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研究成果の概要（和文）： 

p53 はヒトがんにおいてもっとも高頻度に変異が認められるがん抑制因子である。一方、Pol 

II を脱リン酸化し、新たな転写開始に向けてリセットする酵素の一つが FCP1 であるが、本研

究課題において、当該年度に以下の点を明らかにした。 

１．HeLa Cell における FCP1 ノックダウンによって細胞増殖が著名に抑制され、p53 が蓄積し、

p21が活性化していた。さらにFCP1とp53のin vivoでの結合も示された。このことからgeneral

な因子である FCP1 と p53 に何らかのリンクが存在することが強く示唆された。２．FCP1 には、

RAP74（TFIIF）結合ドメイン、BRCT ドメイン、FCPH ドメイン、FCP1 specific ドメインがある

が、この p21 の誘導には TFIIF 結合ドメインは必須ではなく、BRCT ドメインは必要であること

が分かった。一般に BRCTドメインはリン酸化タンパクと結合することが知られており、ここに

FCP1 の未知の基質が結合する可能性が示唆された。３．Breast cancer cell line (MCF7)にお

ける Doxorubicin による DNA 傷害時には、FCP1 ノックダウンによって p21 誘導が抑制された。

これらから、FCP1 が PolII 以外に脱リン酸化の基質を持ち、p53 シグナル系の中で何らかの制

御に関わっていることが強く示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

p53 is one of the tumor-suppressor genes which frequently have mutations in human 

cancer. FCP1 e-phosphorylates Pol II in order to re-cycle for the next round transcription at 

or after transcription termination.  In this grant period, we found the connection between 

FCP1 and p53, detailed as below. 

1. FCP1 knocking-down (siFCP1) HeLa cell showed significant growth defect along with 

p53 accumulation and p21 expression. Additionally, FCP1 was associated with p53 under 

5-FU treatment in HeLa cell, indicating that there is the link between tumor suppressor 

p53 and Pol II phosphatase FCP1. 2. This p21 activation required BRCT domain, but does 

not required RAP74 binding domain. 3. Under doxorubicin treatment, siFCP1 MCF7 cell 

showed marked decrease in p21 expression. We could not detect the novel p53-related 

substrate of FCP1, however, these results suggested that FCP1 is involved in the p53 

regulation pathway.  
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１．研究開始当初の背景 

真核細胞ではゲノム DNA から RNA への転

写は 3 種類の RNA ポリメラーゼが行う。タ

ンパクをコードする mRNA に加え、近年大

きく注目を集める microRNA を含む small 

RNA などは RNA ポリメラーゼ II (Pol II)に

よって転写される。転写は開始・伸長・終結・

リサイクルを経て再び開始に戻るサイクル

を形成していると考えられており、その各

phase で co-transcriptional な転写産物

processing に大きな役割を演じているのが

PolII 複合体の最大サブユニット Rpb1 のＣ

-terminal domail(CTD)である。FCP1 は

CTD を脱リン酸化する phosphatase である

ことから転写リサイクリング因子と考えら

れているが、in vivo での機能はほとんど解明

されておらず、実際にリサイクリングに働い

ているかどうかもはっきりしていない。われ

われはレトロウィルスによる効率的な FCP1

ノックダウンの系を確立し、HeLa 細胞にお

ける FCP1 ノックダウンによって、細胞増殖

が顕著に抑制されることを見出した。さらに

その際、p53-p21 経路が活性化していること

を見出した。 

 

２．研究の目的 

p53 は DNA 損傷、各種ストレスによって核内

に迅速に蓄積し、genome integrity を保つ

べく転写因子として活性化する。その変異体

はがんを誘発するが、p53 の micro RNA への

関与も明らかとなり(Nature 2009)、ヒトが

ん制御への重要性が増している。FCP1 は RNA

ポリメラーゼ(Pol) II を脱リン酸化する Pol 

II リサイクリング因子である。近年、FCP1

ノックアウトによる細胞休止(pombe：JCS 

2009)や細胞死(drosophila：Cell.Mol.Life 

Sci. 2009)が報告され始めたが、われわれも

独自にヒト細胞において FCP1 が p53 を介し

た細胞増殖抑制に関わることを見出してい

る。本研究課題では、FCP1 による p53 生物機

能制御についてそのメカニズムを明らかに

する。 

 

３．研究の方法 

(1).FCP1・p53 結合の詳細の同定、FCP1 複合

体の精製と解析 

  p53 が含まれる FCP1 複合体を精製し、そ

の機能を明らかにする。また、結合に必須

のドメインを同定する。 

(2).FCP1 による p53 脱リン酸化の検討 

  FCP1 の p53 制御機構を同定する。特に、

p53 脱リン酸化について、直接なのか間接

なのか、また介在する因子を同定する。 



(3).p53 との関係における、Pol II 脱リン酸

化以外の FCP1の生物機能の解析 

 FCP1 に制御されるコーディング RNA、およ

び microRNA についてアレイ解析を行い、p53

とリンクする FCP1 の新たな生物機能を明ら

かにする。 

 
４．研究成果 

(1)（2）.FCP1・p53 複合体の解析と脱リン酸

化の検討 

FLAG 及び His の二つの tag を持つ FCP1 を

HeLa 細胞に発現させ両タグによる精製を行

い複合体に含まれるタンパクについて質量

分析による同定を試みた。FCP1 は検出できた

が、TFIIF PolII 以外に興味深い因子は検出

できなかった。FLAG IPでの western blotting 

では特に 5－ＦＵストレス時には p53 との結

合がみられたが、通常状態では p53 の結合は

見られなった。また、PolII との結合につい

ては、RAP74 結合ドメインが重要な役割を担

っていることが明らかになった。現在 PolII

以外の新規 FCP1 脱リン酸化の基質を探索す

べく、抗体アレイ解析の準備を行っている。 

 

(3).PolII脱リン酸化以外のFCP1の生物機能

について 

DNA傷害時におけるp21の発現について、FCP1

が重要な役割を演ずることを見出した。（図

参照） 

FCP1 のノックダウンにより p21 に加え、スト

レス誘導性転写因子である ATF3 の発現応答

も抑制されていた。この現象が Pol II 脱リ

ン酸化の低下によるものか、FCP1 の伸長因子

としての作用を失ったものかについて、PCR

アレイを行い現在解析を進めている。 

今後は FCP1 遺伝子の変異によって発症する

congenital cataracts facial dysmorphism 

and neuropathy (CCFDN)についても FCP1 

CCFDN typeを使った様々な実験系でその発症

のメカニズムに迫っていく予定である。 
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