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研究成果の概要（和文）：近年, 一次繊毛(primary cilia)と呼ばれる細胞内小器官の形成不全および機能異常
が, 種々の発達異常や疾患（繊毛病）の原因となることが明らかになり、形成メカニズムの解明が喫緊の課題と
なっている。研究代表者は、増殖因子受容体によって活性化された脱ユビキチン化酵素USP8によるトリコプレイ
ンのタンパク質安定化が、増殖細胞において一次線毛の形成抑制に働いていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ciliogenesis is generally inhibited in dividing cells, however, it has been 
unclear which signaling cascades regulate the phenomenon. Here, we report that EGFR kinase 
suppresses ciliogenesis by directly phosphorylating the deubiquitinase USP8 in RPE1 cells. The 
phosphorylations elevate the deubiquitinase activity, which then stabilizes the trichoplein-Aurora A
 pathway, an inhibitory mechanism of ciliogenesis. EGFR knockdown and serum starvation result in 
ciliogenesis through down-regulation of the USP8-trichoplein-Aurora A signal. Moreover, primary 
cilia abrogation, which is induced upon IFT20 or Cep164 depletion, ameliorates the cell cycle arrest
 of EGFR knockdown cells. The present data reveal that the EGFR-USP8-trichoplein-Aurora A axis is a 
critical signaling cascade that restricts ciliogenesis in dividing cells, and functions to 
facilitate cell proliferation.

研究分野： 細胞生物学

キーワード： 一次線毛　細胞増殖　ユビキチン　プロテアソーム　癌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、一次線毛の形成メカニズムの一端が明らかになり、且つ、一次線毛の形成動態を介して細胞増殖
の制御が可能であることを示した。本研究成果により、一次線毛の異常に起因する種々の疾患の病態メカニズム
解明や、一次線毛の形成動態を制御する分子群を標的とする新たな癌治療戦略の開発に繋がることが期待でき
る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 細胞の増殖停止や分化に伴い, 中心体の一部は細胞膜とドッキングし“一次線毛”と呼ばれる
毛状に突起した細胞内小器官へと変換する。このアンテナ様の構造物は, 細胞外からの物理的・
化学的シグナルを感知し, 細胞内へと変換する重要な役割を担っている。さらに, 一次線毛それ
自体が増殖停止シグナルの発信基地として機能することを研究代表者の所属研究室は報告して
いる（Inoko et al, J  Cell Biol, 2012）。 
 我々は最近, タンパク質分解の主要経路であるユビキチン・プロテアソーム系が一次繊毛の形
成に必要不可欠であることを発見し, その分子機構の一端として, 一次繊毛の抑制因子である
トリコプレイン（Kasahara et al, Nature Commun. 2014）や Ndel1（Inaba, Goto, Kasahara et al, J . Cell 
Biol. 2016）がユビキチン・プロテアソーム依存的に分解されることの重要性を明らかにしてき
た。さらに前者の研究では, トリコプレインのユビキチン化酵素（E3リガーゼ）としてCRL3KCTD17

を同定し, 詳細な分子機構を示した。一方で, 新たな問題点として, CRL3KCTD17 の酵素活性が一
次繊毛の形成前後で不変であることが分かり, 脱ユビキチン化酵素からの制御を含めた統合的
解析の必要性が提起された。 
 
２．研究の目的 
 研究代表者は、脱ユビキチン化酵素の網羅的 siRNA スクリーニングにより、一次線毛の形成
に抑制的に働く 6 つの脱ユビキチン化酵素（USP8、USP38、USP43、USP52、USP54、UCHL3）
を同定している。さらに、この中で USP8 がトリコプレインの脱ユビキチン化酵素として働く
ことを見出している（未発表データ）。本研究では、USP8 によるトリコプレインの脱ユビキチ
ン化機構およびその生理的意義の解明をひとつめの目的とする。また、USP8 以外の 5 つの脱ユ
ビキチン化酵素についても一次線毛の制御機構を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞：ヒト網膜色素上皮細胞（RPE1、ATCC CRL-4000）を 10％ FBS 含有 DMED/F-12 (1:1 
mixture)メディウムで培養した。一次線毛の形成誘導は、FBS 不含メディウム培養により行った。
TetOn inducible expression system を用いて、Myc-USP8 の野生型（WT）及び不活性型（CS）を
薬剤誘導発現する RPE1 細胞株を樹立した。 
 
（２）トランスフェクション：siRNA のトランスフェクションは、siRNA の最終濃度 10 nM で
Lipofectamine RNA1MAX（Thermo-Fisher）を用いた。使用した siRNA 配列は発表論文（Kasahara 
K et al, Nat Commun, 2018, 22: 758）に記載してある。プラスミドのトランスフェクション
は、Lipofecatamine 2000 (Thermo-Fisher)もしくは、FuGENE HD（Promega）を用いた。 
 
（３）ユビキチン化解析：細胞内におけるトリコプレインのユビキチン化レベルを解析するため
（in vivo ユビキチン化アッセイ）、細胞に Myc-トリコプレイン及び HA-ユビキチンを遺伝子導
入し、Myc 抗体で免疫沈降した Myc-トリコプレインのユビキチン化レベルを WB（HA 抗体）で解
析した。USP8 がトリコプレインを直接脱ユビキチンか検討するため、in vivo ユビキチン化アッ
セイでユビキチン化された Myc-トリコプレインに、大腸菌から精製した GST-USP8 を試験管内で
反応させ、ユビキチン化レベル（WB: HA 抗体）の減少を解析した（in vitoo ユビキチン化アッ
セイ）。 
 
（４）リン酸化解析：100 ng の GST 融合受容体型チロシンキナーゼ（EGFR, FGFR1, PDGFRα, 
PDGFRβ; Carma Bioscience）と、1μgの大腸菌から精製した USP8 を反応バッファー（25 mM 
Tris-HCl, pH 7.5, 50 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 1 mM MnCl2,10μM ATP, 2 mM DTT）で反応させ
（30℃、10 min）、WB（チロシンリン酸化抗体、pTyr-1000、Cell Signaling Technology）でリ
ン酸化を検出した。 
 
４．研究成果 
（１）USP8 によるトリコプレインのタンパク質安定化と一次線毛制御 
 RPE1 細胞においてトリコプレインのタンパク質レベルの減少（分解）速度を検証した結果、
USP8 をノックダウンした場合には分解が抑えられ一次線毛の形成が抑制されること、逆に、USP8
を過剰発現させた場合には、USP8 の酵素活性依存的にトリコプレインの分解が促進され、一次
線毛の形成が促進することを見出した。以上より、USP8 はトリコプレインの安定化を介して、
一次繊毛の抑制に働く分子であることが明らかになった。 
 
（２）USP8 によるトリコプレインの脱ユビキチン化 
 In vivo ユビキチン化アッセイにより細胞から回収したポリユビキチン化トリコプレインと、
大腸菌より精製した GST-USP8 を試験管内で反応させた結果（in vivo ユビキチン化アッセイ）、
USP8 の酵素活性依存的にトリコプレインが脱ユビキチン化されることが明らかになった。また、
細胞に USP8 を過剰発現させた場合にも、酵素活性依存的な脱ユビキチン化が観察された。 
 
（３）USP8 のチロシン 717/チロシン 810 リン酸化による酵素活性制御 



 大腸菌より精製した USP8 と、精製した受容体型チロシンキナーゼ（EGFR, FGFR1, PDGFR）を
試験管内で反応させることで USP8 のチロシン 717/チロシン 810 がリン酸化され、脱ユビキチン
化酵素の活性が亢進することを見出した。さらに、チロシン 717/チロシン 810 をフェニルアラ
ニン置換した変異体（Y717/810F）では、酵素活性が亢進しないことも明らかになった。USP8 の
Y717/810F 変異体を発現する細胞株において、内在性の USP8 をノックダウンする実験系におい
て、Y717/810F 変異体はトリコプレインの安定化及び、一次線毛の抑制効果が著しく減衰するこ
とが判明した。 
 
（４）上皮成長因子受容体 EGFR による一次線毛の制御 
 上記（３）の結果より、一次線毛形成における EGFR の役割について検討するため、RPE1 細胞
の EGFR をノックダウンした結果、一次線毛の形成、USP8 の Y717/Y810 リン酸化の減少、トリコ
プレインのタンパク質レベルの減少が観察された。 
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