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論文内容の要旨

p53 が腫蕩の進展を抑制するメカニズムは従来考えられていたよりかなり複雑である。生理的条件下で p53 および

その標的遺伝子は細胞周期停止、アポトーシス、 DNA 修復及び血管新生の阻害に関する機能を有する。更に p53 は

標的遺伝子の転写を介して蛋白質の分解にも関与する。

私はラクトースオペロン制御下に野生型 p53 を発現する大腸癌細胞株 (SW480) を用いて蛍光標識ディファレンシ

ヤルディスプレイ法により野生型 p53 により発現が誘導される遺伝子を単離した。ここに新規 p53 誘導遺伝子

TP53TG3 (TP53 target gene 3) の単離およびにその機能解析について述べる。

TP53TG3 は 16 番染色体 p13 に位置し、選択的スプライシングにより複数の転写産物を発現する。そのうち 2 つ

の主要な転写産物である TP53TG3a 及び TP53TG3b はそれぞれ 124、 132 アミノ酸残基からなる蛋白質をコードし

その発現は精巣で優位である。 MYC タグを結合した TP53TG3 を発現するプラスミドベクターを HeLa 細胞および

H1299 細胞にトランスフェクションし 20 時間後に免疫染色で観察したところ、その蛋白質は主に細胞質に存在した

が、 40 時間後に観察した際にはいくつかの細胞で、核に集積していた。この蛋白質には既知の核移行シグナルが存在し

ないため、他の蛋白と複合体を形成して核に移行し、 p53 によるシグナル伝達の重要な因子として機能しているもの

と推測される。

また、私は更なる p53 により発現が誘導される候補遺伝子群を単離するため変異型 p53 を有するグリオーマ細胞株

U373MG に外来性に p53 を発現させその遺伝子発現を cDNA マイクロアレイ法を用いて解析した。この方法により

我々は新規の p53 標的遺伝子 p53RFP (p53 inducible RING-finger protein) を単離した。

この遺伝子は 6 番染色体の短腕に位置した。主要な p53RFP の転写産物は 4，770 塩基からなり 303 アミノ酸残基

の蛋白質をコードしていた。 SMART、 Pfam、 BLOCKS を用いたデータベース解析でこの蛋白質は RINGfinger-IBR 

(In Between RING fingers)-RING finger モチーフを有していた。現在までに報告されている知見によると

RING-finger ドメインを有する蛋白質はユピキチン経路における E3 ligase または E3 複合体の重要な補助因子とし

て機能するものと考えられている。 p53RFP の発現量と p21WAF1 蛋白質量は負の相関を示した。このことは p53RFP

が直接 p21WAF1 に作用しユピキチン化することによりこの蛋白質の分解に深く関与していることを示唆している。



p53RFP は MDM2 に次ぐ 2 つめの E3ligase として機能する p53 標的遺伝子である。この結果は p53 が p53RFP の

発現誘導を介して p21WAF1 を不安定化することにより新たな細胞周期制御機構に関与していること示唆する。

論文審査の結果の要旨

p53 蛋白質は、細胞増穂、 DNA 修復、プログラム細胞死、がん抑制などにおいてゲノム活性の調節の要となる機

能をもった調節蛋白質であり、 DNA に直接に結合してさまざまの機能にかかわる遺伝子の転写を調節する。本研究

は、 p53 によって転写を直接に制御されるヒトの遺伝子 TP53TG3及び p53REPを同定し、それらによってコードさ

れる蛋白質の性質を明らかにしたものである。

申請者は、 p53 によって調節される遺伝子を、 p53 の強制発現によって発現が著しく上昇する遺伝子として単離し

た。そのような遺伝子の検出のために、蛍光 Differential Display 法を採用して匁J53TG3 遺伝子を同定し、 cDNA

マイクロアレイを用いて p53REP遺伝子を同定した。いずれの遺伝子についても、申請者は、 p53 が直接的に転写を

活性化することを証明した。

申請者は更に、 p53REP 蛋白質のアミノ酸配列から、それが Ring Finger 構造をもっとともにユピキチン化におけ

る E3 リガーゼ活性を持つことを予想した。そして p53REP が p21WAF1 (細胞周期を Gl 期で停止させる蛋白質)を

ユピキチン化してその分解を促すことを示し、 p53 による p21WAF1 活性の調節の分子機構を担う可能性を示した。

本研究は、 p53 によって転写調節される遺伝子群を同定することによって、 p53 による細胞機能の調節機構の理解

に重要な基礎を与えたものである。博士(理学)の学位論文として十分価値があるものと認める。
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