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研究成果の概要（和文）： 
 私達は、p53 に結合する蛋白質としてクラスリン重鎖（CHC）を以前に同定していた。本研究

において、私達は実際 CHC が核内に存在し、p53の転写活性化能を高めること、そしてそれは、

p53と p300ヒストンアセチルトランスフェラーゼとの相互作用を増強するためであることを明

らかにした。また、核内 CHC 結合因子として nuclear mitotic apparatus （NuMA）蛋白質を同

定し、NuMAは Cdk8を介在した p53転写選択性に関与していた。さらに、CHC-p53構造モデルを

構築し、p53 転写活性化に重要な CHC 中のアミノ酸残基を同定した。一方、細胞膜付近に存在

する p53は CHC依存性エンドサイトーシスやアクチン介在性細胞運動の調節に関与していた。 
 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have previously identified clathrin heavy chain as a p53-binding protein. In this 
study, CHC is present in nuclei and promotes p53 transactivation through the enhancement 
of the interaction between p53 and p300, histone acetyltransferase. We also identified 
nuclear mitotic apparatus （NuMA）as a nuclear CHC-binding factor and showed that NuMA 
was a critical determinant for p53-transcriptional selectivity mediated by Cdk8. Moreover, 
the structural model of CHC-p53 interaction was constructed and an amino acid residue 
in CHC, which is important for p53 transactivation, was identified. Plasma 
membrane-associated p53 is involved in the regulation of CHC-dependent endocytosis and 
actin-mediated cell motility.  
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１．研究開始当初の背景 
 エンドサイトーシスにおいて重要な役割
を演じるクラスリン重鎖（CHC）が細胞核に
も存在し、がん抑制因子 p53 と結合して p53
の転写活性化能を高めるという全く予想外
の結果を私達は以前に発見していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、CHC がどのように p53 の転写
活性化能を亢進させるのかについて、そして
また、p53 と CHC との相互作用がもたらす生
理学的・病理学的重要性を明らかにすること
を目指し、以下の課題を解明することを目的
とした。 
（１）核内 CHCによる p53転写活性化の制御
機構 
（２）p53 による CHC 依存性エンドサイトー
シスおよびアクチン介在性細胞運動制御機
構 
（３）CHC と p53 との相互作用に必要なアミ
ノ酸残基の同定 
（４）核内 CHC相互作用因子の同定およびそ
の因子による p53転写活性化の役割 
 
３．研究の方法 
（１）細胞培養およびトランスフェクション
---H1299（ヒト肺がん細胞）、MCF-7（ヒト乳
がん細胞）は 10%ウシ胎児血清を含む
RPMI-1640培地を用い、HEK293（ヒト胎児腎
臓細胞）、HeLa（ヒト子宮頸部がん細胞）、
U2-OS（ヒト骨肉腫細胞）、Saos-2（ヒト骨肉
腫細胞）、HT-1080（ヒト繊維芽腫細胞）、TIG-7
細胞（ヒト胎児胚正常繊維芽細胞）は 10%ウ
シ胎児血清を含む DME 培地を用い、それぞれ
培養・継代を行った。トランスフェクション
には、リポフェクトアミン 2000（Invitrogen）
によるリポフェクションあるいはヌクレオ
フェクターによるエレクトロポレーション
により遺伝子・プラスミド・siRNA導入した。 
（２）抗体---西洋わさび由来ペルオキシダ
ーゼ標識した抗 p53抗体、西洋わさび由来ペ
ルオキシダーゼ標識した抗 Actin抗体、抗
p300抗体、抗 Cdk8抗体および抗 GST抗体は
Santa Cruz Biotechnologyより購入した。抗
p21抗体および抗 CHC抗体は BD Pharmingen、
抗 HA抗体、各種抗 EGF受容体抗体および抗
PARP抗体は Cell Signaling Technology、抗
Mdm2抗体、抗 p53抗体、抗 ALK抗体および抗
NuMA抗体は Calbiochem、抗 FLAG抗体は Sigma、
抗トランスフェリン受容体抗体は Zymedより
それぞれ購入した。西洋わさび由来ペルオキ
シダーゼ標識した抗 IgG抗体（二次抗体）は
GE Healthcareより購入した。AlexaFluor標
識した抗 IgG抗体（二次抗体）は Molecular 
Probeより購入した。 
（３）免疫沈降およびウエスタンブロット解
析---界面活性剤を含む緩衝液で細胞を懸濁

し、氷上 30分後に遠心し、その上清を免疫
沈降用あるいはウエスタンブロット用サン
プルを調製した。免疫沈降には 0.5-1µgの目
的蛋白質に対する抗体を用いた。ウエスタン
ブロットには SDS-PAGE後、PVDF膜に蛋白質
を転写し、5%スキムミルクを含む緩衝液でブ
ロッキングした。目的蛋白質に対する抗体で
ブロットした。その後、二次抗体でプロット
し、ECL発光試薬（GE Healthcare）を用いて
目的バンドを検出した。 
（４）レポーターアッセイ---レポーターア
ッセイには Dual Luciferase assay system
（Promega）を使用し、細胞中の Luciferase
活性は、ルミノメーターARVOsx1420（Perkin 
Elmer）を用いて測定した。 
（５）RT-PCR解析---細胞より RNeasy Mini 
kit（Qiagen）を用いて全 RNAを抽出・精製
し、その RNAを逆転写、そして目的遺伝子を
増幅させるプライマーセットによる PCRを行
い、目的遺伝子の発現レベルを測定した。 
（６）GSTプルダウンアッセイ---35S-メチオ
ニン（ GE Healthcare）存在下、 Rabbit 
T7-coupled reticulocyte lysate system
（Promega）を用いて、野生型CHCおよび各種
CHC変異体を作製し、35

（７）RNAi 法---RNAi には pSUPER ベクター
を用いた方法と siRNAを用いた方法を駆使し
て、目的遺伝子の発現を抑制した。 

S-ラベルしたCHC蛋白
質は、GSTの融合した野生型p53 および各種
p53 変異体が吸収されたグルタチオンビーズ
と混和させた。そのビーズを良く洗浄し、
SDS-PAGEした後、オートラジオグラフィーに
よってバンドを検出した。 

（８）エンドサイトーシスアッセイ---細胞
を一晩培養後、無血清DME培地で 3 時間培養
した。その後、氷冷したDME培地で 10分間静
置、最終濃度 1 ng/mlの125I標識したEGFある
いは 500 ng/mlの125I標識したトランスフェリ
ンを細胞へ添加し、さらに 1時間氷上に静置
した。細胞を洗浄した後、37℃のDME培地を
添加し、時間経過に伴うそれぞれ蛋白質の細
胞内取り込みを測定した。125

（９）アポトーシス測定 ---TUNEL 法、
Caspase-3/7活性測定およびPARPの切断によ
りアポトーシス誘導率を測定した。 

I放射能値は
COBRA gamma counter（PACKARD）を用いて測
定した。 

（１０）免疫染色および免疫電顕---免疫染
色には、細胞を 4%パラホルムアルデヒドで固
定、0.1% TritonX-100 で細胞膜透過、そして
3% ウシ血清アルブミンを含む緩衝液でブロ
ッキングした後、目的蛋白質に対する抗体お
よび二次抗体で蛍光染色した。蛍光染色した
細胞は ECLIPSE E1000 蛍光顕微鏡（Nikon）
および LSM5 Exciter system（Carl Zeiss）
共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いて観察し
た。また、免疫電顕には、細胞を 4% パラホ



 

 

ルムアルデヒドおよび 0.05% グルタルアル
デヒドで固定、エタノールで脱水した後、
LR-White樹脂で包埋した。薄層クリオミクロ
トームで薄層セクション（〜 80 nm）を作製
し、ブロッキング後、目的蛋白質に対する抗
体および 10 nm金コロイド標識した二次抗体
で反応した。可視化には、酢酸ウラニルとク
エン酸鉛で染色した。 
（１１）クロマチン免疫沈降（ChIP）法---
細胞を最終濃度 1%のホルムアルデヒドを培
地に加え、室温 15 分間反応させ、クロマチ
ン DNA と蛋白質を架橋した。超音波破砕後、
その上清を抗 p53抗体、抗 CHC抗体、抗 p300
抗体、抗 NuMA抗体あるいは抗 Cdk8抗体で免
疫沈降し、その沈降物から、結合したクロマ
チンを精製した。そのクロマチン DNAを用い
て、目的となるプロモーター領域を PCR法に
て検出した。 
（１２）CHC-p53 インターフェース解析法
---CHC-p53 複合体の初期構造には、CHC-CLC
複合体の CHC構造および p53-RPA70複合体の
p53 構 造 を そ れ ぞ れ 用 い 、
multi-conformation simulated annealing 
pseudo-crystallographic refinement
（MCSA-PCR）法を駆使して、CHC と p53 との
結合様式の最適化を図った。また最適化の際
には、部位特異的変異法により得られた
CHC-p53 相互作用に必要なアミノ酸残基に関
して、制限をつけながら構造モデルを構築し
た。 
 
４．研究成果 
（１）私達は、エンドサイトーシスで重要な
役割を演じるクラスリン重鎖(CHC)が一部分
核内にも存在して p53 と直接結合し、p53 依
存性転写に必須の役割を演じることを見つ
けていた。また、in vivo においても実際に
CHC が p53 の転写活性化能に必須であること
は siRNAで CHCの発現を阻害する実験、レポ
ーターアッセイや、CHC の抗体を用いたクロ
マチン免疫沈降法の実験などで確認した。さ
らに、クラスリンの軽鎖(CLC)と p53とが CHC
の C末端領域への結合で競合することを明ら
かにした。また、CHCは p300ヒストンアセチ
ラーゼと p53との複合体形成を促進すること
によっ
て p53
依存性
転写活
性化能
を高め
ること
もわか
った（図１）。 
（２）CHC がエンドサイトーシスで重要な役
割を演じていること、そして p53が CHCに結
合することから、p53 による CHC 依存性エン

ドサイトーシスへの影響を調べた。その結果、
p53 が細胞質内の細胞膜周辺にも存在してエ
ンドサイトーシス制御に関与していること
を見出した。特に、細胞質の先端にある細胞
膜形成を行う leading edge で P53 と CHC の
局在が一致した。細胞膜周辺での p53を蛍光
顕微鏡や免疫電子顕微鏡で観察したところ、
EGF を加えると p53 は細胞膜付近のアクチン
ファイバー周辺に集まることや（図２）、p53
をノックダウンするとアクチンファイバー
のメッシュ状構造が形成されなくなること
を見いだした（図３）。さらに、p53 をノッ
クダウンすると細胞運動が亢進し、そこに正
常 な
p53 を
戻すと、
再び細
胞運動
が抑制
される
ことも
わかっ
た。ま
た、EGF、
EGF受容体、CHCと p53が共沈殿することや、
p53 をノックダウンすると EGF のエンドサイ
トーシ
スが低
下する
ことも
わかっ
た。こ
の研究
からエ
ンドサ
イトー
シスや細胞運動が細胞膜に存在する p53に制
御されるというこれまで発見されていなか
った機構
を明らか
とし、新
しい発が
ん研究分
野が開か
れると期
待される
（図４）。 
（３）様々な CHC の変異体を作製して、p53
との結合にどの領域が使われるのか詳細に
調べた。その結果、CHC は核内で p53 と結合
する時にはエンドサイトーシスの時と異な
って 3量体を形成する必要がないことがわか
った。さらに、CLC が CHC に結合するのに使
われる領域と p53の Ser46の周辺に非常に有
意な相同性があることを見つけ、構造モデル
を構築したところ、CHC上の 1288番目のアス
パラギン残基が p53との結合に重要であるこ



 

 

とを見出した（図５）。そして、そのアミノ
酸残基をアラニン残基に置換するだけで、
p53 依存性転写活性化能と p53 への結合能が
大きく低下することも見いだした。面白いこ
とに、その変異はクラスリン依存性エンドサ
イトーシスには影響を与えないことから、
p53 転写活性
化に特異的に
その残基は寄
与しているこ
とが推察され
た。 
（４）核内ク
ラスリン重鎖
(CHC) に よ る
がん抑制タンパク質 p53の調節機構を明らか
にするために、p53/CHC 複合体に含まれる核
内因子の探索を行ったところ、（Nuclear 
mitotic apparatus）NuMA という核内タンパ
ク質を同定した。そこで、NuMAによる p53/CHC
を介した転写の制御機構を解析することを
目的とした。まず、我々は内在性の核内 CHC
が NuMA と結合するかどうか免疫沈降法を用
いて検討し、両者の結合を確認した。また、
DNA損傷が NuMAと CHCおよび p53の結合に影
響を与えるかどうか検討したところ、DNA 損
傷によって NuMA-CHC 相互作用に影響を与え
なかったが、NuMAと p53の結合量は DNA損傷
に応答して増加した。さらに、RNAi法を用い
て、NuMAの発現を抑制すると、p53 を介した
転写、特にアポトーシス関連遺伝子の転写で
はなく、細胞増殖停止関連遺伝子の転写を減
弱させることがわかり、NuMA は少なくとも
p53 を介した転写の選択性に関与しているこ
とが示唆された。また、その NuMAによる p53
転写選択
性にどの
ような因
子が関わ
っている
のか検討
したとこ
ろ、Cdk8
を含むメ
ディエー
ター複合体が関与していること、NuMAはその
複合体を p21のプロモーターへ結合させるの
に必要な因子であることを明らかにした（図
６）。 
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