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研究成果の概要（和文）：HTLV-1は成人T細胞白血病 (ATL) の原因ウイルスである。宿主の脱ユビキチン化酵素USP20
はNF-kB経路を抑制しATL細胞の増殖を阻害するが、ATL細胞では発現が低下している。したがってUSP20のATL発がんへ
の関与が示唆される。本研究ではUSP20および近縁分子USP33がp53と結合し、機能を活性化することを見出した。またH
TLV-1のがん蛋白TaxとHBZは共に細胞内でユビキチン化され、活性が増強されることも判明した。USP20は両者のユビキ
チン化を減少させた。ATL細胞はUSP20の発現を抑制することにより、TaxとHBZのユビキチン化を維持していることも示
唆される。

研究成果の概要（英文）：Human T-cell leukemia virus type 1 (HTLV-1) is an etiological agent of adult T-cel
l leukemia (ATL). It has been reported that a cellular deubiquitinase USP20 is a negative regulator of the
 NF-kappaB signaling pathway, and suppresses proliferation of ATL cells, while its expression is down-regu
lated in ATL cells. Those observations suggest that USP20 is involved in leukemogenesis of ATL. In this pr
oject, we found that USP20 and its relative, USP33, could bind to p53 and activate its transcriptional act
ivity. In addition, it was shown that two viral oncoproteins encoded in HTLV-1, Tax and HTLV-1 bZIP factor
 (HBZ), were ubiquitinated and their activity were enhanced by this modification. USP20 reduced their ubiq
uitination level. It was suggested that down-regulation of USP20 in ATL cells might have a role for mainte
nance of Tax and HBZ ubiquitination.
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１．研究開始当初の背景 
蛋白質のユビキチン修飾は細胞内シグナル
伝達において重要な役割を担い、その修飾様
式や制御メカニズムは多彩である。現在
NF-Bシグナル経路に関与する数多くの蛋白
質がユビキチン化されていることが知られ
ており、個々の分子はユビキチン修飾を介し
て様々な機序によりその機能を制御されて
いる。ヒト T細胞白血病ウイルス 1型（human 
T cell leukemia virus type 1: HTLV-1）は成人 T
細胞白血病の原因ウイルスであり、その発が
ん機序においてHTLV-1によるNF-B活性化
および制御異常が非常に重要だと考えられ
ている。以前より HTLV-1 にコードされる強
力なオンコプロテインTaxがNF-B古典的経
路（canonical pathway）、非古典的経路（non 
canonical pathway）の両方を活性化すること
が知られており、申請者は脱ユビキチン酵素
ubiquitin specific peptidase 20 (USP20) が Tax
および TRAF6 を基質とし、NF-B を抑制す
る分子であることを見出していた。しかしな
がら、USP20の生理機能および発がんにおけ
る役割は不明な点が多かった。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は USP20 とその近縁分子であ
る USP33 に関して、その生理機能を解析し、
HTLV-1 による発がんにおける意義を明らか
にすることである。具体的には USP20 と
USP33 が関与するシグナル経路およびその
制御に関わる基質の同定を試みた。一方、ウ
イルス側因子である HBZ におけるユビキチ
ン化修飾について解析し、Tax とともに修飾
による機能変化について解析した。さらに同
定した基質をいかに USP20/33 が制御するの
か、またそれらの発がんにおける意義につい
て明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
1. 新規 USP20/33結合蛋白の同定 
一般的に脱ユビキチン化酵素は細胞内にお
いて基質と物理的に結合するため、USP20も
しくは USP33 との結合を指標にこれらの基
質分子の同定を試みた。具体的には Flagタグ
を付加した USP20 もしくは USP33 の発現ベ
クターと候補遺伝子発現ベクターをヒト胎
児腎細胞株の HEK293T 細胞にトランスフェ
クションし、2日後に細胞溶解液と抗 Flagタ
グ抗体を用いて免疫沈降反応を行い、結合の
有無を評価した。 
2. USP20/33 が同定した結合蛋白の活性に与
える影響 

同定した USP20/USP33 結合蛋白の活性につ
いて検討した。同定した USP20/33 結合蛋白
が転写因子であったため、ルシフェレースア
ッセイを行い USP20/USP33の強制発現、およ
び内在性発現の RNAiによるノックダウンが、
当該転写因子の活性に与える影響を解析し
た。 
3. ノックアウトマウスによる USP20/33の生
理機能解析 
USP20 および USP33 の生理機能を詳細に解
析するためにUsp20およびUsp33のノックア
ウトマウスの樹立を試みた。Usp20 ノックア
ウトマウスは理研 CDB との共同研究にて作
製し、Usp33ノックアウトマウスは KOMP か
ら入手した。共にコンディショナルノックア
ウトマウスであり、全身性に Creを発現する
CAG-Cre トランスジェニックマウスと各々
を交配し、ノックアウトマウスを作製した。 
4. HBZ 蛋白および Tax蛋白のユビキチン修
飾の解析 
HBZ蛋白がTax同様ユビキチン修飾を受けて
いるかどうかについて解析した。具体的には
HEK293T に HA タグ付加ユビキチン分子と
mycタグ付加 HBZの発現ベクターを導入し、
抗 myc タグ抗体で免疫沈降後ウエスタンブ
ロットを行い抗 HA 抗体にてユビキチン化
HBZ 蛋白の有無を検出した。さらに、HBZ
にとってユビキチン修飾がどのように機能
するのかについて、ルシフェレースアッセイ
を用いて解析した。 
 
４．研究成果 
1. 新規 USP20/33結合蛋白の同定 
USP20 もしくは USP33 との結合分子の同定
を試み、USP20および USP33が p53と結合す
ることを見出した。p53 反応性レポーターベ
クターを用いてルシフェレースアッセイを
行い、USP20と USP33が p53の転写能活性化
に関与していると考えられた。一方、USP20
の脱ユビキチン化能欠失型変異体が p53活性
機能を保持していることが判明し、USP20に
よる p53活性化は脱ユビキチン酵素活性に依
存しない機序によると考えられた。USP20お
よび USP33 の生理機能についてより詳細に
解析を行うため、Usp20ノックアウトマウス、
Usp33 ノックアウトマウスを作成した。これ
らは全て正常に生育し、肉眼的に明らかな異
常を認めなかった。現在ダブルノックアウト
マウスの表現型を解析中である。 
2. HBZ 蛋白および Tax蛋白のユビキチン修
飾の解析 
HBZは細胞内でポリユビキチン化され、HBZ



のTGF-/Smad 経路の活性化に関与すること
を見出した。ユビキチン分子内のリシンをア
ルギニンに置換した変異体を用いた解析か
ら、HBZ に認められるポリユビキチン鎖は
K48 および K63 以外の linkage によるもので
あることが判明した。さらに、USP20 が Tax
のみならず HBZ のユビキチン化を減少させ
ることが明らかとなった。 
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