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研究成果の概要（和文）：CRSPR/CAS9システで△40p53および△133p53の内在性遺伝子改変細胞株を樹立し△
40p53は肝細胞において細胞増殖を抑制し細胞老化の誘導することを証明した(J cell Sci 2017)。C末の構造が
異なる△133p53αと△133p53βも細胞増殖を抑制し細胞老化を誘導した。p53α同士は結合するがp53αとp53β
は結合しなかった。cDNAマイクロアレイ法で遺伝子発現様式を検討しp53の標的遺伝子はアイソフォーム間で異
なる可能性が示唆された。ラットを用いてinvivoでのアイソフォームを解析したが加齢と共に増加するFL-p53は
糖尿病ラットでは変化を認めなかった。

研究成果の概要（英文）：We established several hepatocellular carcinoma cell lines of which 
endogenous TP53 alleles were modified using CRSPR/CAS9 system, and analyzed the function of several 
p53 splicing isoforms. We reported that △40p53α suppressed tumor cell proliferation and induced 
cellular senescence in hepatocellular carcinoma cells (J cell Sci 2017; 130(3): 614-625). △133p53α
 and △133p53β, which have same structure in C-terminal but different in N-terminal, also showed 
the function as same as △40p53α. However, △133p53αwas combined with △133p53α, but △133p53β
was not. The cDNA array analysis suggested that target gene expression pattern to each isoform was 
different. In the animal experiment of p53 isoforms, the expression of full-length p53 decreased 
with aging in control rats, but did not in diabetes model rats. We are analyzing the detail more.

研究分野：肝臓病学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝癌は本邦で年間3万人以上が死亡しており、肝癌の制御と撲滅は急務であるが癌の分子機構は不明な点が多
い。発癌には複数の癌抑制遺伝子が関与するが、その中でもp53は多くの癌種に関与する重要な蛋白質である。
近年、蛋白質のアイソフォームの重要性が認識され、その解析に注目が集まっている。我々は発癌に重要なp53
蛋白質アイソフォームの肝癌における機能に着目して研究し、その一つである△40p53の肝癌での機能を世界で
初めて報告した。p53には10以上のアイソフォームがあり他のp53アイソフォームにも研究を発展させた。p53ア
イソフォームの機能を解析することは発癌のおける分子機構の解明に貢献すると思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 肝癌は，本邦の悪性新生物部位別死因では第 4 位で年間 3 万人以上が死亡しており、

肝癌の制御と撲滅は急務であるが、肝癌の pathogenesis における分子機構には未だ不明

な点が多い。正常な細胞は、細胞外の分裂促進因子や成長因子などによる誘導を受けなけ

れば増殖せず、細胞分裂を促進する分裂促進因子とそれを阻害する分裂阻害因子の両方の

作用により細胞増殖が制御されている。しかし癌細胞は分裂促進因子に非依存的のみなら

ず分裂阻害因子に抵抗性を示し、これらの因子と無関係に分裂，増殖をすることができ、

細胞増殖を制御する機構が破綻している。 

正常の細胞では、G1期→S期→G2期→M期→G1期という順序で規則正しく細胞周期

を繰り返して増殖するが、DNA 障害などの細胞周期に影響を及ぼす異常事態が生じた際

には、異常を検知して修復機構に知らせるとともに修復期間は細胞周期を停止させて時間

を稼ぐチェックポイント制御と呼ばれるシステムが備わっている。しかし、癌細胞では細

胞周期チェックポイント制御機構が破綻しており、この制御機構の破綻が発癌に深く関与

していると考えられている。細胞周期制御機構では、最初に Sensorsと呼ばれる分子群が

DNA 障害などの細胞ストレスを感知し、Mediators と呼ばれる複数の分子を介して

Transducersの分子群を活性化させた後にEffectors分子群がG1/S arrestやG2/M arrest

によりチェックポイント制御を行なう。 

Effectorsの一つである p53は guardian of the genomeとも呼ばれG1/S arrestやG2/M 

arrestを含む細胞周期チェックポイント制御機構を

有するとともに DNA 修復、アポトーシス誘導、老

化、血管新生制御など細胞の様々な機能を有してお

り（図１）、これらの機能が障害されることが発癌に

重要であると考えられている。実際に p53 遺伝子

（TP53）の変異は、ヒト癌の中で最も高頻度にみら

れる遺伝子異常であり肝癌においても多数例に変異

がみられp53は癌抑制遺伝子の一つとして肝発癌に

深く関与している。 

p53 には複数のスプライシングアイソフォーム（以下アイソフォーム）が存在すること

が知られているが（図２）、各アイソフォームの役割に関しては不明な点が多い。p53のア

イソフォームのひとつであり、Ｎ末端の 39アミノ酸残基が欠失している delta40p53（△

40p53）は、MDM2結合部位を含む最初の transactivation domain（TAD-Ⅰ）を欠いて

いる。△40p53の発現は、マウス胚性幹細胞やヒト神経前駆細胞および様々な上皮性、非

上皮性悪性腫瘍において認められており、△40p53のマウスホモログである p44を過剰発

現させたトランスジェニックマウスは短命なことが知られている。また、一部のヒト癌細

胞株を用いた実験では、△40p53はアポトーシスを介した制癌特性を有することや、野生

型 p53では誘導されない遺伝子も誘導することが報告されている。しかしながら、肝癌に

おける△40p53に関する報告はまだなく、その機能は明らかにされていない。肝臓におけ

る△40p53をはじめとする p53アイソフォームの機能や標的分子を解明することは、肝癌

発現機構の解明のために重要であると思われる。申請者は、肝細胞内情報伝達系やアポト

ーシスの研究において豊富な経験を持ち分担研究者と肝癌における細胞周期チェックポイ

ント制御機構の綻機序を共同研究しており、研究過程にて我々は HepG2 細胞を用いた

Cre-LoxPシステムを用いたヒト細胞遺伝子ターゲッティング法により△40p53と p53が



発現する内在性 p53遺伝子ヘテロ破壊肝細胞株（p53 +/△40）と CRISPR/Cas9システムを

用いたヒト細胞遺伝子ターゲッティング法によりTP53の exon4を改変して p53の機能を

ノックアウトさせた内在性 p53遺伝子ホモ破壊肝細胞株（p53 -/-）を既に確立しており、

内在性遺伝子破壊肝細胞株や遺伝子ターゲッティングの技術と経験は本研究に利用可能で

ある。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、内在性遺伝子ターゲッティング法を用いて肝癌における p53アイソフ

ォームの機能と標的分子の解析し、肝癌の pathogenesis における分子機構の解明に寄与

することである。 
 
３．研究の方法 

 １）CRISPR/Cas9 システムを用いた遺伝子ターゲッティング法により各種の p53 アイソ

フォームの内在性遺伝子改変肝細胞株を樹立する。 

２）作成した内在性遺伝子改変肝細胞株を用いて、over expression および negative 

dominant plasmid による外来性遺伝子導入や siRNA 法による標的遺伝子ノックダウンによ

り各々の p53 アイソフォームの機能を①細胞増殖能、②細胞周期、③アポトーシス、④転

写調節能を中心に解析する。① 細胞増殖に対してはMTT assayおよび clonogenic assay、

② 細胞周期に対してはフローサイトメトリー、Western blot法、RT-PCR法、③ アポ

トーシスに対してはフローサイトメトリーおよびWestern blot法を用いる。④ 転写調節

能はルシフェラーゼ・アッセイを用いる。 

 ３）Whole Human Genome オリゴ DNA マイクロアレイを用いて各 p53 アイソフォームに関

連する分子を網羅的に解析して p53 アイソフォームの機能を検証する。 

 ４）実験動物を用いて in vivo における p53 アイソフォームの機能を解析する。 
 
４．研究成果 
 

１）△40p53αの機能解析： 

 CRSPR/CAS9 システムを用いた△40p53 および△133p53 の内在性遺伝子改変細胞株

（p53△40/△40、p53△133/△133）を樹立し、既に作成した p53-/-および p53+/△40内在性遺伝子

破壊肝細胞株と点変異導入したnegative strand vectorや siRNA法を用いて△40p53の機

能を解析した。△40p53は、肝癌細胞においてアポトーシスの増加は認めずに細胞増殖を

抑制し、細胞老化を誘導することを世界で初めて明らかにし報告した(J cell Sci 2017; 

130(3): 614-625)。 

 

 ２）△133p53α, △133αp53βの機能解析： 

 △40p53αよりもＮ末端がさらに欠失した△133p53αの機能を解析した。△40p53αと同様に

解析したところ△40p53αと同様に肝癌細胞において細胞増殖を抑制し、細胞老化を誘導す

ることを証明した。△40p53αや△133p53αにはＮ末端の構造が同じだが C末端の構造が

異なるアイソフォームである△40p53βと△133p53βが存在する。△133p53βの機能を

検討したところ△133p53αと同様の機能を認めた。しかし、Luciferase assayによる解析

では、Δ133p53単独による p53転写活性は低かった。  

 

３）p53アイソフォーム間の相互作用の解析  



p53蛋白質は 4量体として機能し，1分子のみが変異型の場合は残り 3分子の野生型形質

は抑え込まれ，変異型の形質を表現することが知られている。そのため isoform同士の相

互作用もp53の活性に重要と考えられるためp53アイソフォーム同士の相互作用に関して

検討した。  

 野生型 p53である full-length p53α（FL-p53α）と C

末側の構造が異なる FL-p53βを加え△133p53αとの

相互作用を検討した。FLp53αと FLp53βによる上乗せ

効果は認められなかったが、△133p53αは FLp53αと

協調的な増殖効果が示唆された。しかし、FL-p53α同

士は結合するが、FL-p53αと FL-p53βは結合しないこ

とが明らかとなった。さらに△40p53αや△133p53αは

典型的な p53 の DNA 結合領域には結合せずに増殖抑制効果を発揮する可能性が示唆された 
 

４）cDNA マイクロアレイ法による関連分子の解析 

 TP53+/+クローン、Δ40p53 を発現する TP53Δ40/WTクローン、Δ133p53 を発現する TP53Δ133/Δ133

クローン、p53 を発現しない TP53-/-クローンにおいて各クローン間の遺伝子発現様式を cDNA

マイクロアレイ法で比較検討した。その結果、p53 の標的遺伝子である BAX、IGFBP3、FAS、

p21CIP1/WAF1は、p53-/-クローンに比べて FL-p53 やΔ40p53 を発現するクローンにおいて高発現を

認めたが、 TP53Δ133/Δ133では発現変化が認められなかった。一方で、ACSS1 は p53 アイソフォ

ームを発現するすべてのクローンにおいて高発現を示した。以上の結果から、p53 の標的遺伝

子はアイソフォーム間で異なる可能性が示唆された。 

 
５）実験動物を用いた in vivo での p53 アイソザイムの解析 

 肝癌の背景因子のうち最も多いのはＢ型・Ｃ型肝炎ウイルスであるが、抗ウイルス剤の進歩

によりその頻度は減少傾向にある。一方で NASH を代表とする日常生活習慣病に関連した非Ｂ非

Ｃ型慢性肝疾患からの肝発癌が増加している。糖尿病は、日常習慣病の代表疾患であるが、糖

尿病を合併していると糖尿病を有しない場合に比して 2倍以上の肝発癌リスクがあると報告さ

れている。我々は糖尿病が肝発癌の危険因子となることに着目し、糖尿病モデルラットである

WBN/Kob ラットと Wistar ラット（対照）を用いて p53 アイソザイムの in vivo での機能を解析

した。Wister ラットでは加齢と共に増加する FL-p53 は WBN/Kob ラットでは変化を認めなか

った。また、Ｎ末領域 p53のみをエピトープにもつ DO-1抗体と p53アイソフォームすべ

てを検知できるポリクロナール抗体を用いて検討すると△133p53αの分子量相当を呈す

る bandに差異を認めたが、詳細は現在解析中である。 
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