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研究成果の概要（和文）：本研究は機能獲得型p53が癌幹細胞の特性決定に起因するという従来とは全く異なる
視点からの新規癌幹細胞形成モデルの提唱に挑戦した。
まずp53変異細胞株パネルをゲノム編集技術により構築した。RNA-seq解析により機能獲得型p53変異細胞におけ
る遺伝子発現プロファイルの変化が認められた。さらに遺伝子オントロジーエンリッチメント解析により，p53
欠損型と機能獲得型との間には特徴的な変動因子が検出されp53機能獲得型変異体における癌幹細胞性の検証に
有用であると考えられた。さらにp53変異細胞株パネルを用いた検証で，ヌクレオシドアナログFTDは機能獲得型
p53遺伝子の影響を受けずに殺細胞効果を示した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to propose a novel model of cancer stem cell 
formation, in which gain-of-function p53 is responsible for determining the characteristics of 
cancer stem cell.
First, we generated a panel of p53 mutant cell lines using genome editing system, and RNA-seq 
analysis revealed altered gene expression profiles in gain-of-function p53 mutant cells. 
Furthermore, gene ontology enrichment analysis revealed a characteristic variation between 
p53-deficient and gain-of-function mutants, which may be useful to verify the cancer stemness of p53
 gain-of-function mutants.Further validation using a panel of p53 mutant cell lines showed that the 
nucleoside analogue FTD had a cytotoxic effect without the influence of the gain-of-function p53 
gene.

研究分野： 外科系臨床医学，消化器外科学

キーワード： 機能獲得型p53変異　p53変異細胞株パネル　遺伝子発現プロファイル　エピゲノム異常
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築したp53変異細胞株パネルは，p53遺伝子変異以外の要因を排除するために野生型p53遺伝子をもつ
HCT116細胞を親株としてゲノム編集技術により樹立されたアイソジェニックな細胞パネルである。これはp53ス
テータスの違い（野生型，欠損型，機能獲得型）がもたらす影響を解析する研究に対して有力なツールとなる。
機能獲得型p53変異は放射線やある種の抗がん剤耐性に寄与することが報告されるが，本細胞パネルによる検証
ではヌクレオシドアナログ系抗がん剤FTDは機能獲得型p53変異の影響を受けずに殺細胞効果を発揮することが示
され，ｐ53ステータスの違いが治療効果におよぼす影響の予測に有用である。

※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 
 

再発と転移は化学療法，放射線治療そして根治的外科手術などの癌治療を行ったにもかか

わらず起きてしまい，癌治療法の発展がめまぐるしい現在においてもなお癌の克服を難しくさ

せている。それらが癌病態の悪性化を進展させる原因のひとつに抗癌剤治療に抵抗性を示

す癌幹細胞があげられる。癌化の過程における癌幹細胞化のメカニズムのひとつにゲノム変

異およびエピゲノム異常が関与すると考えられている。癌幹細胞におけるエピゲノム異常が癌

幹細胞性をもたらす初期イベントとなることが強く示唆されるが，初期の癌化における癌幹細

胞性の獲得や癌化した後の癌の進展にともなう癌幹細胞化においてどのような鍵因子が関与

するのかについて厳密に解析された研究は驚くほど少ない。 

幹細胞のふるまいに癌抑制遺伝子 p53 が重要な因子として関わると報告されている。p53 は
DNA 損傷，老化，癌遺伝子活性化，低酸素などのストレスに応答して活性化することで，さま
ざまな遺伝子を転写誘導する。さらに p53 は癌で最も高頻度に変異を認める遺伝子であり，癌
化において p53 機能喪失が重要であることは明らかである。ごく最近の研究において p53 研
究における新たな展開が示された。臨床の癌組織における p53 はそのほとんどがアミノ酸置換
をともなうミスセンス変異であることが知られているが，いくつかのミスセンス変異体はあたかも
‘癌遺伝子’のように癌の進行をむしろ加速するようにふるまうことが報告された（Zhu et al. 
Nature 2015）。すなわち， p53 ミスセンス変異体がクロマチン制御因子の発現上昇を誘導し，
その結果ゲノムワイドにクロマチン制御を変化させることでエピゲノム異常を起こすことで癌の
増殖を亢進させることが示された。このような p53 機能獲得型変異体は，癌抑制遺伝子として
の本来の機能を欠失するのみならず p53 が本来転写標的とする遺伝子を誘導せずに，別の
遺伝子を発現誘導することが示されている。 
 
２．研究の目的 
上記の研究背景から，癌治療を行ったにもかかわらず起きてしまう再発と転移のメカニズムと

して p53 機能獲得型変異体により癌幹細胞化が促進される可能性を考えている。本研究はそ

れらを制御することで革新的な癌治療戦略を見いだすことを目的とした。大腸癌患者由来の

臨床検体による大型コホートを用いて p53 機能獲得型変異と癌幹細胞ステータスの関連性を

明らかにするための研究へとつなげるため，p53 機能獲得型変異体による癌幹細胞化促進へ

の関与の有無を検証するための基礎検討を行う。 

 

３．研究の方法 
p53 機能獲得型変異体における遺伝子発現プロファイルの変化と癌幹細胞化の検証 

① p53変異細胞株パネルにおけるp53機能獲得性の検証 

ゲノム編集技術により p53 ノックアウト，および異なる 2 種類の p53 機能獲得型変異（R175H; 

立体構造変異，R248Q; DNA 結合性変異）のノックイン細胞を樹立する（図 1）。それぞれの

p53 ステータスの細胞株に特徴的な発現プロファイルを見いだす。方法としては，この細胞株

パネルを用いて RNA 次世代シークエンス（RNA-seq 解析）により得られる網羅的な遺伝子発

現データから，さらに遺伝子オントロジーエンリッチメント解析(GO 解析)により p53 野生型ある

いはノックアウトと比較して機能獲得型変異において癌幹細胞マーカー因子の変動を解析す

る。 



② p53変異細胞株パネルを用いた抗がん剤

への細胞応答の検証 

p53 ステータスの違いが幹細胞性の獲得に

どのように寄与するのかは未だ不明である。

p53 機能獲得型ミスセンス変異は放射線やあ

る種の抗がん剤への耐性に寄与することが

報告されており，本研究で樹立した p53 変異

細胞株パネルを用いて，抗がん剤に対する

細胞応答と感受性を p53 野生株，欠損株，

機能獲得型ミスセンス変異株の間で比較す

る。これらの観察は二次元培養のみならず，

三次元培養によるスフェロイドモデルや樹立

したp53変異細胞株パネルをマウスに移植す

るマウスゼノグラフトモデルにて生体内の微

小環境においても検証する。 
 

４．研究成果 

① p53 変異細胞株パネルの樹立 

一般的に p53 ミスセンス変異の解析に関する報告の多くが異なるがん種から樹立された多様

な細胞株間での比較によって行われている。しかしながら，これらの解析方法では細胞株間の

異なる遺伝的バックグラウンドの影響や，p53 ミスセンス変異タンパク質の長期発現に適応した

細胞株の二次的な遺伝子発現プロファイルの変化による影響を除外できない。そこで p53 が

野生型であり染色体安定性が維持されている HCT116 細胞を親株とし，ゲノム編集技術により

p53 欠損細胞，および異なる 2 種類の p53 機能獲得型ミスセンス変異（R175H; 立体構造変

異，R248Q; DNA 結合性変異）のノックイン細胞を樹立した。親株に対して，樹立した p53 欠損

株および機能獲得型ミスセンス変異株の特性を検証したところ，下流因子であるの p21 や

MDM2 の遺伝子発現の低下や種々の抗がん剤に対するｐ21 蓄積の不全が認められ，またす

でに論文報告されている変異ｐ53 特異的な転写因子 ETS2 との結合が，今回樹立された機能

獲得型ミスセンス変異株でも再現された。また RNA 次世代シークエンス（RNA-seq）解析よる

網羅的な遺伝子発現プロファイルの比較を階層型クラスタリングや主成分分析にて行ったとこ

ろ，ｐ53 の野生

株，欠損株，機

能獲得型ミスセ

ン ス 変 異 株 の

間には明確な

違 い が 観 察 さ

れた（図 2）。特

に p53 欠損と機

能獲得型ミスセ

ンス 変異 細胞

の間には特徴

的な変動因子



が検出され，アミノ酸代謝をはじめとするがん代謝に関わる遺伝子発現の増加が認められた。

したがって今回樹立した p53 変異細胞株パネルは本研究のモデル細胞として p53 機能獲得

型ミスセンス変異体による癌幹細胞化促進への関与の有無を検証するために有用であること

が示唆された。 
 

② p53 変異細胞株パネルを用いた抗がん剤への細胞応答の検証 

p53 機能獲得型ミスセンス変異は放射線やある種の抗がん剤への耐性に寄与することが報

告されている。そこで異なる細胞株間の遺伝的バックグラウンド違いの影響を排除するために，

本研究で樹立した p53 変異細胞株パネルを用いて p53 機能獲得型ミスセンス変異が抗がん

剤への細胞応答におよぼす影響を検証した。 

検証にはヌクレオシドアナログ系抗がん剤であるトリフルリジン（以下 FTD）を用いた。FTD は

これまでの報告より p53 ステータスにより細胞応答が大きく異なる抗がん剤であり，FTD により

与えられる DNA 複製ストレスは p53 が野生型の場合は p53-p21 経路の活性化とそれに伴う

分裂期スキップ（G2 期から分裂期を経ずに G1 期へ移行する現象）を起こして細胞老化が誘

導される。一方で p53 欠損細胞ではそのような細胞応答は起こらず G2 期から分裂期へ進行

するが，大規模な染色体ブリッジを伴う染色体不均等分配を起こした後に G1 期において異常

な核構造を形成して，その後にアポトーシスによる細胞死を起こす。放射線やある種の抗が

ん剤で見られるような p53 機能獲得型ミスセンス変異が原因となる耐性が FTD においても起こ

るかを検証した。その結果，p53 機能獲得型ミスセンス変異細胞の FTD に対する細胞応答は

p53 欠損細胞と類似しており，分裂期への移行と染色体分配異常およびその後の核構造の異

常が誘導された。さらにアポトーシスによる細胞死の誘導も認められた（図 3）。 

 

③ マウスゼノグラフトモデルによる p53 機能獲得型ミスセンス変異細胞の FTD に対する感受

性の検証 



p53 変異細胞株パネルを用い

た二次元培養における観察で

は，p53 機能獲得型ミスセンス変

異細胞は p53 欠損細胞と同様

に，FTD による細胞死誘導が観

察された。そこで生体内の微小環

境においてもそのような特徴を維

持しているか三次元培養によるス

フェロイドモデルやマウスゼノグラ

フトモデルを用いて FTD よる腫瘍

増殖抑制効果を観察した。その

結果，p53野生型や欠損型と同様

に，p53 機能獲得型ミスセンス変

異型においても腫瘍増殖抑制効

果が認められた。このことは，ヌク

レオシドアナログ FTD が p53 ステ

ータスの違いによる遺伝子発現プ

ロファイルの変化に影響を受ける

ことなく殺細胞効果を与えることが

示された。 
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