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研究成果の概要（和文）： 
 脱ユビキチン化酵素である USP54 が細胞分裂期にリン酸化されることを見出した。ま
た、USP54 は CYS 領域を介して、YWHAE タンパク質と結合して細胞間に局在すること
を明らかにした。また、細胞間における USP54 は ZO-1 の安定的な発現に寄与することで
細胞間接着において重要な役割を果たすことを見出した。また、グリオーマ細胞株におい
て新たなバリアントを同定し、それが細胞の形態、分裂に影響を与えることを明らかにし
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We found that USP54 was phosphorylated during mitotic phase. USP54 is localized at 
cell-cell junction, which is dependent on an association with YWHAE protein. USP54 
stabilize ZO-1 protein expression and has important role in cell-cell junction. We 
identified splicing variant of USP54, whose expression induced aberrant cell 
morphology and mitosis in glioblastoma cells. 
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１．研究開始当初の背景 
 
グリオーマはそれが持つ高い浸潤能と増殖
能により、それに対する治療は困難を極める。
外科的手法による治療が現在多く行われて
いるものの、根治は不可能であり、化学療法
を含め、その治療法は未だ確立されていない。
新たな治療法開発のために、多くの研究が行
われており、悪性化のメカニズムが少しずつ
明らかになってきている。たとえば、一部の
グリオーマでは細胞外ドメイン欠失変異
EGFRvIII が悪性化を誘導し、高い増殖能と
浸潤能をもたらすことが明らかとなってい

る。このような異常なスプライシングバリア
ントの存在が注目されており、エクソンアレ
イなどによってその詳細が次々に明らかに
なりつつある。その中の一つに脱ユビキチン
化酵素タンパク質である USP54 がある。
USP54 は CYS、QQD、His 領域からなる脱
ユビキチン活性領域（UCH domain）と
ESCRT タンパク質である CHMP と結合す
る MIT 領域から構成されるタンパク質であ
るが、その詳細は全く明らかとなっていない。
当初、我々は発現抑制によって分裂異常を誘
導する遺伝子として注目し、解析を進めてい
た。一方で、グリオーマにおいて USP54 の
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異常なバリアントの存在が明らかとなった。
我々は細胞分裂に重要なタンパク質である
USP54 がグリオーマの悪性化に何らかの影
響を与えている可能性を推測した。そこで、
まず未知のタンパク質である USP54 の詳細
な機能解析を行い、それに基づいてグリオー
マにおける異常なバリアントの存在とその
悪性化に及ぼす影響について解析を進める
こととした。 
 
２．研究の目的 
 
 USP54 タンパク質の細胞内における機能
を解析する。また、グリオーマにおける
USP54 の異常なバリアントの発現とその悪
性化の関係を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）培養細胞 
 今回、我々はグリオーマ細胞株として、U87、
U251MG、U251nu/nu、SKMG1、AO2、T98 を用い
た。またその他に、ヒト正常乳腺上皮細胞株
MCF10A、ヒト子宮頚癌細胞株 HeLa 細胞をそ
れぞれ用いた。 
 
（２）ウイルスを用いた細胞株の作製 
 GFP を融合した USP54 蛋白質を発現する細
胞株などはレトロウイルスを用いて作製し
た。GFP タグを付けたレトロウイルスベクタ
ーに USP54 遺伝子を導入し、GAG、Pol 遺伝子
ともに 293 細胞に一過性に導入して、ウイル
スを作製する。ウイルス産生後、ウイルスを
含む培養液を細胞にかけて感染させる。その
後、各抗生物質により、発現細胞をセレクシ
ョンし、細胞株として樹立した。 
 
（３）siRNA を用いた実験 
 USP54 の機能を解析するために、siRNA を
用いて USP54 の発現を抑制した。siRNA の設
計はライフテクノロジー社、もしくは
siDIRECT により特異性の高いものを設計し
た。siRNA はライフテクノロジー社より購入
した Lipofectamine2000を使用して各細胞内
に導入した。細胞に導入後、約 48 時間から
72 時間以内に各実験系に用いた。 
 
（４）浸潤能の解析 
 癌細胞の浸潤能を解析するために、マトリ
ゲルコートしたフィルターを装着したボイ
デンチャンバーを用いた。チャンバーに装着
されたポアを有するフィルターに一定濃度
のマトリゲルをコートし、24 穴の細胞培養用
プレートにセットして用いる。チャンバー上
室に癌細胞を重層し、チャンバー下室にファ
イブロネクチンなどの ECM成分や自己分泌型
運動因子などのケモアトラクタントを含む

培養液を入れる。一定時間培養し、マトリゲ
ルを浸潤し、フィルター下面に移動した癌細
胞の数を計測することで浸潤能を定量化す
る。 
 
（５）結合実験 
USP54 タンパク質との結合を明らかにする

ために、さまざまな deletion mutant を作成
し、それらのタンパク質を細胞内で発現させ
て、免疫沈降を行った。その後、ウェスタン
ブロットにより、各タンパク質との結合を明
らかにした。 
 
（６）免疫染色、タイムラプスによる細胞内
局在の観察 
 USP54 の機能を解析するために、GFP と融
合した USP54タンパク質を恒常的に発現する
細胞株を作製した。その細胞株を用いて、免
疫染色、タイムラプス実験に用いた。オリン
パス蛍光顕微鏡 IX81に培養装置を取り付け、
生細胞における GFP-USP54タンパク質の局在
を観察した。さらに、USP54 タンパク質の機
能を解析するために、局在に必要な領域の特
定を行った。USP54 の deletion mutant を発
現する細胞株を作製し、タイムラプスにより
その局在の変化を観察した。また細胞をパラ
ホルムアルデヒドにより固定し、他のタンパ
ク質を抗原とする抗体により細胞を免疫染
色した。これにより GFP-USP54 タンパク質と
共局在するタンパク質の同定を行った。 
 
（７）細胞分裂期におけるリン酸化レベルの
解析 
 細胞分裂における USP54 の解析は HeLa 細
胞を主に用いた。各分裂期の解析のために、
HeLa 細胞をノコダゾールにより 12 時間処理
してプロメタフェーズにアレストする。その
後、マイトティックシェイクオフにより分裂
期にある細胞だけを回収してノコダゾール
を除去する。その後、各細胞分裂期ごとに細
胞を回収し、解析を行う。また分裂期におけ
るタンパク質の局在を解析する場合も同様
に、ノコダゾール処理した細胞をマイトティ
ックシェイクオフし、それをポリリジンコー
トしたガラス上にまく。各分裂期ごとにガラ
ス上の細胞を固定し、免疫染色により各タン
パク質の局在を解析する。 
 
（８）RT-PCR 実験 
 各臨床サンプル、各細胞株における USP54
遺伝子の発現を確認するために RT-PCR を用
いた。まず各サンプルより、RNA を抽出し、
逆転写により cDNAを作製する。その一方で、
目的とする遺伝子に対するプライマーを作
製し、各サンプルの cDNA をテンプレートと
して PCR を行う。cDNA に含まれる標的遺伝子
の量により、PCR で増幅される遺伝子も相対



 

 

的に増加することから、PCR 産物をゲルによ
り確認し、バンドの強度から定量化を行う。 
 
（９）ヒト悪性グリオーマ臨床サンプルの解
析 
 各サンプルより抽出した RNA をもとに、逆
転写によって cDNA を作製する。各 cDNA をテ
ンプレートにして PCR 法により、目的とする
遺伝子を増幅する。定量化は、PCR により増
幅した遺伝子の量をゲルに流して、得られた
バンドの強度から測定する。 
 
４．研究成果 
 
（１）USP54 の機能解析 
 USP54 の細胞内における機能を解析するた
めに、siRNA による発現抑制とそれによる表
現形の観察を行った。siRNA を細胞に導入し、
そのタンパク質の発現をウェスタンブロッ
トによって調べた結果、設計した siRNA すべ
てにおいて発現の抑制が見られた。次に発現
抑制した細胞における表現形を観察するた
めに、siRNA を導入した細胞の免疫染色を行
った。それにより見られた表現形として、多
核を形成する細胞が多くみられるようにな
った。また、細胞間接着が消失した等が見受
けられた。この表現形を参考に、USP54 の細
胞内機能を推測すると、細胞分裂と細胞間接
着において何らかの制御を行っているので
はと推測された。 
 次に USP54タンパク質の細胞内における局
在を明らかにした。GFP 融合タンパク質とし
て USP54 を発現する細胞株を作製し、その細
胞内における局在をタイムラプスにより観
察した。その結果、USP54 は細胞間に点状に
局在し、細胞の動きに合わせて、細胞同士が
接着すると点状に集積し、細胞同士が離れる
と局在が消失することが分かった。さらに解
析を進めるため、この局在に重要な USP54 タ
ンパク質の領域を特定することを試みた。
deletion mutant を作成し、その局在をそれ
ぞれ確認した結果、CYS 領域がこの局在に重
要であることを明らかにした。また、免疫染
色により他の細胞間接着因子との共局在を
確認した。その結果、USP54 は ZO-1 タンパク
質と共局在することが明らかとなった。 
一方で細胞分裂期における USP54の局在を確
認したが、顕著な局在は見られなかった。 
 
（２）USP54 結合タンパク質の解析 
 USP54 の結合蛋白質を同定するためにイー
ストツーハイブリッド法を用いた。その結果、
YWHAE タンパク質が結合タンパク質であるこ
とを同定した。この結合は GST プルダウン法
や 293細胞を使った強制発現系においても同
様に確認された。また、YWHAE タンパク質と
の結合に重要な USP54の領域を特定するため

に deletion mutant による結合実験を行った。
その結果、USP54 の CYS 領域が重要であるこ
とを明らかにした。これは USP54 が細胞間に
局在するために重要な領域である事から、
USP54 は YWHAE を介して、細胞間に接着する
ものと考えられる。また、YWHAE タンパク質
の細胞内における発現を調べた結果、USP54
と共局在することも明らかにした。 
 
（３）細胞間接着における USP54 タンパク質
の働き 
 USP54 の細胞内における局在を調べた結果、
細胞間に点状に局在することが分かった。さ
らなる解析の結果、これは多くの細胞間接着
分子の中でも ZO-1 とはっきり共局在するこ
とが分かった。そこで、USP54 と ZO-1 の細胞
内における詳細な関係を明らかにしようと
試みた。まず、両者が直接結合するかどうか
を免疫沈降法により確認したが、結合してい
る事実は得られなかった。一方で、USP54 を
発現抑制した場合、細胞間接着が著しく減少
することから、ZO-1 の発現に影響があるので
はないかと推測した。そこで、MCF10A 細胞を
用いて、USP54 を発現抑制した場合における
ZO-1 ならびに他の細胞間接着因子の発現レ
ベルをウェスタンブロッティング法により
確認した。その結果、ZO-1 のみが USP54 の発
現抑制と共に発現が減少することが分かっ
た。また、USP54 の発現を抑制した細胞にお
ける ZO-1 の局在を免疫染色により明らかに
した。その結果、細胞間に均一に局在してい
た ZO-1 が不均一に局在するようになった。
これは ZO-1 の発現の減少により強固な細胞
間接着が崩壊し、細胞間の境が乱れたために
よるものと考えられる。 
以上より、USP54 が ZO-1 の発現の安定化に

重要な役割を担っているのではないかと推
測される。細胞間接着、特に強固な結合を担
うタイトジャンクションの主要構成因子で
ある ZO-1 の恒常的な発現は組織を守る上で
も非常に重要である。それらのタンパク質が
容易に分解されないために USP54が機能して
いるのではないだろうかと推測される。 
 
（４）分裂期における USP54 タンパク質のリ
ン酸化 
 細胞分裂期における脱ユビキチン化酵素
の機能の重要性は既に明らかとなっている。
たとえば、USP16 はヒストン H2A の脱ユビキ
チン化に、また USP39 はスピンドルチェック
ポイントの活性に必要であるということが
すでに報告されている。 
 そこで、発現抑制によって細胞分裂異常が
誘導される USP54も同様に分裂期における機
能があるのではないかと推測された。まず分
裂期における内在性 USP54タンパク質の発現
を調べた。その結果、発現そのものには変化



 

 

が見られないものの、分裂期特異的にバンド
がシフトすることが明らかとなった。このバ
ンドシフトはフォスファターゼ処理により
消失することから、USP54 が分裂期特異的に
リン酸化されることが明らかとなった。 

現在まで数多くの細胞分裂制御因子が報
告されており、これらに共通することは分裂
期特異的にリン酸化され、それによって分裂
期に重要な役割を果たしているということ
である。よって、USP54 も同様に分裂期特異
的な機能を持つものと考えられるが、現在さ
らなる解析を進めているところである。 
 
（５）USP54 バリアントの特定 
 USP54 抗体を作製し、内在性 USP54 タンパ
ク質の同定を行った。その結果、USP54 はほ
とんどの細胞株において発現が認められた。
一方で、各細胞株によって本来認められる内
在性 USP54タンパク質のバンドの上にさらに
バンドが認められた。各細胞株によって、発
現が認められるものの、それぞれの発現量は
異なっていた。このバンドが USP54 のバリア
ントであることを証明するために、USP54 遺
伝子の 3’UTR を標的とする siRNA を作製し
て、細胞に導入した。その結果、両方のバン
ドが消失することから、USP54 のバリアント
であると推測された。約 220kD に存在するバ
リアント 1 と 250kD に存在するバリアント 2
タンパク質を調べると、250kD のバリアント
2 にはエクソン 7 と 8 の間にさらにエクソン
が挿入されていることが分かった。各細胞株
とこのバリアントの発現を調べた結果、相対
的にバリアント 2を多く発現する細胞株にお
いて細胞の形態が広がっており、また細胞間
接着が見られない傾向が観察された。また発
現とともに、核形の異常が見られることも同
様に観察された。このことは、バリアント 2
の発現が少なからず細胞内における USP54の
機能に影響を与えているのではないかと推
測された。 
 さらにバリアントの機能を明確にするた
めに、各バリアントを強制発現した細胞株の
作製を行った。その結果、バリアント 1では
はっきりとした表現形は全く見られなかっ
たものの、バリアント 2では細胞の形態が若
干変化し、細胞間接着の減少が見られた。ま
た重要な点として、継代を繰り返すうちに核
形に異常を持つ細胞が見受けられるように
なった。これは分裂時に何らかの異常が生じ
たものと推測される。 
さらに各タンパク質を強制発現させた細胞
株において、浸潤能や増殖能に大きな影響が
あるかどうかを検討した。その結果、著しい
変化は見受けられなかった。 
以上より、異常なバリアントの発現により、
細胞形態、細胞間接着やその細胞分裂に影響
は出るものの、悪性度に大きな影響を与える

ものではないと推測される。ただ、過去に報
告があるように、分裂による異常によって染
色体の不安定化が引き起こされ、悪性化する
ことが知られている。よって、長期的にみる
と悪性化の進展に影響を与える可能性は十
分にあると推測している。 
 
（６）臨床サンプルにおけるバリアントの発
現レベルの解析 
 以上の結果を受けて、USP54 の発現を各臨
床サンプルにおいて解析を行った。各バリア
ントの発現レベルを RT-PCR によりそれぞれ
確認したところ、バリアントの発現と悪性度
のレベルにおいて、強い因果関係は認められ
なかった。 
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