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§１．研究実施の概要 
 

タンパク質の翻訳後修飾は生命現象の制御に本質的であり、きわめて重要である。しかし翻訳

後の修飾については、現在われわれが持つゲノム情報からは予想できず、網羅的な理解は期待

できない。そこで、タンパク質修飾プロファイルの網羅的解析技術の創出が強く求められている。

特にタンパク質のユビキチン化とリン酸化はあらゆる生命現象に関わるタンパク質の量的・質的制

御機構であるが、その全体像を解明しようとする試みはほとんど成功していない。本研究課題では、

ユビキチン化システムとリン酸化システムを網羅的に解析できる新たな基盤技術の創出を目標に、

発生工学技術とプロテオミクス技術を組み合わせた新方法を開発し、双方向的なタンパク質翻訳

後修飾の網羅的解析基盤を確立することを目指す。 

本研究チームは現在 13 台の質量分析計を擁し、昨年度までに本研究の主たる目標であるユビ

キチン化酵素の基質を網羅的に探索する技術開発を進めている。この技術はインタラクション・プ

ロテオミクス（IPX）法とリバース・プロテオミクス（RPX）法の二つの柱からなる。IPX 法については

ほぼ完成の域に達し、現在多くのユビキチンリガーゼに対して実際に基質同定に利用している。

一方RPX法については、当初採用した 2D-DIGE等の方法では網羅性が十分ではなく、実用に

供するには問題が大きいことが本研究の進行にとっての大きな障壁であった。しかし昨年度まで

にMultiple Reaction Monitoring（MRM法）と呼ばれる技術をベースに新しい技術構築に乗り

出し、パイロット実験に成功した。われわれはこの新技術を Information-based Multiple 

Reaction Monitoring （iMRM法）と名付けた。 

そこで本年度はこの iMRM法の完成に向けてヒト全タンパク質のリコンビナントタンパク質作製と

それによる事前情報取得を精力的に行っている。 

また本研究で得られた情報に基づく個別バイオロジーも多くの発展を遂げつつある。 

本研究によって多様な生体機能分子の量的・質的制御メカニズムの解明が飛躍的に促進され、

さらに創薬やバイオテクノロジーなどの多くの産業分野にとっても重要なイノベーション創出につな

がることが期待される。 
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§２．研究実施体制 

（１）「プロテオミクス」グループ 

① 研究分担グループ長：中山 敬一 （九州大学生体防御医学研究所、主幹教授） 

② 研究項目 

ユビキチンシステムのプロテオミクス解析 

RPX及び IPXの基盤技術を確立し、ジェネティクスグループが作製したノックアウトマウスを

用いて、実際にこれらの方法を応用する。RPX と IPXの組み合わせによって得られた基質

候補分子に対して、バリデーションスタディを行い、最終的に情報生物学的解析を行う。 

 

（２）「ジェネティクス」グループ 

① 研究分担グループ長：中山 啓子 （東北大学大学院医学系研究科、教授） 

② 研究項目 

ユビキチンリガーゼノックアウトマウスの作製・解析 

生物学的に重要と思われるユビキチンリガーゼ（E3）に対してノックアウトマウスの作製を行

い、その表現型を詳細に解析する。 
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§３．研究実施内容 

(文中に番号がある場合は（４－１）に対応する) 

 

インタラクション・プロテオミクス（IPX）法について種々の開発・改良を行い、その技術はほぼ完

成した。本年度は、多くのユビキチンリガーゼに対する基質を同定し、それぞれのユビキチンリガ

ーゼや基質の重要性において多くの知見が得られた 1）〜18）。さらに本研究のもう一つの柱であるリ

バース・プロテオミクス（RPX）法について、昨年度より従来のディスカバリー・プロテオミクス

からターゲット・プロテオミクスへと大きな方向転換を行い、その基盤技術である Multiple 

Reaction Monitoring（MRM）法の確立とより高度な技術開発に取り組んだ。本年度はMRM技

術と事前情報取得による知識基盤を組み合わせて、ヒト全タンパク質の絶対定量を可能にする新

しい技術（Information-based Multiple Reaction Monitoring：略称 iMRM法）の基盤技術に

ついて開発を行った。 

このような網羅的解析技術の確立の過程で、多くの興味深い基質タンパク質が同定されている。

その中の一つである SREBP という転写因子をユビキチンリガーゼ SCFFbxw7が肝臓において分

解制御に関わっていることを発見し、Fbxw7 が脂肪代謝の重要な調節因子であることを突き止め

た 13）。 

Fbxw7 はユビキチンリガーゼである SCF 複合体を構成する F-box タンパク質の一つであり、

SCFFbxw7はNotch、c-Myc、cyclin E、c-Junなどの細胞周期を正に制御するタンパク質をユビキ

チン化依存的に分解することが知られている。実際、胸腺細胞特異的 Fbxw7 コンディショナルノ

ックアウトマウス(Fbxw7 CKO)や骨髄細胞特異的Fbxw7 CKOではこれらのタンパク質が分解で

きずに異常蓄積し、細胞周期の制御異常と発がん(T細胞リンパ腫、T細胞性急性リンパ芽球性白

血病)を引き起こすことを最近われわれは報告してきた。一方、SCFFbxw7 は細胞周期関連タンパク

質のみならず、SREBP や PGC-1α などの脂質代謝を司るタンパク質のユビキチン化依存的な分

解をも担っていることが生化学的解析から近年明らかにされつつある。そこで、これらのタンパク質

が機能する肝細胞における Fbxw7の機能を明らかにする目的で肝細胞特異的 Fbxw7 CKOを

作製して解析を行った。肝細胞特異的Fbxw7 CKOの作製にはAlb-CreおよびMx1-Cre トラン

スジェニックマウスを用いた。 

肝細胞において Fbxw7を欠損させると短期的には著明な脂肪(トリグリセリド)の蓄積のため肝は

腫大し、nonalcholic steatohepatitis (NASH)様の表現型を呈した。既知の Fbxw7の基質のう

ち、Fbxw7欠損肝細胞ではNotch1、cyclin EとともにSREBP1cが異常蓄積しており、これが脂

肪蓄積の原因であることが示唆された。一方、肝細胞特異的 Fbxw7 CKO は長期的には、肝臓

に肉眼的、病理組織学的に著明な胆管増生を認め、過誤腫が多発した。未分化性が保たれてい

るマウス胎児肝から肝細胞を分離培養し、Fbxw7を in vitroで欠失させると胆管細胞への分化が

亢進し、Fbxw7 とともにNotchの co-factorである RBP-Jを一緒に欠失するとこの現象が見られ

なくなることから、肝細胞特異的 Fbxw7 CKOにおける胆管増生は Notch の分解異常が原因で

あると考えられた。以上の解析結果から、Fbxw7 は肝臓においては細胞周期の制御のみならず、
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SREBP の分解を介した脂質代謝制御、Notch の分解を介した肝細胞と胆管細胞への分化制御

を行っていることが明らかとなった。 

 

 

§４．成果発表等 
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