
井川特別研究室

Ikawa Laboratory

特別招聘研究員 井 川 洋 二
IKAWA, Yoji

当研究室では，p53がん抑制遺伝子ファミリー（p53，p73，p51/p63）の一員である p51/p63

（以下 p63と記す）の生理機能の解明を中心課題として研究を実施している。p63は皮膚，四肢，
顎顔面の組織形成に必須の遺伝子で，再生可能な上皮組織の基底細胞で特異的に発現しており，
頭頸部扁平上皮がんなどにおいて高発現が検出されるが，p63の発現や機能の分子機構には不明
の点が多い。p63タンパク質は細胞の核内で遺伝子発現を調節することにより細胞増殖や分化を
制御していると考えられ，p63遺伝子の組織特異的な発現機構，合成された各 p63アイソフォー
ムの安定性や活性の調節機構，標的となる遺伝子群などの解明が必要である。本年度は遺伝子発
現に焦点を定めて実験を行い，p63の 2つのプロモーターのうち，∆N型の発現誘導因子につい
て新しい知見を得るとともに，p63の標的遺伝子として新たにMFGE8 を同定した。

1. p63発現誘導機構の解析（井川，富盛）
ゼブラフィッシュではBMP（Bone Morphogenic Protein）
の刺激により細胞内 Smad4が活性化を受けて p63プロモー
ターに作用することが明らかになっているが，ヒトを含め
て他の生物ではどのようなシグナル伝達や転写因子により
p63遺伝子が誘導や制御を受けているかについての解析は
進んでいない。そこでヒト p63遺伝子の TA型および ∆N

型のプロモーター領域約 1.9 kbpを PCR法により単離した
ところ，p53や NF-Y, Myb, MyoD, SMADなどの結合可
能配列の存在が明らかになった。これらの因子は，細胞の
がん化や分化，体形成に関与する分子であり，これらの因
子により p63遺伝子が制御を受ける可能性が高いことから
転写誘導機構を中心に分子生物学的な解析を行った。p63の
TA型と ∆N型を発現している咽頭由来の扁平上皮がん細胞
（FaDu）ヒト肝腫瘍細胞HepG2などを用いたルシフェラー
ゼ（Luc）レポーター・アッセイにより TA型および ∆N型
のどちらの配列においても内在性の因子により転写活性化
が確認できた。欠失変異を作成し同様に解析を行うと TA

型のプロモーターでは，段階的に活性化が減少し，更なる
解析を必要としたが，∆N型のプロモーターでは，単離し
た約 1.9 kbpの配列のうち 1.9から 1.6 kbpの配列が p63転
写誘導に重要であることが分かった。さらにこれらの配列
には，SMAD結合配列が存在していたことから，SMAD3，
4，5遺伝子を導入し，∆N転写活性化を同様に検討したと
ころ，SMAD3を導入したもので高い発現誘導が見られた。
また TA型にプロモーターでは SMAD3，4，5の導入によ
る活性化は見られなかった。これらの結果から，p63遺伝
子の ∆N型アイソフォームの転写誘導には SMAD3が作用
することが強く示唆されるとともに，TGF-β によるシグナ
ル伝達が p63遺伝子発現に関与する可能性が考えられる。

2. p63の標的遺伝子の検索（加藤，奥山 ＊1，渡辺 ＊2）
Milk fat globule EGF-factor 8（MFGE8）は乳汁脂肪滴
の主要タンパク質成分で，分泌型接着因子であるが，初期に
は乳がんマーカー lactadherinとして同定され，最近の報告
ではマウスで特異的に産生されるMFG-E8の L型はマクロ

ファージがアポトーシス細胞を貪食する際の細胞間結合を
もたらす重要な分子と考えられている。免疫組織染色を実
施したところ，正常皮膚や皮膚がん組織におけるMFG-E8

の局在が p63と重なっており，ヒトMDGE8 遺伝子のコー
ド領域上流に複数の p53 および p63 結合可能配列の存在
が確認されたことから，p63によるMFGE8 遺伝子発現の
誘導についてさらに検討した。まず，テトラサイクリンに
よる発現誘導系で p63を高レベル発現させるとMFGE8の
mRNAレベルが上昇した。次にMFGE8 のプロモーター領
域約 2 kbpをクローニングして塩基配列を確認後，Lucベ
クターに連結し，p53，p63アイソフォーム発現ベクターと
ともに各種細胞に導入してトランス活性化アッセイを実施
した。また p63応答配列決定のため，種々の欠損変異体や
点変異体を作成し，p63による転写誘導への影響を調べた。
その結果，TAp63γ が −370に存在する p53結合コンセン
サス配列を，∆Np63γ は−27に存在する配列（HS4/5）を
主な標的として作用し，MFGE8遺伝子の転写を誘導し得
るという結果が得られた。さらに，クロマチン免疫沈澱法
（ChIP）によって，p63タンパク質の HS2/3配列を含む領
域への結合が確認された。上皮細胞におけるMFG-E8の機
能は明らかではないが，当研究室においてインテグリン α3

やMFG-E8といった接着因子が p63によって誘導されてい
ることが分かり，組織形成やがん細胞の増殖・転移におけ
る p63の機能を考える上で興味深い。

3. p63による細胞の機能制御（井川，加藤）
扁平上皮がんにおいて高頻度に見られる p63高発現の医
学的・生物学的意義に関する知見を得るため，p63を抑制
した場合の細胞形質の変化について検討した。p63の高レ
ベル発現を維持して増殖している咽頭由来の扁平上皮がん
細胞株 FaDuに化学合成 small interfering RNA（siRNA）
を一過性に導入するか，short hairpin RNA発現ベクター
を導入後薬剤耐性により選択するなどし，細胞の形態変化，
増殖能，細胞外マトリクス（ECM）上の移動能などについ
て検討した。p63タンパク質の完全な抑制には至っていな
いが，細胞形態の変化，細胞間接触および移動能への抑制
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的な効果が観察された。p63が細胞-細胞，細胞-ECMの相
互作用の誘導に関与していることが示唆された。

＊1 研修生，＊2 共同研究員

The research in Ikawa Laboratory aims to understand
functions of p63 (also termed p51), a member of the tumor
suppressor p53 gene family, in skin, limb and craniofacial
development. In fiscal year 2004, we obtained new insights
about p63 in the three subjects as described below.

1. Transcriptional regulation of the p63 gene
Approximately 2 kbp sequences upstream of the TA and

∆N coding regions of p63 were cloned and tested whether
their promoter activities were affected by SMAD3, -4 or-5
by reporter assays. Results showed that SMAD3 activates
the ∆N promoter, but not the TA promoter, suggesting
that the ∆N isoform transcription is controlled through
the TGF-β signaling.

2. Determination of target genes of p63
MFGE8 encoding milk fat globule EGF-factor 8, a se-

cretory adhesion protein, was newly identified as a gene
trans-activated by p63 in epithelial cells. The most po-
tent TA isoform (TAp63γ) and its ∆N variant (∆Np63γ)
seemed to use distinct cis-elements matching the p53-
binding consensus sequences in the MFGE8 promoter re-
gion.

3. Cellular biological functions controlled by p63
By transfection of small interfering RNA or short hair-

pin RNA expression vector, we suppressed the high-level
p63 protein synthesis in a squamous carcinoma cell line.
Preliminary results indicated that the level of p63 affects
cell morphology, cell-cell and cell-basement attachment
and migration.
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