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研究成果の概要（和文）： 
 本研究では、改良型 p53 四量体形成ドメインペプチド ES1-p53Tet によって、癌抑制タ
ンパク質 p53 の転写活性および UV 刺激による p53 依存的 p21 発現を顕著に抑制するこ
とに成功した。ヘテロ四量体形成を介した本手法は、標的細胞の p53 機能を効率的かつ一
過的な阻害に有効であることが示され、様々な組織や臓器の細胞に分化する能力をもつ
iPS 細胞の樹立効率向上への展開が期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     In this study, we have developed a method for transient inhibition of p53-dependent 
transcription using a p53 tetramerization domain peptide that contains cell penetrating 
and nuclear localization signals. The peptide was efficiently introduced into cells and 
inhibited p21 expression via heterotetramerization with endogenous p53 protein. This 
method can be applied towards safe and efficient iPS cell generation. 
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１．研究開始当初の背景 
 人工多能性幹細胞（iPS 細胞）は、Oct3/4
などの複数の多能性誘導因子を体細胞に導
入し、分化をリセットした細胞であり、胚細
胞と同様な分化万能性を有している。そのた
め、iPS 細胞は新薬の安全性評価、疾患メカ
ニズム解明のためのモデル細胞、さらには拒
絶反応のない自身の体細胞由来の再生医療
など、医学の分野をはじめとした数多くの応
用が期待されている。 
 
 しかしながら、現在この樹立効率は極めて
低く、実用化へ向けた際の大きな障害となっ
ている。この原因として、多能性誘導因子の
導入刺激および誘導因子発現により癌抑制

タンパク質 p53 を中心とした p53-p21 シグナ
ル経路が活性化されることが報告されてお
り、樹立過程における p53 の有効な阻害は、
iPS 細胞の作製効率の飛躍的な改善につなが
ると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、iPS 細胞作製の対象とな
る細胞において、『内因性 p53 タンパク質と
ペプチド阻害剤のヘテロ四量体形成を基盤
として p53 機能を効率的かつ一過的に阻害す
る方法論を開発する』ことである。 
 
３．研究の方法 
(1) 四量体形成ドメインペプチドの合成と構
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造解析 
 p53Tetペプチド はFmoc固相法を用いて合
成した。ペプチド N 末端の蛍光ラベル化は、
Alexa Fluor 350 carboxylic acid succinimidyl 
ester を用いた。合成した粗ペプチドは、逆相
HPLC で精製し、MALDI-TOF により同定し
た。p53Tet ペプチドの多量体状態は、ゲル濾
過（Superdex 75 PC3.2/30）および CD スペク
トル解析により行った。 
 
(2) アビジン-ビオチンによるプルダウンア
ッセイ 
 p53Tet ペプチドおよびビオチン化した p53
四量体形成ドメインペプチド（各 10 µM）混
合物をアビジンビーズによりプルダウンし
た。洗浄後のビーズから 80%酢酸によりペプ
チドを抽出し、逆相 HPLC により解析した。 
 
(3) 生細胞中における p53 転写活性の解析系
の構築 
 p53Tet ペプチドによる p53 転写活性の抑制
は、当研究室が開発した蛍光レポーターシス
テムにより評価した（Imagawa, T. et al; Anal. 
Biochem. 387, 249-256, 2009）。p53 欠損型
NCI-H1299 細胞に、 解析用プラスミド
p53RE-mCherry(NLS)-hCMV-Venus-p53 を導
入した。プラスミド導入後、ペプチドを添加
し 11 時間培養後、細胞をホルマリン固定し
た。Hoechst33342 により細胞核を染色し、 蛍
光観察により細胞核内の Venus（緑色蛍光：
p53 発現量）と mCherry (赤色蛍光：p53 転写
活性)の蛍光強度を定量化した。 
 
(4) p53Tet ペプチドの細胞導入および細胞内
安定性の解析 
 細胞導入の解析については、p53 欠損型
NCI-H1299 細胞に、蛍光ラベル化した p53Tet
ペプチドおよびグリシンを最終濃度 10 µM
になるよう添加し、四時間培養した。細胞を
ホルマリン固定後、Propidium iodide により核
染色し、蛍光観察により細胞へのペプチド導
入を観察した。 
 安定性解析については、A549（p53 野生型）
に p53Tet ペプチド（最終濃度 5 µM）を添加
し、4 時間培養後にペプチドなしの培地に交
換した。ペプチドを添加してから、 1、4、8、
12、16、20、24、32、40、 および 48 時間後
の蛍光顕微鏡観察より、細胞内でのペプチド
の安定性をモニターした。 
 
(5) Western blottingによる内在性 p53の転写活
性化能の解析 
 UV（15 J/m2）照射 A549 細胞（p53 野生型）
に、 p53Tet ペプチドを最終濃度 10 µM にな
るよう添加し、24 時間培養後、細胞抽出液を
回収した。SDS-PAGE 後、ブロッティングし、
抗 p21 抗体(F-5)を用いて解析した。 

４．研究成果 
(1) ストラテジー 
 癌抑制タンパク質 p53 は、紫外線や放射線
などの細胞ストレスに応答し、p21 をはじめ
とする下流遺伝子の転写を活性化、細胞周期
停止およびアポトーシスの誘導を介して、ゲ
ノムの完全性を維持している重要なタンパ
ク質である。その活性化には、多量体形成ド
メインを介したタンパク質のホモ四量体形
成が必須であることが知られている。本研究
では、p53 の四量体形成ドメインを基盤とし
化学合成した阻害ペプチドと p53 タンパク質
とのヘテロ四量体形成を介した活性阻害の
ストラテジーを考案した（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図１ p53Tet ペプチドによる p53 機能阻害 
 
 
(2) p53Tet ペプチドの合成と構造解析 
 細胞導入促進配列および核移行シグナル
配列を含む Effector Segment 配列（ES1）を
p53Tet（p53 四量体形成ドメインペプチド：
324-358 位）の N 末端に付加したペプチド：
ES1-p53Tetをデザイン、化学合成した（図２）。
加えて、単量体型変異体 ES1-p53Tet3Ala につ
いても合成を実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２ p53Tet ペプチドの配列 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３ p53Tet ペプチドの構造解析 
       (A) ゲル濾過，(B) CD スペクトル 
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図４ p53Tet ペプチドのプルダウンアッセイ 
    (A) ES1-p53Tet, (B) ES1-p53Tet3Ala 
 
 
 合成したES1-p53Tetペプチドについて、CD
スペクトル、ゲル濾過により立体構造を解析
した結果、ES1-p53Tet が四量体を形成し、天
然型 p53Tet ペプチドと同様の構造をとるこ
とが示された（図３）。さらに、ビオチン化
ラベル天然型 p53Tet とのプルダウンアッセ
イを実施した結果、ES1-p53Tet が天然型 p53
四量体形成ドメインとヘテロ四量体を形成
することが示された（図４）。一方、単量体
型変異体である ES1-p53Tet3Ala については、
ランダム構造であり、ヘテロ四量体の形 
成も見られなかった。 
 
(3) ES1-p53Tet ペプチドによる p53 機能阻害 
 当研究室で開発したハイスループットな
p53 活性アッセイにおいて、ES1-p53Tet ペプ
チドの効果を検討した。その結果、ES1-p53Tet
は、p53 の転写活性を顕著に低下させた（図
５A）。また、その効果は、濃度依存的であっ
た。一方、四量体形成ドメインのみ p53Tet 
（ ES1）や四量形成能を欠損させた単量体型
変異体ペプチド ES1-p53Tet3Ala については
阻害効果を示さなかった（図５B）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図５ p53Tet ペプチドの p53 転写活性阻害 
    (A) ES1-p53Tet, (B) p53Tet アナローグ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図６ pES1-p53Tet による p21 誘導阻害 
 
 
 さらに、ES1-p53Tet の培地への添加により
正常型 p53 を持つ A549 細胞において活性化
された内在性 p53 タンパク質の活性は抑制さ
れ、下流遺伝子産物 p21 の発現レベルは著し
く低下した（図６）。 
 
(4) ES1-p53Tet ペプチドの細胞内取込みと安
定性 
 ES1-p53Tet について、細胞への導入と局在
および細胞内でのペプチド安定性を解析し
た。 
 蛍光ラベル化した ES1-p53Tet は、数時間の
培地への添加により細胞に導入され、核に局
在した（図７）。一方、蛍光ラベル化 Gly は
細胞への導入がまったく見られなかった。こ
の結果は、細胞導入促進配列および核移行シ
グナル配列を含む Effector Segment 配列の有
用性を示している。 
 さらに、蛍光ラベル ES1-p53Tet は、添加停
止後、半日で半減し、2 日後にはほぼ完全に
消失した（図８）。 
 以上の結果より、ES1-p53Tet は、細胞内へ
の導入性および、一過性ペプチド阻害剤とし
ての分解性を有していることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ ES1-p53Tet の細胞内への取込みと局在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図８ ES1-p53Tet の細胞内安定性 
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 以上より、今回合成した p53 四量体形成ド
メインを基盤とした新規ペプチド阻害剤
ES1-p53Tetは末端に付加した ES1配列によっ
て効果的に細胞内に導入され、内因性 p53 タ
ンパク質とのヘテロ四量体形成を介して、
p53-p21 シグナル経路を効果的に阻害するこ
とが明らかになった。本研究により、「内在
性 p53 タンパク質とのヘテロ四量体形成を介
したペプチドによる p53 活性の一過性新規阻
害法の有効性が示された。今後、本研究によ
り開発した一過的 p53 阻害の方法論を基盤と
し、iPS 細胞樹立の過程において実用化され
ることが期待される。 
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