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研究成果の概要（和文）：ヒト遺伝子ターゲッティング法を用いて内在性TP53 alleleのExon2をheteroに破壊したHepG
2細胞(p53+/-)を樹立したがhomo knock-out細胞は得られなかった。TP53遺伝子が生存に必須かを検証するためsiRNA法
でTP53 knock-downの影響を解析したがTP53遺伝子発現低下は致死性表現型とは無関係であった。
一方、p53+/-ではp53のisoformの一つである△N40p53が特異的に発現したため肝癌では未解明である△N40p53の機能解
析を行い、△N40p53はp21発現を増強してp53の機能を補いG1/S arrestを増強することを解明した。

研究成果の概要（英文）：Using gene targeting with AAV vectors, we established hetero knock-out HepG2 cells
 clones (p53+/-) of which Exon2 in endogeneous TP53 alleles were destroyed. However, TP53 homo knock-out H
epG2 cells clones have not been obtained. These results derived a hypothesis that p53 might be essential f
or cell proliferation in HepG2 cells, but knock down of expression of p53 using siRNA did not decrease cel
l proliferation.
On the other hand, we found that p53+/- cells constantly expressed deltaN40p53, an isoform of p53. Since t
he function of deltaN40p53 has been known little in liver cancer, we investigated the function of deltaN40
p53 in HepG2 cells by using several methods. Our studies revealed that deltaN40p53 enhanced the expression
 of p21 and induced an increase of G1/S arrest, that is, deltaN40p53 made up for the function of p53 and s
uppressed tumor cell proliferation and induced cellular senescence in HepG2 cells when the expression of p
53 was reduced.
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１．研究開始当初の背景 
 
 肝癌は、本邦の悪性新生物部位別死因では
第 4位で年間 3万人以上が死亡しており、肝
癌の制御と撲滅は急務であるが、肝発癌の分
子機構に関しては未だ不明な点が多い。 
 正常な細胞は、細胞分裂を促進する分裂促
進因子とそれを阻害する分裂阻害因子の両
者の作用により細胞増殖が制御されている。
しかし、癌細胞は分裂促進因子に非依存的の
みならず分裂阻害因子に抵抗性を示し、これ
らの因子と無関係に分裂、増殖をすることが
でき、細胞増殖を制御する機構が破綻してい
る。正常細胞では、G1 期→S期→G2 期→M期
→G1 期という順序で規則正しく細胞周期を
繰り返して増殖するが、DNA 障害のように細
胞周期に影響を及ぼす異常事態が生じた際
には、異常を検知して修復機構に知らせると
ともに修復期間中は細胞周期を停止させて
時間を稼ぐチェックポイント制御機構と呼
ばれるシステムが備わっている。しかし、癌
細胞では細胞周期チェックポイント制御機
構が破綻しており、この制御機構の破綻が発
癌に深く関与していると考えられている。 
 細胞周期制御機構では、最初にセンサーと
呼ばれる分子が DNA 障害を感知し、メディエ
ーターと呼ばれる複数の分子を介してトラ
ンスジューサーの分子群を活性化する。活性
化したトランスジューサー分子群は下流に
あるエフェクターである癌抑制遺伝子の p53
や Cdc25 family などを活性化し、細胞周期
停止や DNA 修復、アポトーシスを誘導して異
常細胞を排除し正常細胞の恒常性を維持し
ている。このように DNA 障害時には多くの分
子を介した情報伝達系がクロストークしなが
ら複雑なネットワークを形成し、正常な細胞周期
をコントロールしている（図１）。 

 しかし、癌細胞ではチェックポイント制御に
破綻を来たし、異常な細胞周期により癌細胞
増殖を生じる。癌細胞における細胞周期関連
分子の異常は多彩であるが、特に G1/S 期チ
ェックポイントや G2/M 期チェックポイント
での異常が重要である。G1/S 期チェックポイ
ント期異常に関する遺伝子として、RB ととも
によく知られている癌抑制遺伝子 p53 は、肝
癌を含む多くの癌で遺伝子異常が報告され
ており、p53 が発癌とその進展に中心的な役
割を果たしていると考えられる。 
P53 は、トランスジューサーの一つである

ATMが制御するMDM2により活性が抑制される。
また、p53 の上位に位置するトランスジュー
サー分子の Chk2 が p53 に直接関与するとと
もに Chk1 も関与することが示唆されている
が、詳細な分子機序については全てが明らか
にされているわけではない。さらに G2/M チ
ェックポイントを制御する Chk1、Chk2 の過
剰発現や遺伝子変異は、大腸癌や肺癌など複
数の癌に認められ、Chk1、Chk2 は発癌時の細
胞周期異常において MDM2-p53 経路とともに
大切な役割を担っていると思われる（図２）。

しかし、肝癌において p53 と Chk1、Chk2 と
の関連性を検討した報告は乏しい。 
 肝癌において細胞周期関連分子の異常が
どのように生じることで細胞周期制御機能
が破綻していくのかという機序を明らかに
することは、肝発癌機講の解明および肝癌治
療のために重要であると思われる。 
 
２．研究の目的 
 
 ヒト細胞遺伝子ターゲッティング法を用
いて内在性p53遺伝子破壊ヒト肝癌細胞株を
樹立してp53と細胞周期制御機構および関連
分子の関係を解析することにより、肝癌にお
ける細胞周期チェックポイント制御機構の
破綻機序を解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１）ヒト細胞遺伝子ターゲッティング法を
用いた内在性 TP53 遺伝子（p53 をコードする
遺伝子）を破壊したヒト肝癌細胞株の樹立 
①FISH 解析 
 p53 BAC probe を用いて p53 の copy 数と効
率を確認し、ターゲットとする肝癌細胞株決
定する。 
②TP53 遺伝子破壊（ノックアウト）ベクター
の構築 



 アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用
いて p53 をコードする TP53 アレルのエクソ
ン 2 を破壊できる AAV ベクターを構築する。 
③Cre-LoxP 部位特異的組換えによる TP53 遺
伝子破壊（図３） 
 目的の肝癌細胞に構築したAAVベクターを
感染させた後に G418 により薬剤選択して
TP53 アレルのノックアウト細胞をスクリー
ニングし、陽性細胞をモノクローン化する。
その後にCreリコンビナーゼを用いてネオマ
イシン耐性カセットの除去を行なう。 
④PCR 法を用いて TP53 遺伝子を hetero に破
壊されたクローン（p53+/-）を選択する。 
⑤p53+/-のクローンに対して（３）、（４）の
操作を繰り返し、TP53 遺伝子がホモにノック
アウトされたクローン（p53-/-）を選択する
ことで p53 ホモ・ノックアウト肝癌細胞株を
樹立する。 
（２）内在性 TP53 遺伝子破壊肝細胞と野生
株の比較 
①細胞増殖能 
 Colony formation assay および MTT assay
により細胞増殖能を比較する。 
②細胞周期解析 
 FACS scan を用いて細胞周期解析を行う。 
③アポトーシス解析 
 TUNEL 法および FACS scan を用いてアポト
ーシスを解析する。 
④p53 および細胞周期関連分子の転写、翻訳
レベルの解析 
 転写レベルは、各分子の m-RNA を PCR 法に
て測定する。 
 翻訳レベルは、各分子の蛋白質をウエスタ
ンブロット法にて解析する。 
 内在性遺伝子破壊株樹立に用いた肝癌細
胞株以外の他の肝癌細胞株でも再現性があ
るかを確認する。 
（３）siRNA 法および外来性ベクターによる
ノックダウンでの結果との比較 
前項（２）の ①～④と同様の実験を行う。 

（４）マイクロアレイ解析 
 内在性 TP53遺伝子破壊ノックアウト細胞、
野生株細胞、ノックダウン細胞を用いてマイ
クロアレイ解析を行う。 
 
４．研究成果 
 
（１）内在性 TP53 遺伝子破壊肝細胞株樹立 
まず、野生型 TP53 遺伝子を保有している

ことが確認されている HepG2, HepG2/C3A, 
Huh-6 の 3 株を p53 BAC probe を用いて FISH
解析をした結果、p53 のコピー数はすべて 2
コピーであったが、効率が 90％と良好であっ
た HepG2 細胞を内在性 TP53 遺伝子破壊肝癌
細胞株に用いることとした。 
 TP53遺伝子ノックアウトAAVベクターを構
築し HepG2 細胞に感染させ、Cre-LoxP 部位特
異的組換えによるヘテロな内在性 TP53 遺伝
子破壊肝癌細胞クローンをPCRにてスクリー
ニングしたところ、p53 ヘテロ・ノックアウ

ト HepG2 細胞（p53+/-HepG2）を 3 クローン
得た（図４）。 

 この 3クローンを用いて遺伝子ターゲッテ
ィングを繰り返したが、何回試みてもリター
ゲッティングされてしまい、p53 ホモ・ノッ
クアウト HepG2 クローンは得られなかった。 
（２）p53 が HepG2 の生存に必須であるか？ 
P53 ホモ・ノックアウトクローンが得られ

ないことから、HepG2 細胞では p53 が生存に
必須である可能性が生じたため、この仮説を
検証した。siRNA 法を持ちいて p53 遺伝子発
現ノックダウン実験をおこなったが、TP53 遺
伝子発現をしてもHepG2の細胞増殖は低下せ
ず、むしろ増強していたことより HepG2 細胞
において TP53 遺伝子は生存に必須ではない
ことが示唆された。 
（３）p53+/-HepG2 における△N40p53 出現 
一方、p53+/-HepG2 では、p53 よりも分子

量がやや小さい蛋白質が特異的に出現して
おり（図５）、PCR による m-RNA レベルで

も同様に観察された。この蛋白質が、p53 の
アイソフォームの一つである△N40p53 であ
り、p53+/-HepG2 の表現型を規定している可
能性が考えられたため、その検証に取り組ん
だ。△N40p53 を野生型 HepG2 細胞に外因
性にトランスフェクションした細胞と
p53+/-細胞で、p53 の N 末以外を認識する抗
体と p53 の N 末を認識する抗体を用いて、
ウエスタンブロットで確認したところ、両細
胞におけるバンドは一致した。また、m-RNA
レベルでも同様な結果を認めた。さらに△
N40p53 に対する siRNA 法にて同バンドの
発現はともにノックダウンされたことから、
このバンドは△N40p53 であり TP53 遺伝子
が ヘ テ ロ に ノ ッ ク ア ウ ト さ れ た
p53+/-HepG2 では△N40p53 の発現が増強
していると結論した。 
（４）△N40p53 の機能解析 



△N40p53 に関しては、肝癌における機能
がまだ明らかにされていないため、肝癌にお
ける△N40p53 の機能解析を優先として研究
を進めることとした。 
△N40p53 を外因性に HepG2 細胞および

Huh-6 細胞に導入して細胞増殖能および細
胞周期関連分子における影響を解析した。△
N40p53 の過剰発現により p53-/+HepG2 で
認めた表現型と同様に細胞増殖能は増強し
た。また、p21 の発現と G1/S 期停止が増強
していた。以上の結果より、△N40p53 は、
HepG2 肝癌細胞において p21 発現を増強す
ることで G1/S 期停止を延長させており、p53
の機能を補っていることを本研究で明らか
にした。この結果は、現在、英文誌に投稿中
である。（DeltaN40p53 suppresses tumor 
cell proliferation and indudes cellular 
senescence in hepatocellular carcinoma 
cells. Ota A, NakaoH, Konishi H, et al.） 
 また、p53+/-HepG2、野生型 HepG2、△
N40p53 導入 HepG2 細胞などを用いて DNA 
マイクロアレイ解析を施行し、結果を解析中
である。 
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