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研究成果の概要： 
 がん抑制遺伝子 p53の変異は、ヒト悪性腫瘍で最も多く報告されている異常である。ヒト p53
はリン酸化タンパク質であり、そのがん抑制機能の発現のためには四量体の形成が必須である。
本研究では、四量体形成ドメイン変異や修飾による p53機能の不活性化機構と変異の閾値を明
らかとした。さらに、p53 四量体ドメインに対する安定化法および機能修復ペプチドの開発を
実施した。 
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１．研究開始当初の背景 
 がん抑制遺伝子 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。
ゲノムの完全性を維持している p53はがん遺
伝子治療の最も重要なターゲットのひとつ
となっており、p53 タンパク質の制御機構を
理解することは細胞のがん化防御に関する
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、そのがん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 N端側から β-ス
トランド（326-333 位）、ターン（334 位）、
α-ヘリックス（335-356位）の単量体より成る。
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。
ところで、ヒト悪性腫瘍において p53四量体
形成ドメイン 31アミノ酸残基中 23残基に合
計 41 種ものミスセンス変異が発見されてい
る。これら変異による p53機能の不活性化機
構の解明および酸化ストレス等による修飾
の四量体構造に与える影響の解析は、p53 遺
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伝子のミスセンス変異や酸化による細胞癌
化を理解する上で極めて重要である。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、四量体形成ドメイン変異や修
飾による p53機能の不活性化機構の解明を行
い、四量体形成安定化を介した変異体タンパ
ク質の機能修復活性をもつ薬剤の開発を目
指す。このために、大きく３つの課題、すな
わち、p53 四量体ドメイン変異体の構造・安
定性解析、p53 四量体ドメインの安定性にお
ける酸化修飾の効果、p53 四量体ドメインに
対する安定化法および機能修復ペプチドの
開発を実施する。 
 
 
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 転写活性の解析系
の構築 
 各細胞に発現した p53量をモニターすると
同時に、同一細胞中における p53の転写活性
をモニターする実験系を構築するために、緑
色蛍光タンパク質（EGFP）との融合タンパク
質として p53を発現するための発現プラスミ
ッドと、p21 遺伝子の p53 結合配列を利用し
た p53依存的なプロモーターの下流に赤色蛍
光タンパク質（DsRed）をコードする cDNA
を導入したレポータープラスミッドを作製
した。これら 2種類のプラスミッドを p53欠
損細胞（NCI-H1299）に同時に導入し、各細
胞に発現した p53量を緑色蛍光量から測定す
ると同時に、細胞中の赤色蛍光量から p53依
存的な転写活性を定量化することで、正常細
胞に発現する p53レベルにおける転写活性を
評価した。 
 EGFP-p53 の単量体と四量体の存在比は、
EGFP-p53 を発現した細胞から、低イオン強
度溶液を用いた細胞抽出液を調製し、オリン
パス MF-20 を用いて蛍光強度分布解析
（FIDA）を行い算出した。 
 
(3) 大腸菌におけるペプチド発現量の定量化 
 p53 四量体形成ドメインペプチドの配列を
pETベクターに組み込み、発現用のベクター
を作成した。大腸菌 BL21(DE3)LysSに発現ベ
クターを導入し、IPTG によりペプチドの発
現を誘導した。発現誘導した大腸菌を
SDS-PAGE、CBB染色し、ペプチドのバンド

強度から発現量を定量化した。 
 
(4) 安定化ペプチドのスクリーニング 
 ELISA プレートおよびアビジンビーズを
用いて p53 四量体結合ペプチドを Phage 
Libraryから 3回のスクリーニングにより同定
した。Phage の抽出には大量の p53 ペプチド
を用いる方法および 50˚C でのインキュベー
ションにより p53四量体を変性させる２種の
方法を用いた。 
 
 
４．研究成果 
(1) 腫瘍由来の変異を持つ p53 四量体形成ド
メインの構造安定性解析 
 腫瘍由来の変異を持つ四量体形成ドメイ
ン変異型ペプチドを化学合成し、多量体構造
および熱安定性をゲルろ過、CD スペクトル
により解析した。その結果、ほぼ全ての変異
型ペプチドが 4ºCの低温においては天然様ス
ペクトルを示し、四量体で存在することが判
明した。しかし、Pro 変異体、疎水性コア中
心に位置する残基の変異体はランダム構造
の単量体で存在した。また、興味深いことに
ターン部位に位置する残基の変異体 G334V, 
G334W は時間経過あるいは熱により不可逆
に β構造優位の構造へと変化した。 
 天然様四量体を形成しうる変異体の熱安
定性を求めた結果、変異が構造に及ぼす効果
は多岐に渡り、Tm が極めて低い変異体から
天然型とほぼ同程度の安定性を示す変異体
まで存在することが明らかとなった（図１）。
四量体構造を著しく低下させる変異が主に
疎水性コアに位置する残基の変異であり、四
量体構造の安定性に疎水性コアが極めて重
要であることが示された。一方、側鎖が溶媒
に露出している残基の変異の効果は、大きく
なかった。 
 興味深いことに、各変異体は天然型と同程
度安定性を示す変異体から非常に不安定な
変異体まで連続的に分布しており、特定の温
度におけるギャップは存在しなかった。この
ことから、p53 四量体構造の不安定化による
p53 機能不全における安定性の閾値は非常に
低い可能性が示唆された。 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 図１ 変異型ペプチドの熱安定性 



 

 

(2) 生細胞中における p53 四量体構造の安定
性と転写活性との相関 
 悪性腫瘍で報告されている四量体形成ド
メインにミスセンス点変異を持つ p53変異体
をコードする cDNA を、EGFP-p53 発現プラ
スミッドに組み込み、それら変異体の転写活
性を構築した転写活性解析系で定量化した。
p53 変異体の転写活性は、DsRed を発現細胞
の割合の減少として定量化した。また、これ
ら変異体の四量体構造の不安定化を FIDA に
よって定量化した。 
 その結果、これら変異体 p53の転写活性低
下と四量体構造の不安定化との間には強い
相関（相関係数-0.82）が認められ、p53 機能
における四量体構造の安定性の重要性が明
らかに示された（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 大腸菌発現系におけるペプチド発現量と
多量体構造安定性の相関 
 大腸菌タンパク質発現系は得られるタン
パク質量が多く、迅速簡便であることから非
常に有用な手法である。しかし、タンパク質
によっては発現効率の悪いもの、まったく発
現が見られないものが存在する。 
 大腸菌におけるタンパク質発現量にタン
パク質の安定性が及ぼす影響を明らかにす
るため、p53 四量体形成ドメインペプチドの
発現量と四量体構造の安定性との相関を解
析した。その結果大腸菌における p53四量体
形成ドメインペプチドの発現量とペプチド
多量体構造安定性との間に強い正の相関関
係があることが明らかとなった。この結果よ
り、大腸菌でのタンパク質発現量が目的タン
パク質の構造安定性に影響を受けることが
示唆された。 
 
(4) Met酸化による p53四量体構造の不安定化 
 p53タンパク質は、酸化ストレスによって
機能不全を引き起こすことが知られている。
この酸化による p53不活性化と四量体構造の
安定性との関係を調べるため、酸化型 p53四
量体形成ドメインペプチドを合成し四量体
安定性を解析した。 
 野生型 p53四量体形成ドメインペプチドの

Met340 が天然状態で過酸化水素によって完
全に酸化されうることを明らかとした。さら
に、ゲルろ過および円二色性スペクトルを用
いた四量体形成能および熱力学的解析の結
果、この酸化型 p53四量体ペプチドは野生型
とほぼ同じ立体構造を形成するが、その安定
性が野生型に比べ熱変性において Tm 値が
12.7˚Cも減少することが明らかとなった（図
３）。この不安定化の要因として、四量体構
造中の隣接する２個の酸化Metにおける新た
に付加された酸素原子間の立体障害あるい
は双極子モーメントの反発によるものであ
ることが考えられた。 
 熱安定性から、この Met 酸化修飾された
p53 は野生形と比較して人の体温で四量体を
1/10程度しか形成できないことが算出された。
以上の結果より、Met 残基の酸化による四量
体構造の不安定化が、p53 機能不全の原因の
一つであることが示唆された。 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 
 

 
(5) Phage Libraryによる p53四量体安定化ペ
プチドの探索 
 p53 四量体安定化ペプチドを得るため一般
的にスクリーニングに用いられる ELISA プ
レート法と p53四量体の熱安定性に着目した
２種類の方法によりスクリーニングをい、
Phage Library からから６種類の１２残基の
p53四量体構造安定化配列を同定した（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 これらの配列を化学合成し、p53 四量体ペ
プチドとの相互作用解析および安定化能解
析を行った。その結果、最大で四量体構造の
Tm 値を５˚C 上昇させた。また、この中から
２種類の特徴的なより短い配列(HHR、RPS)
を見いだした。さらに、単量体および二量体
HHRペプチドを化学合成し、二種類の変異形
p53四量体に作用させたところ、K351N変異
体に対しては二量体 HHR ペプチドが、一方
L330H 変異体には単量体 HHR ペプチドが四

図２ 変異体の安定性と転写活性の相関 

図３ 酸化による四量体構造の不安定化 

図４ スクリーニングより得られたペプチド

配列および二種の特徴的な配列 



 

 

量体構造の安定化を示した。これは、変異体
に応じて単量体と二量体 HHR ペプチドでの
相互作用に変化があり、変異による四量体表
面構造の小さな変化が単量体および二量体
HHR ペプチドの与える p53 四量体安定化効
果に影響を及ぼしたと考えられる。 
 
(6) Phe残基の置換による p53四量体構造の安
定化 
 p53 四量体形成ドメイン内の疎水性コアに
存在する 3個の Phe残基(328,338,341位)は、
様々な生物種間で高度に保存されている。側
鎖にフェニル基を有する Pheはタンパク質間
およびタンパク質内の相互作用において中
心的役割を果たすことが知られている。p53
四量体構造における Phe残基の特性を解明す
るため、四量体形成ドメインペプチド
（319-358 位）中の 3 個の Phe 残基を、それ
ぞれ(F5)Phe または Cha に置換したアナログ
を Fmoc 固相法により化学合成し、それらの
構造と安定性を解析した。 
 ゲルろ過および円二色性スペクトル（CD）
を用いて構造安定性を解析した結果、極めて
興味深いことに 341 位 Phe の Cha 置換体
（Phe341Cha）は、熱安定性の指標である Tm
値が 100˚Cを超える超安定四量体構造をとる
ことが明らかとなった。また、エンタルピー
も大きく増大していた。 
 さらに詳細な Phe341Chaアナログの安定化
機構の解明のために、圧力変性による体積変
化解析および X 線結晶構造解析を実施した。
その結果、Phe341Cha は、野生型とほぼ同じ
四量体構造を形成するが、野生型で見られた
341位付近の空隙は、より疎水性で嵩高いCha
側鎖によって充填されて、著しく小さくなっ
ていることが判明した。これは圧力変性解析
により示唆された四量体構造内部の疎水性
コアに存在する空隙の充填による四量体構
造の安定化機構と一致した。 
 以上の結果は、立体構造中に存在する空隙
の充填がタンパク質の安定化に極めて有効
であり、この機構が p53のみならず種々のタ
ンパク質の安定化におけるデザインにも応
用可能であることを示した。 
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