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研究成果の概要（和文）：がん抑制因子p53は、がんで最も多く変異が見つかるタンパクで、変異型の発現がド
ミナントネガティブ効果で野生型のがん抑制機能の喪失を誘導することが定説となっている。しかし、p53には
天然変性領域が含まれており、従来の構造解析では全長の立体構造を明らかにできないため、このドミナントネ
ガティブ効果の分子メカニズムは不明である。そこで本研究では、アミロイドタンパクなどの天然変性タンパク
の構造動態を可視化できる高速原子間力顕微鏡を用いて、p53を観察した。その結果、p53のコアドメイン（DNA
結合ドメイン）が生理条件下ではアミロイド線維の前駆体とされるプロトフィブリル様の構造を形成することを
発見した。

研究成果の概要（英文）：The tumor suppressor protein, p53, is the protein most frequently found 
mutated in cancer, and it is well established that expression of the mutant form induces loss of 
tumor-suppressing function of the wild type by a dominant-negative effect. However, the molecular 
mechanism of this dominant-negative effect is unknown because p53 contains intrinsically disordered 
regions and its full-length structure cannot be determined by conventional structural analysis. In 
this study, we observed p53 using high-speed atomic force microscopy, which can visualize the 
structural dynamics of intrinsically disordered proteins including amyloidogenic proteins. As a 
result, we found that the core domain (DNA binding domain) of p53 forms a protofibril-like structure
 under physiological conditions, which is defined as the precursors of amyloid fibrils.

研究分野： 生物物理化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、p53が凝集してアミロイド特有のクロスβ構造を持ち得ることを示した。さらに、液中生理条件下
における試料の3次元構造がアミロイド線維というよりもむしろアミロイド線維前駆体であるプロトフィブリル
に似た構造であることを発見した。近年、神経変性疾患の分野では、アミロイド線維よりもオリゴマーやプロト
フィブリルの方が毒性が高いことが定説になりつつある。今後、細胞・組織レベルにおけるp53プロトフィブリ
ル様凝集体の機能解析を進めることで、本研究成果は、p53変異による腫瘍発生メカニズムに新たなコンセプト
を提供し得る。

※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 
がん抑制因子 p53をコードする遺伝子 TP53は、がんの症例のおよそ半分と最も多く変異が見
つかる遺伝子である。発がんストレス下において、p53は転写調節因子として下流の遺伝子発現
を調節し、細胞周期の停止や細胞死を誘導し、細胞のがん化を抑制する。p53はホモ四量体とし
て DNAに結合して機能する。変異型 p53の発現はドミナントネガティブ作用によって、野生型
p53 のがん抑制機能を低下させることが広く受け入れられている１。一方で、変異型 p53 が野生
型 p53 の機能を喪失させる分子メカニズムは、議論が残っている。その議論の中には、変異型
p53が凝集し、野生型 p53を共凝集させる 2、また、プリオンタンパクのように、p53がアミロイ
ド線維を形成して野生型 p53も凝集させ、さらにその線維が別の細胞に伝播して、がん化を促進
するという説もある 3。これら p53の構造変化を伴う分子プロセスの解明には、p53の構造とそ
のダイナミクスを明らかにする必要がある。しかしながら、p53は一定の構造をとらない天然変
性領域を含むため、X線結晶構造解析、核磁気共鳴、クライオ電子顕微鏡の構造解析では立体構
造は明らかにできず、このことが p53機能喪失の分子メカニズム解明を妨げている。 
他方、本研究代表者らは、天然変性領域を持つアミロイドタンパクの凝集過程の構造動態を高
速原子間力顕微鏡（高速 AFM）を用いて 1凝集体分子レベルで可視化して解析してきた。高速
AFM は、現状、天然変性領域を可視化できる唯一の手法で、天然変性領域を含むタンパクの構
造動態の解析の強力なツールとなっている。これまでに本研究代表者らは、アルツハイマー病原
因タンパク・アミロイドβ4,5、パーキンソン病原因タンパク・αシヌクレイン 6、プリオンモデ
ルタンパク酵母 Sup357、2型糖尿病タンパク・アミリンの凝集 8,9の構造動態を解析している。そ
こで、p53凝集の構造動態を高速 AFMで可視化する本研究を立案した。 
 
２．研究の目的 
がん抑制因子 p53の凝集を一分子レベルで高速 AFMを用いて可視化し、p53機能喪失におけ
る p53凝集の分子メカニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
●ヒト p53コアの大腸菌組換えタンパクの調製 
大腸菌組換えタンパクとしてヒト p53の DNA結合ドメインを含むコアドメイン（94-312番目
のアミノ酸）の野生型と、頻度の高い変異（hot spot変異）のうち、構造変化を伴う Structure mutant
の R175H, R248Q、構造変化を伴わないが DNA結合が阻害される Contact mutantの R273Hの計
3種類を調製した。 
●凝集反応 
調製したタンパクを 37℃（静置）でインキュベートして凝集反応を開始した。 
●p53コアの凝集のキネティック解析 
アミロイド線維特有の構造であるクロスβ構造に結合して蛍光強度が増大する蛍光色素・チ
オフラビン T を凝集反応液に加えて凝集反応させ、チオフラビン T の蛍光強度のタイムコース
を測定した。 
●p53凝集の構造動態解析 
調製した p53コアの単量体、凝集反応後の凝集体をマイカに置き、液中で高速AFM観察した。
凝集体をマイカに置いた後、試料チャンバー内に単量体を導入して凝集体が成長するか高速
AFMを用いて観察した。 
 
４．研究成果 
●p53コアの凝集のキネティック解析 

p53 コアドメインの野生型、R175H, 
R248Q, R278Qの各変異型の水溶液に少
量のチオフラビン Tを加えて 37℃でイ
ンキュベートし、チオフラビン T の蛍
光強度の経時変化を測定したところ、

図 1 に示すタイムコースが得られた。
いずれの p53 コアドメインも、インキ
ュベート直後に蛍光強度が上がりにく

い期間（ラグ期間）があり、その後速や

かに上昇して一定の飽和値に漸近する

シグモイド曲線を描いた。Structure mutantの R175Hはラグタイムが短く、最も速やかに飽和値
に漸近した。一方で同じくStructure mutantのR248Hは野生型と似た凝集キネティクスを示した。
Contact mutantの R273Hは、野生型よりも増大速度が高く、飽和値は 4者の中で最も高かった。
アミロイドβなどのアミロイドタンパクも単量体からの凝集のチオフラビン T 蛍光強度タイム

 
図 1. p53コアドメイン凝集のチオフラビン T蛍光
強度のタイムコース 
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コースはシグモイド曲線であることから、これらの結果は、p53コアドメインが時間経過ととも
にクロスβ構造を形成し得ること、アミロイド凝集様であることを示した。また、ラグ期間の長

さ、増大期における増大速度、飽和値は Structure mutantと Contact mutantで共通の傾向があると
いうよりもむしろ点変異の種類によって多様であることを示した。 
●p53コアドメイン単量体の構造動態解析 

p53 コアドメインの野生型、R248Q, R278Q の各変異型の単量体をマイカステージに置いて高
速 AFMで観察した。いずれの p53コアドメイン単量体も球状構造を示した（図 2）。コアドメイ
ンのほとんどを占める p53DNA 結合ドメインは原子分解能の構造解析がなされている。この構
造データから作成したシミュレーション AFM像 10も同様に球状構造を示し、両者の形状は一致
した（図 2）。他方、粒子のサイズはシミュレーション AFM像の方が大きく見積もられた。高速
AFM観察における p53コアドメインのサイズは走査時のタッピング力が大きいほど小さく見積
もられたため、シミュレーション AFM像と高速 AFM像におけるサイズの違いは、観察条件の
違いに由来すると考えられる。 

●p53コアドメイン凝集の構造動態解析 
チオフラビン T を用いた凝集反応分析において飽和値に達した段階における p53 コアドメイ
ン凝集体がアミロイド線維様の構造であるか検討するため、液中で高速 AFM観察した。図 3に
示すように、野生型、変異型ともに球状の凝集体や折れ曲がった構造を示した。アミロイド線維
は一般的に線維軸が真っ直ぐで枝分かれがないことから、これらの構造はアミロイド線維様と
は異なる構造と考えられる。他方、アミロイドタンパクはアミロイド線維構造だけでなく、球状
オリゴマーや折れ曲がった凝集体（プロトフィブリル）などを形成し、プロトフィブリルもチオ
フラビン Tの蛍光強度を増大させることが知られている 5,11。特に R248Qの凝集体（図 3）はア
ミロイドβのプロトフィブリルと形状が似ていた。 

次に、凝集体が成長する過程の高速AFM観察を行った。凝集体をマイカ表面に置いて観察後、
試料チャンバー内に単量体を投入して観察を続けた。図 4に示すように、球状の凝集体が時間経
過とともに折れ曲がったより大きな凝集体を形成する過程を撮影することができた。これらの

 
図 2. p53コアドメイン単量体の高速 AFM像 
z-scale, 0 to 2 nm for WT, R248Q and R273H, 0 to 5 nm for simulation AFM image. Bars, 10 
nm. 

WT R248Q R273H Simulated Image

 
図 3. p53コアドメイン凝集体の高速 AFM像．Bars, 50 nm. 

WT aggregates R248Q aggregates R273H aggregates

 
図 4. p53(R248Q)コアドメイン凝集体の成長過程の高速 AFM像．Z-scale, 0 to 4 nm. Bars, 
50 nm. 



結果は、分析・観察した条件（生理食塩水程度のイオン強度、中性）において、p53がアミロイ
ド線維よりもその前段階の球状の凝集体やプロトフィブリル様の構造を優占して形成すること

を示している。 
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