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研究成果の概要（和文）：私たちは、最近、先天性の小頭症、成長障害、免疫不全症、骨髄形成不全を呈する男
児を経験した。この患者はp53変異を有し、その結果p53蛋白は機能が亢進し、特異的症状が生じると予想した。
ヒトでは同等のp53変異の報告は、私たちが調べ得た限りでは未だない。私たちは、今回、高度骨髄機能不全患
者で見出したC末欠失によるp53機能亢進型変異（p53CTD）と同等のp53変異を持つマウスを遺伝子編集技術によ
り作成した。p53CTD/WTマウスはp53異常活性化の特徴である手足の高度色素沈着に加え、末梢リンパ球著減と大
球性貧血を示した。

研究成果の概要（英文）：We recently experienced a boy with congenital microcephaly, pre- and post- 
growth failure, immunodeficiency, bone marrow failure. This patient had a p53 mutation, so that the 
function of p53 protein was enhanced and the specific symptoms were expected to occur. In humans p53
 hyperactive mutation has not been reported as far as we could investigate. We created mice with a 
p53 mutation equivalent to p53 hyperactivity mutation (p53CTD) due to C-terminal deletion found in 
patients with advanced bone marrow dysfunction by genetic editing technique. p53CTD / WT mice showed
 a decrease in peripheral lymphocytes and macrocytic anemia in addition to hyperpigmentation of 
limbs which is a feature of p53 abnormal activation
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１．研究開始当初の背景 
p53 は「ゲノムの守護神」とも呼ばれる重要
ながん抑制遺伝子である（Hartwell and 
Kastan, 1994）。DNA 損傷によって p53 は
活性化され、DNA 損傷が重度の場合は細胞
死へと向かうが、p53機能が低下している場
合には、細胞の異常増殖からがん化へと進行
する。反対に p53機能が亢進している場合に
は、細胞ストレスがなくても、アポトーシス
が進行する。p53 の機能低下型変異が先天的
に生じると家族性にがんを多発する
LiFraumeni症候群の原因となる。一方、p53
機能亢進型変異が先天的に生じるとどのよ
うな表現系を示すかはわかっていなかった。 
動物モデル：最近になって、p53機能亢進型
変異のホモ体のマウスが報告された
（Simeonoval et al., 2013）。p53 COOH末
端欠損（ Δ31 ）をホモで持つモデルマウス
では、p53蛋白が negative regulationを受け
なくなるため、p53活性が亢進し、アポトー
シスが異常に亢進するとともにテロメアも
短縮し、高度な造血障害、成長障害、肺線維
症が生じる。 
 
ヒトの症例（自験例）：我々は、最近、先天
性の小頭症、成長障害、免疫不全症、赤芽球
癆 を 呈 す る 男 児 を 経 験 し た 。
Diamond-Blackfan 貧血・ファンコニ症候群
などの既知の原因遺伝子は、遺伝子変異解析
や蛋白発現を調べて、いずれも有意な結果は
得られなかった。テロメア長は正常範囲下限
を示した。p53遺伝子の解析を行ったところ
（弘前大学小児科、伊藤悦郎先生、京都大学、
小川誠司先生と共同研究。未発表）、末梢血
単 核 球 ゲ ノ ム に お い て
p.Ser362AlafsX7(c.1279delA) というヘテ
ロ変異を見いだした。この変異の部位が
Simeonoval たちがマウスに導入した p53機
能亢進型変異の部位と酷似していることか
ら、p.Ser362AlafsX7(c.1279delA)もまた、
p53機能亢進型変異であると考えられた。私
たちは動物モデルから推論し、ヘテロの p53
亢進型変異だけでは赤芽球癆などの症状は
出現しないのではないかと考え、さらに合併
するゲノム変異を検索したところ、色素性乾
皮症の原因遺伝子である XPD 遺伝子変異
(c.519_522del, pL174Tfsx6；ヘテロ)の合併
を見出した。同じ XPD 遺伝子変異を母親の
ゲノムでも確認した。色素性乾皮症は常染色
体劣性遺伝疾患であり、通常ヘテロの変異で
は症状を示さない。 
２．研究の目的 
53と XPDの相互作用について、XPD欠損線
維芽細胞では、対照と比べて、少量の紫外線
照射で p53 蛋白が誘導される（Dumaz et 
al.,1998）。以上のことを踏まえて、私たちは
p53 活性化変異（ヘテロ）と XPD 変異（ヘ
テロ）が組み合わさることによって、p53機
能が著しく亢進する、と仮説を立てた。今回
の研究の目的は、p53機能亢進がどのように

して小頭症、成長障害、免疫不全症、赤芽球
癆等の特異的な症状に結びつくのか、培養細
胞・実験動物（ゼブラフィッシュ・マウス）
を用いて明確にすることであり、先天的な
p53機能亢進型変異がきわめて特徴的な疾患
を形成するという新たな症候群のモデルを
ヒトで世界で初めて提示することである。 
３．研究の方法 
新規の遺伝子導入方法である CrisperCas9
により正確に今回の患者でみられた遺伝子
変異を実験動物で再現する。 
(1) マウス p53・XPD遺伝子配列から今回の
症例の変異相当の部位に、ターゲット配列を
設計。 
(2) ターゲット配列を作成しベクターpx330
（px330は all in one vectorで Cas9ヌクレ
アーゼ活性を有する）に組み込み、大腸菌に
導入して増幅する。 
(3) B6雄マウスから精子を、BDF雌マウスか
ら卵子を採取。体外授精を行い、受精卵の精
子由来前核に、ターゲット配列を組み込んだ
px330ベクターをインジェクションする（F0 
founder）。 
(4)  F0 founder どうし（p53 ノックアウト
マウスと XPD ノックアウトアウトマウス）
掛け合わせて、 p53と XPDがともにヘテロ
でノックアウトされている F1 founderを得
る。遺伝子変異が導入されていることを、尾
の一部を用いて、直接シーケンス法で確認し、
表現型（貧血、小頭症、成長障害）を調べる。 
４．研究成果 
p53遺伝子改変マウスの作成 
高度骨髄機能不全患者で見出した C 末欠失
による p53機能亢進型変異（p53CTD）と同
等 の p53 変 異 を 持 つ マ ウ ス
（c.1074_1075insC, p.Ser359GlnfsX20：末
端の 32 アミノ酸の欠失）を遺伝子編集技術
により作成した。 
 
ウェスタンブロット 
p53CTD/WTマウス（p53CTDのヘテロ体）
について、ウェスタンブロットにより異常
p53蛋白の検出を行ったところ、正常な p53
のバンドに加えて、異常な p53に相当するバ
ンドがあり、機能亢進型 p53が実際に生成し
ていることを確認した。 
 
体重の確認 
p53CTD/WTマウスは対照マウスと比較して、
約 10-20%程度体重が少なかった。 
 
p53CTD/WTマウスはp53異常活性化の特徴
である手足の高度色素沈着を認めた。 
 
寿命 
p53CTD/WTと対照マウスで、寿命に有意差
をみとめなかった。p53 CTDマウスで腫瘍の
発生もみとめなかった。 
 
末梢血液データ 



表１ p53 CTD マウスと対照マウスの血液
データ（生後５－６週齢） 
 

Group p53 CTDマウス 対照マウス 

 mean sd mean sd 

WBC 4.77

5 

2.3324

59 

7.526

667 

3.239

403 

RBC 776 37.523

33 

844.6

667 

23.86

071 

HGB 13.2 0.2828

43 

12.6 0.529

15 

HCT 46.9

5 

1.3601

47 

45.33

333 

2.042

874 

MCV 60.5

5 

1.7310

88 

53.66

667 

0.923

76 

PLT 382 18.690

46 

300.6

667 

25.40

341 

RET% 4.41

25 

0.8928 7.283

333 

0.224

796 

RET# 34.0

072 

5.4465

76 

61.48

42 

0.196

253 

NEUT# 0.68

5 

0.5182

98 

0.593

333 

0.200

333 

LYMPH# 4.04

5 

1.8649

31 

6.84 3.070

44 
HCTと NEUT#を除き、統計的有意差を認め
た。p53 CTDマウスでは、末梢リンパ球著減
と大球性貧血を示すことがわかった（表１）。 
 
男性不妊 
雄 p53CTD/WT マウスでは男性不妊を認め、
肉眼では精巣の縮小（図では P53 1bp ins 
hetero と記載）、組織では精巣の高度の萎縮
を認めた（図１, 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 

 
造血幹細胞のコロニー形成細胞アッセイ 
マウス／ラット造血幹細胞用メチルセルロ
ース培地を用いて、赤血球系前駆細胞の
BFU-E. （erythroid burst-forming unit）と
CFU-E（erythroid colony-forming unit）を
調べたところ、p53CTD/WTは対照マウスと
比べていずれも有意な低下を認めた（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 

 
3 Gyの全身放射線照射後 10日で高度な貧血
が生じ、その後短期間で死亡した。（私たち
の患者では生後 5日目に高度貧血が発見され
ているが、今回作成しモデルマウスでは放射
線照射の刺激なしでは高度な貧血は生じな
いというように、患者と p53CTD/WTマウス
では症状の現れ方に違いがあった。 
 
XPD遺伝子改変マウスの作成 
研究の発端となったヒトと同じ Xpd exon 7
にフレームシフトを生じる変異を導入した。 
Xpd遺伝子改変マウスでは、変異導入遺伝子



による異常 Xpd 蛋白に相当するバンドはウ
ェスタンブロットでは確認できなかった。お
そ ら く 変 異 導 入 遺 伝 子 で は
Nonsense-mediated mRNA decayにより、
異常 XPD 蛋白が産生されないものと推測さ
れた。 
 
掛け合わせ 
p53CTD 変異と Xpd 変異をいずれもヘテロ
で有するダブルヘテロ体を作成した。
p53CTD 単独変異体と比較して、若干体重、
赤血球値などが小さい傾向があるが、統計的
有意差を示すには至っておらず、さらに検討
を続けているところである。 
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