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論 文 内 容 要 旨

p53は 塩基配 列特異 的転写 因子であ り,細 胞 にDNA損 傷 が加 わ ると リン酸化 や アセチル化 な

どの翻 訳 後修飾 を受 け た後,核 へ蓄 積す る。細 胞 内に移行 した活性 化p53は 下 流遺伝 子 の転写

活性化 を 引き起 こ し,p53依 存性 アポ トー シスや細胞周期停止 を 引き起 こす。 この転写 依存性 ア

ポ トー シス とは異 なる転写非依存性 アポ トー シスが存在 す ることが報告 され て いるが,そ の分子

メカニ ズ ムは未 だ明 らかに され ていな い。 また,p53に は ヒ ト培養 細胞 に お いて野生 型p53よ

り強 い ア ポ トー シス誘 導能 を有 す るいわゆ る 「superp53」 変 異体 と して,S121F変 異体 の存

在 が知 られて い る。rsuperp53」 変異体 の アポ トー シス誘導 能 と転写 活性 化能 の相 関性 を調べ

るため に,ヒ ト培 養細 胞 を用 いて アポ トー シス誘導能 に関連 す る と考 え られ るp53の 標 的遺伝

子 に対 す る転写 活性化能 を評価 し,ア ポ トー シス誘導能 と比較 した研 究結果が以前 報告 されたが,

p53の ア ポ トー シス誘導能 と標的遺伝子の転写活性化能 との間 に明 らかな相関性 は認 め られなかっ

た。 この ことか らp53ミ スセ ンス変異 体の アポ トー シス誘導 能 には下流 遺伝 子 の転写 活性 化が

関与 して い る可能 性 と転写 非依存性 アポ トー シス経路 が関与 して いる可能 性 が示唆 された。本研

究 で はp53の ア ポ トー シス誘導能 と細胞 内局在 との関係を 明 らか にす る 目的 で,S121F変 異体

と細胞質 局在 を示すR306G変 異体,お よびその2重 変異体 を ドキ シサイ ク リン存 在下 で発現誘

導 で き る安 定発現SF126細 胞株 を樹 立 しそれ らにつ いてcellviabilityassayとFACS,定 量的

リアル タイ ムRT-PCRに よ り解 析 を行 った。 そ の結果Sl21F変 異体 は核 局 在 の場合 と同様 に

細 胞質 局在 す る場合,強 いアポ トー シス誘導能 を保 持す るこ とが判 明 した。 野生 型p53は 核 に

局 在す る場 合 と同様 に細 胞質局在 す る場 合,細 胞周 期停止 を示 した。 また定 量 的 リアル タイ ム

RT-PCRの 結 果,野 生型p53お よびS121F変 異体 は細胞質 に局 在す る場合,核 局在 の場 合 と同

様 に下流 遺伝 子 の発現 が一定程 度見 られ,そ の場 合 のp53下 流遺伝 子発現 プ ロ フ ァイル はp53

が核 内,細 胞質 にあ って も類 似 して いるこ とが 明 らかにな った。 そ の結 果S121F変 異体 が細胞

質 に局 在す る場合 にお いて,ア ポ トー シス誘導能 に対す る,転 写 依存性 メ カニ ズ ムの 関与 が示唆

された。

一46一



審 査 結 果 の 要 旨

学 位 申請者 ・安 田勝 洋君 は,p53が ん抑制 遺伝子産物 の機能,特 にその変異 体 アポ トー シス誘

導 に関す る細 胞 内メカニズ ムの研究 に取 り組 み,p53の 転写非依 存性 メカニズム につ いて新 規 の

知見 を得 た。 す なわ ち,申 請者 は,ア ポ トー シス誘導能 が野生 型p53よ りも強 いS121F変 異 体

と,細 胞 質局在 を示 すR306G変 異体,お よびその二重変 異体 を ドキ シサ イク リン存在下 で発現

誘 導 でき る安定発 現株 を作成 し,p53の 細胞 内局在 が アポ トー シス誘導 能 に与 え る影 響 につ いて

解析 を行 った。 その結果,S121F変 異体 は核局在 の場合 と同様 に細胞 質局在す る場合,ア ポ トー

シス誘導能 を保持 す ることを明 らかに した。 また,p53の 塩 基配列特異 的転写 に関 す る下流遺伝

子 の定量 的 リア ル タイムRT-PCRに よ り,野 生型p53お よびS121F変 異 体 が細胞 質 に局 在す

る場 合,核 局 在 の場合 と同様 に下流遺伝子 の発 現が一 定 程度見 られ,そ の場 合 のp53下 流遺 伝

子発 現 プ ロフ ァイルはp53が 核 内,細 胞質 にあ って も類 似 して いる ことを明 らか に した。 総 じ

て,研 究結 果か ら,S121F変 異体 が細 胞質 に局 在す る場合 において ,ア ポ トー シス誘 導能 に関

して転写依 存性 メカニ ズムが関与す ることを示 唆す るデー タを得 た。 これ らの研究 成果 は,p53

のア ポ トー シス誘導 に関す る新 たな知見 を含 み,将 来,が ん薬物療法 や放射線治療 に よる新 しい

がん治療 の方法 を探索す る上で有用な成果で あ ると認 め られ る。

よ って,本 論 文 は博士(医 学)の 学位論文 として合格 と認 め る。
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