
九州大学学術情報リポジトリ
Kyushu University Institutional Repository

p53によるアポトーシスの制御

大塚, 隆生
佐賀大学医学部一般・消化器外科

https://doi.org/10.15017/19211

出版情報：福岡醫學雜誌. 95 (3), pp.57-64, 2004-03-25. 福岡医学会
バージョン：
権利関係：



福 岡 医 誌95(3):57-64,2004 57

総 説

p53に よ るア ポ トー シ スの 制 御

佐賀大学医学部 一般 ・消化器外科

大 塚 隆 生

1.は じめ に

悪性腫瘍 の約半数 で変異がみ られ るp53は,癌 ウイルスSV40が 作 るLargeT抗 原 と安定 した複合体 を

形成す る分子量53kDの 蛋 白質 として1979年 に発見 された1)2).当 初p53は 癌細胞 で過剰 発現が観察 され

る ことか ら,癌 遺伝子 である と考 えられていたが,1989～1990年 にp53の 過剰発現 は変異型p53が 蓄積 し

た結果であ り,p53の 真 の機能 は癌化抑制 である ことが明 らか となった3)4).そ の後p53が 転写 因子 であ り,

p53に 転写 ・誘 導 され る標的遺伝子 を介 して細胞増殖抑制,細 胞周期停止,ア ポ トーシス,DNA修 復機能

等 の癌抑制機能 を発揮す る ことが報告 された5)～9).以後p53に 関する研究が精力的に行 われ,現 在 に至 るま

でp53は 癌研究 にお ける中心 的な存在 となってい る.本 稿 で は,p53の 構造,機 能調節,一 般 的に行 われ て

い るp53誘 導遺伝子同定 法について概略 したのち,p53の 癌抑制機 能の中で も特 にアポ トー シス に注 目し,

そのメカニズムについて述 べ る.

2.p53の 構 造,機 能 調節

p53の 構造

ヒ トp53は393の ア ミノ酸 か らな り,主 に3つ の領域か ら構成 され ている(図1a) .N末 端領域 は転写

調節 に必要 な領域で あ り,こ の領域 のセ リン,ス レオニ ン残基の リン酸化が重要 な役割 を果 た してい る10).

コア領域 は配列特異的DNA結 合領域 であ り,p53の 変異 はこの領域 に多 い.こ の部位 に変異 を起 こした

p53は ゲノムDNAに 結合す るこ とがで きず,そ の結果標的遺伝子 の転写 ・誘導がで きな くな る11).C末 端

領域 は四量体形成領 域 と呼ばれる.p53は 単独でゲ ノムDNAに 結合 するわ けで はな く,四 量体 を形成 して

転写 因子 としての機 能 を発揮す るlo).

p53の 機能調節

p53は,放 射線照射や抗癌剤 によるDNA障 害,低 酸素,飢 餓等 によ り細胞 にス トレスがかか る と活性化

される.そ の活性調 節は転写 レベルで はな く(p53のmRNA量 はス トレスの前後 で変わ らない),蛋 白質

レベルで行われ る.p53蛋 白質量 は,通 常Mdm2(murinedoubleminute2:ユ ビキチン ・リガーゼの一

種)に よるユ ビキチ ン化 ・プロテオ ゾーム分解調節機構 に より低 レベル に保 たれている(図1b)12).細 胞

にス トレスが加 わ ると,そ のシグナル を受 けたphosphoinositide3-kinase(PI3-K)フ ァミリー蛋 白質 で

あるATM(ataxiatelangiectasiamutated)がp53を 活性化(リ ン酸化)し,p53がMdm2か ら分離 す

る13).特 に15,20番 目のセ リン残基 の リン酸化がMdm2と の分離過程 に重要であ る10).活性化 したp53は

細胞 内に蓄積 し,核 内に移行 して標 的遺伝子 を転写 ・誘 導す る(図1c).現 在 まで約70のp53標 的遺伝子

が同定 されてい るが,い まだ同定 されていない既知,未 知 の標的遺伝子 は多数存在 もの と考 えられている.

標的遺伝 子 にはp53に よ り転写 ・誘 導され る ものだ けではな く,発 現が抑制 される もの も存在 す るが,本

稿で は誘 導 され るものを中心 に述 べ る.
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図1(a)ヒ トP53の 髄.(b)P53の 調節.通 常P53はMdm2に よるユ ビキチ ン化 ・プ・テアゾーム

分解調節機構 によ り低 レベ ルに保たれてい る.Mdm2は ユ ビキチン・リガーゼであり,p53に ユビ

キチ ン(Ub)を 結合 させてい く(ユ ビキチン化).ユ ビキチ ン化 されたp53は プロァア ゾームへ移

動 し分解 され る.(c)p53活 性化 の機序.細 胞 にス トレスが加 わ ると,そ の シグナル を受 けたATM

がp53を 活性化(リ ン酸化)し,p53がMdm2か ら分離す る.活 性化 したp53は 分解機構か ら免

れて細胞 内に蓄積 し,核 内に移行 して標 的遺伝子 を転写 ・誘 導す る.

3.p53標 的遺 伝 子 の 同定 お よび機能 解析

p53標 的遺伝子の同定

P53標 的遺伝子 の同定 には,様 々なスク リーニ ング法が知 られてい る・現在 よく用 い られてい る手法 は

DNAchiparrayで,p53の 有無 で発現量 に変化がみ られる遺伝子 をまず ピックア ップす る.こ の段階で

は数多 くの遺伝子 が ピックアップ され る.ピ ックア ップ された遺伝子の中 には様々 な特徴的ア ミノ酸領域

(domain)を コー ドしている ものが あ り,遺 伝子の機能 をある程度予測 する ことがで きる.文 献 検索でお馴

染 み のPubMed(http://www.ncbi.nlm.nci.gov/PubMed/)で は,遺 伝 子 塩 基 配 列 の デー タベース や

domain検 索等の様 々な検索機能 も活 用で きる.ア ポ トー シス に注 目す る場合,後 述の如 くアポ トーシス誘

導遺伝子 には特徴 的なdomainが 存在す るので,こ れ らの情報 を基 に自分が注 目す る遺 伝子 を選 出できる.

そ してその遺伝子 が真 にp53に よって誘導 され るものであるか を,mRNAレ ベル(Northernblotも し く

はRT-PCR),蛋 白質 レベル(Westernblot)両 面 か ら確認す る.具 体的 にはp53を 細胞 内で過剰発現 さ

せ,経 時的 に標 的遺伝子のmRNA量 あ るいは蛋 白質量 を定量化す る.更 に野生型p53と 変異型p53を 持つ

細胞 に同 じス トレスを与 え,標 的遺伝 子の発現量 を比較す る.p53の 標的遺伝子 な らば野生型p53を 持 つ細

胞 でのみ発現が誘導 され るはずであ る.

p53の 配列特異的結合 部位の 同定

P53に より発現講 された遺伝子が直接P53に より講 された ものであるか・二次的に発現 が上昇 した

ものか を調べ るた めに,ま ずp53の 配列特異的結合 の検索 を行 う.p53標 的遺伝子 には,そ の上流 の転写調

節部位(プ ・モー ター領域)あ るい はイ ン トロン1,2にP53の 配列特異的結合部位力SN存在す る・ その塩
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基配列 は10塩 基のRRRCWWGYYY(R=AorG,W=AorT,Y=CorG,4,7番 目のC,Gは 必

須)が0～13bpの スペース を挟 んでタ ンデム に並んでい ることを特徴 とす る15).完 全 に条件 を満 た してい

な くて も80%以 上配列の相 同性 があれ ばp53の 結合部位 として機能 しうる.前 述 の如 く遺伝 子のゲ ノム

領域配列 がデータベース よ り簡単 に入手で き,更 にp53結 合配列検索 プログラムの活用 によ り,p53結 合配

列の検 索が容易 になっている.p53の 配列特異 的結合部位 への結合 の確認 はElectromobility-siftassay

(ゲル シフ トア ッセ イ)あ るいはChIPassay(chromatinnimmunoprecipitation:ク ロマチ ン免疫沈降法)

を用い る.最 近 はよ り生理的な実験系で あるChIPassayが 好 んで用 い られ る.更 に同定 したp53結 合配

列 をレポータープラス ミドに組 み込 み,p53に よ り転写活性能が上昇す ることも確認す る(レ ポーターア ッ

セイ).具 体的 な実験法 については別紙 を参照 されたい14).

p53誘 導遺伝子 の機能解析

注 目した遺伝子 の機能 を解析 す るためには,細 胞 内でその遺伝子の過剰発現 お よび発現抑制 を行 えばよ

い.例 えばアポ トー シス誘 導遺伝子 であれ ば,遺 伝子 導入 による過剰発 現で細胞 にアポ トー シス を惹 き起

こす.し か しp53と の関連 を示すた めには,発 現抑制 による解析が より重要 とな る.注 目してい る遺伝子

がp53に より誘導 され るアポ トーシスに必要な遺伝子で あれ ば,そ の遺伝子の発現 を抑制す る とp53誘 導

(p53の 過剰発現 もし くはDNA障 害等ス トレスに よる内因性p53の 誘導)に よるアポ トー シスが抑制 され

るはずであ る.遺 伝子発現抑制 法 としては,ノ ックアウ トマウスの作成,ア ンチセンスオ リゴヌクレオタ

イ ドやSamllinterferenceRNA(siRNA)の 細胞株 内導入が ある.

4.ア ポ トー シス制 御機 構

アポ トーシス とは

アポ トー シス(細 胞 の自死:apoptosis)は,Apo(off)とptosis(falling)を 合 わせた合成語で あ り,

ギ リシャ語 の απoπτoδLζ(枯葉 や花 び らが散 る)を 語源 とする.ア ポ トー シスは遺伝子発現 により高度 に

制御 された 自死機構で あ り,形 態学的 にはDNAの ヌクレオ ソーム単位 での断片化,ア ポ トー シス小体形成

を特徴 とし,ア ポ トーシス小体 は貧食細胞 によ り除去 される.ア ポ トー シスでは細胞内容物 の漏 出は見 ら

れず,細 胞壊死(necrosis)で 見 られ るような炎症反応 は起 こらない.

1972年 に提唱 されたアポ トーシスの概念 は16),し ば らくの間顧 み られ なか ったが,1990年 代後半 にな り

その重要性 が認識 され るよ うにな った.ア ポ トー シスの役割 は,1.発 生過程 における個体 の形成,2.

血液細胞,消 化管上皮の細胞交替 における老化細胞 の除去,3.DNA障 害等 の異常 をきた した細胞 の除

去,で ある.我 々外科 の領域で よ く経験す るアポ トー シスは,3の 抗癌剤,放 射線 による抗腫瘍効果 であ

るが,こ のアポ トーシス機構 にはp53が 深 く関与 している.

アポ トーシス関連遺伝子

アポ トー シス関連遺伝子 は現在 まで多数報告 され,表1に 示す ようにそれぞれ特徴的 なdomainを 持 っ

ている.悪 性 リンパ腫 の原因遺伝子 として同定 されたBcl-2(B-celllymphoma-2)の 類似 蛋白質 として,

幾つかのBcl-2フ ァ ミリー蛋 白質 が同定 されてい る.Bcl-2フ ァ ミリーに見 られ るdomainがBH(Bcl-2

homology)domainで あ り,BH1～4の4種 類 のdomainが 存在す る.特 にBH3domainは 全 てのBc1-2

フ ァミリー蛋白質 に共通 してお り,Bcl-2フ ァミリー蛋 白質 同士 の結合 に重要 なdomainと 考 え られて い

る.Bcl-2フ ァ ミリー蛋 白質 は主 に ミトコン ドリアに局在 し,そ の多 くがp53の 標的遺伝子 である(Bcl-2

はp53に よ り発現が抑制 され る).Bc1-2フ ァ ミリー蛋 白質 にはアポ トー シス誘 導遺伝子(Bax,Puma,

Noxa等)と アポ トー シス抑制遺伝子(Bcl-2,Bcl-xL等)が 存在 し,こ れ らの遺伝子のバ ランス調節 に

よりアポ トー シスを制御 して いる17).CARD(caspase-recruitmentdomain)はcaspase(cysteinylaspar-

ticacid-protease)-1,-2,-9,Apaf-1(apoptosisroteaseactivatingfactor-1)等 に見 られ,CARD

間 の結合 に重要 なdomainで ある と考 え られてい る18).そ の他,デ ス レセプ ター関連蛋 白質 にみ られ る

deathdomainやdeatheffecterdomain19),地 中海 熱 の原因遺 伝子Pyrinと 類 似配 列 を もつPyrin

domain20)等 が ある.
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表1ア ポ トーシス関連遺伝子

1.Bcl-2homology(BH)domain

a.ア ポ ト ー シ ス亢進

Bax,Bak,Noxa,Puma,旦 越,etc.

b.ア ポ ト ー シ ス 抑 制

Bcl-2,Bcl-xL,etc.

2.CARD

caspase-1,-2,-4,-5,-9,Apaf-1,墨 ⊆,etc.

3.Deathdomain

a.デ ス レ セ プ タ ー

Fas,p53RAD1,TNFreceptor,etc.

b.シ グ ナ ル 伝 達 因 子

TRADD,FADD,Pidd,etc.

4.Deatheffecterdomain

caspase-8,-10,FADD,etc

5.Pyrindomain

Pyrin,IFI16,ASC,etc.

下線 はp53の 標的遺伝子.Bcl-2はp53に より発現が抑制 され る.

 TRADD  ; THE receptor associated death domain protein, FADD ; Fas-

associated death domain protein, p53RAD1 ; p53-regulated receptor for 

death and life 1, Pidd ; p53-inducibledeath domain containing protein, IFI16 ; 

Interferon-inducible gene 16.

アポ トーシス制御機構

代表的なアポ トーシス制御機構 として ミ トコン ドリア経路(内 因性経路)と デスレセプター(受 容体)

経路(外 因性経路)が 存在す る21)22)(図2).ミ トコン ドリア経路で はp53が 重要な役割 を果 た してい る.

細胞 にDNA障 害 等のス トレスが加 わ る とp53が 活性化 され,ア ポ トー シス誘 導遺伝子 を転写 ・誘導 す

る.ア ポ トー シス誘導遺伝子,特 にBcl-2フ ァ ミリー蛋 白質が ミトコン ドリア膜 の透過性 を亢進 させ,ミ

トコン ドリア内のcytochromecを 細胞質へ放出 させ る.cytochromecは ミ トコン ドリアの電子伝達系で

馴染み深 いが,ア ポ トーシス制御 において も重要 な働 きを持 つ.cytochromecは 細胞質 でApaf-1お よび

pro-caspase-9と 複合体 を形成 し(apoptosome),caspase-9を 活性化 させ,caspase-3,-7に シグナルを

伝達す る21).受容体経路で は,Fas受 容体やTNF受 容体 がシグナル を受 けるとcaspase-8を 活性化 し,次

いでcaspase-3,-7を 活性 化 してい く22).活 性 型caspase-3,-7が 最終 的 にCAD(caspase-activated

DNase)やDNase一 γ等のエ ンドヌクレアーゼ を活性化 し,DNAの 断片化 を実行 す る23)24).最近で は ミト

コン ドリア経路 と受容体経路 は全 く独立 した経路 ではな く,相 互 に関連 しあって働 いてい ることも明 らか

になって きている.具 体 的には,デ ス レセプターの中にはp53の 標的遺伝子 である ものが存在 し25),逆 に受

容体 か らの シグナルがcaspase-8,Bid(Bcl-2フ ァ ミリー因子 の一つでp53の 標的遺伝子 で もあ る)を 介

して,ミ トコン ドリアか らcytochromecを 放 出 させ る経路 も存在 する26).

ミ トコン ドリア経路 アポ トー シスの制御

前述 の如 くp53は ミ トコン ドリア経路,受 容体経路 の何れのアポ トーシス機序 に も関与 しているが,本

稿 では ミ トコン ドリア経路 を中心 に述べ る.p53一 ミ トコン ドリア経路のア ポ トー シス は,1.p53の 活 性

化,2.Bax等p53標 的遺伝子の転写 ・誘 導,3.Baxの ミトコン ドリアへ の移動,4.ミ トコンドリア

の膜透過性亢進 とcytochromecの 放 出,5.apoptosomeの 形成 とcaspase-9の 活性化,の ステ ップによ

り特徴付 けられ る21)(図3).Baxはp53標 的遺伝子の中で最 も研究が進んでい るアポ トー シス関連遺伝子

であ り27),通常細胞質 に存在す るが,ス トレスが加わ りp53が 活性 化 され るとBaxの 量が増加 し,Baxが

ミ トコン ドリア に移動 す る.ミ トコン ドリアに移動 したBaxが ミトコン ドリア膜 の透過性 を亢進 させ,

cytochromecを 細胞質 に放出 させ る21).ど の様 な機 序でBaxが ミトコンドリアの膜透過性 を亢進 させ る
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図2代 表的 なア ポ トー シス制御経路:ミ ト

コン ドリア経路(内 因性経路)と デス

レセプター(受 容体)経 路(外 因性 経

路).ミ トコ ン ドリア経路 で はp53が

重 要 な役割 を果 た して い る.細 胞 に

DNA障 害 等 の ス トレス が か か る と

p53が 活性化 され,ア ポ トー シス誘 導

遺伝子 を転写 ・誘導 する.ア ポ トー シ

ス誘導遺伝子 が ミトコン ドリアの膜透

過性 を亢進 させ,ミ トコン ドリア内の

cytochromecを 細胞質へ放出 させ る.

cytochromecは 細 胞 質 でcaspase-9

を活性化 させ,caspase-3,-7に シグナ

。.ルを伝達す る.受 容体経路で は,受 容

体 が シ グナ ル を受 け る とcaspase-8

を活性化 し,次 いでcaspase-3,-7を

活性化 してい く.活1生型caspase-3,-7

が 最 終 的 にCADやDNase-?等 の エ

ン ドヌク レアーゼ を活性 化 し,DNA

の断片化 を実行 する.ミ トコン ドリア

経路 と受容体経路 は全 く独立 した経路

で はな く,相 互 に関連 しあって働 いて

いる.

のか,完 全 な解明 はなされていないが,Baxが ミトコン ドリア外膜 のチ ャンネル蛋 白質VDAC(voltage-

dependentanionchannel)と 結合 し,大 きなチ ャンネル孔 を形成 してcytochromecを 放出す るとい う説

が最 も有 力である28).

Baxの 制御

ミトコン ドリア経路 アポ トー シスの重要 なステ ップの一つで あるBaxの ミトコン ドリアへ の移動 の機

序が最近 明 らか となって きた.ス トレスの無 い状態で はHumanin29),Ku-7030)等 の蛋 白質が細胞質 でBax

と結合 して,Baxの ミトコン ドリアへ の移動 を抑制 している.ス トレス刺激が加わ る とBaxの 立体構造が

変化 し,Humanin,Ku-70がBaxか ら分離 し,Baxが ミ トコ ン ドリア に移動 す る.こ の時Baxに 結合

し,立 体構造 を変化 させて ミトコン ドリアへ移動 させ る因子 としてASC(apoptosis-associatedspeck

likeproteincontainingCARD)が 同定 された14).ASCはN末 端 にPyrindomain,C末 端 にCARDと

2つ のアポ トーシス関連領域 を持 つ分子量22kDの ア ポ トー シス誘導遺伝 子であ り31),Baxと 同様 にp53

の標 的遺伝子 の一つで ある.ASCはPyrindomainを 介 してBaxに 結合す る.ASCの 過剰発現 はBax依

存性 にcytochromecの 細胞質 への放 出,caspase-9の 活性化 を誘導す る14).ま たsiRNAに よりASCの

発現 を抑制 する と,p53依 存性 のBaxの 立体構造 の変化,Baxの ミトコン ドリアへの移動が抑制 され る.

しか し効果 は完全で はな く部分 的な抑制で あるこ とか ら,ASC以 外 にもBax制 御 に関わ る遺伝 子が存在

す るもの と予想 され る14).また,ASCが どのようにBaxの 立体構造 を変化 させ るのか,HumaninやKu-70

との関係 について も不明 な点が多 く,今 後 の研 究 による解明が待たれ る.

5.p53機 能 の 選択 性 に関 す る話 題

p53の 活性化 が細胞 を常 にアポ トー シスへ向かわせ るわけではない.p53の 機能 は細胞の種類,ス トレス
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図3ミ トコ ン ド リ ア 経 路 の ア ポ トー シ ス.

こ の 経 路 はBaxの ミ ト コ ン ド リ ア

へ の 移 動,ミ ト コ ン ド リ ア の膜 透 過

性亢進 とcytochromecの 放 出,

apoptosomeの 形 成 とcaspase-9の

活 性 化 の ス テ ッ プ に よ り特 徴 付 け ら

れ る.Baxは 通 常 細 胞 質 に存 在 す る

が,ス トレ ス が 加 わ りp53が 活 性 化

さ れ る とBaxの 量 が 増 加 し,Bax

が ミ トコ ン ド リ ア に 移 動 す る.ミ ト

コ ン ド リ ア に 移 動 し たBaxが ミ ト

コ ン ド リ ア の 膜 透 過 性 を亢進 さ せ,

)cytochromecを 細 胞 質 に 放 出 さ せ

る.cytochromecは 細 胞 質 でApaf-

1お よ びpro-caspase-9と 複 合 体 を

形 成 し(apoptosome),caspase-9を

活 性 化 さ せ る.

の種類等 に よ り様 々に変化 す る.例 えばあ る細胞株 にp53を 過剰 発現 させ る とアポ トー シス を誘 導す る

が,別 の細胞株 に過剰発現 させ るとアポ トー シス を誘導せず老化 をきたす.ま たあ る野生型p53を 持 つ細

胞 に抗癌剤マイ トマイシ ンCを 投与 す ると細胞周期停止 をきたすが,放 射線 照射 を行 うとアポ トー シスが

誘 導 される.ど うい う刺激が加わ り,ど ういった遺伝子が誘 導 された時 に細胞 は細胞周期停止 に向か うの

か,あ るい はアポ トーシスに向か うのか,p53の 機能選択性 についてはいまだ よ く解 明 されていない.い く

つ か 提 唱 さ れ て い る モ デ ル の 一 つ が 癌 遺 伝 子Mycに よ る 調 節 で あ る.Mycは 骨 髄 細 胞 腫

(myelocytomatosis)の 原 因 遺伝 子 と して 同定 され た 転 写 因 子 で あ り,p53が 活 性 化 され る とCDK

(cyclin-dependentkinase)inhibitorで あるp21のpromoter領 域 にMiz-1(Mycの 転写共役 因子 の一

っ:Myc-interactingzincfingerprotein-1)を 介 して結合 し,p53に よるp21の 転写 を阻害 し,細 胞周

期調節 か ら逸脱 させ,ア ポ トー シス を誘 導す る32).もう一 つのモデル はp53のN末 端領域 にある46番 目の

セ リン残基(Ser-46)の リン酸化 による機能調節 である.DNA障 害が軽度の場 合,Ser-46は リン酸化 さ

れず細胞 周期停止 をきたすが,障 害が高度の場合Ser-46が リン酸化 され,p53標 的遺伝 子であるp53AIP1

(p53-regulatedapoptosis-inducingprotein1)の 発現 を促 し,そ の結 果,細 胞 はアポ トー シスへ と導 か

れ る33).いずれ も興味深 いモデルであ るが,こ れでp53に よるアポ トー シス誘 導のメカニ ズムの全て を説 明

する ことはで きず,更 なる解析 を要す る.

6.お わ りに

p53の 発見から既に20年 以上経った現在 もp53は 癌研究の中心的存在 として君臨している.し かし前述

の如 く,実 験の条件により結果が異なるなど普遍的事実が得られにくいことがp53の 理解を困難 にしてい

る.特 にp53の 機能選択性については,p53の 機能を考える上で本質的な問題であるのだが,よ く分かって

いないのが現状である.新 たなp53標 的遺伝子の同定及び機能解析 も含め,今 後 も引き続 き精力的な研究

が望 まれる.

註:本 稿の内容は九州大学大学院医学研究院腫瘍制御学分野(片 野光男教授)・ 特別セ ミナー(2003年12

月11日)に おいて発表 した.
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