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研究成果の概要（和文）：本研究計画では、TPDファミリーを構成する一つのタンパクであるTPD54のエピジェネ
ティックな発現制御機構、特に、翻訳後修飾、それに伴って変化する細胞内での局在の変化、さらには、これと
複合体を形成する新規タンパクを検索することで、口腔癌細胞における新たな分子標的治療としての、分子生物
学的な基礎的研究を行った。その結果、TPD54は扁平上皮癌細胞の増殖・浸潤に関与するある分泌タンパクの分
泌を細胞内での結合によって調整し、扁平上皮癌細胞の増殖・浸潤能を制御していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the　present　study,　we　investigated　the　epigenetic　　
post-translational　regulation　system　of　gene　expression of TPD54, a member of TPD52 protein 
family. As well,　we　identified　a　novel　intra-cellular　protein,　which　binds　to　TPD54.　
These　findings　suggest　a　novel role of TPD54 protein as a molecular target for cancer 
theraputics. As a result, it was revealed that TPD54 regulates the secration of a certain secration 
protein, which is involved in proliferation and invasion of aquamous cell cartinoma (OSCC) cells, by
 the intra-cellular interaction; thereby it is suggested that this interaction might regulate the 
ability of proliferation and invasion of OSCC cells.

研究分野：口腔外科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
Tumor Protein D（TPD）ファミリータンパク

はこれまで 4 つのタンパク（TPD52、TPD53、

TPD54、および、TPD55）が単離されているが、

いずれも定常状態では細胞質に局在し、リン

酸化されると細胞膜に移行し、種々のタンパ

クの細胞外分泌に関与していること（Nourse 

et al. Biochim. Biochys. Acta. 1998, Byrne 

et al. Tumour Biol. 2014）、さらには、N

末端領域にある coiled-coil domain を介し

て、ファミリー同志あるいは、他の細胞質内

タンパクとホモ/ヘテロ二量体を形成して細

胞内の局在が制御されていることが報告さ

れている（ Sathasivam et al. Biochem 

Biophys Res Commun. 2001, Wilson et al. 

Genomics. 2001, Boutros et al. J Mol Biol. 

2003, Cao et al. Biochem Biophys Res Commun. 

2006, Rubin et al. Cancer. Res. 2004）。

申請者らは、in vivo Time-Of-Flight Mass 

Spectrometry（TOFMASS）を用いてヒト口腔

扁平上皮癌においてTPD54が特異的に発現し

ていることを見出し、このタンパクの扁平上

皮癌細胞における増殖・浸潤・転移などにお

ける役割を検索した。その結果、TPD54 は、

癌細胞の増殖およびマトリクス金属プロテ

アーゼ活性（MMP）には全く影響を及ぼさな

いが、Talin 1 の発現を抑制することで、細

胞外基質に対しての接着細胞および、細胞外

基質依存性の細胞の移動・伸展を負に抑制し

ていること、さらには、この制御系は Akt/PKB

のリン酸化に依存していることを見出し、

TPD54 は 扁 平 上 皮 癌 細 胞 の negative 

regulator で、同ファミリーに属する TPD52

および TPD53の扁平上皮癌における転移およ

び悪性化亢進作用を拮抗的に抑制している

ことを世界に先駆けて報告した（Mukudai et 

al. Cellular Oncol. 2013）。一方、TPD フ

ァミリーの 4 つのタンパク（TPD52, TPD53, 

TPD54, TPD55）のうち TPD55 を除く 3つが癌

の増殖・浸潤・転移に重要な役割を果たし、

さらに、いずれも定常状態では細胞質に局在

するが、リン酸化されると細胞膜に移行し、

MAL2 や 14-3-3 などの種々の細胞質内タンパ

クと結合し、細胞外分泌（オートクラインお

よびパラクラインを含む）に関与しているこ

とが報告されている（Nourse et al. Biochim. 

Biochys. Acta. 1998）。しかしながら、こ

れらのタンパクの正常細胞における生理的

機能を始めとして、癌における生理学的もし

くは病理学的意義などは、上に述べた以外は

ほとんど研究がなされておらず、なおかつ、

我が国においては、申請者らのグループのみ

が研究を行っているのが現状である。 

 
２．研究の目的 
本研究計画では、申請者らのこれまでの研究

をさらに発展させ、TPD52 ファミリーの中の、

特にTPD54を新たな口腔癌治療における分子

標的として考え、同タンパクと結合する既知

あるいは未知のタンパク質の検索をまず行

う。続いて、口腔扁平上皮癌細胞および腺癌

細胞においての、同タンパクのエピジェネテ

ィックな発現制御機構、特に、タンパクのリ

ン酸化などの翻訳後修飾、それに伴って変化

する細胞内での局在の変化を網羅的に解析

を行う。 

 

３．研究の方法 
本研究計画では、GFP エピトープタグを付与

した TPD54 強制発現を活用する。まず、TPD54

に結合するタンパクの同定でし、同定された

タンパク強制発現、あるいはノックダウンと、

GFP-TPD54 とその変異体とを併用して、TPD54

のエピジェネティックな制御機構の解析を

行う。同時に、本研究計画は、本講座所属の

大学院生の教育においても使用し、大学院生

を研究代表者の補助者として使用し、基礎医

歯学に関する研究方法、ならびに、研究遂行

のための科学的理論構築や医学論文執筆の

手順などを学習させる。 
 
４．研究成果 



(1) TPD54 に結合するタンパクの同定 

GFP-TPD54 遺伝子を恒常発現させた SAS 細胞

（GFP-TPD54-SAS 細胞）、および、コントロー

ルとして GFP を発現させた同細胞（GFP-SAS

細胞）を用いて、GFP pull-down 免疫沈降法

によって、GFP-TPD54 に結合するタンパクを

単離した。免疫沈降したタンパクを MS 解析

し、特異的タンパクを特定した。その結果、

分子シャペロンであるA. HSP関連タンパク

（シャペロンタンパク）と、B. 扁平上皮癌

細胞の増殖に関与する分泌タンパクがクロ

ーニングされた。なお、上述の具体的なタ

ンパク名は、本研究計画の最終結果を報告

する論文（現在作成中）によって明らかに

するが、本報告書では、仮にタンパク Aお

よび Bと表記することとする。 

 

(2) in vitro での TPD54 タンパクのエピジェ

ネティックな制御機構の解析 

① Pull-Down 法による二量体形成の検索 

(1)で単離されたタンパクのcDNAを強制発現

ベクターに組み込み、GFP-TPD54-SAS 細胞株

にトランスフェクションし、Pull-Down アッ

セイを行うことで、実際に二量体が形成され

るかを検索した。さらに、TPD ファミリータ

ンパクはcoiled-coilモチーフで他のタンパ

クと結合することが報告されている。そこで、

TPD54 の coiled-coil 配列を欠損させた変異

体を作成し、同じく Pull-Down 法にて二量体

が形成されるかを検索した。同時に、TPD54

の翻訳後修飾の変化、および、細胞局在の変

化を観察した。その結果、免疫沈降 Pull-Down

アッセイによって、タンパク Aおよび Bとも、

GFP-TPD54 と結合することが明らかになった。

また、通常 SAS 細胞においても、タンパク A

および Bは、内在性の TPD54 と結合し、二量

体（あるいはそれ以上の複合体）を形成する

ことが明らかとなった。一方、TPD54 の

coiled-coil 配列を欠損させた変異体を用い

た免疫沈降 Pull-Down アッセイによって、タ

ンパク A は coiled-coil 配列非依存的に

TPD54 に結合するが、タンパク B の

coiled-coil 配列欠損 TPD54 に対する結合能

は著しく減弱した。すなわち、分子シャペロ

ン Aは TPD54 の立体構造の維持に関与してい

ることが示唆される一方で、分泌タンパク B

は coiled-coil 配列を介して TPD54 に結合し、

その分泌はTPD54によって調節されているこ

とが示唆された。そこで、本研究では、以降、

分泌タンパク Bの TPD54 による分泌調整、お

よび、それによって惹起される扁平癌細胞の

増殖・浸潤・転移に関する影響に関すること

に焦点を当てて行うことになった。 

 

(3) 二量体形成に対する扁平癌細胞の増

殖・浸潤・転移に関する影響の検索 

GFP-TPD54-SAS 細胞、および、GFP-SAS 細胞、

さらには、GFP-TPD54shRNA-SAS 細胞（TPD54

ノックダウン SAS 細胞）を用いて、分泌タン

パク Bの分泌量を ELISA 法にて測定した。そ

の結果、コントロール細胞と比較して、

GFP-TPD54-SAS 細胞の分泌量は増加し、

GFP-TPD54shRNA-SAS 細胞では減少した。この

ことは、分泌タンパク Bは TPD54 との細胞内

結合によってその分泌が何らかの機構で調

節されていることを示している。 

次に、通常 SAS 細胞に分泌タンパク Bの強制

発現ベクターあるいは、shRNA 発現ベクター

をトランスフェクションすることによって、

分泌タンパクBの分泌が扁平上皮癌細胞の増

殖・浸潤などにどのような変化が起こるかを

in vitro にて検索した。その結果、分泌タン

パク B を強制発現すると、SAS 細胞の増殖・

浸潤能が増加するが、この細胞に TPD54shRNA

を導入しTPD54をノックダウンするとこの効

果は打ち消された。一方、shRNA によって分

泌タンパク B をノックダウンすると、SAS 細

胞の増殖・浸潤能が減少するが、TPD54 強制

発現によって逆の結果が得られた。この知見

は、TPD54 によって分泌タンパク B の発現は



促進され、その結果として、扁平上皮癌細胞

の増殖・浸潤能が増強されることを示してい

る。 

 

以上の結果をまとめると、TPD54 は分泌タン

パクBの分泌を細胞内での結合によって調整

し、扁平上皮癌細胞の増殖・浸潤能を制御し

ていることが明らかとなった。このことは、

TPD54 および TPD52 ファミリータンパクが口

腔扁平上皮癌細胞の増殖・浸潤能において重

要な役割を果たしていることが示され、分子

標的治療の対象になりうることが強く示唆

された。 
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