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研究成果の概要（和文）：ヒト癌における FBXW7 のホットスポット変異の生体内での作用を明らかにするた
め、独自に開発したFbxw7R468C変異条件的ノックインマウスを2種類の大腸腫瘍発生マウスモデル(染色体不安定
性の腫瘍を生じるモデルとマイクロサテライト安定性の腫瘍を生じるモデル)に交配し、Fbxw7変異をヘテロで導
入した。また、Fbxw7変異とFbxw7欠損の作用の比較のために2種のマウスモデルにFbxw7条件的ノックアウトマウ
スを交配し、Fbxw7をヘテロで欠損するマウスも作製した。その結果Fbxw7R468C変異はFbxw7ヘテロ欠損よりも腫
瘍発生を促進し、ドミナントネガティブ効果を有することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：To investigate roles of cancer-associated FBXW7 hotspot mutation in 
colorectal carcinogenesis, we introduced Fbxw7R468C mutation in two mouse models of colorectal 
cancer.  One is a chromosomal instability-related model in which heterozygous Apc deletion is 
induced using the CDX2P-Cre mice. The other is a microsatellite instability-related model in which 
homozygous Apc deletion is induced using the CDX2P-polyG-Cre mice. We generated CDX2P-Cre;Apcflox/+;
Fbxw7R468C/+ and CDX2P-polyG-Cre;Apcflox/flox;Fbxw7R468C/+ mice. Furthermore, we compared the 
phenotype of these mice with the counterparts whose Fbxw7 alleles were both wild-type or 
heterozygously knocked out. 
Mice carrying colon-specific Fbxw7R468C/+ allele developed larger number of polyps and showed 
shorter survival time compared with those carrying colon-specific heterozygous Fbxw7 knockout allele
 and intact Fbxw7 alleles. These results suggest that Fbxw7R468C mutant has a dominant-negative 
effect in this context. 

研究分野： 消化器内科学

キーワード： 大腸がん
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研究成果の学術的意義や社会的意義
FBXW7変異は大腸癌、胆管癌などで比較的高率に変異を認め、変異はFBXW7の遺伝子配列上の3か所に集中してい
る。FBXW7遺伝子の癌化における働きの研究はほとんどがFBXW7変異を細胞株に導入したり、マウス個体にFBXW7
の欠損を導入するという手法を用いており、マウス個体においてヒトの癌で見られるFBXW7変異を導入してその
発癌における役割を調べた研究はほとんどない。本研究はマウス個体にヒトで最も高頻度に見られるFBXW7R465C
変異(マウスではR468C変異に相当)を導入して発がんへの影響を調べており、FBXW7変異癌の発癌メカニズムの解
明、治療法の開発に有益と考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
ヒト癌では様々な癌抑制遺伝子の変異が見られるが、癌で見られるそれらの変異の多くはミス
マッチ変異であり、発癌に及ぼす影響が遺伝子欠失とは異なることが示されている。代表例とし
ては TP53 や PTEN があり、これらの遺伝子の癌で好発するミスマッチ変異がドミナントネガテ
ィブ効果を示し、遺伝子欠失よりもさらに強力な癌化促進作用を有していることが、in vitro 
での生化学的実験のみならず、これらのミスマッチ変異を再現したノックインマウスとノック
アウト マウスを用いた in vivo の実験系でも検証されている。細胞周期、細胞増殖、アポトー
シスなど癌の発生進展に関わる種々の機能をつかさどる多くの細胞内タンパク質の量は、ユビ
キチンプロテアソーム経路で調節されている。そのため、ユビキチンプロテアソーム経路に関わ
る遺伝子変異は、癌抑制遺伝子産物の分解亢進や癌遺伝子産物の分解抑制を介して、癌化を促進
すると考えられている。 
FBXW7(F-box and WD repeat domain-containing 7)は、SKP1-Cullin-F-box (SCF)型の E3 ユ

ビキチンリガーゼの構成因子である F-box タンパクの一つで、Myc、CyclinE、c-Jun、Notch1 な
ど種々の癌関連タンパク質の分解をつかさどっている(Nakayama KI, Semin Cell Dev Biol, 
2005)。ヒトでは大腸癌、胆管癌、白血病など種々の癌で FBXW7 遺伝子の変異が報告されている。 
FBXW7 変異の大部分はコドン 465、 479 及び 505 の 3 か所に集中しておりホットスポットと
呼ばれるが、これらのコドンはいずれも FBXW7 タンパク質が標的基質タンパク質を認識するの
に必須なアルギニン残基をコードしている(Welcker M, Nat Rev Cancer, 2008)。これらの FBXW7 
遺伝子変異の特徴は、その多くがヘテロ接合型であり、野生型のアレルを保持していることであ
る。生化学的実験により、ホットスポット変異はナンセンス変異による欠失変 異やアレルの欠
失よりも標的タンパク質の分解活性に強い作用を有し、ドミナントネガティブに近い作用を有
することが示唆されている。しかし、これらのホットスポット変異の生体内での機能はほとんど
解明されていない。 
 
２．研究の目的 
我々はヒト癌における FBXW7 のホットスポット変異の生体内での作用を明らかにするため、ヒ
ト癌で最も高頻度に見られる R465C 変異(マウスでは R468C に相当)を再現する条件的ノック
インマウス(Fbxw7LSL-R468C マウス)を作製した。このマウスはヒトで見られる FBXW7 の in vivo
での機能解析に有用である。本研究では独自に開発した Fbxw7 変医ノックインマウスを大腸が
んマウスモデルｍRNA に導入し、この変異の in vivo での大腸癌発生進展における役割を解明
することを目指す。 
 
３．研究の方法 
Hinoi らが作製した大腸特異的 Apc ノックアウトマウス CDX2P-Cre;Apcflox/+はマイクロサテライ
ト安定性と染色体不安定性を有するヒト大腸癌マウスモデルである。また、同じく Hinoi らが作
製したCDX2P-polyG-Cre;Apcflox/floxマウスはマイクロサテライト不安定性によって生じるヒト大
腸癌のマウスモデルと考えられている。また、これらの大腸癌マウスモデルに我々が作製した
Fbxw7R468C 変異条件的ノックインマウス(Fbxw7LSL-R468C)あるいは Fbxw7 条件的ノックインマウス
(Fbxw7flox,Iannis Aifantis 博士より供与)を交配することにより、それぞれの大腸癌マウスモデ
ルの大腸腫瘍発生における Fbxw7 変異または欠損の影響を検討する。また、各腫瘍より RNA、タ
ンパク質を抽出し、遺伝子発現及びタンパク質発現を解析することにより、Fbxw7 変異または欠
損が大腸腫瘍細胞に及ぼす腫瘍促進（あるいは抑制）の分子メカニズムを検討する。 
 
４．研究成果 
CDX2P-Cre マウスを用いて大腸特異的に Apc 遺伝子をノックアウトした CDX2P-Cre;Apcflox/+マウ
ス を 用 い た 場 合 、 Fbxw7R468C 変 異 を 導 入 す る こ と に よ り 作 製 さ れ た CDX2P-
Cre;Apcflox/+;Fbxw7R468C/+マウスの生存期間は、CDX2P-Cre;Apcflox/+マウスや Fbxw7 をヘテロでノッ
クアウトした CDX2P-Cre;Apcflox/+;Fbxw7flox/+マウスの生存期間よりも有意に短かった。これによ
り、Fbxw7R468C 変異は野生型 Fbxw7 やヘテロノックアウトよりも大腸腫瘍を促進することが示
唆された。また、生じるポリープの数を計測したところ、CDX2P-Cre;Apcflox/+;Fbxw7R468C/+に生じ
たポリープ数は、CDX2P-Cre;Apcflox/+マウス及び CDX2P-Cre;Apcflox/+;Fbxw7flox/+マウスに比して有
意に多いことが明らかとなった。 

一方、CDX2P-polyG-Cre マウスを用いてマイクロサテライト不安定性依存的に遺伝子改変す
るシステムを用いた CDX2P-polyG-Cre;Apcflox/flox マウスにおいても Fbxw7R468C 変異をヘテロで
導入した CDX2P-polyG-Cre;Apcflox/flox;Fbxw7flox/+マウスは CDX2P-polyG-Cre;Apcflox/flox マウス及
び CDX2P-polyG-Cre;Apcflox/flox マウスに Fbxw7 ノックアウトをヘテロで導入した CDX2P-polyG-
Cre;Apcflox/flox;Fbxw7flox/+マウスよりも有意に生存期間が短く、生じるポリープ数が多かった。こ
れらの結果から Fbxw7R468C 変異は大腸特異的 Apc 遺伝子欠損マウスにおける腫瘍発生において
ドミナントネガティブ効果を有していることが示唆された。 
次にそれぞれの遺伝子型のマウスに生じた腫瘍の組織学的検討を行なった。HE 染色では腫瘍

の病理組織像において Fbxw7 の遺伝子型(野生型, Fbxw7R468C/+, ヘテロノックアウト)による
明らかな違いは認めず、Wnt シグナル活性化の指標である beta-catenin の核染色においても明



らかな違いは認めなかった。また、ユビキチンリガーゼ Fbxw7 の分解基質として知られた Myc, 
Cyclin E, Notch1 の免疫組織化学染色においても遺伝子型による相違は明らかではなかった。
一方、腫瘍から抽出したタンパク質を用いたウエスタンブロッティングでは Fbxw7R468C変異を導
入されたマウスの腫瘍では Fbxw7 が Wt であるマウスや Fbxw7 がヘテロでノックアウトされたマ
ウスの腫瘍に比して Klf5 及び Tgif1 の発現増加を認めた。一方、Myc, CyclinE, Notch1 はウエ
スタンブロッティングでも免疫染色同様にあ Fbxw7R468C 変異導入による明らかなタンパク質発
現の増加は認めなかった。また、このとき Real-time PCR では Klf5 及び Tgif1 mRNA の発現は
FbxwR468C変異を導入したマウス腫瘍と Fbxw7 Wt や Fbxw7 ヘテロノックアウトのマウス腫瘍では
差は見られず、FbxwR468C変異を導入されたマウス腫瘍での Klf5 及び Tgif1 タンパク質の増加は
タンパク質の安定化によることが示唆された。 
以上の結果から Fbxw7R468C変異はドミナントネガティブ効果により、Klf5, Tgif1 等のタンパ

ク質の安定化を来し、大腸腫瘍の発生を促進することが示唆された。しかしながら、Klf5, Tgif1
による腫瘍発生促進メカニズムやそれら以外の腫瘍発生促進分子についての探索も今後進めて
いくべき課題であると考えられる。 
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