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研究成果の概要：本研究では「細胞周期とアポトーシスを制御する転写因子 E2F1 の転写ネット

ワークの理解」を目的として、E2F1 を軸としたフィードバック・ループによる細胞機能制御の

解明を目指した。特に、E2F1 の新規ヒト標的遺伝子として見出した Geminin ならびに CDCA4 に

ついて解析を進めた。E2F1-CDCA4、E2F1-Geminin といったフィードバック・ループにより E2F1

活性が制御される可能性が示唆され、E2F1 を介した細胞増殖・分化や細胞死などの制御を考え

る上で重要な知見であると推察される。 
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１．研究開始当初の背景 
細胞周期とアポトーシスを制御する転写因

子 E2F1 に関しては、これまで E2F1 の下流に

位置する標的遺伝子の同定が精力的に実施

されてきた。その結果、E2F1 が多くの重要な

細胞機能を制御することが理解されてきた。

興味深いことに、標的遺伝子のうちいくつか

の遺伝子産物は E2F1 との相互作用により

E2F1 結合 DNA 配列近傍で E2F1 の転写活性を

制御することで細胞機能を調節している。具

体例として、TopBP1 は E2F1 により転写活性

化された後、E2F1 と結合することでアポトー

シス関連遺伝子群の転写開始を抑制し、その

間に損傷した DNA を修復する（Genes Dev 

18:673-86, 2004）。さらに線虫のライフス

パンを延長する NAD依存性脱アセチル化酵素

のヒトホモログ遺伝子 SirT1 も、E2F1 に対し

抑制的フィードバック・ループを形成する

（Nat Cell Biol 8:1025-31, 2006）。この

作用により SirT1は抗癌剤エトポシドによる

E2F1 を介したアポトーシスを軽減する。 

 一方、E2F1 標的遺伝子として我々が転写制



御調節を解析した Geminin(Yoshida et al., 

Oncogene 23:3802-3812, 2004)は DNA 複製開

始因子 Cdt1 との結合を介し、細胞周期で一

回のみの DNA 複製を許諾する(Science 290, 

2309-12, 2000)。また、我々は Geminin-Cdt1

のバランス異常と癌化との関連についても

解析してきた（Yoshida and Dhar et al., Cell 

106:287-296, 2001; Yoshida et al., 

Oncogene 23, 58-70, 2004）。海外における

最近の研究から、Geminin が DNA 複製開始制

御のみならず、Hox 遺伝子群の発現制御を介

して初期胚の発生・分化にも重要であると報

告されている(Nature 427:745-9, 2004; ibid 

427:749-53, 2004)。即ち、Geminin は一群の

Hox・Polycomb タンパク、さらには Hox 遺伝

子の転写調節領域に結合し、結果として Hox

の胚発生における転写因子としての機能を

阻害している。また、Geminin は Six3 タンパ

クと結合することで眼形成を抑制した

（Nature 427:745-9, 2004）。更に、SWI/SNF

クロマチン再構築因子 BRG1 と結合すること

でその機能を抑制し、神経分化を阻害すると

報告された（Genes Dev 19:1723-34, 2005）。

さらに Geminin は転写因子 AP4 と結合しヒス

トン脱アセチル化酵素 3とともに転写に対し

て抑制的な複合体を形成することが最近報

告 さ れ た （ Proc Natl Acad Sci USA 

103:13074-13079, 2006）。これらの事実か

ら、Geminin が転写複合体を形成し、DNA 複

製制御のみならず転写調整により何らかの

重要な細胞機能を制御している可能性が強

く示唆されている。 

 
２．研究の目的 
GemininやCDCA4によりE2F1を制御する新たな

フィードバック・ループを形づくる転写複合

装置が解明されれば、GemininやCDCA4による

E2F1を介した細胞機能の制御を理解する新た

な視点が確立できる。また、新たなE2F1制御

タンパク同定に向けたスクリーニングから得

られる情報は、転写制御分野のみならず細胞

周期や癌化、胚発生・分化といった広く生命

科学全般の研究者に有益な情報をもたらすに

違いない。SirT1が抗癌剤エトポシドによる

E2F1を介したアポトーシスを軽減したように、

GemininやCDCA4がどのようなシグナルに応じ

てE2F1を制御するのか理解できれば、細胞増

殖の制御不能状態である癌の制御に向けた基

礎的理解にも結実すると予想される。今後、

E2F1研究の新たな展開にとってブレークスル

ーとなる可能性が極めて高い。 

Geminin の重要性は結合タンパク同定によ

り実証されてきた。即ち、Cdt1 との結合を介

した複製前複合体のオリジンでの形成阻害、

さらに一群の Hox・Polycomb との結合を介し

た初期胚発生・分化の阻害などである。従っ

て、Geminin 機能解明のブレークスルーは新

規結合タンパクの同定とその機能解析に起

因する。本研究において我々が見出した

GemininとE2F1との相互作用をさらに詳細に

解析すれば、E2F1 とともに Geminin の新しい

機能解明に直結する可能性が極めて高い。 

 

３．研究の方法 
我々の従来の知見に立脚した Geminin と

CDCA4 を中心とした機能解析と、もう一つの

軸として新たな E2F1 制御因子の同定へ向け

たスクリーニングを実施する。具体的には、

E2F1標的遺伝子であるGemininと CDCA4につ

いて、E2F1 に対するフィードバック作用を詳

細に解析し、細胞周期を基盤とした細胞の増

殖・分化・死との関わりを解明する。 

Gemininは BRG1や AP4などとの相互作用が

知られており、それら以外でも HDAC1～3 や

E2F1 の転写活性を促進する p300/CBP なども

含めて候補アプローチ的に相互作用を

Western blot 法で解析する。また、E2F1 に

対して負のフィードバック作用を示す CDCA4

についても検討を加える。細胞を抗癌剤に曝

露させた際、CDCA4 と免疫沈降により共沈す

る E2F1 が増加するかあるいは Ser364 リン酸

化が亢進しているか解析する。さらに様々な

濃度の抗癌剤投与の結果、ダメージを受けた

細胞がアポトーシスへと至るのか、細胞周期

停止や DNA修復へと至るのか解析し、その際、

RNA阻害法によりE2F1や CDCA4をノックダウ

ンすることでそれら細胞の表現型がいかに

変化するか解析する。 

 

４．研究成果 

本研究では「細胞周期とアポトーシスを制御

する転写因子E2F1の転写ネットワークの理解

」を目的として、E2F1を軸としたフィードバ

ック・ループによる細胞機能制御の解明を目

指した。特に、E2F1の新規ヒト標的遺伝子と

して見出したGemininならびにCDCA4について

解析を進め、以下の成果を得た。 

(1) ヒトCDCA4遺伝子プロモーターのE2F1反

応性配列は、転写開始点上流85～78 bpに確認

された。この配列はE2Fファミリー（E2F1～6



）のうちE2F1～4に対してルシフェラーゼ遺伝

子の転写を活性化した。 

(2) CDCA4転写活性化領域を用いたワン・ハイ

ブリッドアッセイの結果、そのＣ末端領域（

175～241アミノ酸残基）に転写活性を有する

ことが確認された。この活性はE2Fファミリー

のうちE2F1～4により抑制された。 

(3) CDCA4はE2F1依存性の転写活性を抑制し

た。 

(4) E2F1とCDCA4との相互作用部位特定に向

け、GFPないしFlgタグ付きのCDCA4発現ベクタ

ーを作製し、免疫沈降実験に供した。しかし

ながら、E2F1とCDCA4との相互作用は検出され

なかった。 

(5) E2F1転写活性化領域を用いたワン・ハイ

ブリッドアッセイの結果、この活性はGeminin

も共発現によって活性化された。 

以上より、E2F1-CDCA4、E2F1-Gemininといっ

たフィードバック・ループによりE2F1活性が

制御される可能性が示唆され、E2F1を介した

細胞増殖・分化や細胞死などの制御を考える

上で重要な知見であると推察される。今後、

より詳細なメカニズムの解明が必要である。 
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