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p53 機能修飾小分子が p53 ミスセンス変異体機能に与え

る影響
 

はじめに 

p53蛋白質は、DNA損傷刺激を受けると、細胞周期停止やDNA修復反応を引き起こしてゲノム

の恒常性を保つ方向に働くが、過大なストレスに対しては細胞死（アポトーシス）を引き起こ

し、遺伝的な異常細胞を排除する方向に働く 1)。一方、p53蛋白質およびその経路の機能異常は

遺伝的不安定要素を引き起こす。p53遺伝子の構造異常はヒト腫瘍の約半数で認められ、その

うちの75%は1アミノ酸置換を有するミスセンス変異体となる 2),3)。また野生型のp53を保持し

ていても、p53蛋白質を量的制御しているHDM2の過剰発現などにより、その経路が破綻してい

る腫瘍も少なくない 4)。 

一方、p53変異体については、NCI anticancer drug screening panel（60 cell panel ）を

用いた抗がん剤感受性試験では、白金系やアルキル化剤に対する感受性は野生型の方が高いが、

Taxan系薬剤に対する感受性は変異型の方が高いと報告されている5)。 

また、臨床においても、卵巣がん、乳がんではp53に変異がある場合、白金系薬剤よりも

docetaxelの方が感受性は高いとの報告もある 6),7)。 

 以上のことから、p53の機能の修飾は、がん治療における有力な分子標的であると考えられる。

p53の機能修飾を起こすような小分子については、p53ミスセンス変異体の構造変化を引き起こ

して機能回復するとされるCP-313988)、PRIMA-19)、p53とHDM2との結合阻害によるp53蛋白質の

安定性回復を引き起こすとされるNutlin10)、一方、放射線治療や抗がん剤による正常細胞の過

大なp53応答刺激を抑制することで有害事象を防ぐPifithrin11)などが挙げられる。 

一方、近年がん治療において第2の細胞死メカニズムであるオートファジーが注目されつつあ

る。オートファジー阻害薬である3-Methyladenineは、PI3Kinaseの阻害を介してオートファジ

ー阻害を引き起こすとされているが、p53もオートファジーに対して促進的に働くとの報告もあ

り、機能修飾分子の一つとして考えられる13)。 



しかし、野生型、変異型p53に対するこれら小分子化合物の機能修飾についての詳細な分子メ

カニズムは未だに不明な点が多い。その原因の一つにはp53以外の遺伝的背景がそろっていない

ために、本来のｐ53に与える影響が不鮮明になっている点が挙げられる。 

上記理由から、今回、これら小分子がp53変異体に与える影響について明らかにし、構造と機

能との相関について解明するための糸口を得るために、p53-/-細胞であるヒトグリオーマ由来

培養細胞SF126に、野生型p53、野生型p53よりもアポトーシス誘導能が強いsuper p53ミスセン

ス変異体S121F、細胞内局在に変化を与えるミスセンス変異体R306G、S121FとR306Gの二重変異

体など、様々な機能を有する代表的なp53ミスセンス変異体を、テトラサイクリン存在下で安定

的に発現させることができる細胞株の樹立を行い、これらp53機能修飾小分子化合物が与える分

子生物学的および細胞生物学的な効果について解析を行った。 

 

研究材料および研究方法 

(1) 培養細胞株  

TP53遺伝子の欠失が明らかなヒト悪性膠芽腫由来のSF126細胞株を用いた。まず、以前われわ

れが構築した網羅的p53ミスセンスライブラリーよりp53ミスセンス変異（p53MT）cDNAを単

離し、pcDNA5/TOベクター(Invitrogen社)にサブクローニングしてpCDNA5/TO-p53WTと

pCDNA5/TO-p53MTsを作成した。p53を発現しないコントロールベクターとしてpcDNA5/TO を陰

性コントロールに使用した。pcDNA5/TO-p53MTsにそれぞれのミスセンス変異が正しく導入され

ているかについてはシークエンスを行いDNA塩基配列を確認した。 

(2)  ドキシサイクリン誘導p53変異体発現株の作成 

テトラサイクリン抑制遺伝子が恒常的に発現するベクターpcDNA6/TR (Invitrogen社)を SF126

細胞にトランスフェクションし、blastcidin 10 µg/mlの薬剤耐性にて安定導入されたクロー

ンを約４週間で選択した（SF126-TR clone1）。テトラサイクリン抑制遺伝子が安定に導入され

たことはbeta gal assayにて確認した。次にpcDNA5/TO-p53、pcDNA5/TON-p53MTs、pcDNA5/TON

を制限酵素SapⅠでlinear化してからトランスフェクションし、hygromycin B 100 µg/ml培地

で選択し４週間でクローンを選択した。選択されたクローンについてドキシサイクリン

10ng/ml存在下にてそれぞれの遺伝子が発現誘導されることをウェスタンブロッティング法に

て確認した。 

(3)  免疫染色 

クローン化された細胞をpoly-D lysinでコートされたスライドグラスLab-Tek chamber slide

（Nunc社）上にて培養し、70％confluentとなった時点で、最終濃度10ng/mlとなるようにド

キシサイクリンを添加しp53の発現を誘導した。24時間後、細胞をPBSで洗浄し、次いでメタ

ノール：アセトン（1:1）を加えて-20℃にて20分間保存した後、室温に戻して10分間乾燥さ

せて固定した。固定された細胞をPBS-T (0.05%Tween 20含有)で洗浄した後、5%スキンミルク

を含むPBS-Tを用いて室温で1時間ブロッキング操作を行った。再びPBS-Tで洗浄した後、PBS-T

にて1/500に希釈したFITCラベルされた抗p53抗体p53(Do-1)FITC (Santa Cruze社）を用い



て、室温で1時間反応させ免疫染色を行った。核染色を行う場合は50µg/mlのヨウ化プロピジ

ウムを含有するPBS-Tを用いて、室温で30分間反応させた。上記反応を終えた後PBS-Tにて再

度洗浄し、mounting bufferを加えてカバーグラスで密封した後、蛍光顕微鏡 (LSM5 

PASCAL,Carl Zeiss社)にて細胞の観察を行った。 

(4) cell viability assay 

4×103cells/wellの p53発現抑制細胞株 (SF126 tet-p53WT、SF126 tet-p53MTs) もしくは コ

ントロール細胞株（SF126 tet-TON）を、96well-plate (35-3072,BD社)で 24時間培養後、10ng/ml

のドキシサイクリンを添加（p53発現状態）、または非添加（p53未発現状態）、さらに各小分子

化合物を添加、非添加し、0時間 、24時間、48時間、72時間後のp53依存性細胞増殖抑制効

果をCell Counting Kit-8 (Dojin Laboratories, Kumamoto, Japan)を用いて計測した。 

各小分子に対するIC50を計測後、至適化し、Nutlinは最終濃度10μM、Pifithrin-μは500μ

M、PRIMA-1は 5μM、3-Methyladenineは 6mMで実験を行った。 

 

結果、考察 

安定的発現株の樹立 

樹立した各野生型あるいは変異型p53発現株がテトラサイクリンによりp53を安定的に

発現することを確認するために、ドキシサイクリンを最終濃度 10ng/ml になるように培地

に添加し、24 時間後に cell lysate を回収しウェスタンブロッティング法により p53 の発

現を調べた。その結果、各クローンにおいてドキシサイクリン依存性 p53 発現誘導が観察

された。さらにドキシサイクリン誘導 p53 発現株における p53 タンパク質の細胞内局在を

検討する目的で、各 p53 発現株を免疫染色し蛍光顕微鏡で観察した。 
その結果、野生型 p53 と S121F 発現株において、p53 蛋白質は主として核内に局在し、

R306G, S121F-R306G 発現株においては主として細胞質局在を示した。この結果は

R306G 変異が野生型 p53 と S121F の細胞質局在をもたらすことを示した（下図）。 

 

 

図1. 各野生型あるいは変異型 p53 発現株の細胞内局在の違い。R306G の変異の導入によ



り細胞質に p53 が局在を示す。 
 
感受性実験 
1.Nutlin-3  

Nutlin-3は p53と HDM2との結合を阻害することにより、p53の安定性を高め、p53下流遺伝子

の転写活性を上げると考えられる。野生型p53は Nutlin存在下で、強い細胞増殖抑制能が認め

られた。一方、細胞死誘導能が野生型ｐ53よりも強いS121F変異体でも強い細胞増殖抑制効果

が確認された。興味深いことに、細胞質に局在するR306G変異体においてもNutlin-3による細

胞増殖抑制効果が見られた。以前われわれが行った出芽酵母による転写機能解析結果では、同

変異体は転写機能を喪失しており、細胞質局在が転写機能喪失の理由として考えられていた。

実際に免疫染色によって確認したところ、Nutlin-3 の有無にかかわらず、p53 蛋白質は細胞質

に局在しており、Nutlin-3の新たな作用メカニズムの存在が示唆された結果となった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2.Nutlin-3 に対する各変異体の感受性試験。細胞質局在を示す 306G 変異体でも Nutlin-3

に対する感受性が保たれている（右図）。 

 

2.Pifithrin-μ 

Pifithrin-μは放射線治療や抗がん剤による正常細胞の過大な p53 応答刺激を抑制することで

有害事象を防ぐとされている。その作用機序は p53 のミトコンドリアへの移行を阻害するとこ

ろにあるとされている。Pifithrin-μは既知の報告通り、野生型 p53 において増殖抑制効果を

ほぼ完全に阻害した。また、細胞死誘導能が野生型ｐ53よりも強いS121F変異体を発現させて

も、その増殖抑制効果をほぼ完全に阻害することが判明した。S121F 変異体の強力な細胞死誘

導能についてはいまだ不明な点が多いが、Pifithrin-μの効果が、野生型においても S121F 変

異においても同様に働くことは、p53野生型、S121F変異体の細胞死や細胞増殖抑制効果に関わ

るメカニズムは共通な部分を有していることが強く示唆された。 
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図３．Pifithrin-μは野生型にも121Fにも細胞増殖抑制効果をほぼ完全に阻害する。 

 

3.PRIMA-1 

p53ミスセンス変異体の構造変化を引き起こして機能回復するとされるPRIMA-1は、野生型p53

や S121F 変異体には細胞増殖抑制能に関して大きな変化を及ぼさなかった。また、細胞質局在

型p53であるR306Gについてもその増殖抑制効果には大きな影響を及ぼさなかった。 

 

4. 3-Methyladenine 

オートファジー阻害剤である3-Methyladenine は、野生型p53 に対しては長期間の培養におい

て細胞増殖能抑制能が解除されたが、S121変異体においては効果が見られなかった。 

これは S121F が早期にすべてアポトーシスを起こし、オートファジーに至る事がないのに対し

て、野生型 p53 の細胞増殖抑制機能にはアポトーシスとオートファジーの両方が関与している

可能性が考えられた。 

 
図４．野生型p53 は細胞飢餓状態において3-Methyladenine を付加することにより細胞増殖が

保たれるのに対して、S121Fでは細胞増殖抑制効果が見られる。 
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