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研究成果の概要（和文）：p53のカルボキシル端末（CTD）を欠く変異体は、p53機能亢進により、マウスホモ体
は重症骨髄不全で早期に死亡する。CTD欠失と表現型の関係を調べるために、不完全および完全CTD変異をもつ2
種類の遺伝子編集マウスを作成すると同時に、野生型p53とCTD欠失p53をトランスフェクトしたK562細胞を用い
て、ヘミン誘導性赤血球の分化への影響を、ヘモグロビン陽性率を用いて検討した。①CTD欠失p53変異は、部分
欠失が重症、完全欠失は軽症。部分欠失ヘテロ体が雄性不妊を示すことをはじめて発見した。②2つのアレルの
p53変異は相加的に重症度を決める。③P53のCTDは、赤血球様細胞分化に促進的に作用する。

研究成果の概要（英文）：Mutants lacking the carboxyl terminal (CTD) of p53 lack the MDM2/4 binding 
site and results in p53 hyperactivation; mouse homozygotes carrying p53 lacking CTD have severe bone
 marrow failure and die early. To examine the relationship between the extent of CTD deletion in p53
 and phenotype, we generated two types of gene-edited mice with incomplete and complete deletion of 
the CTD. In addition, using K562 cells transfected with wild-type p53 and p53 lacking CTD, the 
effect of CTD in p53 on hemin-induced erythroid differentiation was examined by measuring hemoglobin
 positive cells. We found that, first, partial CTD deletion caused much severer phenotype than 
complete CTD deletion did, and the male sterility was found in mice with incomplete CTD deletion for
 the first time, second, p53 lacking CTD mutations in two alleles are additive in severity of the 
pehnotype, third, CTD of p53 acts in a promotive manner with respect to erythroid-like cell 
differentiation effects.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CTDのp53機能制御メカニズムへの関与を明らかにしたことは、p53の機能低下・亢進で生じるがんや骨髄形成不
全などの治療法の開発に役立つ。P53のCTD欠失ヘテロマウスでの雄性不妊発見は、ヒトでもp53のCTD欠失が男性
不妊の原因である可能性を示し、新たな病態の解明や治療法の開発に資する。P53のK562細胞に対する赤血球様
分化にCTDが促進的に作用していることの解明は、K562が慢性白血病細胞から樹立された細胞株であることを鑑
みれば、p53のCTD分子や、CTDに対する抗体などを用いた腫瘍細胞の治療法開発に役立つ。

※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 
p53のカルボキシル端末（CTD）は、非特異的な DNA結合ドメインであり、翻訳後に広範な修
飾を受ける。p53 CTD を欠く変異体は、p53 タンパク質が MDM2/4 結合部位を欠くため、
MDM2/4による p53転写活性の阻害を免れ、p53機能亢進が起こる。CTD欠失マウス（末端か
ら 24 残基、あるいは 31 残基）のホモ体は骨髄不全が重症で、生後 1 か月以内に死亡する
（Simeonova et al., 2013; Hamard et al.）。CTD欠失 p53ヘテロ体マウスは、無症状、あるい
はきわめて軽微な症状しか示さない。最近、私たちはヒト CTD欠失 p53ヘテロ体 2名(S362fs)
を報告した（Toki et al., 2018）。 
 
２．研究の目的 
今回の研究の目的は、p53 の CTD 欠失の germline変異の表現型を決定する要因をしらべるこ
とである。さらに、我々は、造血幹細胞の減少の他に、造血幹細胞の赤芽球系への分化障害が、
p53の CTD欠失による重症貧血の原因の一つではないかと考え、これまでに調べられたことの
なかった、造血幹細胞の赤芽球系への分化における p53の CTDの関与について K562細胞を用
いた実験をおこなった。 
 
３．研究の方法 
欠失範囲と表現型の関係を調べるために、ヒトの変異を忠実に模した変異（S359fs）と、テトラ
マードメインから C末側が完全に欠失した変異（E354fs）をもつ 2種類の遺伝子編集マウスを作
成し、表現型を検討した。野生型 p53 と CTD 欠失 p53（S362fs）をトランスフェクトした K562 細
胞を用いて、p53 の CTD がヘミン誘導性赤血球の分化に影響を与えるかどうかを、ヘモグロビン
陽性率、細胞周期、および BCR-ABL、リン酸化 ERK1/2 の発現等を用いて検討した。 
 
４．研究成果 
マウスの実験 
ヒトでみつかった p53 の CTD 不完全欠失変異を忠実に模倣した変異（C 末端から 32 残基欠失。
マウスでは S359fs）を導入して作成した遺伝子編集マウスは、ヘテロ体で精線萎縮が著しかっ
た。雄性不妊のため、ホモ体を作成できなかった。雄性不妊は今までの p53 の CTD 不完全欠失変
異マウスの報告ではみとめられなかった。雌ヘテロ体と野生マウスを掛け合わせて得られた子
マウスは、通常の出産匹数よりも数が少なかったが、性別や遺伝子型はメンデル比にしたがって
いた。 
  
  
BFU-E（1 週間後）、CFU-E（72 時間後）は、高度に低下していた。しかし、ヘテロ体では軽度の
貧血をみとめたものの、早期死亡はなく、著しく重症であったとはいえない。 
 
p53 の CTD が完全に欠失すると表現型は軽症化した。症状もむしろ軽症化した。ヒト・マウスで
は CTD の完全欠失した p53 の表現型を調べた報告はデータベースを調べた限りではなかった
(IARC TP53 Database; https://tp53.isb-cgc.org/)。 
 
完全 CTD 欠失と不完全 CTD 欠失の複合ヘテロ体を作成したところ、意外なことに、きわめて重症
な表現型を示した。複合ヘテロ体はあきらかに体格が小さかった。野生型マウス、不完全 CTD 欠
失ヘテロ体、完全 CTD 欠失ヘテロ体および完全 CTD 欠失ホモ体は 1 年間の観察期間で死亡例は
ほとんどみとめなかったが、一方、複合ヘテロ体はすべて生後 1か月以内に死亡した。 
  
以上の実験結果から、①CTD 欠失 p53 変異は、部分欠失が重症、完全欠失は軽症。部分欠失ヘテ
ロ体が雄性不妊を示すことをはじめて発見した。②2つのアレルの p53 変異は相加的に重症度を
決める、ことがわかった。 
 
K562 細胞を用いた実験 
ヒト p21 プロモーターの活性化をルシフェラーゼアッセイで測定したところ、p53S362fs は野生
型 p53 に比べ有意に活性が高かった。p53S362fs による p53 下流遺伝子の転写活性の上昇は、以
前にも観察された（Toki et al., 2018）。一方、p53K357fs（完全 CTD 欠失）は野生型 p53 より
も有意に活性が低く、モック処理した K562 細胞とほぼ同等の活性であった。この実験結果は、
CTD 不完全欠失マウスが、完全欠失マウスよりも表現型が重篤であった結果と一致している。 
  
 



Hemin 添加後 3, 7 日目のヘモグロビン陽性率は、野生型（WT）p53 導入 K562 細胞で最も高く、
次いで p53S362fs 導入 K562 細胞、モック処理 K562 細胞であった。Hemin 添加後 7日目のヘモグ
ロビン陽性率は、野生型 p53 導入 K562 細胞で最も高く、次いでモック処理 K562 細胞、p53S362fs
導入 K562 細胞であった。 
  
ヘミン投与後の ERK リン酸化の低下が、ヘミンによる K562 細胞の赤血球様細胞分化の最初に生
じることがわかっている。野生型 p53 を導入した K562 細胞では、ヘミン投与後（30分〜6 時間）
の ERK リン酸化の低下は、モック処理した K562 細胞と同程度であった。p53S362fs を導入した
K562 細胞では、ヘミン投与後の ERK リン酸化は一旦上昇し（10 分）、その後下降する（1〜6 時
間）。 
以上の実験結果から、p53 の CTD は、K562 細胞に対する p53 のヘミン誘導性赤血球様細胞分化
作用に関しては促進的に作用していることを明らかにした。 
 
研究成果の学術的意義や社会的意義 
CTD の欠失による p53 機能の影響、および p53 の二つのアレルの変異が相加的に表現型に影響す
るなど、CTD の p53 機能制御メカニズムへの関与を明らかにしたことは、p53 の機能低下・亢進
で生じるがんや骨髄形成不全などの治療法の開発に役立つ。P53 の CTD 欠失ヘテロマウスでの雄
性不妊発見は、ヒトでも p53 の CTD 欠失が男性不妊の原因である可能性を示し、新たな病態の解
明や治療法の開発に資する。P53 の K562 細胞に対する赤血球様分化に CTD が促進的に作用して
いることの解明は、K562 が慢性白血病細胞から樹立された細胞株であることを鑑みれば、p53 の
CTD 分子や、CTD に対する抗体などを用いた腫瘍細胞に対する新規の治療法開発に役立つ。 
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