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研究成果の概要（和文）：　本研究では、抗ウイルス因子をコードするOAS1遺伝子転写の分子メカニズムを明らかにし
、ELF-1遺伝子の細胞内導入による白血病の治療の可能性を示唆した。さらに、癌抑制因子p53と細胞周期G1→S期の進
行を制御するDNAヘリカーゼをコードするTP53とHELB遺伝子プロモーターに存在する重複GGAA配列のレスベラトロール
に対する応答性を明らかにし、天然の化合物または転写因子導入による白血病やがんの治療の可能性を示唆した。ヒト
ミトコンドリア機能やDNA修復に関連する遺伝子のプロモーター領域のクローニングを行い、重複GGAA配列を含む各遺
伝子プロモーターの抗腫瘍・抗老化薬物応答性の検討も開始した。

研究成果の概要（英文）： In this study, it was revealed that anti-viral factor encoding OAS1 gene is 
up-regulated by ELF-1, suggesting a new therapeutic method for leukemia introducing the transcription 
factor encoding gene(s) into cells. Moreover, it was shown that a natural compound resveratrol affects 
duplicated GGAA-motifs to activate promoter activities of the human TP53 and HELB genes, which encode 
tumor suppressor p53 and G1/S transition regulatory DNA helicase, respectively. The results suggest that 
natural product or introduction of specific genes into cells could be applied for cancer treatment 
up-regulating DNA-repair system at a transcriptional level. On the basis of these observations, we have 
started to investigate promoter regions of the human mitochondrial-function or DNA-repair associated 
genes analyzing their responses to various anti-tumor/anti-aging drugs.

研究分野： 分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 
(1)  PARG及び IGHMBP2遺伝子のプロモータ
ー領域の解析 
 
 ポリ（ADP-リボース）分解酵素をコード
する PARG 遺伝子と、転写、RNA エディテ
ィング、そして翻訳調節に関わる DNA 結合
性タンパク質をコードする IGHMBP2 遺伝
子それぞれのプロモーター領域を比較した
ところ、以下の共通点が判明した。①コアプ
ロモーター付近に、GGAA（TTCC）モチー
フを持つ c-Ets/Elk1 結合配列が重複、または
複数存在する。②ミトコンドリアタンパク質
をコードする遺伝子と head-head 結合して
プロモーターを共有する。③HL-60 を TPA
処理してマクロファージ様細胞へ分化誘導
するとプロモーター活性が上昇する。④
EMSA 法と ChIP 法による分析結果から Ets
ファミリーに属する PU.1 が結合する。 
 
(2) 重複 GGAA 配列の生物学的重要性の発見
を目指して 
 
 XPB や RTEL 遺伝子プロモーター領域中
の重複GGAA配列がTPAによるHL-60のマ
クロファージ様細胞分化誘導の際正に応答
する。重複 GGAA 配列は Rb1、ATR、TERC
など細胞周期制御や DNA 修復関連遺伝子プ
ロモーター中にも存在しており、「重複
GGAA 配列はヒト遺伝子プロモーター活性
に必須で、特に DNA 複製や修復関連遺伝子
の細胞分化に伴った発現調節に関係する」と
いう仮説に至った。PARG や IGHMBP2 遺
伝子プロモーター中の GGAA を含む 14-bp
コンセンサス配列が転写開始点付近に重複
して存在するヒト遺伝子をデータベースよ
り検索したところ、DNA 修復因子以外に、
サイトカインシグナル伝達、アポトーシス制
御、ユビキチン化、グルコース代謝等に関わ
る遺伝子が候補として得られた。これらの 5’-
上流領域には TATA ボックスの存在しない
例が多い。一般に、TATA ボックスに TBP
が結合し、TFIID 等が連鎖的に転写装置を構
成した後、転写が開始されると考えられてい
る。ところが、７～８割の遺伝子は TATA ボ
ックス非依存的であるという報告もある。本
研究は、重複 GGAA 配列による転写制御メ
カニズムを明らかにし、セントラルドグマの
正確な理解を目指すことから始まった。 
 
２．研究の目的 
 
(1) 重複 GGAA 配列が転写開始点近傍に含
まれるヒト遺伝子 5’-上流領域約 500-bp の単
離、塩基配列決定を行い、さらに Luc アッセ
イ等によりプロモーター機能解析を行う。そ
れぞれの遺伝子由来の転写産物とタンパク
質が特にサイトカイン刺激、細胞分化、増殖
停止、あるいは細胞死誘導刺激に伴って量的

にどのように変動するかを RT-PCR 及びウ
エスタンブロット分析によって調べる。 
 
(2) Luc アッセイやクロマチン免疫沈降法
（ChIP アッセイ）を行って重複 GGAA 配列
のサイトカイン刺激、細胞分化、増殖停止あ
るいは細胞死誘導刺激に対する応答と結合
タンパク質を明らかにする。また、重複
GGAA 配列に結合する転写因子につい
EMSA 法等で検出する。 
 
(3) 重複 GGAA 配列を含む DNA 塩基配列
をデザインし、プロモーター活性の最大とな
るものやサイトカイン刺激、細胞分化、細胞
死あるいは増殖停止誘導刺激に応答性の高
いものを人工的に合成する。 
 
(4) 重複 GGAA 配列またはその周辺に結合
する因子や RNA ポリメラーゼ II のレコンビ
ナントタンパク質等を用いて in vitro 転写
反応を行い、TATA 結合タンパク質を含まな
い真核細胞転写反応の再構成系を構築する。 
 
(5) 重複 GGAA 配列結合因子の発現ベクタ
ーを細胞に導入し、増殖分化あるいは細胞死
等をコントロールする方法を確立する。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 転写開始点付近に重複 GGAA 配列を持つ
遺伝子の 5’-上流領域の単離 
 重複 GGAA 配列が 5’-上流領域に複数存在
するヒト遺伝子（cDNA）の 5’-上流約 500-bp
領域を含むゲノム DNA を HeLa 等の培養細
胞由来ゲノムDNAを鋳型としてPCRで増幅
した。得られた PCR 産物を KpnI/XhoI 制限
酵素にて処理し、pGL4.10[luc2]ベクターの
Luc 遺伝子上流に組み込み、挿入 DNA 断片
の塩基配列を確認した。得られた遺伝子 5’-
上流 500-bp の塩基配列を TF-SEARCH等の
転写因子結合配列予測プログラムで解析し、
重要な cis-エレメントを確認した。 
 
(2) 細胞増殖、分化、細胞死に伴った転写調
節機構の解明とその応用 
 
 種々の Luc レポータープラスミドを細胞
に導入し、さらに以下 a～d の処理を行って
Luc アッセイ、ChIP アッセイ、並びに EMSA
分析等を行った。また、各遺伝子プロモータ
ー領域の重複 GGAA (TTCC)配列に欠失また
は点突然変異を導入し、同様の実験を行った。
さらに、遺伝子転写産物とタンパク質の経時
的な量的変動を定量的 RT-PCR 法とウエス
タンブロット法によって検討した。 
a. HeLa-S3 細胞培地より血清あるいはグ

ルコースを除去し、細胞増殖を抑制する。 
b. HeLa-S3 細胞培地にカロリー制限模倣

薬として 2-デオキシグルコース（2DG）
やレスベラトロール（Rsv）を添加する。 



c. HL-60 細胞を TPA 処理してマクロファ
ージ様細胞へ分化誘導する。 

d. リンパ球系の細胞または HeLa-S3 細胞
にサイトカイン刺激を与える。 

 
(3) 重複 GGAA (TTCC)配列を含む機能的プロ
モーター配列のデザイン 
 
 GGAA(TTCC)配列付近の塩基配列が異な
るオリゴヌクレオチドを作製して Luc レポ
ータープラスミドを構築した。シークエンス
解析後細胞に導入し、得られる Luc 活性が高
い、あるいは細胞増殖停止、細胞分化、細胞
死等の誘導刺激に対する高い応答性を備え
た配列についての解析を開始した（継続中）。 
 
(4) in vitro 転写系による重複 GGAA (TTCC)
配列結合タンパク質の機能の解析 
 
 抗ウイルス因子をコードするOAS1遺伝子
発現制御に関わる重複 GGAA 配列に親和性
の高い結合因子として ELF1 が同定された。
このELF1レコンビナントタンパク質を用い
て EMSA 解析や in vitro 転写実験を行い、
転写活性に与える影響を検討した。 
 
(5) 重複 GGAA (TTCC)配列結合タンパク質発
現制御による細胞増殖分化、細胞死等の誘導 
 
 ELF1 発現ベクターや siRNA 等を細胞に
導入し、種々の遺伝子発現、細胞増殖、サイ
トカイン応答性検討した（継続中）。 
 
４．研究成果 
 
(1) DEAE-デキストランを用いた多検体トラ
ンスフェクション法の確立 
 
 テロメア制御、インターフェロン応答、
DNA 修復、ミトコンドリア機能等に関連す
る種々のヒト遺伝子 5’-上流領域それぞれ約
500-bp をクローニングし、pGL4-luc[2.10]
ベクターに組み込んだレポータープラスミ
ドを構築した。そして、DEAE-デキストラン
を用いて複数レポータープラスミド DNA を
ヒト培養細胞に効率再現性共に良好に導入
する安価で簡便な方法を確立した。 
 
(2) 天然化合物によるヒト SIRT1 遺伝子プ
ロモーター活性制御について 
 
 天然の化合物レスベラトロールやβ-ツヤ
プリシンを培地に添加すると HeLa S3 細胞
内で SIRT1 遺伝子プロモーター活性が再現
性良く増大する実験結果を報告した。 
 
(3) ELF1 による OAS1プロモーター活性制御
メカニズムの解明 
 
 抗ウイルス因子をコードするOAS1遺伝子

5’-上流に ETS ファミリータンパク質の一つ
である ELF-1 が GGAA-モチーフを特異的に
結合して正に制御することを実験的に示し、
レコンビナントELF-1による in vitro転写反
応評価系も確立した。さらに、SP1 や Rb1
が ELF-1 と協調的に OAS1 遺伝子転写に関
わることを示唆する結果も得られた。 
 
(4) ヒト TP53遺伝子発現制御機構の解析 
 
 生物寿命延長効果の期待されるレスベラ
トロールが HeLa S3 細胞に対し、TP53 遺伝
子プロモーター活性、転写産物、p53 タンパ
ク質全てを増大させる結果が得られた。そし
てこの現象には、TP53 遺伝子プロモーター
中の重複 GGAA モチーフと E2F エレメント
の協調的作用が関与すると結論された。 
 
(5) ヒト HELB遺伝子発現制御機構の解析 
 
 細胞周期 G1→S 期進行の制御に関わる
DNA ヘリカーゼをコードする HELB 遺伝子
プロモーターにおいても重複 GGAA モチー
フと GC-box の協調的作用がレスベラトロー
ル応答性に深く関係することが示された。さ
らに、HELB 遺伝子転写産物とタンパク質が
共に HeLa S3 細胞のレスベラトロール処理
によって増加することも明らかとなった。 
 
(6) 重複 GGAA(TTCC)モチーフ持つ人工プロ
モーターの構築 
 
 GGAA(TTCC)コア配列を持ついろいろな
2 本鎖オリゴヌクレオチドを合成し、それら
を含む Luc レポータープラスミドを構築す
ることに成功した。現在、多検体トランスフ
ェクション法によりヒト培養細胞に導入し、
プロモーターとしての機能や薬物応答性に
ついての検討を進めている（継続中）。 
 
(7) E2F4 と ZNFX1 遺伝子プロモーター領域
の解析 
 
 HL-60 を TPA 処理にてマクロファージ様
細胞へ分化誘導すると E2F4 と ZNFX1 遺伝
子プロモーター活性の増大が観察される。予
想通り重複 GGAA モチーフの果たす役割の
重要性が認められた。現在結果をまとめ、学
術雑誌に投稿する準備を開始した（継続中）。 
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