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研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子 p53 の類似遺伝子 p51/p73 を解析し１）IKK シグナル

ソームによる p51、p73 タンパク質の分解制御機構、２）p53 ファミリー遺伝子による DNA
損傷に対する細胞の応答制御機構３）p53 ファミリー遺伝子のキメラ遺伝子の中には非常に抗

腫瘍活性が強いものがあること（すなわち遺伝子治療等に利用できる）、４）ヒト表皮角化細胞、

筋芽細胞等で、p51 の発現がその未分化性（幹細胞性）の維持に必要であり、その分解によっ

て分化が進行する、等を明らかにした。 
 
 
研究成果の概要（英文）：I analyzed p53 family gene, p51, and accomplished following 
findings.  1) I Identified ubiquitin ligase specific to TAp51 protein. 2) I elucidated 
mechanisms of cell fate determination in response to genotoxic stress by p53 family 
proteins, 3) Some p53 family gene chimeras exhibited potent anti-tumor activity by mouse 
gene therapy model.  4) p51 gene expression is essential for maintaining immaturity 
(stemness) in keratinocytes and muscle cells. 
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１．研究開始当初の背景 
p51（別名 p63：以下 p51)は癌抑制遺伝子 p53
との類似性から研究代表者が、世界に先駆け
て発見した。p53 がほぼ全ての細胞で発現し

癌抑制能を発揮しているに対し、p51 は p53
類似の癌抑制機能を有すると同時に皮膚や
四肢など一部の組織特異的に発現し、細胞の
分化増殖にも重要な機能を有する正常な発
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達に必須の遺伝子でもある。このように多様
な機能は、選択的スプライシングによる６種
類のアイソフォームの機能の相違、複雑な発
現制御、複数因子による複雑な活性の調節等
により達成されていると考えられている。さ
らに、EEC 症候群（外胚葉異形成・口唇口蓋
裂・裂手裂足症候群）、LMS 症候群（精神遅
滞や網膜色素変性などを伴う遺伝性疾患）な
ど、p51 の変異が原因とされる疾患も多く存
在する。実際、代表者の主たる研究テーマで
ある IKK—p53ファミリー—NFκBシグナル
経路は、幹細胞維持・分化制御、癌抑制時の
細胞運命決定制御、炎症、自然免疫・獲得免
疫制御、老化防止のように多様な生命現象の
ハブ（合流点、分岐点）として機能している
ことが判明しつつある。従って、本シグナル
経路の解明は、本研究課題である癌のみでな
く、たいへん広範な生命現象に必然的に係わ
ってくるものである。 
 
２．研究の目的 
DNA異常をチェックするp53の機能欠損は、
細胞に遺伝子異常の加速度的な蓄積をもた
らし、その突然変異は、最も多種類の癌で、
最も多頻度に検出される。この p53 の類似遺
伝子として、縮重プライマーを用いた PCR
法で p51、p73 を単離した。これらは、癌抑
制遺伝子としての機能を有するとともに、細
胞、組織の分化発生の制御に深く関与してい
ることが判明してきた。IKK シグナルソーム
による p53 ファミリー、NFκB シグナル伝
達経路の統合制御が、自然免疫、獲得免疫、
幹細胞システムのチェックポイント機構と
いった哺乳動物成体の広範な防御機構の中
心をなしている事実の糸口をつかんだ。すな
わち、従来 NFκB を制御していると考えら
れていた IKKα（IκB kinaseα）依存性の
ΔNp51B（ｐ51 のコードする 6 アイソフォ
ームのうちの一つ）の分解消失が皮膚分化に
必須である知見を得て以来、本来アポトーシ
スを誘導するp53ファミリー遺伝子シグナル
経路とアポトーシスを阻害する NFκB シグ
ナル経路の密接な関係を世界に先駆けて発
見し、研究を展開している。この解析が端緒
となり、IKK シグナルソームがこれらのシグ
ナル経路を統合制御することで DNA 損傷性
ストレスに対する細胞の応答（増殖停止、セ
ネッセンス、アポトーシス）を決定している
ことをつきとめている。さらに、表皮細胞、
筋芽細胞の分化において、IKK シグナルソー
ムーp51 シグナリングが決定的な役割を担っ
ていることを見出しており、幹細胞や前駆細
胞が前癌細胞へ変化することを防ぐチェッ
ク機構として機能していると推測している。
従来より、IKK-NFκB シグナル伝達経路は、
自然免疫、獲得免疫とも密接に関与している
ことが判明していることから、癌抑制、幹細

胞の保護、免疫系は、互いに連携しており、
本シグナル経路がその制御の中心を担って
いることが推測される。本研究を通して、
IKK シグナルソームによる NFκB シグナル
経路、p53 ファミリー遺伝子シグナル経路の
制御システムを解析することは、この高等動
物特有の幹細胞システムや、幹細胞やそれに
近い細胞に起因すると考えられている癌細
胞の成因に関する知見が得られるものと考
えている。本研究は、1）p53 ファミリー遺
伝子の細胞分化に関する機能解明を通して、
2）癌細胞の発生という細胞の非常事態に際
し正常機能のいかなる側面が癌抑制遺伝子
として機能しているかを解明し、3）これら
から得られる情報とファミリー遺伝子の特
性等を利用して癌の抑制癌治療への応用を
目指す。 
 
３．研究の方法 
後述する結果の項に対応した形で記述する。 
（1）TAp51 特異的ユビキチンリガーゼ
（TAp51UBL）や p51 の cDNA 欠失変異体を作
製し、COS7 細胞等に導入し、免疫沈降-ウェ
スタンブロット（IP-WB）法を用い、TAp51UBL
と p51タンパク質間の特異的結合及び結合部
位の同定を行った。また、この方法により、
p51 安定性に関する知見も同時に得られた。
この系に HA タグ標識したユビキチン cDNA
（HAUB）を導入することで、in vivo での
TAp51 特異的ユビキチンリガーゼ活性を
IP-WB 法にて証明した。さらに、p51(K32A)
の点変異体を用いた類似の方法で、TAp51UBL
の標的アミノ酸残基を p51 の 32Lys であるこ
とを示した。DNA 損傷ストレス下での反応に
関しては、アドリアマイシン刺激時に、各 IKK
サブユニットに対する siRNAを用いて検討し
た結果 IKKγの発現量を低下させたときのみ
に、ADR 刺激依存性の p51UBL ポリユビキチン
化、p51 タンパク質安定化の著しい減弱が観
察された。そこで、アドリアマイシン刺激前
後でのEGFP融合型野生型IKKγを細胞に導入
し、免疫蛍光染色法にて、二重鎖切断部位（γ
H2AX）との共局在を確認するとともに、その
p51 タンパク質の安定性制御は、IP-WB 法に
て検討した。さらに、核への集積が不能であ
る変異型 IKKγ（K277,309A）を用いた場合に
は、ADR 刺激依存性に p51 蛋白質を安定化で
きないことを類似の方法で検討した。 
 
（２）セネッセンス感受性の繊維芽細胞 TIG1、
アポトーシス感受性の細胞 U2OS 等をアドリ
アマイシン等の抗癌剤で DNA 損傷を誘導し、
p51/p73 タンパク質の発現を経時的にウェス
タンブロット法にて検討した。アポトーシス
は、TUNEL 法および flwocytometry による
AnnexinV 等の発現などで、セネッセンスは
senescence associated b-gal 染色にて検討



した。標的遺伝子誘導に関しては、アポトー
シスを誘導しない遺伝子としては、p21WAF1、
MDM2、GADD45、アポトーシスを誘導する遺伝
子としては p53AIP1、BAX, NOXA を対象とし
て、ルシフェラーゼレポーターアッセイ、ク
ロ マ チ ン 免 疫 沈 降 法 、 Reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction 
(RT-PCR)法等で検討した。p53 ファミリー遺
伝子の強制発現系としてはアデノウイルス
をベクターとして細胞導入し、発現抑制系と
しては、siRNA をリポフェクションにて導入
した。 
 
（３）p53 ファミリーに特徴的な三つの領域
（転写活性化領域、DNA 結合領域、多量体形
成領域）をそれぞれつなぎ合わせたキメラ遺
伝子（約 50 種）は p53 標的遺伝子に対する
様々な転写誘導活性を有していた。その一部
は、p53 を凌ぐ標的遺伝子の転写活性化能を
示すとともに変異 p53による阻害を受けにく
い事等、遺伝子治療の材料としての有用性を
示していた。そこで、抗腫瘍効果の強力なキ
メラ遺伝子を選択する目的として、キメラ遺
伝子のアデノウイルス組み換え体を作製し、
A549 肺癌細胞株に感染後 12 時間でマウス皮
下に移植し、腫瘍径の経過測定を行ういわゆ
る ex vivo 遺伝子治療モデル実験を行った。
その結果、p53 よりもはるかに強い腫瘍増殖
抑制効果を有するものの選択に成功した。こ
れらを対象にして、A549、HCT116、SW480 細
胞株のマウス移植ヒト腫瘍にて in vivo 遺伝
子治療モデル実験を行った。 
 
（４）生体での表皮の分化過程は、マウス、
ヒト表皮初代培養細胞を用い in vitro で分
化過程が再現できる。これらの系を用い、分
化にともなう p51、IKK、Notch 等のタンパク
質発現を経時的にウェスタンブロット法に
て検討した。ついで、これらの遺伝子のアデ
ノウイルス組み換え体を作製し、遺伝強制発
現の皮膚分化に対する影響を形態学および
フィラグリン等の表皮分化マーカーの発現
をウェスタンブロット法で検討した。Notch
に関しては、その活性化タンパク質である
Notch intracytoplasmic domain (NICD)を用
いた。また、Notch の活性化は、その標的遺
伝子である HESプロモーターを用いたレポー
ターアッセイで検討した。IKKa によるΔ
Np51B のリン酸化部位の同定には、大腸菌産
生 p51 タンパク質を基質に in vitro リン酸
化反応を行い、MALDI-TOF/MS 分析し、標的リ
ン酸化部位を決定した。 
 
（５）細胞として、歯胚上皮細胞株(emtg2,3)、
初代筋衛星細胞、筋芽細胞株（C2C12）、骨芽
細胞株（MC3T3-E）、破骨細胞前駆細胞株
(RAW264.7)を用い、(4)と類似の方法で解析

した。 
 
４．研究成果 
（１）IKK シグナルソームによる p51、p73
タンパク質の制御機構解析 
p53 量の調節はヒトの腫瘍の発生において特
に重要な意味をもつ。そこで、p53 類似遺伝
子 p51タンパク質安定化制御機構を解析した。
A) TA アイソフォーム特異的 N 末端領域、B) 
p51Bアイソフォーム特異的C末端領域それぞ
れを介した 2種類の制御が存在し、そのいず
れもが IKK シグナルソームによって制御さ
れていることを見いだした。B)は、表皮角化
細胞分化に重要な機能を果たしている（後
述）。A)に関して、F-box と WD ドメインを有
し SCFユビキチンリガーゼと複合体を形成す
る TAp51 特 異 的 ユ ビ キ チ ン リ ガ ー ゼ
（TAp51UbL）を同定した。TAp51UbL が TAp51
の N 末端の 40-107 アミノ酸と相互作用し、
Lys32 をユビキチン化することでプロテアソ
ーム分解を促進することを明らかにした。無
刺激（正常？）状態では、TAp51 は TAp51UbL
に恒常的にユビキチン化・分解を受け、低タ
ンパク質量で推移する。しかし、DNA 二重鎖
切断などを引き起こす DNA損傷ストレス下で
は、IKKγが二重鎖切断部位（γH2AX と共局在）
に集積し、TAp51UbL をユビキチン化による不
活化し、TAp51 タンパク質の分解抑制、標的
遺伝子の転写が促進されることを見い出し
た。このことは、次項の制御機構に重要な意
味を有している。しかしながら、TAp51UbL を
阻害したり、ユビキチン化標的アミノ酸に変
異を導入することによって TAp51は顕著に安
定化したにもかかわらず、その標的遺伝子の
転写活性化能は、亢進しなかった。したがっ
て、TAp51 のユビキチン化・分解が、標的遺
伝子の転写に必要であることも判明し、今後、
これらの関係について検討する。 
 
（２）p53 ファミリー遺伝子による DNA 損傷
に対する細胞の応答制御機構 
p53 は、DNA 損傷やストレスに応答して、損
傷が軽度の場合には、G1期停止、DNA 修復を
誘導し、修復不能の場合にはアポトーシスで、
損傷 DNA をもつ前癌細胞を排除したり、セネ
ッセンスで、前癌細胞の拡大を防ぐと考えら
れている。しかし、この機構については、不
明の点も多い。p53 ファミリー蛋白質
（p51/p63、p73、p53）を総合的に解析し、
アポトーシスを誘導しない p21、cyclinG、
GADD45、RR2、MDM2 の転写活性化には、p53
単独で十分であるが、アポトーシス誘導遺伝
子 BAX、NOXA、AIP1 の転写活性化には、p53
だけでは不十分であり p53 と p51 あるいは
p73 が、協調作用することで、はじめて十分
な活性化が得られることを見いだした。アポ
トーシス感受性細胞に DNA二重鎖切断を引き



起こす抗癌剤を低濃度で投与すると、p53 の
みが 3時間後から持続的に活性化される。こ
の条件では、アポトーシス誘導遺伝子の転写
を促進できず、セネッセンスが誘導される。
高濃度では、DNA 二重鎖切断部位に IKKγが
集積し、TAp51UBL の不活化による p51/73 の
安定化をもたらし、核内に p53 と共に p51/73
が蓄積する。p53 は p51/73 と協調すると、ア
ポトーシス誘導遺伝子の転写を促進できる
ので、アポトーシスが誘導される。一方、ア
ポトーシス抵抗性の繊維芽細胞等で、p51/73
は転写レベルで抑制されており、セネッセン
スが誘導される。この時、セネッセンスが誘
導される条件においても、p53 の Ser46のリン
酸化が、アポトーシスを起こしつつある細胞
と同様に検出された。従って、従来から定説
となっている「p53 によるアポトーシスに必
須とされる Ser46 のリン酸化」は、必須では
ないことが判明した。 
 
（３）キメラ遺伝子を用いた解析 
p53、p51、p73 に特徴的な転写調節領域、DNA
結合領域、複合体形成領域をつなぎ合わせた
合成遺伝子（キメラ遺伝子）およびアデノウ
イルス組み換え体を作製した。複数の細胞株
に対して、ex vivo、in vivo 遺伝子治療モデ
ル実験で強い腫瘍増殖抑制効果を示すもの
を見いだした。さらに、細胞自体に対する毒
性は軽微で、個体内ではじめて抗腫瘍活性が
発揮されることが示唆され、免疫能の著しく
減弱した NOG マウスを用いて検討した結果、
抗腫瘍活性が著しく減弱するキメラが多数
見いだされた。従って、少なくとも一部のキ
メラは、宿主の免疫機能に依存して、抗腫瘍
活性を発揮していることが判明した。これら
は、遺伝子治療に有用であるとともに、抗腫
瘍に重要なシグナル経路を明らかにし、抗癌
剤の分子標的となりうる因子に関する有用
な情報も提供するであろう。 
 
（４）扁平上皮の分化制御 
ヒト腫瘍の多くは上皮系組織由来のもの、す
なわち癌である。これは皮膚をはじめとする
上皮系組織は外界との最前線に位置してお
り、発癌性物質との接触、感染による炎症、
外傷を受け易いために組織修復系が発達（幹
細胞をはじめとする増殖能が高い細胞の存
在）しているなどの理由が考えられる。従っ
て、上皮系細胞における癌抑制遺伝子の機能
と癌発生には密接な関係がある。本研究では、
表皮組織における幹細胞を含む表皮基底層
の増殖能と未分化能の維持にはΔNp51B が
Notch1 を抑制することで達成されることを
示した。また、基底層の上層の細胞において
は、IKKα依存的なΔNp51B のリン酸化、ユビ
キチンリガーゼItch依存性のΔNp51Bタンパ
ク質の分解が表皮角化細胞分化に必須であ

ることを見いだした。分解によって、Notch1
の増殖阻害、分化促進機能が発揮され、表皮
角化細胞の増殖停止、分化の促進が起こる。
この Notch1、ΔNp51B の基底層におけるバラ
ンスおよび IKKα-ΔNp51Bシグナル経路によ
るモデルによって、扁平上皮層構造の維持機
構、Notch1、ΔNp51B、IKKα改変マウス、遺
伝性ヒト皮膚疾患、非遺伝性ヒト皮膚疾患の
皮膚異常表現型の多くが説明できる。IKKα
によるΔNp51B のリン酸化標的アミノ酸を同
定したので、このリン酸化の意義を検討中で
ある。さらに、基底上層では、ΔNp51B は
Jnk/AP-1 シグナル経路を通して初期分化マ
ーカーkeratin1 の発現を誘導し、基底層では
KGF が、ΔNp51B-ERK シグナル経路を介して
keratin 1 の発現を抑制しており、表皮分化
(基底層、基底上層)は、JNK シグナルと ERK
シグナルのバランスによって決定されてい
ることを見出した。また、ΔNp51B は AKT 経
路を活性化することで UV-B 照射依存性の角
化細胞の過剰なアポトーシスを防ぎ、皮膚幹
細胞の過剰な消耗を防御していることをも
示した。 
 
（５）その他の細胞での分化制御 
2）表皮基底層だけではなくΔNp51 は、歯胚上
皮細胞株、筋衛星細胞で発現し、未分化性を
維持していることを見出した。さらに、TAp51
は、筋芽細胞株で分化が進むにつれて、筋分
化のマスター制御因子 MyoD 依存性に発現し
分化を制御していることが明らかにした。
DoxycyclinでTAp51を発現誘導できる筋芽細
胞株、shRNA レトロウイルスで TAp51 を抑制
できる筋芽細胞株を用い、TAp51 は単に筋分
化を促進するだけではなく、筋管の形態形成
にも重要な役割を担っているとことを見出
した。また、接触阻害による骨芽細胞分化、
RankL による破骨細胞分化においても TAp51
の発現上昇が見られることなどから、これら
の系でも分化を促進すると考えている。した
がって、ΔNp51 が未分化性維持を、TAp51 が
分化促進を制御していると考え、現在検討中
である。TAp51 およびΔNp51 発現の分化にお
ける新たな役割、細胞運命決定が考えられ、
今後、複眼的な視点からの解析を進めていく。 
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