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研究成果の概要（和文）：アクチンは細胞の移動だけでなく、細胞の生存や増殖に深く関与している。抗がん剤
処理などのDNA 損傷ストレスに応答して変化する細胞質のアクチン構造が、がん抑制因子p53 によって調節され
ることを明らかにしてきたが、核内のアクチン構造の変化におけるp53の役割は分かっていなかった。本研究で
は、抗がん剤処理で核内のアクチン線維の形成をp53が抑制することを明らかにした。さらに、p53機能欠損細胞
において、核内の束化したアクチン線維（核アクチンファイバー）の形成を促進するペプチドを特定した。 

研究成果の概要（英文）：Actin remodeling is associated with not only cell migration but also cell 
survival and proliferation. Tumor suppressor p53 modulates actin dynamics in the cytoplasm upon 
stress-induced DNA damage; however, the role of p53 in the alteration of actin dynamics in the 
nucleus remains elusive. We found that p53 depletion promotes the formation of nuclear actin 
filaments when subjected to DNA-damaging agents. In addition, we identified the peptide that, upon 
treatment with a DNA-damaging agent, promoted nuclear actin filaments bundling in p53-depleted 
cells.

研究分野： 腫瘍分子生物学

キーワード： がん　p53　アクチン　抗がん剤　DNA損傷

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
p53 機能の喪失は、悪性度高いがんで高頻度にみられ、治療抵抗性の一因となっている。p53機能の喪失が及ぼ
す抗がん剤処理による核アクチン線維の形成の促進効果を明らかにした本研究成果は、がんの薬剤耐性機構への
理解が大きく深化し、学術的にもインパクトが高い。さらに、p53機能欠損細胞特異的に核アクチンファイバー
の形成を誘導するペプチドを特定したことは、化学療法の効果を高める革新的ながん治療法の開発につながる。

※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 
日本人女性のがんの部位別罹患率の第 1 位は、乳がんである。乳がんは、他の部位のがんに比べ
ると予後の良いがんである。これは、多くのがんでみられるがん抑制遺伝子 p53 の変異が、乳が
んでは少ないということに関係していると考えられている。しかし、再発率は高く、長期にわた
り治療を行うケースも多い。そのため、再発を阻止することが、乳がん治療において重要な課題
である。再発の原因として抗がん剤治療や放射線治療で残存したがん細胞の存在が指摘されて
いる。しかし、その分子機構については不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
抗がん剤感受性の決定は、p53 に大きく依存している。乳腺組織程度の柔らかい基板上で生育

した細胞では、抗がん剤の細胞障害効果が低くなる。そして重要なことに、p53 の活性は柔らか
い基板上で生育している細胞の方が低い。細胞の接着する足場の硬さなどのメカニカルストレ
スは、アクチンがメディエターとなりシグナルを下流に伝えることが分かっている。そこで、
我々は、p53 とアクチンとの関係を調べることによって、乳がんの抗がん剤耐性機構を明らかに
できるのではないかと考えて研究を行った。本研究では特に、核内で形成されるアクチンに注目
した。 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養及びウイルス感染 
ヒト乳がん由来 MCF-7 細胞は、10 %ウシ胎児血清 (FBS) を含む Dullbecco’s Modified Eagle 
Medium (DMEM ; 日水製薬） で 37 ℃、5 % CO2 存在下で培養した。コントロール shRNA ま
たは p53 shRNA を発現する MCF-7 細胞は、以前に記載したように調製した（引用文献①）。 
 
（２）免疫蛍光 
細胞を 4% PFA で固定し、0.1% Triton X-100 で透過処理し、リン酸緩衝生理食塩水中の 2% BSA 
でブロックした。 Alexa Fluor 633 ファロイジンと DAPI (Vector Laboratories, Inc.) を使用して、
それぞれアクチン フィラメントと核を染色した。 画像は、共焦点顕微鏡 (A1R HD25、Nikon Co.) 
で取得し、ImageJ ソフトウェア を用いて解析した。 
 
（３）プラスミド 
核内のアクチンを可視化するために、Nuclear Actin-Chromobody® (nAC-GFP 発現プラスミド, 
ChromoTek 社)、pEGFP-C1 Lifeact 2XNLS (nLifeact-GFP 発現プラスミド、Addgene #58467)、ま
たは pYFP-nβ-actin (YFP NLS Beta-Actin 発現プラスミド、#60613) を細胞にトランスフェクショ
ンした。 
 
４．研究成果 
（１）がん細胞が成育する基質の硬さは、抗がん剤感受性に影響を及ぼす。これまでの研究で、
生育している基質が柔らかい方が、がん抑制遺伝子産物 p53 の活性は低くなるために抗がん剤
感受性が低下することを、野生型の p53 が発現しているヒト乳がん MCF 細胞を用いて証明して
きた（引用文献②）。この p53 の活性の低下は、Rho-associated coiled coil-containing protein kinase 
(ROCK) 2 依存的なアクトミオシンの活性が減少するために引き起こされることが分かった。抗
がん剤で誘導される DNA 損傷で、核内のアクチン線維（F-アクチン）の形成が促進されること、
核内の F アクチンが RNA ポリメラーゼの転写や DNA 修復の効率を亢進していることが示され
ていることから（引用文献③）、核内の F-アクチン構造に及ぼす基質の硬さの影響を調べた。そ
の結果、乳腺組織程度の柔らかい基板上で生育した細胞では、抗がん剤ドキソルビシン
（Doxorubicin：DOXO）処理で、核質全体に太い束状の F-アクチン（以後、核アクチンファイバ
ー）の形成が誘導されることを見出した。p53 がアクチン細胞骨格リモデリングの調節を通じて
細胞の挙動に影響を与えることを考えると（引用文献④）、p53 が核内アクチンフィラメントの
構造を調節するという仮説を立て検証した。 
レトロウイルス発現システムを用いてコントロールもしくは p53shRNA を導入した MCF-7 細

胞に、抗アクチンナノボディの C 末端に GFP と 核移行シグナル NLS を付加した融合タンパ
ク質である nAC-GFP を発現させて、核内のアクチンを可視化した。コントロール細胞では、
DOXO 処理に関係なく、アクチンは核質全体に拡散していたのに対し、p53shRNA が導入された
p53 ノックダウン細胞では、DOXO で処理することにより核アクチンファイバーの形成されるこ
とが共焦点レーザー顕微鏡を用いた観察で示された。画像解析の結果、p53 ノックダウン細胞で
は、DOXO 処理に応答して、核内に F-アクチンが占める領域と核アクチンファイバーを持つ細
胞の数が著しく増加することも明らかとなった。以上の結果から、DOXO による核内の F-アク
チンの形成は p53 のノックダウンにより増強されることが示唆された。 

 



（２）抗がん剤により活性化した p53 は、標的遺伝子の発現を介してプロテアーゼであるカスパ
ーゼの活性化を誘導し、アポトーシスを誘導することが知られている。このアポトーシス誘導に
は、カスパーゼによるアクチン制御因子の切断を介したアクチン細胞骨格のリモデリングも重
要であることから（引用文献⑤）、p53 による核内の F-アクチンの形成阻害にはカスパーゼが関
与しているのではないかと考えた。そこで、nAC-GFP を発現させた MCF-7 細胞に、汎カスパー
ゼ阻害剤 Q-VD-OPH で処理し、核内の F-アクチンの形成を（１）と同様の方法で確認した。そ
の結果、Q-VD-OPH と DOXO を同時に処理した細胞では、核アクチンファイバーの形成率が有
意に上昇することが示された。したがって、DOXO 処理で誘導される核内の F-アクチンの形成
に対して p53 ノックダウンが増強する分子メカニズムには、カスパーゼの活性化の抑制が考え
られた。 
 
（３）核内の F-アクチンは、一般的に抗体や染色剤では検出が難しく、可視化するためには蛍光
タンパク質を融合したプローブが用いられる（引用文献⑥）。それぞれのプローブには特徴があ
るため、F-アクチンに結合する Lifeact ペプチドの C 末端に GFP と NLS を付加した nLifeact-
GFP または β-actin のの N 末端に YFP と NLS を付加した YFP-nβ-actin を用いて、DOXO 処理
による核内の F-アクチンの形成に対する p53 のノックダウンの効果を調べた。その結果、いず
れのプローブを用いても、p53 のノックダウンは、DOXO による核内の F-アクチンの形成を促進
することが確認された。一方で、プローブにより形成される核内の F-アクチンの構造は異なり、
nLifeact-GFP ではクロマチンの構造が核アクチンファイバーに沿って直線構造となることが確
認された。つまり、nLifeact-GFP によるクロマチン構造の人為的調節が、p53 機能を失った抗が
ん剤耐性となったがん細胞に特異的に誘導することで、抗がん剤感受性を高められる可能性が
示唆されました。 
 本研究結果は、論文投稿中であります（引用文献⑦）。 
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