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論 文  内  容  の 要  旨   

1997年に，p73はがん抑制遺伝子産物p53と構造的に相同性の高い分子として同定され，選択的スプライシングにより  

p73α，βの2つのアイソフォームが存在することが報告された。p53タンパク質は転写因子であり，UVヤアクチノマイシ  

ンDなどによるDNA損傷に応答してタンパク質の安定化が起こる。この活性化したp53はp21（WAFl）など細胞周期  

停止に関与する遺伝子群やp53AIP－1Noxaなどアポトーシス誘導に関与する遺伝子群を転写誘導する。P53遺伝子はす  

べてのがんの50％以上で変異が認められ“ゲノムの守護神”として知られる。一方，p73の遺伝子座は神経芽細胞腫をはじ  

めとする種々のがん細胞において頻繁に欠失が認められる1p36領域に存在することから，細胞周期の調節や発がんとの関  

連が予想された。p73は培養細胞内に過剰発現させるとアポトーシスを誘導することが知られるが，種々のがん細胞におけ  

るp73遺伝子変異は稀であり，p73が，がん抑制遺伝子産物がどうかについては不明である。   

近年の研究報告によると，がんは複数の宿主遺伝子の変異により発生すると考えられている。肝癌においても1p36領域  

が欠失していることが知られていたため，p73が肝癌発症に関与している可能性が考えられた。   

そこで著者はp73の機能解析をおこない，P73の転写活性化制御機構およびp73とp53との機能的相違に関する以下の  

新知見を得た。  

【第1章】  

シングバリアントの同定   新しいp73スプライ  

乳癌由来細胞株MCF－7細胞から抽出したpoly（A）－RNAよりRT－PCR法を用いてp73cDNAをクローニングしたと  

ころ，今までに報告されているp73αとβに加えて，さらに新しい2種類の異なるcDNAを見出した。これらは，C末端  

領域のナミノ酸配列の異なるタンパク質をコードしていることが明らかとなり，それぞれp73γ，p73gと命名した。p73γの  

cDNAはエクソン11が，p738はエクソン11と13が各々選択的スプライシングにより除去されていた。   

次に，p53結合配列を持つ転写プロモーターの下流にルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポ一夕ープラスミドに対する  

4種のp73スプライシングバリアントの効果を培養細胞において検討した。p7軍が最も転写活性化能が高く，ついでp73γ，  

α，どの順に転写活性化能が低下した。これらのことから，p73には先に報告されたp73α，β以外にスプライシングバリア  

ントが存在し，その転写活性化能はC末端領域のアミノ酸配列の違いにより異なることが明らかになった。  

【第2章】  

シングバリアント間相互作用による転写活性制御  p73スプライ   

p53はその分子内に存在する多量体形成領域を介してホモオリゴマーを形成する。p73にもその多量体形成領域が保存さ  

れており，p73がスプライシングバリアント間でホモ・ヘテロの複合体やp53との複合体を形成することが予想された。今  

回，免疫沈降実験により分子間の相互作用について検討したところ，各p73スプライシングバリアントは細胞内でホモ・  

ヘテロの複合体を形成することがわかった。しかしながら，4種のp73バリアントとp53との相互作用は認められなかっ  
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た。   

P73βとp73αとを細胞内に発現させたときのp53結合配列を持った転写プロモーターに村する転写活性化能は，P73P単  

独のときのそれよりも抑制されていた。第1章の研究過程で，著者はp73αのC末端領域を欠失した変異体の転写活性化能  

は野生型p73αのそれと比較して上昇することを見出し，P73αのC末端領域は転写を抑制する領域であると考えた。P73P  

はp53結合配列を持った転写プロモーターを強く活性化するが，p73αの多量体形成領域を含むC末端領域（316～636a．a，）  

を培養細胞内に発現させると容量依存的にp7軍の転写活性化能は抑制された。しかしながら，多量体形成領域を欠いた  

p73αのC末端領域（424～636a，a・）を発現させた場合には，P73Pの転写活性化能は抑制されなかった。このことはp73α  

の多量体形成領域を含むC末端領域が，p7軍と複合体を形成することで転写活性化を抑制していることが考えられた。こ  

れらのことから，p73はスプライシングバリアント間で，ホモ・ヘテロの相互作用を介して転写活性を調節していることが  

示唆された。  

【第3章】  

p73αによるp53結合配列を持たない転写プロモーターの活性化   

p53は，p53結合配列を持たない細胞性およびウイルス性の転写プロモーターに対して抑制的に働くことが知られている。  

著者は，第1章の研究過程でp73αを培養細胞内に発現させるとインターフェロンβの基本転写プロモーターを含むレポ一  

夕ープラスミドから誘導されるレポ一夕一道伝子産物ルシフェラーゼの活性をp53とは逆に誘導することを見出した。   

最近，p53とは逆にp73αがB型肝炎ウイルス（HBV）のプロモーターを活性化することが報告された。また，P53が転  

写抑制するinsulin－1ikegrowthfactorIreceptor（IGF－トR）遺伝子プロモーターをp73αは転写活性化することが報告さ  

れた。そこで著者は，p73αが基本転写プロモーターに対して影響を与えるのではないかと考え，いくつかのp53結合配列  

を持たない最小転写プロモーターを用いて，この現象が転写レベルでみられる現象か，およびp73のどの領域を必要とす  

るのかについて検討した。   

p73α，γ，gはp53結合配列を持たない転写プロモーターの下流に組み込んだルシフェラーゼ活性を誘導した。しかしな  

がら，p7平にはそのような活性は認められなかった。またRNaseProtectionAssay法およびRNAトランスフェクション  

法を用いることで，この現象は転写レベルで起きている可能性が考えられた。p73αの欠失変異体を用いることで，この現  

象にはp73の転写活性化領域であるN末端領域を必要とはせず，p73のC末端領域が重要な役割を果たしていることが明  

らかになった。   

本研究の結果は，p73の転写制御の解明に対する有用な知見であるとともにそのホモログであるp53との機能的相違を示  

唆するものである。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨   

1997年に，p73はがん抑制遺伝子産物p53と構造的に相同性の高い分子として同定され，選択的スプライシングにより  

p73α，βの2つのアイソフォームが存在することが報告された。p53タンパク質は転写因子であり，UVやアクチノマイシ  

ンDなどによるDNA損傷に応答してタンパク質の安定化と共に活性化が起こる。この活性化したp53はp21（WAFl）  

など細胞周期停止に関与する遺伝子群やp53AIPl，Noxaなどアポトーシス誘導に関与する遺伝子群を転写誘導する。p53  

遺伝子はすべてのがんの50％以上で変異が認められ“ゲノムの守護神”として知られる。一方，p73の遺伝子座は神経芽細  

胞腫をはじめとする種々のがん細胞において頻繁に欠失が認められる1p36領域に存在することから，細胞周期の調節や発  

がんとの関連が予想された。p73は培養細胞内に過剰発現させるとアポトーシスを誘導することやp53の標的遺伝子である  

p21を転写誘導することが知られていたが，その機能や転写因子としての転写活性制御機構は未知であった。本論文は，  

p73の転写活性化制御機構についての解析をおこなったものであり，得られた成果は以下の通りである。   

MCF－7細胞から抽出したpoly（A）－RNAよりRT－PCR法を用いてp73cDNAをクローニングしたところ，今までに  

報告されているp73αとβに加えて，さらに新しい2種類の異なるcDNAを見出した。これらは選択的スプライシングに  

より生じ，C末端領域のアミノ酸配列の異なるタンパク質をコードしており，それぞれp73γ，p73どと命名した。ヒト正常  

組織におけるp73α，β，γ，EのmRNA発現を検討し，発現パターンは各組織間で異なることを示した。P53結合コンセン  

ー842－   



サス配列を持つ転写プロモーターに村する4種のp73スプライシングバリアントの効果を培養細胞において検討したとこ  

ろ，P73Pの転写活性化能が最も高く，ついでp73γ，α，Eの順に転写活性化能が低下することを明らかにした。またDNA  

沈降アツセイ法により，p73バリアントはp53結合コンセンサス配列に結合する可能性が示唆された。さらに，間接免疫蛍  

光法によりp73γおよびどはp53と同様に主に核内に存在していることを明らかにした。プロモーター領域にp53結合配列  

を持つp21，MDM2およびBAX遺伝子のプロモーターの下流にルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだレポ一夕ープラスミ  

ドを用いてレポ一夕ーアツセイをおこなうことにより，転写活性化においてp73バリアントは，各遺伝子プロモーターに  

対して特異性を持つことを明らかにした。   

p53はその分子内に存在する多量体形成領域を介してホモオリゴマーを形成する。p73にもその多量体形成領域が保存さ  

れている。そこで免疫沈降実験により分子間の相互作用について検討したところ，各p73スプライシングバリアントは細  

胞内でホモ・ヘテロの複合体を形成することがわかった。しかしながら，4種のp73バリアントとp53との相互作用は認  

められなかった。p7軍とp73αを細胞内に発現させたときのp53結合配列を持った転写プロモーターに対する転写活性化  

能は，p7軍単独のときのそれよりも抑制されていた。p7軍とは相互作用しか－p73αの多量体形成領域を欠いた変異体は  

p73Pの高い転写活性能を抑制しなかった。p73αと同様にp73Eもp7軍の高い転写活性化能を抑制したが，P73γは抑制し  

なかった。またp73αおよびp73どのc末端に存在する同一のアミノ酸配列からなる領域が転写抑制領域であることを示し  

た。これらのことから，本研究においてp73はスプライシングバリアント間で，ホモ・ヘテロの相互作用を介して転写活  

性を調節していることを提唱した。   

p53は，p53結合配列を持たない種々の細胞性およびウイルス性の転写プロモーターに対して抑制的に働くことが知られ  

る。そこで，p53結合配列を持たない転写プロモーターに対して，p73がどのような影響を及ぼすかを検討した結果，p73α  

はp53結合配列を持たない転写プロモーターの下流に組み込んだルシフェラーゼ活性を誘導したが，p7軍にはそのような  

活性は認められなかった。またRNase Protecion Assay法およびRNAトランスフェクション法を用いることで，この現  

象は転写レベルで起きている可能性が考えられた。p73αの欠失変異体を用いることで，この現象にはp73の転写活性化領  

域であるN末端領域を必要とはせず，p73のC末端領域が重要な役割を果たしていることを明らかにした。これらのこと  

からp73αにはp53とは異なった機能および転写活性化制御機構が存在することが予想された。   

以上の研究は，p73の転写活性はスプライシングバリアントの発現パターンや発現量により複雑に調節されていることを  

示したものである。また，p73の転写制御機構の解明とともに，そのホモログであるp53との機能的相違を示唆するものと  

考えられる。これらはp73の機能を知るうえでの重要な基礎情報を提供し得るものである。   

よって，本論文は博士（薬学）の論文として価値あるものと認める。   

さらに，平成15年2月24日論文内容とそれに閲した口頭試問をおこなった結果合格と認めた。  
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