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緒緒  言言  

 
DNA は様々な原因により損傷を受けるが、DNA 修復メカニズムが備わっているため通常は即座に DNA 損傷は修

復される。しかしDNA修復に異常があると、損傷が修復しきれずに細胞死が起きたり、不正確な修復の結果として変

異が蓄積しがん化が促進されたりしうる。一方、DNA 修復異常のあるがん細胞は DNA 損傷を起こす抗がん剤に高感

受性を呈する。このように DNA 修復はがんの発症・治療の双方に関わるため、DNA 修復メカニズムの解明は重要な

課題である。 
ファンコニ貧血BRCA経路（Fanconi anemia（FA）-BRCA pathway）および相同組換え（homologous recombination：

HR）はがんを考える上で重要なDNA修復経路である。我々は遺伝性疾患ファンコニ貧血（FA）の原因蛋白（遺伝性

乳がん卵巣がん症候群原因蛋白BRCA1/FANCS、BRCA2/FANCD1、その他のFA蛋白（FANCD2など）を含む）が

共同して DNA 鎖間架橋修復を制御する FA-BRCA pathway として働くことを提唱してきた［1］。この pathway は

DNA鎖間架橋の認識、架橋周囲のDNA切断、損傷乗り越えDNA合成、相同組換えが関わる複雑なプロセスである。

また我々はこのpathwayがプラチナ製剤、poly（ADP-ribose）polymerase（PARP）阻害薬などに対する腫瘍細胞の

耐性・感受性を決める重要な因子であること、特にBRCA1/2変異腫瘍においてはBRCA1/2の復帰変異による機能回

復が臨床的に重要なプラチナ製剤・PARP 阻害薬共通の耐性獲得メカニズムであることを見出し、さらに FA-BRCA 
pathwayを阻害すると腫瘍細胞をプラチナ感受性にできることも示した［2］。しかし、我々のこのpathwayの制御機

序の理解は不完全である。そこでFA-BRCA pathwayの新規制御因子を同定するために、FANCD2のDNA損傷部位

への集積を負に制御する因子を探索する siRNA library screening を行い、脱ユビキチン化酵素 USP28 を同定した

（unpublished）。USP28は、非相同末端連結（non-homologous endjoining：NHEJ）を正に制御する53BP1と相互

作用することが知られていた［3］。我々は「USP28はFA-BRCA pathwayおよびHRを制御する」と仮説し、本研究

ではこの仮説を検証し、USP28 によるFA-BRCA pathway およびHR の制御機序を明らかにすることを目的とした。

FA-BRCA pathwayとHRががんの臨床で広く使われているプラチナ製剤（シスプラチン、カルボプラチン、オキサリ

プラチン）及び、乳がん・卵巣がん・膵がん・前立腺がんに使用されているPARP阻害薬の耐性・感受性を決める重要

なpathway であること［4］を鑑みると、USP28 によるこれらの制御機序を明らかにすることは、がん臨床への応用

が期待される重要なテーマである。 
この研究により、我々は以下の結果を得た。USP28はFANCD2、RAD51のDNA損傷部位への集積を負に制御し、

さらに HR も負に制御する一方で、NHEJ へは影響を与えなかった。BRCA1 欠損細胞は HR が低下しており PARP
阻害薬高感受性を呈するが、BRCA1 欠損細胞で USP28 を抑制すると HR が回復し PARP 阻害薬に耐性になった。 
また、卵巣がんにおいてUSP28 mRNA 低発現群は高発現群に比べて予後が悪かった。USP28 は 53BP1 と相互作用

することが知られていたが［3］、USP28 と53BP1 の相互作用に必要な53BP1 のBRCT ドメイン［5］はUSP28 に

よるHRの抑制には重要ではなかった。USP28にはexon 19にコードされている32 amino acids（aa）からなる領域

をalternative splicingのために欠く short form と、完全長の long formが存在するが、この32 aaがUSP28による

HRの抑制に必要であることがわかった。一方、USP28の脱ユビキチン化酵素活性はHRの抑制には不必要であった。 
この結果から、USP28はHRおよびFA-BRCA pathwayを抑制すること、特にBRCA1欠損細胞においてUSP28
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が欠損・発現低下するとHRが回復し、PARP阻害剤耐性を引き起こしうること、また卵巣がんにおいてはUSP28発

現が予後因子になりうることが示唆され、USP28がHRおよびFA-BRCA pathwayを負に制御する機序の一端が明ら

かになった。 
 

方方  法法  

 
11．．使使用用ししたた細細胞胞  
ヒト由来の培養細胞（U2OS細胞、HeLa細胞、MCF-7細胞など）などにおいてUSP28および53BP1などを siRNA

またはゲノム編集を用いて発現低下・欠損・変異させた細胞を用いた。 
 

22．．UUSSPP2288のの機機能能評評価価  
上記の細胞にUSP28 の様々な変異体を発現させて、それぞれの機能を評価した。放射線などによるDNA損傷後の

RAD51 foci形成、FANCD2 foci形成を評価した。また、DR-GFP reporterを用いてHR、EJ5-GFP reporterを用い

てNHEJを評価した。 
 

33．．UUSSPP2288発発現現のの臨臨床床的的意意義義のの評評価価  
TCGA の卵巣がん登録症例（TCGA_OV）のデータを用いてUSP28 mRNA 発現の高低による予後の違いを評価し

た。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．UUSSPP2288欠欠損損細細胞胞ににおおいいててRRAADD5511、、FFAANNCCDD22のの ffooccii形形成成はは促促進進さされれるる  
DNA 損傷後のFANCD2、RAD51 の foci 形成はFA-BRCA pathway およびHR の活性化の指標として使われる。

U2OS細胞において siRNAを用いてUSP28をdepleteし、放射線10 Gy照射後にFANCD2、RAD51の foci形成を

調べたところ、control に比べて FANCD2、RAD51 の foci 形成が促進していた（図 1）。このことから、USP28 が   
FA-BRCA pathway、HRを抑制することが示唆された。 

 

 

図1．USP28欠損細胞ではRAD51、FANCD2 foci形成が促進している 
U2OS 細胞において siRNA を用いてUSP28 をdeplete し、放射線照射前、10 Gy 照

射30分後、2時間後、6時間後のFANCD2とRAD51の foci形成を蛍光免疫細胞染色

で調べ定量した。USP28をdepleteした細胞ではcontrolに比べて照射後のFANCD2、
RAD51の foci形成が促進していた。 
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22．．UUSSPP2288はは相相同同組組換換ええ（（hhoommoollooggoouuss  rreeccoommbbiinnaattiioonn：：HHRR））をを抑抑制制すするる  
USP28 のHR に対する影響を直接調べるために、HR が起きるとGFP が発現するDR-GFP レポーター（図2）を

組み込んだU2OS細胞において siRNAでUSP28をdepleteし、HR効率を調べた。USP28をdepleteした細胞では

control よりもHR 効率は上昇しており（図 2）、USP28 がHR を抑制することが示された。一方、USP28 のNHEJ
に対する影響を調べるために、EJ5-GFP レポーターを組み込んだ U2OS 細胞において siRNA で USP28 を deplete
し、NHEJ効率を調べたが、有意な影響は見られなかった（図3）。 

 

図2．USP28欠損細胞ではHR効率が上昇する 
a） DR-GFPレポーター。I-SceIで切断されたSceGFP遺伝子がHRで修復される

とGFPが発現する。GFP陽性細胞を定量することでHR効率を調べられる。 
b） DR-GFP レポーターを組み込んだU2OS 細胞においてUSP28 を deplete し、

HRを定量した。USP28 deplete細胞ではHRが上昇していた（mean±SEM、

n＝4、one-way ANOVA（Dunnett’s）、*** p＜0.001、** p＜0.01、* p＜0.05）。 

 

図3．USP28欠損はNHEJ効率に影響を与えない 
a） EJ5レポーター。I-SceIで切断されたレポーターがNHEJで修復されるとGFP

が発現する。GFP陽性細胞を定量するとNHEJ効率を調べられる。 
b） EJ5レポーターを組み込んだU2OS細胞でUSP28をdepleteしNHEJ効率を

定量した。（mean±SEM、n＝3、one-way ANOVA（Dunnett’s）、ns：not 
significant）。 

 
BRCA1欠損細胞ではHRが低下することが知られているが、その細胞でUSP28を欠損させるとHRが回復する可

能性があると推測し検証した。U2OS 細胞においてBRCA1 と同時にUSP28 も siRNA で deplete し、放射線照射後

のRAD51 foci形成（HRの指標）を定量した（図4）。BRCA1単独をdepleteするとRAD51 foci陽性細胞の割合は低

下するが、さらに USP28 も deplete すると RAD51 foci 陽性細胞の割合は回復することがわかった（図 4）。これは

BRCA1欠損細胞のHRがUSP28欠損によって回復することを示唆する。 
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図4．USP28欠損はBRCA1欠損細胞のHR効率を回復させる 
U2OS細胞でUSP28、BRCA1をdepleteし、放射線照射後のRAD51 fociを定量

した。BRCA1 単独を deplete すると RAD51 foci 陽性細胞の割合が低下するが、

USP28も同時にdepleteすると、RAD51 foci陽性細胞の割合が回復する。 
 

BRCA1 欠損細胞のように HR が低下しているがん細胞は PARP 阻害薬高感受性を呈することが知られており、    
臨床応用されている［4］。しかし PARP 阻害薬に対する耐性をがん細胞が獲得することが臨床上、大きな問題である

［4］。そこで、「BRCA1 欠損細胞において USP28 の発現低下がおきると PARP 阻害薬に対する耐性を生じる」と    
仮説して、PARP 阻害薬に対する感受性を調べた（図 5）。その結果、BRCA1 を deplete した細胞は PARP 阻害薬を  
感受するが、さらにUSP28もdepleteするとPARP阻害薬に対する耐性を呈することがわかった（図5）。 
 

 
図5．USP28欠損はBRCA1欠損細胞をPARP阻害薬に耐性にする 

HeLa細胞でUSP28BRCA1をdepleteし、PARP阻害薬（Olaparib）に対する感受

性をcrystal violet assayで調べた。BRCA1をdepleteした細胞はPARP阻害薬高感

受性を呈するが、さらにUSP28もdepleteするとPARP阻害薬に耐性になった。 
 
卵巣がん治療には PARP 阻害薬やプラチナ製剤が使われることから、USP28 mRNA 発現が卵巣がんの予後因子に

なるかを検証した。TCGAの卵巣がんデータセット（TCGA_OV（ovarian cancer））を用いてUSP28 mRNA高発現

群と低発現群の全生存率をプロットした（図 6）。予想通り、USP28 mRNA 低発現群は高発現群に比べて予後が悪か

った。 
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図6．卵巣がんにおけるUSP28 mRNA発現と予後の関係 
TCGAデータベース（TCGA_OV）に登録されている卵巣がん症例のうちUSP28 
mRNAのexpression z-scoreが－0.5未満のものを低発現群、0.5を超えるもの

を高発現群として全生存率の Kaplan-Meier curve を作成した。（Log-rank、  

p＝0.04） 
  
33．．UUSSPP2288にによよるるHHRR抑抑制制機機序序のの検検討討  

USP28と53BP1の結合には53BP1タンパクのBRCTドメインが必要である［5］。USP28のHR抑制にもUSP28
と53BP1 BRCTドメインとの結合が必要かを検証した。MCF-7細胞にゲノム編集を行って作製したBRCTドメイン

を欠く53BP1のみを発現する細胞（ΔBRCT）、および53BP1を全て欠損する細胞（53BP1Δ）［6］を使い、USP28 
depletion の放射線照射後RAD51 foci 形成への影響を調べた（図 7）。BRCT ドメインを欠く 53BP1 を発現する細胞

（ΔBRCT）でも正常の細胞と同様に、USP28 を deplete するとRAD51 foci 形成が促進された。53BP1 を全欠損す

る細胞（53BP1Δ）では USP28 depletion の有無に関わらず、RAD51 foci 形成が促進されていた。これは USP28, 
53BP1はいずれもHRの抑制に関わるが、HRの抑制にはUSP28-53BP1 BRCTドメイン間の結合は必要ないことを

示唆する。 

 

図7．HRの抑制にはUSP28-53BP1 BRCTドメイン間の結合は必要ない 
BRCT ドメインを欠く 53BP1 のみを発現する細胞（ΔBRCT）、および 53BP1 を全て

欠損する細胞（53BP1Δ）を使い、USP28 depletionの放射線照射後RAD51 foci形成

への影響を調べた。ΔBRCTではUSP28をdepleteするとRAD51 foci形成が促進され

た。53BP1ΔではUSP28 depletionの有無に関わらず、RAD51 foci形成が促進された。 
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USP28の脱ユビキチン化酵素活性には171番目のシステイン残基（C171）が必須である［3］。C171をアラニンに

変えた変異体C171A は脱ユビキチン化酵素活性がない。USP28 には exon 19 にコードされている 32 aa からなる領

域をalternative splicingのために欠くshort form（S）と、完全長の long form（L）が存在する。USP28をdeplete
した細胞にC171A変異体、32 aaを欠く short form、完全長の long formを発現させ、放射線照射後のRAD51 foci形
成への影響を調べた（図8）。C171A変異体はRAD51 foci形成を抑制したが、32 aaを欠く short form（S）は抑制し

なかった。これは、USP28によるHR抑制にはexon19のコードする32 aaが必要であるが、USP28の脱ユビキチン

化酵素活性は必要ではないことを示唆する。 

 

図8．HR抑制にはUSP28のexon19で codeされる32 aaが必要である 
a） 実験に用いたUSP28コンストラクトの模式図。 
b） 細胞に様々なUSP28変異体を発現させ、内在性のUSP28をdepleteした細胞を用

いて放射線照射後のRAD51 foci形成を定量した。Exon19がコードする32 aaを欠

く isoform（WT-S）はRAD51 foci形成を抑制しなかったが、脱ユビキチン化酵素活

性を欠くC171A変異体（CD-L）はRAD51 foci形成を抑制した。 
 
これらの結果から、USP28は相同組換え（HR）を抑制すること、特にBRCA1欠損細胞においてUSP28が欠損・

発現低下するとHRが回復し、PARP阻害剤耐性を引き起こしうること、また卵巣がんにおいてはUSP28発現が予後

因子になりうることが示唆された。またUSP28 がHR およびFA-BRCA pathway を制御する機序の一端が明らかに

なった。今後は、USP28によるHRおよびFA-BRCA pathway抑制メカニズムのさらに詳細な解析と臨床的意義の検

討を行いたいと考えている。 
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