
がん抑制遺伝子p53の研究を、長年にわたり行っています。p53はが
んにかかわる最も重要な遺伝子といっても過言ではなく、半数のがん
はp53が変異していることが知られています。細胞に与えられたストレ
スに応じて、p53は細胞をがん化させないように様々な制御をします
が、あまりに強いストレスの場合にはアポトーシスにより細胞を死滅さ
せるように指令し、がん化リスクをもとから断つように働きます。p53
欠損マウスは非常にがんができやすく、半年以内に75%が死んでしま
うといえば、その重要性が分かると思います。p53は転写因子であり、
受けたストレスの強さに応じて様々な遺伝子の転写を活性化し、細胞周
期を止めて過剰な増殖を防いだり、場合によってはアポトーシスのトリ
ガーとなったりもします。技術進展により、マイクロアレイによる遺伝子
発現解析や、p53タンパク質と結合しているDNAの解析といった網羅
的解析が可能となり、p53によって制御される235の遺伝子を見つけ
ることができました。なにしろ有名なp53ですので同様な解析を行う
研究者は世界中に多数いる状況の中で、私たちはその時点では機能未
知だった遺伝子群に着目し、その機能解析にチャレンジしたことにより、
p53のがん抑制に関する研究で世界をリードすることができました。
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がん抑制遺伝子p53の標的遺伝子PHLDA3の機能解析進展と
AMPure XPによるDNAクリーンアッププロセスへの貢献

User’s Interview

がん抑制遺伝子p53とその標的因子探索

がん抑制遺伝子p53とその下流因子について精力的な研究を進
められている、国立がん研究センター研究所の大木理恵子先生に
お話を伺いました。p53の下流に位置するがん抑制遺伝子
PHLDA3について、先生が明らかにされたがん抑制についての役
割、さらに現在解析を進められているがん組織中のPHLDA3遺
伝子変異解析でのDNAクリーンアッププロセスの重要性につい
ても、詳細にご紹介をいただきました。

インタビュアー： 小野寺 純 [ベックマン・コールター ]



p53標的遺伝子の網羅的探索で見つかった機能未知遺伝子のひ
とつであるPHLDA3について紹介します。p53はがん「抑制」遺伝
子としましたが、反対にがん化を「促進」する「がん遺伝子」も多数
存在しています。常にがん抑制遺伝子が優勢に働いていればよい
わけではなく、過剰ながん抑制は細胞増殖を止め過ぎたりアポ
トーシスを誘導させ過ぎたりして人体にとって有害な場合もありま
す。つまり、がん遺伝子とがん抑制遺伝子の働きが適度に拮抗し
ている状態が細胞にとって健全な状態といえるでしょう。私達は、
p53によって発現誘導されるPHLDA3タンパク質が、がん遺伝子
Aktが作ったタンパク質のがん促進機能を阻害することで、がん
化シグナルを制御していることを明らかにしました。またp53の
変異があるときにはPHLDA3が発現せず、Aktを抑えきれなくな
り細胞ががん化することから、PHLDA3ががん抑制的に働くこと
を実証しました（Figure 1; 参考文献 1）。さらに、がんの半数は
p53に変異があると先ほど述べましたが、p53に変異のないもう
半数のがんの中には、PHLDA3機能が失われているがん種もあ
ることがわかってきました。
この発見は、アップル社の創業者スティーブ・ジョブズが命を落と
した膵臓がんに鍵がありました。インスリンなどのホルモンを分泌
する膵臓のランゲルハンス島ががん化するときには、そこでは
PHLDA3遺伝子は機能しておらず、Aktが優勢となってしまい、

そのような患者さんの予後はよくありませんでした（Figure 1）。
また、PHLDA3欠損マウスを作製すると、がん化には至らぬもの
のランゲルハンス島の異常増殖が観察されました。PHLDA3機能
が失われることとがん化促進の関係は、膵臓だけではなく、肺、大
腸といった内分泌組織にも見られ、普遍性があることが分かって
きています（参考文献 2）。これらの結果から、私たちはPHLDA3
が様々な内分泌組織由来のがんのがん抑制遺伝子であると考え
ています。

現在は、下垂体、甲状腺、大腸などでがん化した内分泌組織から
ゲノムDNAを抽出して、PHLDA3の遺伝子領域のPCR産物の
DNAシーケンシングにより、PHLDA3遺伝子配列の変異につい
て詳細に調べています。組織サンプルは医師の先生から提供いた
だきますが、その形態は様々です。組織を切り取った後にDNAを
安定化する試薬に漬け込んで提供される場合は、良好なDNAを
抽出することができますが、切り取った組織をホルマリン固定パラ
フィン包埋（FFPE）して安定化したものは、ホルムアルデヒドの影
響である程度のDNA断片化は避けられません。さらに厄介なの
は、FFPE組織をさらにマイクロダイセクション（顕微鏡で組織切片
を観察しながら標的とする細胞塊を切り出し・採取する）する時の
ように、サンプルが非常に少ない場合です。
FFPE組織切片からマイクロダイセクションで切り出したサンプルを、
キシレンで脱パラフィンして細胞溶解や脱クロスリンクなどを行った

のちに、フェノール/クロロホルム法でDNAを抽出していたので
すが、肝心のPCRでうまく増幅しないという問題が生じました。
PCRサイクル数を増やしていけば、増幅バンドが出てはくるので
すが、ネガティブコントロールにも同じバンドが出てしまい、これ
ではPHLDA3変異解析を進めることができません（Figure 2A）。
そこで、ベックマン・コールターの磁性ビーズ式DNAクリーンアッ
プ試薬キットであるAgencourt AMPure XPでこのサンプルの
追加精製を行ったところ、ネガティブコントロールではみられない
特異的な増幅バンドを得ることに成功しました（Figure 2B）。
AMPure XPは、100 bp以下の短いDNA断片や塩類を効率的
に除去できるそうですので、フェノール/クロロホルム法で抽出し
たDNAには短いDNA断片や低分子化合物が多く混入しており、
これらがPCRを阻害した可能性があります。

新たに発見したがん抑制遺伝子PHLDA3

さらなる研究の進展とDNAクリーンアップ

Figure 2.  AMPure XP精製による、ネガティブコントロールには出ない
特異的な増幅バンドの検出
N：ネガティブコントロール、S：サンプル、M：サイズマーカー

Figure 1.  p53はPHLDA3を作ることで、がん遺伝子Aktを抑制する。
PHLDA3がなくなるとAktを抑制できなくなり、細胞はがん化する。



p53というがん抑制遺伝子は、おそらくは誰もが認めるがん研究
における最重要遺伝子の一つです。それだけに多くの研究者によ
り研究が行われ、既に機能の多くは解明されてしまっていると感じ
るかもしれませんが、まだまだ未解明な機能は多いという確信の
もとに研究を進めています。さらに、がんの治療・診断といった応
用面でも今後は重要な標的になると考えています。細胞表面に局
在するレセプターやトランスポーターとは違い、転写因子であり
核内に局在するp53は、薬剤の標的にするのは難しいと考えられ
てきました。近年では核内因子に対する阻害剤の開発も進展して
おり、p53は基礎および応用研究の両面で益々重要性を増してい
くことは間違いありません。若い方には、もう分かりきった遺伝子

などとは思わず、まだまだ面白くかつ重要な因子としてこの分野
に興味を持ち、できれば研究に参加してくれればと心から願ってい
ます。
最新のp53研究を知るためのよい機会としては、2021年9月に
私の主催にて、第10回 国際MDM2ワークショップが行われます。
冠されるMDM2はp53の機能を抑制する有名ながん遺伝子で
すが、p53に関する発表も多く、トップレベルのp53研究者が世
界中から150名以上集まります。基礎面、応用面で最新の知見が
発表されますので、日本のがん研究者、特に若い方々の積極的な
ご参加をお待ちしています。

p53研究へのご参加をお待ちしています

増幅に成功したPCR断片をサンガー法でDNAシーケンシングを
行い、PHLDA3の変異検出を試みました。PCR増幅産物をサンプ
ルとしてサンガーシーケンシング反応を行う前には、一般的にプラ
イマーや未反応のdNTPを除去するために精製を行う必要があり
ます。従前はシリカカラム式の精製キットを用いていましたが、シー
ケンシング結果の波形データでバックグラウンドの波形（Figure 
3A 矢印部分）が見られることがありました。単純に配列を解析す
るには支障はないのですが、一部の細胞でのみ見られる変異（低
頻度変異）の可能性を排除する必要があるので、このバックグラウ
ンドの有無はデータ解釈の上で非常にクリティカルになってきま
す。そこでシリカカラム式キットの代わりに、さきほども使用した
磁性ビーズ式キットのAMPure XPで精製を行ってからシーケン
シングを行ったところ、バックグラウンドをきれいに抑えることが
できました（Figure 3B 矢印部分）。シリカカラム式キットでは除去
しきれなかったプライマーや短いDNA断片が、AMPure XPでは
除去できている可能性があります。
サンガーシーケンス反応後にも、プライマーや未反応の蛍光色素
（ddNTP）を除去するために、Agencourt CleanSEQでシーケン
サーに入れる前の最後の精製を行っています。こうしてみると実

験系は、磁性ビーズによる精製ばかりです。ベックマン・コールター
の磁性ビーズ式製品では、FFPE組織からの核酸抽出キット
FormaPure XLシリーズもありますので、FFPE組織からシーケン
スまで、磁性ビーズ式のDNA抽出精製で作業フローを標準化す
ることもできそうです。

サンガーシーケンシング解析と磁性ビーズ精製

Figure 3.  PCR増幅産物のAMPure XP精製による、シーケンシング波形バック
グラウンドの減少
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製品紹介

PCR産物の精製  AMPure XP

DNAシーケンス反応後の精製  CleanSEQ

FFPE組織切片からの核酸抽出キット  FormaPure XL Total/DNA/RNA

高収率・高精製度での安定した精製
　□ 最大90%を超える高い回収率

　□ 様々なダウンストリームの用途に使用可能な高い精製度

高精製サンプルによるシーケンスコストの低減
　□ 高希釈率のダイターミネーターでの反応を可能にする高収率・高精製度

　□ 遠心やろ過の必要は一切なく、自動化に最適

FFPEからのクリニカルシーケンスに新たな可能性をもたらす高品質な核酸抽出
　□ FormaPure XL Totalは、同一検体からDNA/RNA両抽出が可能

　□ FormaPure XL DNA, FormaPure XL RNAは、それぞれDNA, RNA抽出に対応

　□ 多サンプル処理に適した、シンプルなワークフロー

G20v0211a
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