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研究成果の概要（和文）：Fbxw7とその基質が胆道癌の治療標的となるかを解明するべく、胆道癌細胞株において、Fbx
w7と基質の発現量を検証した。全ての細胞株にFbxw7のタンパク質レベルでの発現を確認し、Fbxw7のsiRNAによるノッ
クダウンにより特定の基質の蓄積を明らかにした。
その意義を確かめるべく胆道癌組織において、Fbxw7、その基質分子の発現を免疫染色で測定し、臨床病理学的検討を
行っている。

研究成果の概要（英文）：In order to solve the role of Ubiquitin ligase Fbxw7 and the substrates in 
cholangiocarcinoma, we verified the expression levels of proteins in cholaogiocarcinoma cell lines. A 
particular substrate was accumulated in Fbxw7 knock down cell lines. Now, we are analyzing the expression 
of Fbxw7 and the substrates in the surgical specimens of biliary tract cancer.

研究分野： 消化器外科

キーワード： Fbxw7　cholangiocarcinoma
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１．研究開始当初の背景 
 胆道癌は、進行癌の予後は不良であり、現
在外科的切除のみが根治を期待できるが、切
除後の再発も高く、有効な化学療法も少ない。
発 症 機 序 と し て 、
p53,p16,p27,p57,SMAD4,Ras,AKT,c-Myc など
の多くの腫瘍抑制遺伝子の不活性化型変異、
癌遺伝子の活性化型変異は報告されている
が、これらの変異が腫瘍発生や進行、予後へ
の関与の仕方は明らかではなく、生物学的な
解明も遅延している。胆道癌発癌、進展の分
子メカニズムを解明し、それらを標的とした
新規治療の開発は急務である。 
 
 生体のホメオスタシス維持にはタンパク
質分子の細胞内局在を含めた時空間的な発
現制御が必須であり、特にユビキチン・プロ
テアソーム系は基質特異的にタンパク質を
分解する 。ユビキチンリガーゼ Fbxw7 は
cyclinE, c-Myc, Notch, c-Jun, mTOR, Mcl-1
などの多くの癌遺伝子産物と結合し、それら
をユビキチン化し分解を行っている。また、
胆道癌、T細胞性白血病(T-ALL)など多くのが
んで不活性化型変異が報告され、癌抑制遺伝
子であると考えられている。 
 
 T-ALL では Fbxw7 の変異(約 30%)や Notch1
の活性化型変異が発病、進行に関与し (4)、
Fbxw7-Notch を標的とした Notch 阻害剤によ
る臨床応用も開始している。一方、Fbxw7 の
変異が多い胆道癌(約 35%)では、Fbxw7 と基
質分子との関与の解析は依然として行われ
ていない。しかし、Fbxw7の基質であるNotch1
については、トランスジェニックマウスの実
験で肝臓に Notch1 を過剰発現させると胆管
癌が発症し、進行が Notch 阻害剤により抑制
されることが近年初めて報告された(5)。癌腫
は異なるものの、Fbxw7 の変異頻度(約 35%)
や基質である Notch1 による発癌など生物学
的類似性より、胆道癌の発症、進行における
Fbxw7-Notch の関与は疑い得ない。  
 
 他の基質については、mTOR と Mcl-1 が報告
されており、Fbxw7 変異によるアポトーシス
抑制タンパクである Mcl-1 蓄積は抗癌剤(抗
チューブリン薬)に耐性を示し、Fbxw7 の機能
を欠失したT細胞性急性リンパ性白血病細胞
に対する MCL1 阻害剤ソラフェニブが高い細
胞死の誘導効果を示すことが報告された。 
 
 申請者らは、Fbxw7 欠損胎仔線維芽細胞
(MEF)において、基質分子である Notch1 の蓄
積、c-Myc の蓄積とそれらに伴う、サイクリ
ン依存性キナーゼインヒビターp27,p57 の発
現減少、p16,p19Arf の蓄積を明らかにした。
我々やほかの研究者が明らかにしたように、

タンパク質の過剰蓄積も組織依存性であり、
Fbxw7 は組織特異的な機能を有することが示
唆される。Fbxw7 の変異を認める胆道癌でも
組織や個人特有の蓄積タンパク質があり、そ
れらをターゲットにした治療応用が可能と
考える。そこで本研究では、胆道癌新規標的
治療にむけて、Fbxw7 変異・発現低下と基質
タンパクの蓄積の臨床病理学的意義を明ら
かにし、基質分子を標的とした個別化治療法
の開発を目指す。 
 
２．研究の目的 
 難知性疾患である胆道癌の発癌、進展の分
子生物学的メカニズムにユビキチンリガー
ゼFbxw7とその基質分子の関与を明らかにし、
それらを標的とした新規治療法を確立し、個
別化治療に繋げることが本研究の目的であ
る。 
 
３．研究の方法 

 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ Fbxw7 は

cyclinE,c-Myc,Notch,mTOR,Mcl-1 など癌遺

伝子産物を基質特異的に分解する癌抑制遺

伝子として働いており、胆道癌で約 35%の変

異が報告されているが、生物学的解析は行わ

れていない。本研究では、胆道癌での臨床病

理検体、細胞株を用いて、Fbxw7 の変異・発

現量低下と基質蛋白質蓄積を明らかにし、臨

床病理学的予後との関連、細胞生物学的解析

を行う。また、同定した基質蛋白質を標的と

する薬剤を細胞株、皮下腫瘍移植マウスに投

与し、細胞生物学的解析、生体での効果を明

らかにすることで、新規分子標的治療法開発

の端緒とする。 

 

(1) 臨床検体（病理切除標本）を用いて、

Fbxw7 変異の有無や発現量を調べ、そ

れぞれの基質タンパク質の発現の変化

を免疫染色にて評価する。予後の明ら

かな検体を用いることで、Fbxw7 変異

や発現量と、基質分子蓄積と臨床的悪

性度の評価を行う。  

 

(2) ヒト胆道癌細胞株において Fbxw7 変

異・発現量を調べ、Fbxw7 野生株、変

異株（低発現株）における基質タンパ



ク質の発現量を Immnoblotting により

生化学的に検証すると同時に、細胞増

殖能、浸潤、転移能を比較検討する。  

 

(3) (2)で確認した特徴をもつ細胞株を用

いて、蓄積した基質タンパク質を標的

とした薬剤（Notch 阻害剤・mTOR 阻害

剤・Mcl-1 阻害剤など）を投与し、細

胞増殖能、浸潤能が抑制できるかを検

討する。(in vitro)  

 

(4) (2)で確認した特徴をもつ細胞株を用
いて、NOD/SCID マウスに移植し、標的
とする薬剤を投与し、移植した腫瘍の
増殖抑制効果を確認する。(in vivo) 

 
 
４．研究成果 
(細胞生物学的実験) 
 胆道癌細胞株３種類 Hucct1、RBE、TFK１
を用いた。 
 
(1) Fbxw7 の realtime PCR の Primer を 2 種

類設計し、胆道癌細胞株での Fbxw7 mRNA
の発現を確認した。 

 
(2) タンパク質レベルでの発現を Western 

blotting で確認した。 
 
(3) Fbxw7 のノックダウンを行うため、Fbxw7

の siRNA３種購入、ノックダウンを行っ
た。mRNA レベルでのノックダウンは確認
できたが、タンパク質レベルでの発現抑
制を認めず、購入した抗体((2)の抗体)
は機能していないことが考えられた。 

 
(4) human Fbxw7 の過剰発現ベクターの供与

してもらい、過剰発現細胞を用い（ポジ
ティブコントロール）、機能する抗体を選
定した。 

 
(5) 選定した Fbxw7 の抗体は siRNA の細胞株

の実験で mRNA レベルでの発現抑制とタ
ンパク質の発現抑制が一致することを解
明し、それを使用して実験することにし
た。 

 
(6) siRNAによるノックダウンの実験により、

基質 2 種（未発表）が蓄積することを確
認した。 

 
(病理組織標本) 
 Fbxw7 の抗体の選定に時間がかかってしま
った。しかし、既報で報告を認める抗体をは
じめ用いて行っていたが、細胞株の実験では

全くFbxw7を認識していないと判断している。 
 
現在選定したFbxw7の抗体と基質２種類の抗
体を用いて切除病理標本の免疫染色を行っ
ている。 
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