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研究成果の概要（和文）：リンパ腫や肺がんにおいて、ある種の染色体転座が認められており、

その転座はがん化を促進することが知られている。この原因遺伝子は、がん促進因子を活性化

する一方で、がん抑制因子の働きを阻害すること、そして、がん化に重要ながん抑制因子を直

接的にリン酸化することで、その機能を阻害していることを私達は発見した。また、その機能

阻害には、がん抑制因子の細胞質への集積の増強が関与していると推察された。 
 
研究成果の概要（英文）：Certain chromosomal translocations have been found in lymphomas 

and lung cancers and their translocations are known to promote tumor formation. We found 

that translocated genes have both abilities to activate oncogenic factors and to 

inactivate tumor suppressors. Moreover, we found that pathologically activated genes by 

translocations inhibit an important tumor suppressor through its direct phosphorylations 

and that these phosphorylations inactivate the tumor-suppressive function through 

enhancement of cytoplasmic retention of the tumor suppressor.  
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１．研究開始当初の背景 
 がん抑制遺伝子p53はヒト癌の50％で変異
が認められ、p53 を正もしくは負に調節する
制御因子をコードする遺伝子の変異を合わ
せると85％程度の癌でp53経路の失活が起こ

っている。例えば、神経芽腫の多くは p53 遺
伝子に変異は認められないが、p53 の負の制
御因子であるがん遺伝子 Mdm2 や MdmX といっ
た遺伝子の増幅が報告されている。p53 は Ras
等のがん遺伝子産物によって活性化される
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ことで、細胞増殖の停止や細胞老化を引き起
こし、がん化を抑制していると考えられてい
る。そのため、がん化を起こすためには、p53
経路の失活が極めて重要である。一方でがん
遺伝子産物はそれ自身細胞増殖のシグナル
を伝達すると共に p53 の活性化を抑制するこ
とが示唆されているが、その機構に関して実
はあまりよくわかっていなかった。 
 未分化大細胞リンパ腫（anaplastic large 
cell lymphoma, ALCL）では p53 の変異があ
まり認められていないが、ALCL で p53 タンパ
ク質が蓄積していることが多いことが報告
されていた。ALCL において、主に anaplastic 
lymphoma kinase （ ALK ） 遺 伝 子 と
nucleophosmin（NPM）や clathrin heavy chain
（CHC）等の遺伝子間での転座が生じており、
この転座によって生じる遺伝子産物が ALCL
発症に深く関わっていると考えられていた。
ALK は細胞膜貫通型チロシンキナーゼファミ
リーに属するタンパク質であるが、転座によ
って生じる融合タンパク質では、細胞膜貫通
領域はなく、NPM や CHC と細胞内領域のチロ
シンキナーゼを含む領域との融合タンパク
質として細胞内に発現する。 
 私達は以前の研究から CHC は核内に存在し、
p53 を介した転写のコアクチベーターとして
機能することを報告した。そこで転座によっ
て生じる CHC-ALK 融合タンパク質が p53 の転
写活性化に影響を与えるかどうか検討した
ところ、その融合タンパク質が p53 の転写活
性化能を抑制すること、そして、意外なこと
に、核内に存在する ALK のチロシンキナーゼ
活性がその抑制には必要であることを発見
した。また、ALK が p53 内にあるチロシン残
基をリン酸化することも見出しており、p53
のチロシンリン酸化は世界で初めての報告
であった。 
 
２．研究の目的 
 このような背景のもと、本研究では、平成
21 年度から平成 23 年度の 3 年間にわたり、
ALK による p53 転写活性化の抑制機構を解明
することを目的とした。具体的には、ALK チ
ロシンキナーゼが p53 をリン酸化することを
抗ホスホチロシン抗体で検出されたことか
ら、まず、p53 のどの部位のチロシン残基が
リン酸化されているか遺伝子工学的手法を
用いて同定した。また、同定した p53 のチロ
シン残基のリン酸化が、実際 ALK によってリ
ン酸化されるか、そして、そのリン酸化部位
をフェニルアラニンに置換した p53 変異体が
ALK による p53 転写活性化の抑制が解除され
るかどうか調べるとともに、その阻害がどの
ようなメカニズムで起こっているのかを解
明することを目的とした。これらの研究は、
ALCL 発症の機構解明ばかりでなく、p53 研究
の新たな制御機構の解明に発展していくこ

とが期待できる。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、以下のことについて実施した。 
まず p53 のどのチロシン残基が ALK によって
リン酸化修飾を受けるか p53 の欠失変異体及
びチロシン残基をフェニルアラニン残基に
置換した変異体をそれぞれ用いて調べた。そ
の解析には、p53 欠損細胞に FLAG エピトープ
タグしたヒト p53 と ALK 融合蛋白質を発現さ
せ、その細胞抽出液を調製する。そして、そ
の細胞抽出液から抗 FLAG 抗体を用いて免疫
沈降し、抗ホスホチロシン抗体を用いてウエ
スタンブロットを行い、チロシンリン酸化部
位の同定を試みた。 
 ヒト p53 のチロシンリン酸化部位を同定し
た後、その部位特異的な抗体の作製に着手し
た。すなわち、p53 の欠失変異体及びチロシ
ン残基をフェニルアラニン残基に置換した
変異体を用いた解析より同定された 3カ所の
ホスホチロシンに対する部位特異的な抗体
を作製した。また、ALK による p53 転写活性
化の阻害効果に関して、野生型 p53 および上
記 p53 変異体を用いて検討した。 
 NPM-ALKを発現しているALCL細胞を用いて、
NPM-ALKに対するsiRNAをその細胞に導入し、
p53経路が活性化するかどうか検討した。そ
の実験には３つの異なったNPM-ALKに対する
siRNAを作製し、発現抑制の効果を調べ、発
現抑制効率の良いものについて上記実験を
遂行した。また、ALKチロシンキナーゼに対
する特異的低分子阻害剤を用いて、p53の転
写活性化の回復が見られるか検討した。 
 本来、ALKは受容体型チロシンキナーゼフ
ァミリーに属する蛋白質である。そして主に、
脳組織特異的に発現していることが報告さ
れている。私達は、近年、p53が核内ばかり
でなく細胞膜近傍にも局在していることを
発見している。そこで、p53が野生型でかつ
野生型ALK受容体が発現している神経芽腫細
胞を用いて、そのリガンドであるMidkineあ
るいはPleiotrophinでそれら細胞を処理し
た際、p53が細胞膜近傍に集積するのかを共
焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて検討した。
また、ALKのリガンドによってp53がチロシン
残基のリン酸化修飾を受けるのかを上記作
製したp53のリン酸化チロシン特異的な抗体
を用いて検討した。 
 更に、p53の負の調節因子Mdm2がその阻害
に関与しているか調べた。Mdm2はp53の分解
や細胞内局在を調節するE3ユビキチンリガ
ーゼであるため、ALK融合蛋白質の発現の有
無により、そのp53の分解や細胞内局在に影
響を与えるかどうか、ウエスタンブロット法
や免疫染色法を用いて調べた。また、ALK融
合蛋白質の発現によって、p53とMdm2との相
互作用に影響を与えるかについても検討し



 

 

た。 
 
４．研究成果 
 私達は、まず、p53 のどのチロシン残基が
ALK によってリン酸化修飾を受けるか様々な
p53 欠失変異体を用いて調べた。その結果、
p53 の C 末端 226-393 アミノ酸残基からなる
領域を欠失させるとリン酸化チロシンのシ
グナルが消失することから、この領域に存在
する 3 つのチロシン残基（コドン 234、236
及び 327）がリン酸化部位の候補として同定
された。更に、これら 3つのチロシン残基を
ファニルアラニン残基に置換した変異体を
用いた解析より、この 3つのチロシン残基す
べてがそのリン酸化に重要であることがわ
かった。そこで、これら３つのホスホチロシ
ンに対する特異的な抗体を作製したところ、
327 番目のチロシンリン酸化を認識する良好
な抗体は得られたが、234 番目、236 番目の
チロシンリン酸化を認識する良好な抗体は
得られなかった。また、3 つのチロシン残基
をフェニルアラニン残基に置換した p53 変異
体を用いて、ALK 融合蛋白質による p53 転写
活性化の阻害効果について検討した。その結
果、ALK 融合蛋白質による 234 番目、236 番
目および 327 番目のチロシン残基が、p53 転
写活性化の阻害に重要であることが判明し
た。 
 更に、ALK 融合蛋白質を発現している細胞
株を用いて、ALK 融合蛋白質を siRNA でノッ
クダウンした際の p53 活性について調べた。
その結果、ALK 融合蛋白質の発現を抑制する
と、p53 下流の標的遺伝子である p21 の発現
が著しく増大し、その p21 の発現誘導は、p53
の発現に依存的であった。また、ALK チロシ
ンキナーゼに対する特異的低分子阻害剤を
用いて、p53 の転写活性化の回復が見られる
か調べたところ、siRNA を用いた実験と同様の
結果が得られ、ALK 融合蛋白質が p53 経路を
阻害していることが裏付けられた。本来、ALK
は受容体型チロシンキナーゼファミリーに
属するタンパク質であり、主に、脳組織で発
現している。そこで、本来の ALK の機能に p53
経路が関与しているかどうか、p53 が野生型
でかつ野生型 ALK 受容体が発現している神経
芽腫細胞を用いて調べた。そのリガンドとし
て知られる Pleiotrophin で細胞を処理した
が、p53 の細胞膜近傍への集積はあまり見ら
れず、刺激依存的な p53 のチロシンリン酸化
も検出されなかった。ただし、Pleiotrophin
による ALK の活性化が非常に弱く、他の ALK
リガンドや条件等再度検討する余地がある
と思われる。 
 最後に、ALK による p53 のチロシンリン酸
化によって引き起こる p53 機能の阻害メカニ
ズムを解析した。まず、ALK 発現の有無によ
って、p53 の他の修飾部位へ影響を与えるか

どうか調べたが、ALK 発現によって p53 の他
の修飾部位へ影響はなかった。また、一つの
チロシンリン酸化部位が p53 の 4 量体形成化
部位近傍に存在していたことから、架橋剤を
用いて 4 量体化能について調べたが、ALK に
よる p53 のチロシンリン酸化が 4量体形成に
は影響を与えなかった。一方、p53 の負の調
節因子 Mdm2 がその阻害に関与しているか調
べた。Mdm2 は p53 の分解や細胞内局在を調節
するため、ALK 融合蛋白質の発現の有無によ
り、その p53 の分解や細胞内局在に影響を与
えるかどうか調べた。まず、蛋白質合成阻害
剤を用いて p53 の分解を調べたところ、ALK
融合蛋白質の発現によって、p53 の分解が促
進された。そして、p53 の細胞内局在に与え
る影響を調べたところ、ALK 発現によって野
生型 p53 は細胞質内へ移行するが、3 つのチ
ロシン残基をファニルアラニン残基に置換
した非リン酸化型 p53 は、ALK の発現の有無
にかかわらず、そのほとんどが核内に存在し
た。また、免疫沈降法を用いて p53 と Mdm2
との相互作用を解析したところ、ALK 融合蛋
白質の発現によって、野生型 p53 と Mdm2 と
の相互作用が増強した。一方、非リン酸化型
p53 では、その増強効果は認められなかった。
以上の結果から、ALK は p53 のチロシンリン
酸化を介して、Mdm2 系による分解及び核外輸
送に影響を与えるものと推察された。 
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