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研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子 p53 の変異はヒト悪性腫瘍で最も多く認められる異常で

あり、p53 タンパク質の制御機構を理解することは細胞の癌化防御に関する研究にとって不可

欠である。本研究において、悪性腫瘍由来の四量体形成ドメイン変異型 p53 の四量体形成と安

定性解析により、細胞内の様々なイベントに関わる p53 の機能不全となる不安定化の閾値が極

めて低いことを見い出した。さらに、Li-Fraumeni 症候群の原因となる p53 変異による p53 四量

体化の形成不全を、回復させる薬剤の開発に成功した。また、四量体形成ドメインの安定性が、

進化による生体環境の変化に応答して獲得されたことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The tumor suppressor p53 induces cell cycle arrest and apoptosis in response
to genotoxic stress. About 50 % of human tumors have TP53 gene mutations; most are missense ones
that presumably lower p53’s tumor suppressor activity. In this study, we explored the effects of known
tumor-derived missense mutations on the stability and oligomeric structure of p53. The results suggested
that threshold for loss of tumor suppressor activity in terms of the disruption of p53’s tetrameric
structure could be extremely low. We developed a calixarene derivative that could increase the
tetrameric stability of the mutant R337H, which is found in Li-Fraumeni syndrome, a hereditary disorder
characterized by familial clusters of early-onset multiple tumors. We also showed that the tetramer
stability increased through the evolution of vertebrates: fish-amphibian-bird and mammals. The results
suggested that the folding of the tetramerization domain would tightly control its functional expression.
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１．研究開始当初の背景
癌抑制遺伝子p53の変異は、ヒト悪性腫瘍

で最も多く認められる異常であり、臨床材料
における変異の種類や頻度から生物学的意
義まで、広範囲の研究が行われてきている。
p53タンパク質の制御機構を理解することは
細胞の癌化防御に関する研究にとって不可
欠である。ヒトp53は393アミノ酸残基よりな
るリン酸化タンパク質であり、その癌抑制機
能の発現のためには四量体の形成が必須で
ある。

p53四量体形成ドメインはβ-ストランド
（326-333位）、ターン（334位）、α-ヘリック
ス（335-356位）の単量体より成り、２つの単
量体が逆平行β-シートの形成とα-へリックス
間の相互作用によって二量化し、この二量体
２つが４ヘリックスバンドルによって会合
することで四量体は形成される（図1）。

放射線、紫外線、発癌物質などのDNA損傷
によるp53遺伝子のミスセンス変異が、タン
パク質構造の不安化あるいは崩壊を引き起
こし、これらが細胞におけるp53タンパク質
の癌抑制の関する機能不全につながり、細胞
の癌化に至ることは容易に予想される。しか
しながら、実際には構造変化の程度が機能に
及ぼす影響は未知であり、「どの程度のタン
パク質構造の不安化が機能不全につながる
か」、すなわち『タンパク質の構造不安定化
と機能不全の間にある閾値』は、全く不明で
あった。

２．研究の目的

『タンパク質の構造不安定化と機能不全の

間にある閾値』は、タンパク質活性化の程度

と細胞応答の間に存在する閾値の問題とも

相関した極めて重要な課題であり、タンパク

質の構造安定化やタンパク質相互作用を介

する新しいタイプの各種薬剤評価の観点か

らも、完全な定量的解析による解明が切望さ

れている。また、悪性腫瘍に含まれる変異に

よる構造および機能への影響を解析するこ

とは、細胞癌化機構の理解および癌治療にお

いて極めて重要である。

本研究では、『癌抑制タンパク質p53の四量
体形成ドメイン変異および進化的置換によ
る四量体形成とそれに引き続く生物イベン
トを定量的に解析し、p53四量体安定性と機
能不全との間の閾値問題を解明する』ことを
目的とする。

３．研究の方法
(1) 四量体形成ドメインペプチドの合成と安
定性評価

p53四量体形成ドメインペプチド（319-358）
をFmoc固相合成法により化学合成し、多量体
構造をゲルろ過、二次構造と四量体構造の熱
安定性をCDスペクトルにより解析した。

(2) 生細胞中におけるp53転写活性の解析
p53四量体形成を生細胞内でモニターする

ためにBiFC法を用いた。黄色蛍光タンパク質
Venus のフラグメント融合 p53 （ VN-p53,
VC-p53）をH1299細胞（p53-/-）へ導入した。
当研究室で、すでに開発している赤色蛍光
mCherryとp53応答性プロモーター（p53RE）
を用いるレポーターアッセイ系に組み込み、
p53を青色蛍光分子Alexa Fluor 350で抗体染
色することで、p53の内在性レベルにおける
p53四量体形成と転写活性を生細胞内で同時
にモニターした。

４．研究成果
(1)悪性腫瘍由来の四量体形成ドメイン変異
型p53の四量体形成と安定性

ヒト悪性腫瘍において報告されている、四
量体形成ドメイン31残基中に存在する49個
のミスセンス変異が四量体構造に及ぼす影
響 を 定 量 的 に 解 析 す る た め 、 Circular
Dichroismを用いた変異型p53四量体形成ドメ
インペプチドの網羅的な熱安定性解析を実
施した（図2）。
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図 1 p53 四量体形成ドメイン
結果、変異による四量体構造の不安定化
果は連続的に分布していることが示さ
。疎水性コアの変異により四量体構造が
く不安定化する一方、側鎖が溶媒に接し

図 2 悪性腫瘍由来の四量体形成ドメイン変異



ている残基の変異が安定性に及ぼす不安定
化効果は小さいことが示された（表1）。

さらに、得られた熱力学データを用いて
p53の核内濃度における四量体の割合を算出
した結果、大きく不安定化している疎水性コ
アの変異体だけでなく、不安定化効果の比較
的小さな変異体においても、細胞の核内濃度
では四量体が著しく低下していることを明
らかとした（図3）。

p53の四量体形成はDNA結合だけでなく、
翻訳後修飾、タンパク質間相互作用にも影響
を及ぼすことが知られている。加えて、翻訳
後修飾により四量体形成、p53タンパク質の
安定化、転写活性化能が促進されることが報
告されている。このため、四量体形成ドメイ
ンの変異は四量体構造の不安定化を介して
翻訳後修飾等をも低下させ、さらなる四量体
構造の不安定化を引き起こすと考えられる。
すなわち、p53の機能不全を引き起こす不安
定化の閾値は非常に低いことが示唆された。
遺伝毒性ストレスに応答した安定化や翻訳
後修飾の効果も同様に増幅され、迅速に活性
化することで癌抑制機能を発揮することを
可能にしていると考えられる。

(2)カリックスアレーン誘導体による変異型
p53四量体構造安定化による機能修復

乳癌、白血病、肉腫など、様々な癌を早期
に発症するLi-Fraumeni症候群は、TP53遺伝子

の変異により引き起こされる遺伝疾患であ
る。四量体形成ドメイン中に存在する残基
Arg337位のHisへの変異はLi-Fraumeni症候群
に見られる変異である。R337Hペプチドの四
量体構造を安定化させるため、四量体構造表
面の二ヵ所に存在する6個のGlu残基をター
ゲットとした新規化合物、 imidazole-calix
[6]areneをデザインし、合成した。CDを用い
た解析から、このカリックスアレーン誘導体
は、R337H変異を持つ四量体形成ドメインペ
プチドの四量体構造を顕著に安定化させる
ことが判明した。さらに、細胞を用いたレポ
ーターアッセイによるp53転写活性の解析か
ら、カリックスアレーン誘導体によりR337H
変異をもつp53タンパク質の転写活性を増加
させることに成功した。

(3)p53四量体構造の安定性と転写活性の相関
p53は遺伝毒性ストレスにより安定化・活

性化し、配列特異的なDNA結合によってさま
ざまな下流標的遺伝子の転写を制御するこ
とで細胞周期停止やアポトーシスを誘導す
る。p53四量体構造の安定性と転写活性との
相関を明らかにするため、p53の内在性レベ
ルにおけるp53四量体形成と転写活性を生細
胞内で同時にモニターする系を開発した（図
5）。この測定系において、p53四量体形成は
黄色蛍光タンパク質Venusのフラグメント融
合p53によるBiFC法により、また、p53応答性
プロモーター（p53RE）に対する転写活性可
能は赤色蛍光mCherryにより定量可能である。

代表的な24種のp53四量体形成ドメイン変
異体ベクターを作製し、p53内在性レベルに
おける各変異体の四量体形成量と、四量体形
成ドメインペプチドを用いた四量体構造安
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定性とを比較した。その結果、各変異体の四
量体形成量はその四量体構造の安定性に依
存した。このことから、生体内p53の四量体
形成は他のドメインによらず四量体形成ド
メインのみに依存して四量体を形成するこ
とが示された。また、p53四量体形成- 転写活
性相関解析において四量体構造の安定性が
活性と強く相関したことから、p53の癌抑制
機能の維持には四量体構造の安定化が必須
であることが示唆された。

(4)脊椎動物におけるp53の分子進化解析
生物種間でのp53タンパク質の四量体構造

の安定性を比較するため、p53タンパク質の
相同性解析を実施した。特徴的な配列を持つ
魚類、両生類、鳥類、哺乳類のp53の四量体
形成ドメインペプチドを合成し安定性を解
析したところ、四量体構造は脊椎動物におい
て進化に伴い（魚類-両生類-鳥類、哺乳類）
安定性が向上していることが判明した。進化
の過程において四量体形成ドメイン中の
α-helixのC末端部位が伸長することによって
四量体構造の安定性を獲得したことが示唆
された。また、機能発現に必須な四量体形成
に必要な濃度は各生物の体温で一定の値に
収束し、四量体構造の安定性が生態環境の変
化に依存して安定化したことが示唆された
（図6）。

p53の四量体構造の安定性を解析すること
は、機能発現およびその制御機構を理解する
上で非常に重要である。本研究において、悪
性腫瘍由来の四量体形成ドメイン変異型p53
の四量体形成と安定性解析により、細胞内の
様々なイベントに関わるp53の機能不全とな
る不安定化の閾値が極めて低いことを見い
出した。また、この知見を発展させ、遺伝的
な変異によらない酸化ストレスによっても
四量体構造が不安定化し、p53の不活化が起
こ り う る こ と を 示 唆 し た 。 さ ら に 、
Li-Fraumeni症候群の原因となるp53変異によ
るp53四量体化の形成不全を回復させる薬剤
の開発に成功した。

本研究の成果より、四量体形成をわずかに
変化させることで、細胞内p53の機能を制御
可能であることが示された。p53は遺伝毒性

ストレスに応答し、迅速に活性化して機能を
発揮することで腫瘍形成を抑制する。さらに、
細胞周期停止、アポトーシス等を誘導した後、
速やかに不活性化される。本研究により得ら
れた結果より、p53は四量体形成のわずかな
変化により活性を制御することで、外部から
の刺激に迅速に応答することを可能にして
いると考えられる。また、本研究においてp53
タンパク質が進化の過程における四量体形
成の安定性解析により、四量体形成ドメイン
の安定性が進化による生体環境の変化に応
答して獲得されたことが示唆された。

本研究から導かれた多量体構造とその機
能の相関および構造の安定性に制御される
機能発現の機構は、p53のみならずその他の
多様な多量体タンパク質に拡張されると考
えられる。
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