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1. 研究実施の概要 

 本研究は、細胞がどのように増殖サイクルからの逸脱とサイクルへの再進入を行うかを

明らかにすることにより、サイクルへの再進入を人工的に制御する技術の理論的基盤の構

築を目指す。G0期からG1期にかけては細胞周期アクセルの活性化とブレーキの不活化が行

われるが、われわれは、この両システム共にユビキチン依存性タンパク質分解が深く関与

していることを明らかにしてきた。まずアクセルの活性化制御には、Fbw7というユビキチ

ンリガーゼが深く関与していることを突き止めた。Fbw7はサイクリンE、c-Myc、c-Jun、

Notch等の細胞周期を回転させる方向に働くアクセル分子を分解することによって増殖を

負に制御する癌抑制遺伝子であることを発見した。一方でp27、p21、p57等の分解を誘導

するユビキチンリガーゼであるSkp2は多くの基質が報告され混乱していたが、われわれは

Skp2・p27ダブルノックアウトマウスを作製することによって、遺伝学的にp27がSkp2の主

要な標的であることを明らかにした。 

 

2. 研究実施内容 

（1）Fbw7ノックアウトマウスの作製と解析 

 Fbw7はF-boxタンパク質の一つでSCF複合体というユビキチンリガーゼ（E3）の基質

認識コンポーネントである。Fbw7はサイクリンEやNotchを標的とすることが示唆され

ていたが、個体レベルでどのような機能を有しているかは不明であった。そこでわれ

われはマウスFbw7遺伝子を破壊した場合にどのような異常が生じるかを検討すること

によって、Fbw7の機能を探索した。In situ hybridization法によって、Fbw7は主に

血管前駆細胞に強く発現していることが明らかとなった。Fbw7ノックアウトマウスは

胎生中期（胎生10.5〜11.5日）で死亡し、多くの個体で頭蓋内出血を認め、血管異常

が疑われた。血管内皮マーカー染色によって、血管リモデリングが正常に起こってい

ないことがわかった。また主要な体幹静脈の形成が不全で、動静脈分化障害が示唆さ

れた。血管原基の体外培養法（P-sp培養法）でもFbw7ノックアウトマウス由来の培養

はほとんど血管を形成できず、血管前駆細胞自体に異常があることが強く疑われた。

Notch1、2、3の発現量に変化はなかったが、Notch4が過剰に発現しており、その下流



で働く転写因子HRT1が異常に広汎な領域で発現していた。Fbw7欠損ES細胞にNotch1と

Notch4を発現させてその安定性を測定したが、正常ES細胞に比較してFbw7ノックアウ

トES細胞ではNotch4が異常に安定化していた。予想に反してサイクリンEのレベルは

正常であった。これらの結果は、少なくとも胎生中期まではFbw7の主要な調節標的は

血管形成に関わるNotch4-HRT1経路であり、サイクリンEの量的制御には必須でないこ

とが明らかになった。 

（2）c-Mycのユビキチン化機構に関わる二つのF-boxタンパク質Skp2とFbw7の解析 

 c-Mycは細胞周期の回転開始に必要な転写因子であり、多くのヒト癌においてその

発現量が異常に上昇していることが知られている。c-Mycは非常に不安定なタンパク

質であり、常にユビキチン・プロテアソーム系によって分解を受けているとされてい

る。c-Mycの安定化を決定しているのは主に転写活性化ドメイン内にある二つの領域

（MycBox1及び2）であり、ヒト癌においてはこの部分の変異が圧倒的に多いことから、

この領域を介するc-Mycの制御機構の解明が待たれていた。われわれはまずユビキチ

ンリガーゼ（E3）であるSCF複合体の基質認識コンポーネントF-boxタンパク質の一つ

であるSkp2がc-MycのMycBox2に結合し、その分解に関わっていることを明らかにした。

しかし同時にSkp2はc-Mycの活性化に必要であることも明らかとなった。この一見矛

盾するデータは現在転写因子のユビキチン化によるライセンシング説として受け入れ

られている。つまりある種の転写因子はユビキチン化されることで活性化するが、そ

れは同時に短時間で分解するシグナルとなるという説であり、c-Mycもその一員であ

ることが判明した。 

 一方でMycBox1はMycBox2よりもヒト癌において変異の多い領域であり、特にその中

のスレオニン58とセリン62のリン酸化がc-Mycの分解を早めるのに重要であることが

示唆されてきた。われわれはこの二箇所のリン酸化を認識するようなユビキチンリガ

ーゼ（E3）があると想定し、その探索を行ってきたが、この部位がサイクリンEの

Fbw7による認識配列と類似していることからc-MycのMycBox1もFbw7の標的ではないか

と考え、実験を行った。Fbw7はc-MycのMycBox1のスレオニン58とセリン62のリン酸化

依存的に結合し、これはこの部位のリン酸化酵素と考えられているGSK-3βの阻害薬

でFbw7とc-Mycの結合が抑制されたことからも証明された。またFbw7は試験管内ユビ

キチン化法においてc-Mycをリン酸化依存的にユビキチン化する活性があることを証

明した。Fbw7の過剰発現はc-Mycの半減期を短縮し、逆にFbw7のRNA干渉法によるノッ

クダウンではc-Mycの半減期は延長した。Fbw7ノックアウトマウス由来細胞ではc-Myc

は安定化しており、その発現量は上昇していた。これらの結果から、細胞周期の正の

制御因子c-MycはSkp2とFbw7の二つのユビキチンリガーゼによって複雑にコントロー

ルされていることが明らかとなった。 

（3）p27がSkp2の主要な標的であることの発見 

 ユビキチンリガーゼ（E3）であるSCF複合体の基質認識コンポーネントF-boxタンパ

ク質の一つであるSkp2は、多くの細胞周期制御因子を標的とすることが報告されてい



るが、その標的は細胞周期を正に制御する分子群と負に制御する分子群があり、果た

してSkp2は何が生理的に主要な標的なのか現在混沌としている。われわれはこの疑問

に答えるためにマウス遺伝学を用いた。つまりSkp2ノックアウトマウスとp27ノック

アウトマウスを交配して、Skp2・p27ダブルノックアウトマウスを作製し、その表現

型を解析することによって遺伝学的にこの両者の関係を明らかにしようと試みた。

p27ノックアウトマウスは個体・臓器は大きくなるが、細胞そのものは小さくなりそ

の数が増加するのに対し、Skp2ノックアウトマウスでは、個体・臓器は小さくなるが、

細胞そのものは大きくなりその数が減少するという正反対の表現型を呈する。Skp2・

p27ダブルノックアウトマウスではp27ノックアウトマウスに近い表現型を呈し、Skp2

ノックアウトマウスにおける異常は消失した。この結果よりSkp2の主要な標的はp27

であり、Skp2ノックアウトマウスにおいてはp27の異常な蓄積が細胞・臓器・個体の

異常を引き起こすものであることが遺伝学的に示された。この原因を追及するため、

われわれは正常マウス、p27ノックアウトマウス、Skp2ノックアウトマウス、Skp2・

p27ダブルノックアウトマウスにエストリオールを投与、または部分肝切除を行って

肝細胞を増殖させ、その細胞周期を観察したところ、Skp2ノックアウトマウスではS

期に進行するものの、M期には進行できず、過剰な複製を起こすことによって倍数性

や中心体数の異常を来すことが示唆された。この異常はやはりSkp2・p27ダブルノッ

クアウトマウスで消失したことにより、p27の過剰な蓄積が原因であることがわかっ

た。p27の異常蓄積を起こすのは予想に反してG1期ではなく、S-G2期であり、その時

期においてp27は主にCdc2キナーゼと結合し、その活性を阻害していることが明らか

となった。 

 

3. 研究実施体制 

 細胞周期制御研究グループ 

グループ長：中山 敬一（九州大学生体防御医学研究所・教授） 

研究項目：細胞周期制御メカニズムの解明 

 

 発生工学研究グループ 

グループ長：中山 啓子（東北大学大学院医学系研究科・教授） 

研究項目：マウス発生に関わるKPCの役割の研究 
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