタンパク質定量

によっても確認された。 
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