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研究成果の概要（和文）：ゲノム	 インフォマティクスを利用した新規 p53 標的遺伝子の予測は、

発現解析との組合せによって新規標的遺伝子の同定に有用なこと明らかにした。マイクロアレ

イを利用した p73 および p63 特異的標的遺伝子の検索を行い、新たに PEDF、FLOT2および APOD

などの同定に成功した。p53 ファミリー組換えアデノウイルスは、マウスモデルでの骨肉腫に

対する遺伝子治療において p53 に比較して強力な腫瘍抑制効果を得た。また、p53 とヒストン

脱アセチル化酵素阻害剤 FK228 との併用効果もマウスモデルにおいて明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： Our	 in	 silico	 approach	 is	 powerful	 for	 identification	 of	 p53	 target	 
genes	 and	 for	 further	 understanding	 the	 function	 of	 p53	 in	 tumorigenesis.	 We	 identified	 
that	 PEDF,	 FLOT2,	 and	 APOD	 are	 direct	 transcriptional	 targets	 of	 the	 p53	 family	 member	 
genes.	 We	 found	 that	 significant	 antitumor	 effect	 of	 adenovirus-mediated	 p53	 family	 gene	 
transfer	 on	 osteosarcoma	 cell	 lines	 in	 a	 mouse	 model.	 Furthermore,the	 h istone	 deacetylase	 
inhibitor	 FK228	 was	 found	 to	 enhance	 adenovirus-mediated	 p53	 family	 gene	 therapy	 in	 cancer	 
models.	 
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１．研究開始当初の背景 
(1)	 p53 はヒト癌において最も高頻度に遺
伝子変異が検出されている癌抑制遺伝子
であり、細胞が DNA 損傷などのストレスを
受けると、p53 は活性化され標的遺伝子の
転写を制御することで細胞周期調節・アポ
トーシス誘導・ゲノム安定性・血管新生抑

制などに関与し，腫瘍抑制機能を発揮し
ていることが明らかになってきた。臨床
的にはp53異常は癌の悪性度や予後に関
わっており、p53 の機能を解明すること
は癌の診断・治療の上でも重要と考えら
れ、これまで多くの研究者	 により p53
の活性化機構、p53 標的遺伝子の同定に
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力を注いできた。しかしながら、アポトー
シス誘導における p53遺伝子ファミリーの
相互作用・協調作用についての理解は不十
分と言わざるを得ない。	 
	 
(2)	 さらに p53 遺伝子導入治療は多種類の
悪性腫瘍で臨床試験が行われているが、こ
の治療法は正常型 p53 導入によって癌細胞
をアポトーシスに誘導することに依存して
いる。しかしながら、臨床試験においては
p53 遺伝子治療が必ずしも腫瘍の増殖抑制
を導くとは限らないことを考慮すると、外
来性に導入した正常型 p53 に抵抗性の腫瘍
が存在することがわかってきており、これ
を克服する新たな治療法が求められている。	 
	 
２．研究の目的 
(1)	 本研究では、３遺伝子のメンバーから構
成される p53 ファミリーの機能的類似点と相
違点、および p53 依存性アポトーシス誘導に
おける相互作用・協調作用について解明する
ことを目的にしている。その分子機序を明ら
かにするため、p53 遺伝子ファミリーの標的
遺伝子群の同定などを行う。	 
	 
(2)	 これらの成果を踏まえ、p53 遺伝子ファ
ミリーのタンパクレベルの相互作用、転写活
性化レベルの協調作用、p53 特異的な標的遺
伝子産物と p63 特異的な標的遺伝子産物の協
調作用・相互作用について解析し、がんの遺
伝子治療へつながる研究を発展させる予定
である。	 
	 
３．研究の方法 
(1)	 p53 遺伝子ファミリーの類似性と差違性
の検討	 
	 cDNA マイクロアレイ解析を施行し、p53 遺
伝子ファミリーで共通して発現誘導される
標的遺伝子群および特異的に発現誘導され
る標的遺伝子に区別する。これらの標的遺
伝子について p53 遺伝子ファミリー結合配
列の有無を検索し、クロマチン免疫沈降法、
レポーターアッセイによって、順次、直接
の標的遺伝子であることを証明する。細胞
増殖抑制活性をもつ遺伝子については、全
長 cDNA クローンを単離し、アデノウイルス
発現系に導入し in	 vitroでの細胞増殖抑制
効果および動物実験での抗腫瘍効果を検討
する。	 
	 
(2)	 p53 遺伝子ファミリーによるアポトーシ
ス誘導の分子機序	 
	 p53 依存性アポトーシス誘導における p53
ファミリーメンバーの果たす役割を解明す
るため、p53 タンパクと p63(あるいは p73)
タンパクの直接の相互作用、p53 と p63(あ
るいは p73)の転写活性化レベルでの協調作

用、p53 特異的な標的遺伝子産物と p63 特
異的な標的遺伝子産物との協調作用につ
いて分子生物学的解析を進める。	 
(3)	 p53 遺伝子ファミリーによる機能性
RNA の発現制御	 
	 p53 により発現が抑制される遺伝子群に
関して、p53 が誘導する micro	 RNA や
noncoding	 RNA が関与するかどうか、
RT-PCR、レポーターアッセイおよびクロマ
チン免疫沈降法を用いて検討する。	 
	 
４．研究成果	 
(1)	 in	 silico解析による新規 p53 標的遺
伝子の網羅的な検索	 
ゲノム上のp53応答配列(p53RE)に着目し，
in	 silico 解析による p53 標的遺伝子群の
網羅的な予測・同定を行った。この比較ゲ
ノム解析によりビタミン D	 受容体(VDR:	 
vitamin	 D	 receptor)が p53 標的遺伝子で
あることを明らかにした。	 
	 解析対象とする遺伝子座を機能未知な
遺伝子、EST、noncoding	 RNAも含み、およ
そ 35000 部位として、さらに新しい標的候
補の予測を試みた。既に構築した全ゲノム
上の p53 応答性配列(p53RE)データベース
をもとに、転写開始部位の周辺に存在する
p53RE 候補を 24105 個抽出した。次に、種
間の配列保存性、応答配列の特徴・位置、
その他のゲノム情報を利用して、約 100 個
の候補遺伝子に絞り込んだ。これら遺伝子
の発現におけるp53応答性を種々の腫瘍細
胞株・誘導条件で検討し、さらに ChIP ア
ッセイにより p53RE 配列候補と p53 タンパ
クとの結合を確認した。以上の結果より、
in	 silico 解析による p53 標的遺伝子の予
測は発現解析と組み合わせることによっ
て、新規 p53 標的遺伝子の同定に有用であ
ること明らかにした。	 
	 
(2)	 p53ファミリーp73およびp63標的遺伝
子の検索	 
	 p53ファミリーとして同定されたp73およ
びp63はp53と構造的類似性は高いが、p53
とは異なる機能を合わせ持つことが明らか
になってきた。cDNAマイクロアレイを利用
し 、 新 た に PEDF	 (pigment 	 epithelium	 
derived	 factor：色素上皮由来因子)および
FLOT2	 (flotillin-2)を同定した。PEDFは中
枢神経系と網膜の両方に強い作用を示す多
能性神経因子であり、これまでに哺乳動物
の眼球で発見された最も強力な血管新生イ
ンヒビターでもある。脂質ラフト構成タン
パクであるFLOT2の発現は、種々の細胞内
シグナル伝達を増強することが知られて
いる。p53ファミリーメンバーが、PEDFの発
現誘導を介して細胞分化に関与しているこ
と、さらにFLOT2の発現誘導を介して細胞



分化・炎症反応に関わっている可能性が示唆
された。	 
	 
(3)	 p53ファミリーを用いた骨肉腫に対する
遺伝子治療の基礎的研究	 
	 骨肉腫は手術療法のみでは生命予後が極め
て悪く、化学療法を含めた集学的治療が行わ
れている。骨肉腫におけるp53遺伝子の変異は
低頻度であるが、遺伝子増幅などによるMDM2
過剰発現によりp53経路が不活性化している
ことが多い。本研究では、p53、p73およびp63
を発現する組換えアデノウイルスベクターを
利用して、骨肉腫細胞11株に対する細胞増殖
抑制能、アポトーシス誘導効果をin	 vitro、
in	 vivo解析で比較検討した。その結果、約半
数の細胞株でp63γおよびp73βがp53よりも
強力にアポトーシスを誘導し、その傾向は
MDM2の発現量の多い骨肉腫細胞で顕著であっ
た。マウスin	 vivo皮下移植モデルにおいても
同様の治療効果が得られた。	 
	 
(4)	 p53 遺伝子治療とヒストン脱アセチル化
酵素阻害剤 FK228 との併用効果	 
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤（HDACI）
には細胞周期停止や細胞死誘導効果が報告
されており、腫瘍細胞の増殖を抑制する新規
の抗がん剤として注目されている。また、白
血病などで第 2相臨床試験が行われている天
然 化 合 物 HDACI の FK228 は CAR	 
(coxsackievirus	 adenovirus	 receptor)の発
現を増強させることによって、アデノウイル
ス感染を促進することが報告されている。本
研究では、腫瘍細胞の増殖抑制における
FK228処理とAd-p53遺伝子導入の相乗効果を、
細胞レベルおよびマウスモデルで検討した。
その結果、FK228 処理は CAR の発現増強を介
して Ad-p53 感染効率を２－５倍増加させるこ
とによって、癌細胞のアポトーシス誘導を増
強した。ヌードマウス in	 vivo皮下移植モデ
ルにおいて、p53 遺伝子導入単独では増殖抑
制の見られなかった癌細胞株においても、
FK228 との併用によってアポトーシスが誘導
され、増殖抑制効果が認められた。本研究か
ら FK228 は p53 遺伝子治療との併用薬剤とし
て有望と考えられる。	 
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