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研究成果の概要（和文）：本研究ではSUMO E3 ligaseであるRFPが脱ユビキチン化酵素USP7と相互作用することで、DNA
損傷時におけるp53タンパク質の安定性制御を行っていることを見出した。USP7はRFPタンパク質の安定化に寄与してお
り、安定化したRFPがp53の386番目のリジン残基のSUMO化を触媒することが判明した。さらに、USP7およびRFPはp53の
発現依存的に、UV照射に対するがん細胞のアポトーシス抵抗性を亢進させていることを明らかにした。これらの結果は
USP7およびRFPがp53の安定化を介してDNA損傷時のがん細胞の生存に寄与していることを示唆している。

研究成果の概要（英文）：We found that a SUMO E3 ligase RFP and de-ubiquitiantion enzyme USP7 stabilise 
p53 protein through their interaction. USP7 contribute to the stabilisation of RFP and stabilised RFP 
SUMOylate p53 at lysine 386 residue. We further showed that both USP7 and RFP confer cancer cells 
resistance to UV-induced apoptosis in a p53 expression dependent manner. These data suggest that USP7 and 
RFP increase the cell survival during DNA damage by stabilising p53 protein.

研究分野：腫瘍生物学

キーワード： USP7　RFP
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１．研究開始当初の背景 
 がん抑制遺伝子 p53は主に転写因子として
機能し、DNA損傷を始めとした様々なストレ
スによりそのタンパク質が安定化し、活性化
される。活性化した p53は標的遺伝子の転写
調節を介して細胞周期の停止や DNA 修復、
アポトーシスなどを誘導し、ゲノムの安定性
を維持している。変異による p53の機能喪失
はゲノム安定性の破綻をもたらし、発がんに
寄与することが明らかにされている。実際に、
がん患者の半数以上が p53の変異を持つこと
も報告されており、p53 の機能喪失が発がん
過程においていかに重要な位置を占めてい
るかを物語っている。 
 
 p53 の機能制御には多くの翻訳後修飾が関
与していることが知られている。p53 の代表
的な翻訳後修飾としてリン酸化、ユビキチン
化（Ub化）、アセチル化等が挙げられ、これ
らの修飾は反応を促進する酵素群と逆反応
を担う酵素群の拮抗的な作用によって制御
されており、またそれらの酵素群の活性が
DNA 損傷シグナルによって制御されること
で、複雑かつ精密な p53の機能制御が果たさ
れている。p53 の Ub 化に関わる酵素として
MDM2が有名であるが、その逆反応を担う脱
Ub化酵素としては USP7/HAUSPが報告され
ており、Ub 化を介して互いに p53 に対して
拮抗的に作用している。興味深いことに、
USP7の基質にはMDM2も含まれており、実
際にMDM2のUb化を阻害して安定化させる
ことから、USP7 は p53 機能の促進と抑制の
両方向に作用する分子であることが明らか
になってきている（Chao D and Wei G.. Trends 
Mol. Med. 2010）。最近の研究では、DNA損傷
シグナルの有無が、USP7 が p53 促進的、あ
るいは抑制的のどちらに作用するのかを決
定していることが報告されている。定常状態
では USP7はMDM2を脱 Ub化して p53を低
レベルに維持しているが、DNA損傷シグナル
によって USP7 は p53 を基質として脱 Ub 化
して安定化させ、p53 の機能を促進すること
が明らかにされている（Domagoj V. et al. Nat. 
Rev. Mol. Cell Biol. 2011）。また、複数のがん
細胞において USP7が p53の機能阻害に特異
的に機能していることが報告されており、が
ん細胞では正常細胞で見られるような基質
の変換機構が破綻していることが考えられ
る。しかしながら、正常細胞において DNA
損傷シグナルが USP7 の機能を変化させ、基
質を MDM2 から p53 に変化させる機構や、
その機構ががん細胞において破綻すること
の意義については未解明の点が多く残され
ている。  
 
２．研究の目的 
 がん抑制遺伝子 p53はがん症例のうち半数
において変異が認められ、p53 の制御異常は
がんの発生において重要な役割を果たして
いる。DNA損傷時に p53のユビキチン化（Ub

化）は脱 Ub化酵素 USP7により解除され p53
は活性化するが、定常状態で USP7がMDM2
の脱 Ub 化を介して p53 機能を抑制し、p53
機能の正、負両方向の制御を USP7 が担って
いる。その際に USP7 が如何にして基質を切
り替えているのか、その分子機構およびがん
における意義は未解明である。申請者は p53、
MDM2に対する SUMO E3 ligaseである RET 
Finger Protein (RFP)が USP7 と相互作用する
ことを見出している。本研究では、RFPによ
る USP7、MDM2、p53の制御機構の解析を通
じて未解明であるUSP7のMDM2-p53間にお
ける基質変換機構およびがんにおける意義
の解明を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）本研究計画開始以前に見出していた
RFPと USP7の相互作用についてさらに詳細
に検討するために、各々の欠失変異体を作製
し、免疫沈降法を行った。また、この相互作
用に対する DNA損傷シグナルの影響を、UV
照射、非照射のサンプル群を用意して検討し
た。 
 
（２）DNA損傷時に RFPおよび USP7が p53
に与える影響について検討するため、野生型
p53 を発現するがん細胞株(MCF-7, HCT116)
にて USP7 もしくは RFP をノックダウンし、
UV 照射時に見られる p53 タンパク質の安定
化への影響をウェスタンブロットで検討し
た 。 
 
（３）USP7および RFPによる p53の機能制
御機構を解明するために、p53 の制御機構の
一つである SUMO化に着目した。FLAGタグ
をつけた p53タンパク質を RFP、SUMOとと
もに HEK293細胞に発現させ、さらにコント
ロールおよびUSP7に対する siRNAをトラン
スフェクトした細胞をサンプルとして FLAG
抗体による免疫沈降を行い、ウェスタンブロ
ットにて p53の SUMO化を検出した。 
 
（４）USP7および RFPが p53の機能制御を
介してがん細胞のどのような生物学的特性
を制御しているのかを明らかにするため、
USP7、RFP をノックダウンした細胞に対し
て UV照射を行い、DNA損傷時によってアポ
トーシスを誘導された細胞の数を計測した。
また、USP7、RFPによるアポトーシスの制御
が p53を介した現象であることを証明するた
め、p53野生型および p53を発現しない（p53-/-）
がん細胞株(HCT116)を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）欠失変異体を用いた検討により、RFP
と USP7の相互作用は、RFPの C末端約 380
アミノ酸および USP7 の中央に位置する
HUBLドメインを含む 200アミノ酸を介して
いることが明らかとなった。また、UV照射/
非照射時の両者の相互作用を検討したとこ
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