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研究成果の概要（和文）：p53 と TGF-β シグナルは細胞増殖停止やアポトーシスを誘導するな
どがん抑制因子として作用する。一方で TGF-βはがん細胞に対し EMTを誘導してがんの浸潤・
転移を促す作用も知られ、また変異型 p53は腫瘍の悪性度を高めるなど両者のシグナルは密接
に関係している。本研究では、TGF-βシグナルの負の制御因子として知られる原がん遺伝子 Ski
が p53に結合しその作用を抑制することが Skiによるがん化の一因であることを明らかにした。
さらに、Skiの過剰発現は抗がん剤に対して抵抗性を示すようになり、Skiを標的とした分子標
的の可能性が期待できた。また、p53のレギュレーターとして知られる SET8が TGF-βシグナ
ル伝達制御に関与することも見いだした。 
 
研究成果の概要（英文）：p53 and TGF-β signaling are well known as tumor suppressors which regulate 
cytostasis and apoptosis, whereas critical roles of mutant p53 and TGF-β signaling in cancer metastasis 
have now emerged. In this project, we have demonstrated that proto-oncoprotein Ski, which is an 
important negative regulator of TGF-β signaling, interacts with p53 and attenuates the biological 
functions of p53. Moreover, we have shown that Ski may prove to be an especially valuable therapeutic 
target. Also, we identified that histone methyltransferase SET8, which represses the biological functions 
of p53, also negatively regulates TGF-β signaling. 
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１．研究開始当初の背景 
 
  p53 は腫瘍の発生を抑制する重要ながん
抑制遺伝子であり、ほとんどのヒト腫瘍にお

いてその遺伝子の欠損や変異が高頻度に認

められる。また、p53 遺伝子の胚細胞変異が
遺伝的に受け継がれているリー・フラウメニ

症候群の家系では、家族性に多発癌が発症す
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る。さらに p53遺伝子欠損マウスではきわめ
て高い頻度で腫瘍が発生することから、p53
はがん抑制に重要な因子であることは明ら

かである。一方で、腫瘍由来の変異 p53の中
には、p53 の欠損した培養細胞株に導入する
と、腫瘍の悪性度を高めるものがあることが

知られており、このような oncogenic な作用
を有する p53 の変異は機能獲得型変異 
(gain-of-function)と呼ばれている。また、
TGF-βはがんの初期においては増殖抑制的な
作用を示すが、後期においてはがん細胞の浸

潤・転移を促進するという二面性を持ち、そ

の相反する作用はRasやMycなどのがん遺伝
子によって調節されることが知られている。 

近年、p53経路と TGF-βシグナルとのクロス
トークが注目されており、変異型 p53 が
TGF-βによるがん細胞の浸潤・転移を促進す
ることが報告されているがその分子メカニ

ズムについてはまだ良くわかっておらず、

p53と TGF-βシグナルとのクロストークを解
析することは発がんメカニズムの解明にと

どまらず、がんの浸潤・転移のメカニズムを

理解する上で重要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 
  本研究では、がんの浸潤・転移で重要な

役割を果たす p53と TGF-βシグナルとのクロ
ストークを中心に、細胞生物学・分子生物学

的アプローチならびにインビボイメージン

グ技術を用いて解析をおこない、がんの浸

潤・転移のメカニズムを理解することを目的

とした。 
 
３．研究の方法 
 

(1) p53を制御する新たな分子の同定とその
作用機序 
  我々は TGF-βシグナルを負に制御する
原がん遺伝子 Skiによる発がんメカニズムを
明らかにすべく Ski結合タンパクとして p53
を同定していた。そこで、Skiによる p53の
制御の可能性について検討を進めた。Skiに
よるp53活性制御については、Western blotting、
RT-PCR等で解析をおこなった。また p53に
よる生物学的応答への影響については BrdU

を用いた細胞増殖やアポトーシスの誘導等

で検討した。 
 
(2) TGF-βシグナルを制御する新たな分子の
同定とその作用機序 
  近年、がんの浸潤・転移にヒストンメチ

ル化・脱メチル化が深く関与していることが

報告されており、それらメチルトランスフェ

ラーゼと TGF-βシグナルとの関係を調べた
ところ、p53経路の制御分子として知られる
SET8が TGF-βシグナルを制御する可能性が
浮上した。そこで TGF-βシグナルに対する
SET8の作用を細胞増殖及び浸潤・転移につ
いて分子生物学的手法ならびにインビボイ

メージングを用いて検討を進めた。 
 

４．研究成果 

 

(1) 原がん遺伝子 Ski による新たな細胞がん
化のメカニズムの研究 
  野生型 p53 を持つがん細胞株に Ski の
siRNA を導入して Ski の発現を抑制すると
p53 の転写活性が増強され、また、p53 依存
性の細胞周期停止ならびにアポトーシスが

増強された。逆に、Ski を過剰発現させると
p53 の活性化が抑制されたことから、確かに
Ski は p53 のネガティブレギュレーターであ
ることが実証された。さらに、Ski がどのよ
うに p53の転写活性化を抑制しているか検討
したところ、p53 のアセチル化を抑制して
DNA結合能を低下させることがわかった。続
いて、Ski による p53 アセチル化抑制機構の
解析を進めた。Ski の新たな結合タンパクと
してヒストン脱アセチル化酵素SIRT1を同定
し、SIRT1 が Ski の p53 に対する活性に必須
であることが明らかとなった。Ski はスキャ
フォールドとして SIRT1を p53へリクルート
し、Ski が SIRT1 と協調的に p53 の脱アセチ
ル化を促していた。 

 



 

 

さらに、ヒトがん細胞株での Ski の過剰発現
は抗がん剤に対して抵抗性を示すようにな

り、逆に Ski のノックダウンでその感受性が
増強した。また、その作用は p53に依存性し
ていることも明らかとなった。以上の結果に

より、Ski は p53 活性を抑制することで抗が
ん剤抵抗性を示すことが明らかとなったの

で、Ski を標的とした分子標的の可能性が期
待された (Inoue et al., J Biol Chem, 2011)。 

 
(2) TGF-β シグナルを制御する新たな分子の
同定とその作用機序 
  ヒストンメチルトランスフェラーゼ

SET8 は p53 を負に制御することが知られて
いるが、我々は新たに SET8が SET8が TGF-β
シグナルを制御することを見いだした。最初

に、細胞内において SET8と Smadsが結合す
る か ど う か を 検 討 し た と こ ろ 、

Receptor-activated Smad（ R-Smad）である
Smad2と Smad3が SET8と結合することがわ
かった。また、Smad2 と SET8 との結合は
TGF-β シグナルにより増強された。R-Smad
と SET8 が結合することが明らかとなったた
め、次に SET8をノックダウンできる shRNA
発現ベクターを使用し、TGF-βにより活性化
されるレポーター遺伝子を用いてレポータ

ーアッセイを行った。SET8 をノックダウン
すると TGF-β による転写活性化の増強が見
られ、SET8 は TGF-β シグナルを負に制御し
ていることが示唆された。そこで、ヒト肝が

ん由来細胞株 HepG2 を用いて TGF-β 刺激に
おけるその標的遺伝子の発現を RT-PCR法に
より解析したところ、SET8 のノックダウン
により PAI-1などの TGF-β標的遺伝子の発現
が増強されることが明らかとなった。SET8
はヒトがんでそのタンパクの高発現が見ら

れており、SET8 の過剰発現ががん細胞にお
ける TGF-β の増殖抑制作用を回避させる原
因の一つである可能性が考えられた。一方で、

SET8 はがんの浸潤・転移など腫瘍の進展に

働く TGF-β シグナルの作用には影響を与え
ない結果が得られつつあり、SET8 は TGF-β
の作用を使い分ける分子として働いている

可能性が示唆された。 
 
(3) 変異型 p53新規標的遺伝子の同定とその
分子の機能解析 
  変異型p53新規標的遺伝子の探索をおこ
なう実験系を確立し検討を進めたが、新たな

ターゲットの発見には至らなかった。変異型

p53は三次元培養下でその機能を強く発揮さ
れるという報告がなされており、今後そのよ

うな条件下において変異型p53標的遺伝子の
同定を目指したい。 
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