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研究成果の概要（和文）：p53 の GOF mutant である S121F のメカニズム解析を遺伝子発現マ

イクロアレイを用いて行った。既知の p53 標的遺伝子の中から、DRAM （damage-regulated 

autophagy modulator） が候補遺伝子として同定された。DRAM が p53 依存性アポトーシス

誘導能に与える影響を調べた結果、Saos-2 細胞において、DRAM 過剰発現によって野生型 p53
のアポトーシス誘導能が有意に増強することが明らかとなった。しかし DRAM ノックダウン

で S121F のアポトーシス誘導能の減弱は認められなかった。本研究では、DRAM が p53 依存

性アポトーシス誘導の強化に重要な標的遺伝子であることを明らかにし、同時に S121F の

GOF 機構は DRAM 発現誘導の増強が一因である可能性を提示した。    
 
研究成果の概要（英文）：So far, “super p53” mutants of several gain-of-function mutants have 
been reported as mutants exhibiting more potent ability to induce apoptosis than wild-type 
p53. The super p53s may provide a clue for development novel therapeutic targets, but the 
major mechanism underlying the super p53-dependent apoptosis remains unclear. To 
identify critical gene(s) in the mechanism, we performed comprehensive and comparative 
expression analysis in p53-null Saos-2 cells with conditional expression of wild-type p53 
and S121F, previously reported as a super p53 mutant. We identified damage-regulated 
autophagy modulator (DRAM) as one of the genes that were more upregulated by S121F 
than wild-type p53. Although knockdown of DRAM was not sufficient for reducing the 
ability of S121F to induce apoptosis, overexpression of DRAM enhanced the ability in a 
wild-type p53-dependent manner. Here, we show that DRAM is an important gene for the 
enhancement of p53-dependent apoptosis.  
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１． 研究開始当初の背景 

がんの増殖・浸潤・転移などのメカニズムに

ついて新たな知見を得ることは、新しいがん

治療法の開発に直結するものであり極めて

重要であると言える。現在使用される分子標

的治療薬の多くは、増殖シグナル経路の遮断

によって細胞増殖抑制を誘導しがんの進行

を抑えるものである。しかし、この作用のみ

では増殖抑制が主であって根絶には至らな

い。がん抑制遺伝子 TP53 は約 50％ものがん

で変異が認められることから、その遺伝子産

物である p53 ががん抑制に重要な因子である

ことは明らかである。野生型 p53 の持つ多岐

にわたる機能のなかでも特にアポトーシス

誘導能は、がん細胞を死に至らしめられる稀

少且つ重要な機能であり、がん治療において

は極めて魅力的なものである。TP53に見つか

る変異の約 75％はミスセンス変異であり、そ

の中で機能喪失型変異体（loss of function 

mutant(LOF mutant)）や機能獲得型変異体

（gain of function mutant(GOF mutant)）

の存在が知られている。これら変異体、特に

GOF mutantのアポトーシス誘導能の解析によ

り新しい知見が得られれば、これを標的とし

た新たながん分子標的治療薬の開発につな

がる可能性があると考えられた。 

 

２．研究の目的 

miRNA マイクロアレイおよび遺伝子発現マイ

クロアレイを用いて、変異 p53 の GOF に関与

する候補遺伝子の同定を試みることを目的

とし研究を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）miRNA マイクロアレイおよび遺伝子発

現マイクロアレイを用い GOF 機構の候補遺伝

子（RNA 遺伝子/コーディング遺伝子）の抽出

を行い、RT-PCR やウェスタンブロッティング

により発現変化を確認する。 

 

（２）候補遺伝子に対する変異 p53 の転写活

性化能を評価する。 

 

（３）同定した標的遺伝子の阻害または過剰

発現によるアポトーシス誘導能への影響を

解析する。 

 

（４）その他複数のがん細胞株を用いた検討

を行う。 

 

４．研究成果 

（１）まず、LOF mutant の１つである R175H、

およびとコントロールとして野生型 p53、を

p53 欠失細胞株(Saos-2）で強制発現させ、

miRNA マイクロアレイおよび遺伝子発現マイ

クロアレイを行った。このデータを基に階層

的クラスター解析を行った結果、野生型 p53

と比較し R175Hで有意に発現上昇が認められ

る RNA 遺伝子群（数十種類）が同定された。

このうち幾つかの候補 RNA 遺伝子(data not 

shown)の knock down を試みたがアポトーシ

ス誘導能の回復や細胞増殖抑制効果が確認

されなかったことから、単一でなく複数の候

補 RNA 遺伝子がアポトーシス誘導能の喪失に

関与していると考えられた。また、単一の RNA

遺伝子だけでも標的となる候補コーディン

グ遺伝子が複数存在する可能性があり、

miRNA アレイを用いた LOF または GOF mutant

の特定の target の同定は極めて困難である

と判断し、遺伝子発現マイクロアレイ解析に

よる GOF候補遺伝子の抽出を試みることにし

た。 

まず、GOF mutant で、野生型 p53 よりも強

力なアポトーシス誘導能を持つ変異体 S121F 

mutant を用いた網羅的遺伝子発現解析を

Saos-2 細胞で行った。既知の p53 標的遺伝子

の中から、アポトーシス、細胞周期停止、オ

ートファジー、p53 分解への関与が報告され

ている遺伝子群を抽出し比較検討した結果、

野生型 p53 に対し S121F で最も大きな発現の

亢 進 を 認 めた DRAM （ damage-regulated 

autophagy modulator） が候補遺伝子として

同定された（Fig.1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、RT-PCR で DRAM の mRNA レベルの発現

上昇を確認した（Fig.2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 

Fig.2 



 

 

（２）DRAM 遺伝子のプロモーター領域（p53

応答配列を含む約 700bp の領域）に対する転

写活性化能を調べた。その結果、Mock のルシ

フェラーゼ活性に対する比は、野生型 p53 と

S121F でそれぞれ 5.2±0.6、2.8±0.8（平均

値±S.D.）であったが（両者とも p < 0.01）、

mRNA レベルとは逆に、S121F では野生型 p53

よりもルシフェラーゼ活性が低かった（p < 

0.01） 

（Fig.3） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（３）DRAM が p53 依存性アポトーシス誘導能

に与える影響を調べるため、FACS 解析を行っ

た結果、DRAM 過剰発現によって野生型 p53 の

アポトーシス誘導能（∆subG1）が有意に増強

することが明らかとなった（Fig.4a）。しか

し、DRAM 発現抑制による S121F の強力なアポ

トーシス誘導能の減弱は認められなかった

（Fig.4b）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（４）DRAM 過剰発現によるアポトーシス誘導

能の有意な増強が p53欠失型ヒト悪性膠芽腫

由来細胞株 SF126 においても、Saos-2 と同様

に確認された（data not shown）。 

 

p53依存性アポトーシス誘導には内在性 DRAM

が重要であることは既に報告されているが、

本研究では、DRAM の過剰発現によって p53 依

存性アポトーシス誘導がより増強されるこ

とを新たに見出し、DRAM が p53 依存性アポト

ーシス誘導の強化に重要な標的遺伝子であ

ることを明らかにした。また S121F の GOF 機

構として、DRAM の著明な発現誘導が一つの要

因である可能性を提示した。           
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