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研究成果の概要（和文）： 
細胞老化誘導シグナロソーム破綻への Allelic Expression difference（AED）の関与を明らか

にするために、MDM2 遺伝子の 3'非翻訳末端の SNP（rs1690916、A/G）をマーカーSNP と

して子宮体癌患者および対照群各 45 例より採取した組織（子宮体癌組織および正常子宮内膜

組織）よりゲノム DNA および mRNA を抽出し、上記 SNP を含む領域を RT-PCR ｰ SSCP 法

を用いて解析した。正常子宮内膜組織ではゲノム DNA および mRNA 上のマーカーSNP の存

在比はいずれも 1:1 であり、AED が存在しなかったが、子宮体癌患者由来の 20 例中 2 例にお

いて、mRNA 上のマーカーSNP の存在比が大きく異なることが明らかとなり、これらにおい

ては AED が存在することが示唆された。MDM 遺伝子には P1、P2 という 2 つのプロモータ

ーが存在するが、P1 プロモーター由来の転写産物の AED を同様に PCR-SSCP 法で解析した

ところ、P1 プロモーターからの遺伝子発現には AED が存在せず、MDM 遺伝子の AED は P2
プロモーターに由来すると考えられた。P2 プロモーターでは転写因子 Sp1 の結合配列上にあ

り、Sp1 の親和性に影響を与える SNP309 がよく知られているが、われわれはこれとは別に

P2 プロモーター上のさらに 5'側に新規の SNP（T/C）を同定した。この SNP により本来 Sp1
結合配列である領域上に NF-B 結合配列が出現することを見いだし、NF-B の p50 サブユニ

ットが同部位に結合することにより、MDM2 の転写を抑制することを明らかにした。さらに上

述した AED を示す子宮体癌組織を用いた免疫染色で p50 が核内に異常蓄積していること、ま

たBiacoreを用いた実験よりSp1とNF-が上記結合配列に競合的に結合していることから、

MDM2 の転写における NF-B シグナルによる抑制的制御機構の存在が明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
#1. To search the AEDs of human MDM2 gene, we analyzed 45 samples from the 
endometrial cancer patients and the healthy controls by PCR-SSCP-based method. Out of 
20 endometrial cancer patients, we identified two cases presenting AED. (fig.1) 
#2. We confirmed that these AED derived from P2 promotor of MDM2 gene. And we found 
new SNP (T/C) on the 5’-upstream of the SNP309 in the MDM2 P2 promotor. We found that 
this SNP created an NF-B consensus sequence in the Sp1 binding sequence. 
#3. Using the Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) and the luciferase reported assays, 
we confirmed that the NF-B consensus sequence formed by the newly-discovered 
SNP(C-allele) bound to NF-B, but not T-allele, and that NF-B can suppress the 
transcription of MDM2 gene. 
#4. Immnohistochemistry analysis showed that NF-p50 protein accumulated in the 
nuclei of the AED-positive endometrial cancer tissue. 
#5. The Biacore analysis revealed that p50 preferred C-allele to T-allele, conversely, Sp1 
T-allele to C-allele. We also found that they bound to the same DNA region in a competitive 
manner. 
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１．研究開始当初の背景 
正常細胞は老化プログラムから逸脱し、不死
化能を獲得し癌化する。癌細胞が不死化能を
獲得する過程には複数のシグナロソームの
破綻が関与する。私たちはこれまで活性型
Ras 蛋白による細胞形質転換機構について研
究してきた。その結果、活性型 Ras 蛋白はエ
ストロゲンレセプター（ERα）の転写因子と
しての機能を亢進し、ets/fosを介してMDM2
蛋白発現を増加させ、p53 蛋白の不安定化の
原因となることで癌化に関与することが判
明した。また Ras 蛋白による AF1 リン酸化
が ERαの活性化を導くことが明らかにされ
た。一方様々な手段により ERαの機能を阻
害すると MDM2 蛋白の減少、p53 蛋白の安
定化を介して下流の p21CDK インヒビター
発現誘導によりトランスフォーム細胞の老
化 が 誘 導 さ れ た 。 こ の た め
p14ARF/MDM2/p53/p21 シグナロソームを
再構築し、癌細胞老化を誘導するゲノム創薬
の有効性が示唆されている。 
 癌細胞におけるシグナロソームの破錠に
は従来明らかとされてきた体細胞変異のみ
ではなく、ゲノム多様性（DNA 多型）も大
きく関与すると考えられる。最近では各遺伝
子プロモーター領域に存在する一塩基多型
の組み合わせ（SNP ハプロタイプ）、さらに
は微小欠失により、対立遺伝子間での発現量
に 顕 著 な 相 違 （ Allelic Expression 
Difference; AED）がもたらされることも判
明している。癌細胞で認められる体細胞変異
の多くは AED を示す遺伝子群に集中するこ
とも示唆されている。これらの結果は正常細
胞においてゲノム多様性により AED が導か
れ、特定の細胞種において細胞老化プログラ
ムの破綻の原因となることを意味する。細胞
老化回避の後、ゲノム多様性に替わる体細胞
変異が出現し、老化シグナルの完全な破綻に
より不死化細胞の選択的増殖を導くと考え
られる。 
 
２． 研究の目的 
子宮体癌や乳癌などのホルモン依存性癌に
おいて、p14ARF/MDM2/p53/p21 シグナロ
ソームを構成する遺伝子の変異は高率では
ないが、遺伝子領域内には多数の SNP が存

在する。本研究では、 
① 正常子宮内膜から RNA を抽出し、

mRNA 上に存在する SNP をマーカーと
してPCR-SSCP法によりゲノムDNA量
に対する対立遺伝子特異的発現量の差
（AED）を解析し、MDM2/p53/p21 シグ
ナロソーム各遺伝子の AED 頻度を明ら
かにする。 

② AED(+)個体における各遺伝子プロモー
ター中の塩基配列を決定し、AED の原因
となる SNP ハプロタイプや微小欠失を
明らかにする。 

③ 子宮体癌患者 DNA を用い、AED の原因
となる SNP ハプロタイプ及び微小欠失
の頻度を求め、正常コントロールと比較
することにより、AEDの原因となるSNP
ハプロタイプや微小欠失の子宮体癌発症
リスクを明らかにする。 

④ 正常子宮内膜組織及び子宮体癌組織中で
の p14ARF/MDM2/p53/p21 シグナロソ
ーム構成因子の発現量についてリアルタ
イム RT-PCR 法、ウエスタンブロット法
を 用 い て 検 討 し 、
p14ARF/MDM2/p53/p21 シグナロソー
ムの破綻と子宮体癌発症のメカニズムの
関係を分子論的に証明する。 

 本研究により日本人における子宮体癌発
症リスクの予測を可能にし、これにより日本
人のゲノム多様性を基盤とした癌の診断及
び治療法の開発につながる。また本研究期間
内に p14ARF/MDM2/p53/p21 シグナロソー
ムの機能的破綻にゲノム多様性が関与する
ことを明らかにし、ゲノム多様性に基づく
AED が癌化に伴い出現する体細胞変異を誘
導し、癌細胞における不死化能獲得に至る過
程を解明することを目的とする。 
 
３． 研究の方法 
① PCR-SSCP 法による AED の解析 

遺伝子多型を含む DNA 断片は、SSCP
（ single strand conformation 
polymorphism）法を用いた解析によりそ
れぞれ一本鎖 DNA の状態における泳動
度の違いによって分離することが可能で
ある。下図に示すように、ゲノム DNA
での存在比率が 1:1 である場合、一本鎖



DNA それぞれのピークが移動度が異な
る同じ高さで検出される。cDNA でも同
様なパターンで検出される場合は AED
なしと判定できる。一方 cDNA でピーク
の高さが異なる場合は AED ありと判定
できる。この方法を用いて、45 例の患者
血液及び正常子宮内膜より抽出したゲノ
ム DNA 及び RNA を用いて MDM2 遺伝
子上のマーカーSNP を含んだ断片を
RT-PCR により増幅し、PCR-SSCP 法を
により AED の有無及び頻度について解
析を行った。 

② AED の原因となる SNP ハプロタイプの
同定 
MDM2 プロモーター領域に存在する
SNP をデーターベース上で検索し、その
領域を中心に患者より採取した正常子宮
内膜検体のゲノム DNA シークエンスを
行い、SNP 出現頻度及び微小欠失、SNP
ハプロタイプについて検討した。SNP に
おける塩基の違いによって生じうる、あ
るいは消失しうる転写因子結合領域をデ
ーターベース上で検索した。 

③ MDM2 遺伝子における、新規 SNP によ
る AED 発現メカニズムの解析 
当該遺伝子のプロモーター領域に結合す
る転写因子によって誘導される、SNP 及
び SNP ハプロタイプの違いによる遺伝
子発現量の差異についてレポーターアッ
セイ及びリアルタイム PCR により検討
した。さらに②で見いだした SNP の違い
によりあらに形成される転写因子結合配
列に結合するタンパクの in vivo におけ
る局在を明らかにするために AED（＋）
の子宮体癌患者サンプルを用いて免疫染
色を行い、その局在を調べた。 

４． 研究成果 
① PCR-SSCP 法による AED の解析 

細胞老化誘導シグナロソーム破綻への
Allelic Expression difference（AED）の
関与を明らかにするために、MDM2 遺伝
子の 3'非翻訳末端の SNP（rs1690916、
A/G）をマーカーSNP として子宮体癌患

者および対照群各 45 例（マーカーSNP
がヘテロであったのはそれぞれ 20 例、
23 例）より採取した組織（子宮体癌組織
および正常子宮内膜組織）よりゲノム
DNA および mRNA を抽出し、上記 SNP
を含む領域を PCR 法および RT-PCR 法
により増幅し SSCP 法を用いて解析した。
正常子宮内膜組織ではゲノム DNA およ
び mRNA 上のマーカーSNP の存在比は
いずれも 1:1 であり、AED が存在しない
ことが明らかとなった。一方で子宮体癌
患者由来の 20 例中 2 例において、ゲノ
ム DNA でのマーカーSNP の存在比が
1:1 であるにもかかわらず、mRNA 上の
マーカーSNP の存在比が大きく異なる
ことが明らかとなり、これらにおいては
AED が存在することが示唆された。（図
１） 

② AED の原因となる SNP の同定 
MDM 遺伝子には P1、P2 という 2 つの
プロモーターが存在し、上記マーカー
SNP の mRNA 上の存在比は両プロモー
ターからの遺伝子発現の総和の違いをみ
ていることになる。そこで P1 プロモー
ター由来の転写産物の AED を同様に
PCR-SSCP 法で解析したところ、P1 プ
ロモーターからの遺伝子発現には AED
が存在しないことが明らかとなった。以
上のことから MDM 遺伝子の AED は P2
プロモーターに由来すると考えられた。
P2 プロモーターでは転写因子 Sp1 の結
合配列上にあり、Sp1 の親和性に影響を
与える SNP309 がよく知られているが、
われわれはこれとは別に P2 プロモータ
ー上のさらに 5'側に新規の SNP（T/C）
を同定した。この SNP により本来 Sp1
結合配列である領域上に NF-B 結合配
列が出現することを見いだした。（図 2） 

 
③ MDM2 遺伝子における、新規 SNP によ

る AED 発現メカニズムの解析 
 



 
このようにして同定された新規 SNP に
NF-B が結合することを検証するため
にクロマチン免疫沈降法による検証を行
った。C/C アリルを有する Ishikawa 細
胞と T/T アリルを有する Hec6 細胞より
核抽出液を調整し検討したところ、C/C
アリルを有する Ishikawa 細胞でのみ図
2に示す結合配列にNF-Bが結合するこ
とが明らかとなり、この新規 SNP によっ
て形成される NF-B 結合配列は細胞内
において機能しうることが示された。（図
3）またレポーターアッセイにより C を
有するアリルに NF-B が結合すること
により、MDM2 の転写が抑制されること
を見いだした。 

 
NF-B は標的遺伝子のプロモーター上
の結合配列に結合することにより転写を
促進する機能が一般的であるが、近年標
的遺伝子の転写抑制因子として機能する
例も報告されている。また NF-B には
p65 サブユニットと p50 サブユニットが
存在し、古典的経路においてはこれらの
ヘテロダイマーが転写因子として機能す
ることが知られている。一方で転写抑制
因子として機能する場合には p50 サブユ
ニットのホモダイマーとして存在するこ
とが報告されている。そこで次に AED
の存在した子宮体癌症例の組織を用いて、
NF-B に対する免疫染色による局在を
検討したところ、AED（＋）の症例では
p50 が核内に異常蓄積しており、一方

AED（－）の症例ではこのような核内異
常蓄積はみられなかった。また p65 はい
ずれの場合も細胞質に局在していた。（図
4） 
 

次に新規 SNP により生じる NF-B 結合
配列に p50 のみで結合可能かどうかを評
価するために Biacore を用いたアッセイ
を行った。センサーチップ SA 上に 22bp
の結合配列を固定化し、この 2 本鎖 DNA
に対するリコンビナントタンパクの結合
を検討したところ、Sp1 の T アリルに対
する親和性は C アリルと比較して約 1.4
倍高いこと、一方で p50 の C アリルに対
する親和性は T アリルと比較して約 2 倍
高いことが明らかとなった。また Sp1 を
5 分間結合させた後に p50 を加えた実験
では、p50 の DNA への結合が抑えられ
ていることから、p50 と Sp1 は DNA 上
の同じ配列に競合して結合していること
が明らかとなり、p50 によって AED が
出現する仕組みの一端が明らかとなった。 
 

 
p50 を中心とする非古典的 NF-B 経路
についてはその上流のシグナル伝達機構
などまだ不明な点が多い。しかし下流の
遺伝子として新たに MDM2 が存在する
ことをわれわれは示した。この SNP によ
る AED の発がんメカニズムへの関与に
ついては今後さらなる検討が必要である。 
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