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研究成果の概要（和文）：　先天性希少疾患「外胚葉異形成症候群」の一部の亜型では、その病態が転写因子
p63の機能異常に起因することが知られている。しかし、その機能を制御する分子機構は明らかとなっていな
い。本研究では、p63の機能調節に関わると考えられるp63タンパク質のリン酸化制御機構の解明に取り組み、プ
ロテオーム解析によりp63に結合しキナーゼ活性を示すタンパク質の同定に成功した。p63陽性上皮幹細胞の中で
このタンパク質の機能を低下させると、細胞増殖が低下しコロニー形成が抑制されたことから、上皮幹細胞にお
いて本キナーゼがp63によるcell cycle制御を調節し、増殖能力維持に寄与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：　Loss of normal functional of the transcription factor p63 is known to lead
 a congenital disorder, ectodermal dysplasia. However, the molecular mechanisms controlling p63 
function remain unclear. To find the molecular machinery to regulate p63 function, we here screened 
p63-associated proteins through proteome analysis and then identified a candidate protein which is 
associated with p63 protein C-terminus. This protein showed that a kinase activity to phosphorylate 
p63 molecule in vitro. Furthermore, downregulation of the kinase gene expression in epithelial stem 
cells degraded the performance of colony formation and impaired their proliferative potential of the
 stem cells.

研究分野： 幹細胞学、分子生物学、細胞生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　本研究で得られた成果は、幹細胞のcell cycleを調節する技術開発に繋がる点で大きな意義をもち、上記疾患
の根治的治療法の開発をはじめ、幹細胞による組織修復を促す再生医療、そして老化組織の新陳代謝を促す抗加
齢医療の技術発展につながることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 外胚葉異形成症は、皮膚やその付属器の形成不全により、毛、歯、汗腺などの外胚葉組織に異

常を認める先天的な遺伝性疾患である。その臨床像は、異常を示す組織の組み合わせにより 180

種類以上の亜型に分類されている。その発生機序は依然不明確なものがほとんどであり、現在も

生後の治療は対処的処置しかなく、根治的治療法の開発のためにも、病因および病態の分子機序

解明が望まれている。その背景において、申請者らは外胚葉異形成症の亜型の一つ AEC 

(Ankyloblepharon-Ectodermal dysplasia-Clefting) の疾患モデルマウス樹立に成功し、転写

因子 p63 の機能異常が本疾患の原因となることを報告してきた [1]。 

p63 は、p53 ファミリーの転写因子として 90年代の終わりにクローニグされ、皮膚に代表され

る上皮組織の発生に不可欠な分子である。申請者らは、これまで転写因子 p63 が上皮幹細胞でリ

ン酸化制御を受けることを発見し、上皮幹細胞における p63 の機能解析に取り組んできた [2,3]。

この分子には複数の isoform が存在し、C末端側はスプライシングを受けてα,β,γの 3つの型

をとることが知られている。その中で申請者らは、上皮幹細胞で主に発現するα isoform の C

末端領域 (Cα) が欠失することにより上皮組織に重篤な病態を引き起こすことを in vitro お

よび in vivo の両面から証明した [1]。実際、ヒト AEC 患者群では p63 遺伝子の Cα領域に突然

変異の蓄積が見つかっており、Cα全体の機能を欠く変異パターンの事例も確認されている。申

請者らは Cαを欠く上皮幹細胞では cell cycle を促進するメカニズムが破綻していることを実

験的に示し、その制御の破綻は上皮細胞の供給不足を導くため、結果的に病態形成に至ることが

推察された。しかし、Cαを介し幹細胞動態を制御するその分子的実体の解析は未着手であり、

依然不明のままであった。 

 
 
２．研究の目的 

 本研究は、上皮幹細胞の cell cycle 駆動機序において、申請者らが特定した p63Cα領域の機

能的重要性を分子レベルで説明することが目的である。以前、申請者らは上皮幹細胞が cell 

cycle を開始する際に p63 分子の N末端側にあるセリン残基がリン酸化されること [2,3]、しか

も Cαが欠失するとこのセリン残基をリン酸化できなくなることを報告している [1]。Cα中に

はタンパク質間相互作用を担う Sterile-α-motif (SAM) 様のアミノ酸配列があることから、C

αにリン酸化酵素が結合し、p63 分子をリン酸化することによって cell cycle をドライブする

分子機序の存在が予測される。このような酵素はまだ見つかっておらず、この酵素こそが上皮幹

細胞の cell cycle を駆動するメカニズム解明の鍵になると考え、本研究では (1)Cαに結合す

るリン酸化酵素を同定し、p63 調節機能を特定すること、(2)幹細胞の cell cycle 駆動における

このリン酸化酵素の役割を明らかにすることを具体的な目標に据え、本申請の研究に取り組ん

だ。それらの解析に基づいて、p63 制御を軸とする上皮幹細胞における cell cycle 駆動制御の

分子機序解明を目指した。 

 
 
３．研究の方法 

（１）p63 結合タンパク質候補の探索 

 p63 タンパク質の Cα領域には、タンパク質結合モチーフが含まれる。我々はこの Cα領域に

結合する分子を探索するため、ヒト p63 遺伝子の Cα領域をコードする cDNA に myc タグを付加

した発現ベクターを作製し、増殖期の未分化ヒト表皮細胞株 HaCaT に強制発現した後、タンパ



ク質 (未変性) を抽出した。そして Cαに結合するタンパク質複合体を精製するため、抗 myc

抗体で免疫沈降し、共沈するタンパク質の質量分析を行った。 

 

（２）候補分子の組織発現解析 

 共沈した分子の質量分析結果について、NCBI と Human Protein Atlas に照らし合わせ、酵素

の分類、発現している組織/細胞系列についてデータベース解析を行なった。そしてリストアッ

プされた分子群の中で、本研究ではリン酸化酵素に注目し、さらに p63 陽性上皮組織に発現す

る分子をリストの中から抽出した。その後、絞り込まれた候補分子について、p63 陽性ヒト上

皮培養細胞およびヒト表皮組織切片において、実際にその発現が認められるかどうか免疫組織

染色を行い検証した。 

 

（３）候補分子による p63 に対するリン酸化能の検証 

 目的とする分子には、p63 タンパク質に対するリン酸化能が求められる。そのため我々は、

p63 および候補分子の cDNA を組み込んだタンパク質発現用ベクターを作製し、大腸菌に導入し

て誘導性過剰発現株を樹立し、それぞれの精製タンパク質を調製した。その精製タンパク質を

用い、in vitro でリン酸化能を調べる kinase assay を実施し、候補分子による p63 に対する

リン酸化能の評価を行った。 

 

（４）候補分子の遺伝子ノックダウンによる幹細胞動態に対する機能解析 

 p63 に対してリン酸化能を有する候補分子が、p63 陽性上皮幹細胞の動態制御において機能的

にどのような役割をもつか調べるために、遺伝子工学的アプローチによって幹細胞の中で標的

遺伝子の発現レベルを調節する実験系の起ち上げを行った。レトロウイルスベクターを用いた

ウイルス遺伝子導入法を採用し起ち上げ、細胞内において候補分子の発現低下を誘導する方法

として低分子ヘアピン型 RNA 配列（shRNA）を組み込み、遺伝子ノックダウンを行う実験系を確

立した。標的遺伝子の発現低下を誘導可能な shRNA 配列は、ウエスタンブロッティングによっ

てタンパク質量の低下を認める配列を調べ、選択した。この技術を使用し、p63 陽性の上皮幹

細胞を含む未分化ヒト上皮培養細胞において候補分子のノックダウンを試みた。その後、発現

低下を誘導した p63 陽性上皮幹細胞について、増殖を促進する培養系で維持・観察し、コロニ

ー形成のレベルをコントロール群と比較し評価した。 

 

（５）酵素活性阻害剤を用いた上皮幹細胞コロニー形性能の評価 

 遺伝子ノックダウンだけではなく、候補分子に対する低分子阻害剤を入手し、細胞培養下で

上皮幹細胞に処理することで p63 に対するリン酸化を抑制し、上皮幹細胞の増殖がどのように

影響を受けるのか観察を行なった。そしてまた、この阻害実験において、p63 タンパク質の分

子動態を調べるため、阻害剤添加・処理後、細胞からタンパク質を抽出し、p63 タンパク質量

に変化が認められるかどうか、ウエスタンブロッティングで評価した。 

 
 
４．研究成果 

（１）p63 結合タンパク質を探索し、候補分子を抽出した 

 転写因子 p63 の機能異常が外胚葉異形成症候群の病態形成に関わることを見つけた申請者ら

は、p63 分子のリン酸化制御に必要となる C 末端（Cα）領域の分子的役割解明に取り組んだ。

この Cα領域にはタンパク質結合モチーフが含まれるため、我々はプロテオーム解析で Cαに結



合し免疫沈降にて共沈してくるタンパク質の質量分析を行った。その結果、p63 と Cαを介して

複合体を形成し得ると考えられるタンパク質が 334 分子得られ、これらについてデータベース

解析を行い、酵素分類および発現組織をリストアップした。その中で本研究ではリン酸化酵素に

注目し、且つ、p63 陽性上皮組織に発現が認められる 3 つのセリン/スレオニン・キナーゼを解

析する対象候補として絞り込んだ。(各 KO マウスはいずれも胎生致死となることが知られてい

る) 

 

（２）組織発現解析を行い、p63 陽性上皮組織/細胞に発現する候補分子に絞り込んだ 

 データベース解析の情報に基づいて抽出したこれら 3分子に対し、実際に p63 陽性組織にお

いて発現が認められるかどうか調べるために、p63 陽性ヒト上皮組織/細胞を用いて免疫組織化

学染色を実施した。それぞれの候補分子を認識・結合する特異抗体を入手し、p63 を認識する

抗体とともに、ヒトの上皮組織切片および不死化上皮細胞株（未分化）に対する二重染色を行

った。その結果、p63 に対する染色が細胞核内に強いシグナルを示す中で、候補分子 1つにつ

いては陽性シグナルを示さなかったが、残りの候補 2分子について、核内を含み細胞内局在を

示す陽性シグナルを認めた。 

 

（３）p63 に対するリン酸化能をもつ候補分子（リン酸化酵素）を特定した 

 これら 2つの候補分子には p63 をリン酸化修飾する機能が期待されるため、in vitro でリン

酸化能を調べる Kinase assay を実施した。まず、p63 および候補遺伝子の cDNA を発現ベクター

にそれぞれ組み込み、発現タンパク質を精製し、酵素（候補）タンパク質および基質となる p63

タンパク質を調製した。そして、in vitro で作用させ、候補分子のリン酸化能を測定した。そ

の結果、候補分子の 1 つにおいて、p63 タンパク質をリン酸化する活性があることを特定した。 

 

（４）候補分子の発現低下は、上皮幹細胞のコロニー形成能低下につながることを発見した 

 我々は、p63 タンパク質に対するリン酸化能を有するこの候補分子（リン酸化酵素）が、上

皮幹細胞の動態制御において機能的な役割を担っているかどうか検証する実験に着手した。上

皮幹細胞の中で標的遺伝子の発現レベルを低下させその効果を観察するため、第一にレトロウ

イルスベクターを用いた遺伝子導入を行う実験系を起ち上げ、そして細胞内において候補分子

の発現低下を誘導するためにデザインした shRNA をウイルスベクターに組み込み、遺伝子ノッ

クダウンを誘導する実験系を確立した。この技術を使用し、p63 陽性の上皮幹細胞を含む未分

化ヒト上皮培養細胞において候補分子のノックダウンを試みた結果、コントロール群は数日培

養ののち未分化細胞を含む大きなコロニーを形成したのに対し、候補分子の発現低下を誘導し

た細胞群では、コロニー形成能が低下することが明らかとなった。 

 

（５）同定したリン酸化酵素が、p63 タンパク質の安定性維持に寄与することを見出した 

 さらに別のアプローチから検証するために、この候補分子（リン酸化酵素）に対する酵素活

性阻害剤を入手し、in vitro 培養下で p63 陽性の上皮幹細胞を含む未分化ヒト上皮培養細胞に

処理することで p63 に対するリン酸化を抑制し、上皮幹細胞の増殖がどのように影響を受ける

のか観察を行なった。その結果、上皮幹細胞の増殖が著しく低下する結果を認め、本候補分子

が細胞の増殖制御に寄与している可能性を見出した。そしてこの阻害実験において、p63 タン

パク質の分子動態を調べたところ、阻害剤の濃度依存的に p63 タンパク質量が低下することを

明らかにした。 



 以上、本研究で得られた成果より、我々が同定したリン酸化酵素は、p63 タンパク質の安定

的な発現維持を担うことにより、上皮幹細胞の増殖/cell cycle 制御に機能的役割をもつこと

が示唆された。このような幹細胞の機能を制御する機序に関わる分子の同定は、幹細胞動態を

制御する薬剤標的候補となり得、そして幹細胞機能の異常から生じる疾患の治療法開発につな

がる点で大いに役立つ知見となる。 
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