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要旨 

 

p53は代表的ながん抑制因子の 1つであり、ヒトがんの約半数で変異が認められて

いる。また p53遺伝子に異常がない場合においても、p53の負の制御因子である

MDM2の遺伝子増幅等が起こっており、ほとんどのがんにおいて p53経路は失活し

ていると考えられている。細胞内において p53は主に転写因子として働き、細胞周期

停止関連遺伝子やアポトーシス誘導関連遺伝子の発現制御を介してがん抑制に寄与

している。p53は通常MDM2等の E3ユビキチンリガーゼによってユビキチン化さ

れ、ユビキチン化された p53は速やかにプロテアソーム系によって分解され、細胞内

p53の蛋白質レベルは低く保たれている。DNA損傷等を含む様々な細胞内外のスト

レスによって、細胞内での p53蛋白質が安定化し活性化される。現在開発されている

p53活性化剤である Nutlin-3aや RG7112は、p53-MDM2相互作用を阻害し、ユビ

キチン化を介した蛋白質分解を抑制することで p53蛋白質の安定化させる。p53経路

はがん抑制における最も重要な経路の 1つであり、p53経路の再活性化は様々ながん

腫に応用可能な治療戦略であると考えられる。 

p53を活性化する様々な薬剤が開発されているがp53を標的とした治療法は成功し

ておらず、未だ承認薬は存在していない。この原因の１つとしては、p53が標的遺伝

子の活性化を介して細胞周期停止とアポトーシスの両方を制御していることが考え

られる。つまりがん細胞において p53を活性化させるとアポトーシスにより死に至る

細胞もあるが、一部の細胞では細胞周期停止が惹起され生存してしまう可能性がある。

このような問題を解決するためには、p53を介した標的遺伝子の選択的な活性化機構

の解明が必須である。これまでに p53による標的遺伝子の選択的活性化に関連する翻

訳後修飾や結合パートナーが多数報告されているが、その全体像については未だ不明

な点が多い。 
本研究では、まず p53の転写コファクターである Clathrin heavy chain (CLTC)の

結合因子として同定された Nuclear mitotic apparatus protein (NuMA)に着目し機

能解析を行った。NuMAは細胞周期M期においては紡錘体極に局在し、紡錘体極に

微小管を係留する役割を持つ。一方で、NuMAは G1期には核内に局在するがその機

能については不明であった。本研究によって、NuMAと p53が核内で結合し、

NuMA-p53複合体が DNA損傷依存的に増加することがわかった。さらに、NuMA

の発現抑制は、p53を介した細胞周期停止関連遺伝子 p21や p53の負の調節因子

MDM2遺伝子の転写を減弱させる一方で、PUMAや PIG3といったアポトーシス促
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進遺伝子の転写には影響がないことがわかった。また、NuMAの発現抑制はアクチ

ノマイシン Dによって誘導される細胞周期停止をキャンセルすることも判明した。続

いてクロマチン免疫沈降法による解析を行ったところ、NuMAの発現抑制は

CDKN1A(p21 )遺伝子プロモーター領域における p53の結合に影響しないが、p53を

介した p21 に転写活性化の際に重要な転写メディエーター複合体の構成因子である

CDK8の p21遺伝子プロモーター領域への結合が減弱していることがわかった。まと

めると、NuMAは p21 遺伝子プロモーター領域への CDK8の結合を促進させること

で、p53を介した細胞周期停止関連遺伝子の選択的転写に寄与していると結論付けた。 

次に小児がんの 1つである神経芽腫における p53と ALKを標的とした新規治療法

の開発を行った。約 25%の神経芽腫において ALK遺伝子が変異や遺伝子増幅等によ

り活性化していることが知られていることから、ALK を標的とした治療法が注目さ

れている。一方で、ALK阻害剤を始め多くの TKIに対する耐性機構が細胞には備わ

っており、その耐性克服が今後の分子標的治療に重要であると考えられる。本研究で

は、高リスクグループに属する ALK遺伝子増幅を持つ神経芽腫に着目し、ALK阻害

剤の有効性について調べた。この結果、ALK遺伝子増幅を持つ神経芽腫細胞は ALK

遺伝子変異を持つ神経芽腫細胞に比べ、より低濃度の ALK 阻害剤により増殖抑制さ

れることがわかった。さらに、ALK阻害剤は ALK陽性神経芽腫細胞を G1期で停止

させることで増殖を抑制するが、細胞死の誘導はほとんどなくがん細胞は生存してお

り、その後 ALK 阻害剤を除去すると再増殖し始めることが判明した。次に、マイク

ロアレイ解析により ALK 阻害剤処理によって誘導される遺伝子発現変化を調べた結

果、細胞周期関連遺伝子である Cyclin D1、Cyclin D3、E2F1の発現減少や CDKイ

ンヒビターp27Kip1 の発現上昇が誘導されていることが判明した。さらに、pRb 蛋白

質の脱リン酸化も誘導されており、ALK阻害剤が G1期での細胞周期停止を誘導して

いることと一致している。以上の結果から、ALK活性を有する神経芽腫に対し、ALK

阻害剤での完全な治療は難しく、がんが再発してしまう可能性が考えられる。つまり、

細胞の増殖抑制だけではなく細胞死を誘導することが、薬剤耐性の獲得および再発を

抑制するために重要であることを示唆している。 

そこで、神経芽腫において p53 変異が非常に稀なことに着目し、p53 活性化剤と

ALK阻害剤の併用について検討した。また、比較としてシスプラチンと ALK阻害剤

との併用についても調べた。この結果、p53 活性化剤単独では ALK 阻害剤単独と同

様に ALK 活性を有する神経芽腫細胞において細胞周期停止が誘導される一方で、

ALK 阻害剤との併用により非常に効率的に細胞死が誘導すること、さらに薬剤除去

後の再増殖も抑制することがわかった。興味深いことに p53活性化剤と ALK阻害剤
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の併用は、シスプラチンと ALK 阻害剤の併用に比べより強い相乗効果を示すことが

わかった。次に、ALK阻害剤とp53活性化剤の併用について in vivoで検証を行った。

ここではヌードマウスに神経芽腫細胞を皮下移植し、腫瘍形成後 14 日間薬剤を経口

投与し、腫瘍体積の比較を行った。この結果、ALK 阻害剤や p53 活性化剤単剤投与

群ではコントロール群と比べて腫瘍の増殖にほとんど影響を与えないのに対して、

ALK 阻害剤と p53 活性化剤併用投与群では腫瘍の強い増殖抑制効果が認められた。

これらの結果から、ALK阻害剤と p53活性化剤の併用により ALK活性を有する神経

芽腫に対する有効な治療法となることが示唆された。 

次に、ALK 阻害剤と p53 活性化剤により誘導される細胞死がどのような種類の細

胞死なのか調べた。この結果、ALK 阻害剤と p53 活性化剤の併用によりミトコンド

リアからのシトクロム C の流出、カスパーゼ-9 及びカスパーゼ-3 の切断、カスパー

ゼ-3 の基質である PARP の切断が起こっていることから、内因性のアポトーシス経

路が活性化していることが示唆された。さらにカスパーゼ阻害剤で処理すると、ALK

阻害剤と p53活性化剤の併用により誘導される細胞死が抑制された。また、p53を発

現抑制した際にも同様に細胞死が抑制されたことから、ALK 阻害剤と p53 活性化剤

により誘導される細胞死は、p53を介した内因性のアポトーシスであることが判明し

た。 

続いて、p53は PUMA、BAXや NOXAといったアポトーシス促進性の標的遺伝子

を介して内因性のアポトーシス経路を制御していることから、ALK阻害剤と p53活

性化剤を併用した際のこれら遺伝子の発現を調べた。この結果、非常に興味深いこと

に PUMAの発現が p53活性化剤単剤処理に比べ ALK阻害剤との併用により亢進し

ていた。さらに、PUMAを発現抑制すると併用による細胞死が抑制されることから、

PUMAの選択的な転写活性化がALK阻害剤とp53活性化剤により誘導されるアポト

ーシスに重要であることが示唆された。またマイクロアレイによる遺伝子発現比較解

析を行い p53転写選択に関与すると予想される遺伝子を探索したところ、ALKの下

流で制御され p53と協調的に働くことが示唆される転写因子 SOX4を候補遺伝子と

して同定した。SOX4の遺伝子発現抑制は、ALK阻害剤と p53活性化剤の併用によ

って誘導される PUMAの発現亢進が起こらず、アポトーシスも抑制されることが明

らかになった。これらの結果をまとめると、ALK遺伝子増幅を有する神経芽腫に対

して ALK阻害剤と p53活性化剤を併用すると、p53と SOX4を介してアポトーシス

促進性因子である PUMAの発現が亢進し、アポトーシスが強く誘導されることが明

らかになった。 
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総括すると、本研究の結果 p53を介した標的遺伝子の選択的転写活性化に関与する

因子として NuMAと SOX4という 2つの因子を同定することが出来た。NuMAは細

胞周期停止関連因子である p21の選択的転写活性化に関与し、SOX4はアポトーシス

促進因子である PUMAの選択的転写活性化に関与する。さらに、ALK遺伝子増幅を

有する神経芽腫に対し ALK阻害剤単独では細胞周期停止が惹起されるのに対し、p53

活性化剤を併用することでアポトーシスが効率的に誘導されることがわかった。これ

は p53活性化剤と ALK阻害剤の併用の結果、PUMAの選択的転写活性化が起こるた

めである。p53活性化剤と受容体チロシンキナーゼ阻害剤の併用により p53の転写選

択性を制御することでより効率的にアポトーシスを誘導できる可能性が示唆された。

これは幅広いがんに応用可能な有効な治療戦略になると考えられる。 
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略語一覧 

 ALK ; Anaplastic lymphoma kinase 

 BAX ; Bcl-2-associated X protein 

 CDK8 ; Cyclin-dependent kinase 8 

 ChIP ; Chromatin immunoprecipitation 

 CLTC ; Clathrin heavy chain 

 ERK1/2 ; Extracellular signal-regulated protein kinase 1 and 2 

 GST ; Glutathione S-transferase 

 MAPK ; Mitogen-activated protein kinase 

 MEK1/2 ; MAPK-ERK kinase 1 and 2 

 MDM2 ; Mouse double minute 2 

 NuMA ; Nuclear mitotic apparatus protein 

 PARP ; Poly ADP ribose polymerase 

 PIG3 ; Tumor Protein P53 Inducible Protein 3 

 pRb ; Retinoblastoma protein 

 PUMA ; p53 upregulated modulator of apoptosis 

 RTK ; Receptor tyrosin kinase 

 SOX4 ; SRY-related HMG-box 4 

 TKI ; Tyrosin kinase inhibitor 
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がん抑制因子 p53 

p53は代表的ながん抑制因子の 1つであり、ヒトがんの約半数で変異が認められて

いる。また p53遺伝子に異常がない場合においても、p53の負の制御因子である

MDM2の遺伝子増幅等が起こっており、ほとんどのがんにおいて p53経路は失活し

ていると考えられている 1-3。ヒト p53は 393アミノ酸からなる蛋白質で、DNA結合

ドメインを持つ転写因子である。C末端側に存在する 4量体化ドメインを介して 4量

体を形成し、標的遺伝子エンハンサー領域の p53結合配列(RRRCWWGYYY [Rはプ

リン、Pはピリミジン、Wは A又は Tを示す])に結合することで遺伝子発現を制御す

る 2,4,5。p53は細胞周期停止関連遺伝子(CDKN1A等)やアポトーシス誘導関連遺伝子

(BBC3, BAX, PMAIP1等)の発現制御を介してがん抑制に寄与している。また近年で

は、ネクロトーシスやフェロトーシス等アポトーシス以外のプログラム細胞死やオー

トファジー、代謝、浸潤・転移など様々な細胞プロセスに関与していることが報告さ

れている 6-11。 

p53は通常MDM2等の E3ユビキチンリガーゼによってユビキチン化され、ユビ

キチン化された p53は速やかにプロテアソーム系によって分解されるため、細胞内

p53の蛋白質レベルは低く保たれている。DNA損傷等を含む様々な細胞内外のスト

レスによってストレス応答性キナーゼの活性化がおこると、p53の N末端がリン酸化

される。このリン酸化は p53とMDM2の結合を阻害するため、細胞内で p53蛋白質

が蓄積し、これにより標的遺伝子の転写活性化が誘導される 12。 

現在開発されている p53活性化剤は、p53とMDM2の結合を阻害することで p53

蛋白質の蓄積を誘導する。代表的な p53活性化剤である Nutlin-3aや RG7112は、

MDM2のp53結合ポケットに結合することでp53-MDM2相互作用を阻害する 13,14。

RG7112については現在臨床試験が行われている。さらに近年では、変異型 p53を標

的とした p53活性化剤の開発も進んでいる。がんで多く見られる変異型 p53は細胞

内で正しいフォールディングが行われず細胞内に蓄積する。PRIMA-1や APR-246

と変異型 p53を標的とした薬剤は、p53蛋白質に直接結合しリフォールディングを促

進することで p53を再活性化させる 15。p53経路はがん抑制における最も重要な経路

の 1つであり、p53経路の再活性化は様々ながん腫に応用可能な治療戦略であると考

えられる。 

 

p53標的遺伝子の転写選択性制御 

現在、多数の p53標的遺伝子が報告されており、細胞周期停止やアポトーシスなど

様々なシグナル伝達経路の制御に関与する。例えば、細胞周期停止関連遺伝子の代表
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は、p21である。p21はサイクリン依存性キナーゼ(CDK)の阻害因子であり、DNA

損傷際に p53の働きによって誘導され、細胞周期は停止する 16。一方で、アポトーシ

ス関連遺伝子の代表としては PUMA、BAX、NOXAが挙げられる。これら 3つの遺

伝子は Bcl-2ファミリー蛋白質であり、ミトコンドリア膜に局在しミトコンドリアか

らのシトクロム Cの流出を促進する機能を持つ 17。シトクロム Cは Apaf-1とともに

アポトソームを形成し、下流のカスパーゼ-9、カスパーゼ-3を活性化させ、これによ

りアポトーシスが進行する。PIG3は酸化還元酵素であり、活性酸素種産生を促進す

ることで、アポトーシス誘導に関与する 18。またMDM2も p53の標的遺伝子であり、

p53を抑制するネガティブ・フィードバック経路の役割を果たしている 5,12。 

p53は標的遺伝子の転写活性化を介して細胞周期とアポトーシス、つまり細胞の生

死の運命決定を行っている。これにはそれぞれの標的遺伝子の p53を介した選択的転

写活性化が重要である 19-22。現在報告されているp53転写選択性制御の重要な要因は、

主に p53の翻訳後修飾と結合因子である。例えば 46番目セリンのリン酸化や 373番

目リジンのアセチル化はアポトーシス促進に関与し、320番目リジンのアセチル化は

細胞周期停止に関与する 19,23-25。また、p53結合因子である HZF、ASPPはそれぞれ

細胞周期停止関連遺伝子、アポトーシス関連遺伝子の選択的転写に関与する 19,26,27。

これらの翻訳後修飾や結合因子は、p53の DNA結合能や基本転写因子等の誘引に作

用することで、転写選択性を制御していると考えられている。p53転写選択性制御機

構は複雑であるため、さらなる詳細な研究が必要である。 

 

核内クラスリン重鎖(CLTC)による p53を介した転写の調節 

ヒト CLTCは 1675アミノ酸からなる小胞輸送関連蛋白質であり、クラスリン軽鎖

と共にクラスリン被覆小胞の被覆構造を形成する 28。一方で CLTCは核内にも存在し、

p53を介した転写に必須であることが報告されている 29-31。CLTCは p53とアセチル

基転移酵素 p300の結合を安定化することで、p53を介した転写に寄与している。p53

との結合には CLTCの 1288番目のアスパラギン残基が重要であり、この残基に変異

を入れると p53との結合が減弱する。一方でこの変異はクラスリン軽鎖との結合には

影響しないことから、核内 CLTCによる p53転写調節は細胞質での機能と独立して

いると考えられている。さらに国立がん研究センター研究所難治進行がん研究分野で

は核内 CLTCの結合因子探索を行い、この結果 NuMA蛋白質を同定した。 
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Nuclear Mitotic Apparatus protein (NuMA蛋白質) 

ヒト NuMAは 2115アミノ酸からなる巨大な蛋白質で、N末端球状領域、コイル

ドコイル領域、C末端球状領域の 3つのドメインからなる(Radulescu and Cleveland, 

2010; Yang and Snyder, 1992)32,33。細胞周期により局在を変えるのが特徴的で、M

期には紡錘体極、G1期には核に局在する。M期では NuMAは Dynin/dynactin、Rae1

との結合を介して微小管を束ね紡錘体極に係留することで、紡錘体の安定化維持に寄

与している。一方、G1期では転写因子ある GAS41、HMG-I/Y、ヘテロクロマチン

のマーカーであるH4K20meと共局在することが報告されている 34,35。また in vitro

の実験において NuMAは多量体を形成することから、核内で骨格のような役割を果

たすのではないかと予想されている 36,37。しかしながら、G1期 NuMAの機能を直接

的に示した研究例はほとんど無く、未だ詳細は不明である。また NuMAは DNA損

傷応答性キナーゼである ATMによりリン酸化を受けること、アポトーシスの際にカ

スパーゼ-3により C末端側が切断されることが報告されていることから、DNA損傷

時にも機能することが予想されている 38,39。 

 

転写メディエーター複合体と CDK8 

転写メディエーター複合体は遺伝子発現の際に、遺伝子のエンハンサー領域に結合

した転写因子とプロモーター領域に結合した基本転写因子と RNAポリメラーゼ II 

(RNAPII)の複合体を蛋白質-蛋白質相互作用を介して直接的に繋ぐ巨大な蛋白質複合

体である 40。転写メディエーター複合体は、ヒトでは 26個のサブユニットからなる

Core mediatorと CDK8を含む 4つのサブユニットからなる Kinase moduleにより

構成される。Kinase moduleは Core mediatorと可逆的に結合し、転写メディエータ

ー複合体の機能を変化されることで遺伝子発現制御に関与していると考えられてい

る。 

CDK8はセリン・トレオニンキナーゼであり、酵母からヒトまで幅広く保存されて

いる。CDK8は RNAPIIの C末端ドメイン、ヒストン H3、基本転写因子など様々な

基質をリン酸化することで、遺伝子発現の制御に関与していると考えられている 40,41。

CDK8は当初、様々な遺伝子の転写抑制に関与すると考えられてきたが、近年様々な

遺伝子の転写活性化にも関与することが示唆されている 42-45。特に p53標的遺伝子

p21の転写活性化と CDK8のプロモーターへの結合は強く相関すると報告されてい

る。このことから、CDK8は p53転写選択性制御因子の 1つと考えられている 42。 
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本研究では、核内 CLTC結合因子として同定された NuMAに着目し、NuMAが

p53の機能にどのような影響を与えるか調べた。さらに NuMAが特定の p53標的遺

伝子の制御に関与していることが示唆されたため、その詳細なメカニズムについて解

析を行った。その際に、p53標的遺伝子プロモーターにおける CDK8の結合に着目し

解析を行った。 

 

神経芽腫と ALK 

神経芽腫は小児がんの 1つであり脳腫瘍についで多い小児固形腫瘍である。日本で

は 320人前後が新たに診断される 46-48。神経芽腫では診断時には約半数で転移が起こ

っており、約 4割がステージ 4である 49。神経芽腫の起源は交感神経節前駆細胞であ

る神経堤細胞と考えられており、実際副腎や背側の交感神経節等で多く発生する 49,50。

また代表的ながん抑制因子である p53の変異が 1%以下と非常に稀なことも特徴であ

る(図 25)。神経芽腫は年齢や転移の有無、染色体異常などの指標により 3つのリスク

グループに分類される 51。低リスク、中間リスクグループは比較的予後が良好である

のに対し、高リスクグループでは非常に予後が不良であることが知られている。高リ

スクグループの神経芽腫の特徴は、MYCN遺伝子の増幅、1番・11番染色体長腕の

欠損、17番染色体長腕の増幅、テロメラーゼの高発現が挙げられる。現在の高リス

クグループの神経芽腫に対する治療法は抗がん剤の多剤併用療法であり、5年生存率

は 50%以下である 49。さらにがんが治癒した場合でも 2次がんや晩期副作用により苦

しむ患者が存在しており、新規治療法の開発が望まれている 52。 

2008年に Anaplastic lymphoma kinase (ALK)の遺伝子変異が神経芽腫のドライ

バー変異として同定され、現在では神経芽腫の約 25%において ALKが遺伝子変異・

増幅等により活性化していることがわかっている 53-57。特に ALK遺伝子増幅を有す

る神経芽腫では 5年生存率が 23%と非常に予後不良である。受容体チロシンキナーゼ

(RTK)である ALKは神経芽腫の増殖に寄与しているため、ALK標的とした治療法に

期待が高まっている 58-61。しかしながら、これまでに ALKの活性化を有する神経芽

腫に対し ALK阻害剤の有効性を示す示唆的な報告がなされていたが、ALK阻害剤を

始め多くのチロシンキナーゼの阻害剤(TKI)に対する耐性機構が細胞には備わってお

り、その耐性克服が今後の分子標的治療に重要であると考えられる 62,63。実際、

EML4-ALK陽性肺腺がんの治療に用いられている Crizotinibの臨床試験においては、

神経芽腫 11症例中 1症例のみでしか効果が認められなかった 60。このことからも単

純に ALKを標的とした薬剤のみでの治療は難しく、併用療法等の新たな治療戦略を

検討する必要があることが示唆されている。 
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本研究では、ALK遺伝子増幅を有する神経芽腫に着目し ALK阻害剤の有効性の検

証を行った。さらに神経芽腫においては p53変異が稀であることに着目し、ALK阻

害剤と p53活性化剤の併用効果についても検討した。また、ALK阻害剤と p53活性

化剤を併用により誘導される細胞死の機構を明らかにするために、p53標的遺伝子に

着目しその発現変化についても調べた。 
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NuMAを介した p53転写選択機構の解析 
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に上條岳彦博士に感謝致します。 

 

また日々の研究において実験の補助や技術指導、活発な討論をして頂いた国立がん

研究センター研究所難治進行がん研究分野 大友亮博士、日比谷優子博士、鈴木英暢

氏、中島綾奈氏、荘司知子氏、水田真由美氏、大坪千裕氏に深く感謝致します。皆様

のお陰で素晴しい 6年間の研究生活を送ることが出来ました。 

 

最後に 6年間指導の指導を通して研究の指導して頂き、また様々な面で支えて頂い

た国立がん研究センター研究所難治進行がん研究分野 江成政人ユニット長に深く御

礼申し上げます。これから研究者として生きていくために大切なことをたくさん教え

て頂きました。ありがとうございます。 

 


