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研究成果の概要（和文）：GATA3へのFbw7の関与に注目し、Cdc4 phosphodegron (CPD) 領域のリン酸化に依存したFbw7
のGATA3への結合、ユビキチン化および分解亢進を確認した。CPDのリン酸化はCDK2が主酵素で、細胞周期G2/M期にリン
酸化、分解が誘導されることもわかった。個体での GATA3に対するFbw7の寄与はT 細胞特異的な遺伝子欠損マウスで解
析した。その結果、一部の前駆細胞でのGATA3タンパク増大、前駆細胞や脾臓内T細胞の存在率の変動、前駆細胞の細胞
死亢進および分化成熟遅延が観察された。よってFbw7はGATA3の量的調節を介して、胸腺細胞の分化成熟を正常化する
と考えられる。

研究成果の概要（英文）：We demonstrated that Fbw7 bound to, ubiquitylated, and destabilized GATA3 using 
overexpressed proteins in cultured cells. Cdc4 phosphodegron (CPD) candidate sequences, consensus Fbw7 
recognition domains, was identified in GATA3. Fbw7-mediated ubiquitylation and degradation required for 
phosphorylation of Thr-156 in CPD, and CDK2 was identified as a responsive kinase.
Conditional inactivation of Fbw7 in mice T-cell development resulted in reduced thymic and splenic 
subcell proportions, and augmented GATA3 in some lineages. Fbw7 deficiency skewed CD8 SP lineage 
differentiation, which exhibited a higher incidence of apoptosis. Similar perturbations during 
development of CD8 positive cells were reported with transgenic mice, which enforced GATA3 expression 
during T-cell development. These observations suggest Fbw7-mediated GATA3 regulation with CDK2-mediated 
phosphorylation of CPD contributes to the precise differentiation of T-cell lineages.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
ユビキチン化修飾をシグナルとするプロ

テアソーム依存的タンパク分解機構は、生体
内のタンパク量を適時適正に調節するため
の重要な生体システムである。ユビキチンの
結合様式は、分解へと誘導する結合型ポリユ
ビキチン鎖と共に、転写制御、DNA 修復、シ
グナル伝達、細胞内局在変動等に関わる多様
な結合型ポリユビキチン鎖があり、これら鎖
の種類で基質の運命が変わる事が示唆され
ておりえ、一部のユビキチンリガーゼ（E3）
は基質に対して結合型の異なるポリユビキ
チン修飾を使い分けすることで、基質の活性
を多様に制御する能力を持つことが報告さ
れた。 

Fbw7(Fbxw7)の機能は基質特異性を決定す
る E3 のサブユニットとして、種々の多様な
性質の既知の基質をユビキチン修飾する。既
知の基質に対しては全てプロテアソーム依
存的分解を誘導し、他の制御機能を持つこと
は確認されていない。Fbw7 コンディショナル
ノックアウト(cKO)マウスでは胸腺、脾臓、
肝臓など多様な臓器で異常が発生すること
から、Fbw7 の担っている役割が個体の正常維
持に不可欠である事に加えて、未同定の Fbw7
の基質がさらに存在していると予測され、さ
らに、Fbw7 は基質分解誘導以外の機能も併せ
持って多様な臓器の基質を機能制御してい
るのではないか、と推測された。 
Fbw7 の新規標的として、申請者らは転写因子
c-Myb を同定し、c-Myb の分解制御を介した
血球細胞での Fbw7 の役割の一端を明らかに
してきた。Fbw7 遺伝子は T細胞性リンパ性白
血病患者で高頻度に変異が検出され、cKO マ
ウスでは高発癌形質が確認されること、さら
に Fbw7 の基質に癌遺伝子が多く含まれるこ
とから、癌抑制遺伝子と認識されている。申
請者は更なる新規基質の同定を試み、Fbw7 が
基質中のリン酸化修飾を受けた共通配列 
Cdc4 Phospho-Degron (CPD)を認識すること
に着目し、Fbw7 の新規基質として転写因子
GATA-3 を見出した。 
GATA-3 に関する内外の知見は次の通りで

ある。①GATA-3 の機能：T細胞分化、血管構
築、脂質代謝調節および、間充織-上皮転換
(MET)プロセスを経た臓器発生への関与。②
GATA-3 と癌の関係：臨床乳癌の転移リスク予
測因子となる可能性。血管新生、炎症反応な
どへの関与。よって癌の発症/進展に多面的
な関わりを持つ可能性がある。 
GATA-3 の活性および量的制御機構は不明

の点が多いが、本研究により、Fbw7 が GATA-3
の多様な生理的機能の制御因子として位置
づけられる可能性が高い。これまでに GATA-3
が Fbw7 と結合してユビキチン化修飾を受け
ることを確認し、他の既知の基質と同様に内
因性 GATA-3 の安定性に Fbw7 が関わっている
ことを予測したが、意外なことにそれを示唆
する結果は、複数種の細胞株での各種方法で
検討しても得られていない。このことから、

Fbw7 が分解誘導以外の寄与をもたらす可能
性が示唆された。 
 
２．研究の目的 
以下の研究を遂行することで、Fbw7 によ

る GATA-3 のユビキチン化の生物学的意義
を解明するとともに、基質分解誘導以外の
Fbw7 の新機能を、分子/細胞から個体レベ
ルで明らかにする。 
1) Fbw7 による GATA-3 ユビキチン化修飾の
様式の解明 
2) Fbw7 がもたらす GATA-3 機能への影響の
解析 
3) Fbw7-GATA-3 経路の細胞周期依存性の評
価 
4) 遺伝子改変マウスを用いた Fbw7 による
GATA-3 機能制御の個体レベルでの意義の
検討 
 

３．研究の方法 
1) Fbw7 によるユビキチン化修飾の様式を明
らかにする。 ポリユビキチン鎖結合様式は
ユビキチン化シグナルの機能との相関性が
高いので、まず GATA-3 のポリユビキチン化
の様式を同定する。 
2) Fbw7 によるユビキチン化がもたらす
GATA-3 の機能への影響を明らかにする。 
種々の組織や細胞株で報告されている
GATA-3 の転写調節機能を Fbw7 が亢進、或い
は阻害するのか、Fbw7 の強制発現細胞および
siRNA による内在性 Fbw7 の発現抑制（ノック
ダウン）細胞を用いて、下流因子の転写レベ
ルの変動を中心に解析、評価する。 
3) Fbw7- GATA-3 経路の細胞周期依存性を解
析する。 Fbw7 の GATA-3 認識に CDK2 が関与
することに注目し、CDK2 と協調するサイクリ
ンの同定および細胞周期依存性の有無を検
討する。 
4) Fbw7 による GATA-3 機能制御の意義を個体
レベルで明らかにする。 Fbw7cKO および
GATA-3 ノックイン(KI) の 2 種類の遺伝子改
変マウスを対象に、上記細胞レベルで得た結
果がマウスの獲得した形質に投影されてい
るかどうか調べる。 
 
４．研究成果 
Fbw7 が GATA3 を認識する機構 
 GATA3 内に存在する CPD に注目し、Fbw7 の
GATA3 との結合およびユビキチン化は、他の
基質と同様に CPD 配列依存的であった。
GATA3にはCPDは連続して2カ所存在するが、
Fbw7の関与に関わっているのはN末側のみで、
さらにこの配列中(Thr156)のリン酸化が重
要であることを見出した。多くの Fbw7 の基
質ではこのリン酸化を担う酵素は Ser/Thr 
kinase の一つである GSK3 であることがわか
っているが、GATA3 では GSK3 によるリン酸化
は起こらず、代わりに CDK2 がその機能を持
つ事が in vitro および in vivo 解析から
判明した。このことは、 Fbw7 の結合が増殖
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中の細胞で起こっている事を示唆し、リン酸
化 Thr156 は G2/M 期細胞で特異的に検出され
た。 
GATA3 に対する Fbw7 の機能 
既知の基質同様、Fbw7 は GATA3 をユビキチン
分解に誘導する働きがあることが強制発現
系を用いて細胞レベルで確かめられた。一方
細胞株の内因性 GATA3 の分解に対する Fbw7
の寄与は検出する事ができなかったが、胸腺
細胞の分化途中で Fbw7 タンパク発現を欠損
させたコンディショナルノックアウトマウ
スでは、CD4/CD8 ダブルネガティブ、および
CD8 シングルポジティブの分化過程にある胸
腺細胞で GATA3 の異常増大が認められた。こ
のことから生体内での GATA3 の量的調節に
Fbw7 が重要な役割を果たしている事が確認
された。 GATA3 は免疫細胞の分化および増殖
を正常に進行させる為に機能する転写因子
であり、胸腺内では胸腺細胞の分化過程では、
そのタンパク量が厳密に調節されることが
重要であることがわかっている。今回 GATA3
の異常増大を認めたコンディショナルノッ
クアウトマウスのCD8シングルポジティブ細
胞が、何らかの機能異常をきたしていないか
解析したところ、アポトーシスを起こしてい
る細胞存在率の顕著な増大、および細胞分化
成熟の遅延が発生している事を示唆する結
果が得られた。Fbw7 コンディショナルノック
アウトマウスでは、GATA3 以外の Fbw7 分解基
質も蓄積していることが予想される。しかし
今回確認された胸腺細胞での異常は、先行研
究によるGATA3高発現トランスジェニックマ
ウスが獲得した表現系と類似していたこと
から、責任因子は異常蓄積した GATA3 である
との考察が可能となった。 
以上の結果より、 Fbw7 は GATA3 の量的調節
を介して、胸腺細胞の分化成熟を正常化させ
るために重要な働きを担っているタンパク
分解因子であることが明らかになった。 
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