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研究成果の概要（和文）：変異p53は"gain of function"によりがんの増殖・悪性化に関与することが知られて
いる。本研究では3次元培養を用いることで、その悪性形質獲得の分子基盤として変異p53の標的遺伝子がメバロ
ン酸合成経路の鍵因子であるSREBP2の活性化を誘導し、主にイソプレノイドであるGGPPを介してがん悪性化に関
与していることを見出した。更に、悪性形質獲得における下流シグナル同定のためSingle Cell解析を行ったと
ころ、悪性化フェノタイプの獲得にフィロポディア制御機構のパスウェイが集積していることが明らかとなっ
た。

研究成果の概要（英文）：The gain of function caused by mutant p53 is known to be involved in cancer 
growth and malignant transformation. In this study, we found in 3D culture that the target gene of 
mutant p53 induces activation of SREBP2, a key factor in the Mevalonate pathway, as the molecular 
substrate for malignant phenotype acquisitions, and is involved in cancer malignancy via the 
isoprenoid GGPP. Moreover, Single Cell analysis was performed to clarify the downstream signals in 
the gain of malignant phenotypes. The results showed that a pathway in the filopodia regulatory 
mechanism plays important roles in the acquisition of malignant phenotypes.

研究分野： 腫瘍生物学関連

キーワード： 乳癌　p53　癌抑制遺伝子　休眠
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研究成果の学術的意義や社会的意義
乳がんは早期発見・治療により予後が良好なことが特徴であるが、一方で治療抵抗性、多臓器転移を起こす難治
性乳がんは予後が悪く、乳がん治療における大きな課題である。本研究により、難治性乳がんにおける悪性化の
機序の一つとして変異p53が標的遺伝子を介してメバロン酸合成経路を活性化し悪性化を導くことが明らかとな
った。今後、これらの知見を創薬基盤へと発展させることで、難治性乳がんにおける悪性化形質獲得を標的とし
た新たな治療法や創薬の開発が期待できる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
乳がんを含むホルモン感

受性がんの治療は、ホル

モン制御薬・分子標的薬

の出現やクリニカルシー

クエンス技術の発達によ

ってパラダイムシフトを

生じている。しかしなが

ら、ホルモン不応性の

triple negative 乳がんや休

眠後再発をきたす治療抵抗性がんなど、臨床的課題も残されている(図 1)。 

一方で、難治乳がんのゲノムワイドなクリニカルシークエンスが盛んに行われる中で、「ゲノム

の守護神」とも呼ばれるがん抑制遺伝子 p53 の欠失に伴う単純な機能喪失ではなく、変異 p53 が

獲得する多面的機能が、”Malignant Driver”として積極的にがん悪性化に作用する知見の重要性が

再注目を集めている。実際に p53 は、多くのがんで変異・欠失がみられ、その中でも変異 p53 は

"gain of function"により、がんの増殖・悪性化に関与することが明らかとなっている。更に乳が

んにおいては、ホルモン感受性シグナルと難治性-p53 パスウェイとの関連も示唆され、特にメバ

ロン酸合成経路遺伝子とがんの悪性化に関してはいくつか報告を認めている。しかし、その細か

い作用機序やキーレギュレーターに関しては不明な点が多く、3 次元培養を用いたサンプルの量

的問題や heterogeneity の問題から、その詳細な分子メカニズムは十分に明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 
がん抑制遺伝子p53の変異がもたらす"gain of function"が、がんの悪性形質獲得・再発/転移におい

て重要な役割を担うことが再認識されている中で、腫瘍起源性制御、Warburgやコレステロール

合成などのがん代謝調節機構の詳細なメカニズムは十分に明らかにされていない。そこで、生体

内により近い環境である3次元培養を用い、がんの増殖・悪性化に関与する変異p53による"gain 

of function"に着目することで、変異p53がもたらすがん悪性化の作用メカニズム解析を行う。そ

れらを通じて、ホルモン感受性がんである乳がんの悪性化分子機構と、その先にある休眠スイッ

チ機構の解明を目指し、治療抵抗性乳がん克服のための新規治療戦略や新たな創薬標的の発掘

を目的とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では変異p53の役割として、変異p53のメバロン酸経路を介した乳がん悪性化の分子機序

とそれに続く休眠スイッチの解明を柱とし、変異p53の役割という点からホルモン感受性がんの

分子基盤の解明に迫る。そのためのモデルとして、3次元培養条件下で以下の解析を行った。 

 

(1) 乳がん細胞株を用いたp53ステータスの違いによる悪性形質の確認：乳がん細胞株である

MCF7、MDA-MB-231をCRISPR/Cas9用いて遺伝子編集し、p53ステータスの違う細胞株を作

成した。それらを用いて3次元培養にて形態変化を観察することで悪性形質を評価した。ま

た、メバロン酸合成経路に着目しコレステロール条件を変化させ、悪性形質の変化を確認し

た。 



(2) NGSを用いた変異p53特異的ながん悪性化経路遺伝子の探索： (1)で作成した細胞株を用い、

3次元培養でのRNA-seq・ノンターゲットプロテオミクス解析を行いp53ステータスの違いに

よる、変異p53特異的新規がん悪性化候補配列、特にがんで重要な代謝経路であるメバロン

酸経路に関連する新規遺伝子の同定ならびに変異p53による作用機序の解析を行った。 

(3) Single Cell解析を用いた悪性化・休眠スイッチ制御因子の解明：3次元培養を用いた培養条件

でMCF7、MDA-MB-231を用いp53ステータスの違いとコレステロール条件の違いでSingle 

Cell解析を行った。これにより、細胞株・p53ステータス・培養条件の違いでの単一細胞ごと

の違いを見ることが出来、悪性化・休眠に関する解析が可能となる。 
(4) マウスモデルによる解析：In vitroによる変異p53のがん悪性化に関して、実際にマウスにて

腫瘍の増殖能を確認した。 
 

４．研究成果 

(1) CRISPR/Cas9 用いて野生型 p53 を持つ MCF7 の p53KO 細胞株と MDA-MB- 

231 が持つ変異型 p53(R280K)細胞株を作成した。MDA-MB-231 に関しては、p53KO 細胞株は

作成できたが、野生型 p53 を持つ細胞株は細胞死が起こり、うまく作成できなかったため Tet-

on System を用い作成し

た KO 株に野生型変異 

(R280K)の p53 遺伝子を導

入した。これらを用いて悪

性形質に対して 3次元培養

を用いて評価したところ

(図 2)、変異 p53 が存在す

る細胞株でのみ悪性形質が確認された。更に MDA-MB-231 細胞(変異 p53 株)の悪性形質では、

乳腺上皮の腺管構造が崩れたフェノタイプが観察され、変異 p53 を CRISPR/Cas9 にてノック

アウトした細胞株(p53-KO 株)では、この悪性形質の細胞形態が消失していることが確認でき

た。この結果は、変異 p53 が乳がん悪性形質獲得に重要であることを示している。更に、メバ

ロン酸合成経路の代謝産物であるコレステロールを過剰に添加すると悪性形質が抑制される

ことを確認し、メバロン酸合成経路も同時に乳がん悪性形質獲得に重要であることを確認し

た。 

 

(2)(1)で作成した細胞株を用い、3 次元培養条件下での RNA-seq・ノンターゲットプロテオミク

ス解析を行った。それらから変異 p53 の標的遺伝子を見つけ、標的遺伝子を ChIP Assay を用

いて解析し、変異 p53 がメバロン酸合成経路の鍵因子である SREBP2 の活性化を誘導する機

序を明らかにした。更に、イソプレノイドである GGPP ががん悪性化に関与することを明らか

にし、3 次元培養を用い実際に悪性化に関与していることを確認した。 

 

(3) SREBP2を介したメバロン酸合成経路とGGPPの作用機序を明らかにするために、3次元培養

モデルを活用してSingle Cell解析を実施した。休眠細胞に関しては数が少なくSingle Cell解析を

行うには更なる検討が必要となり、今後の検討課題である。Single Cell解析の結果、興味深い

ことにMDAMB-231細胞は、5つの細胞集団に分類され、悪性化フェノタイプ獲得と関わりの

あるクラスター特性として、フィロポディア関連のパスウェイが集積していることが明らか

となった。フィロポディア制御機構は、GGPP経路とRho-GTP活性を介したアクチンフィラメ

ントの重合作用の役割を担っている重要な分子基盤であり、新規の治療標的や薬物治療のタ



ーゲットともなりうる。更に、3次元培養で悪性形質が現れるMDA-MB-231細胞株と悪性形質

が現れない条件(MCF7、MDA-MB-231 p53-KO、High Cholesterol条件)を比較し、それぞれで重

複する遺伝子群を確認したところ、優位に発現が増加している群では35遺伝子、優位に発現が

低下している群では6遺伝子存在していた(図3)。それらの結果とRNA-seq・ノンターゲットプ

ロテオミクス解析とを組み

合わせ、悪性化に関与する可

能性のあるいくつかのフィ

ロポディア関連遺伝子を明

らかにした。 

 

(4) In vitro による変異 p53 の

がん悪性化に関して、実際

にマウスの皮下に p53ステータスの異なるMDA-MB-231細胞株をそれぞれ移植し、Xenograft 

Model を作成し腫瘍の増殖能を評価した。その結果、野生型 p53、p53KO に対し、変異 p53

を持つ細胞株を移植した群では腫瘍径の有意な増加を認め、In vivo でも変異 p53 によるがん

悪性化を確認した。 

 

これらの知見をまとめて、現在論文の投稿準備中である。 
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