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研究成果の概要（和文）：転写因子E2F3は細胞の増殖制御において重要な役割を持つ転写因子であり、多くのが
んにおいて「がんの悪性度とE2F3の発現量に相関性がある」ことからがんの悪性度を診断するうえでの分子バイ
オマーカーとなっている。E2F3遺伝子の翻訳領域には核酸の四重鎖を作るグアニンリッチ領域が含まれているた
め、本研究ではこのグアニンリッチ領域がE2F3の発現制御に関与しているかを調べた。その結果、正常細胞にお
いてグアニンリッチ領域がE2F3の発現抑制に働いており、この抑制機構はがん細胞において破綻している可能性
が示された。このことより、E2F3の発現を制御している新たな分子機構が示された。

研究成果の概要（英文）：E2F3 transcription factor plays a critical role in the control of cellular 
proliferation. E2F3 is frequently overexpressed in various types of human cancers and considered to 
be involved in the malignant progression of tumors, especially prostate and bladder cancers. 
Guanine-rich regions of DNA, which are capable of forming G-quadruplex structures, are included in 
coding sequence of E2F3 and we examined whether these regions participate in the regulation of E2F3 
expression. We found that these guanine-rich regions contribute to suppression of E2F3 expression in
 normal cells and this suppression mechanism is impaired in cancer cells. These results suggest the 
possibility that G-quadruplex formation of E2F3 mRNA inhibits its expression in normal cells and 
this G-quadruplex formation is disrupted in cancer cells. In this study, we revealed a new molecular
 mechanism for the regulation of E2F3 expression.

研究分野： 腫瘍生物学
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１．研究開始当初の背景 
がん細胞では p53 や Rb などのがん抑制因

子の発現が低下している。逆に、転写因子 E2F
ファミリーやMycなどの細胞増殖促進因子の
発現は上昇している。それゆえ、がん関連遺
伝子の発現制御機構はがん研究において非
常に重要な意味を持ち、タンパク質分解など
タンパク質の安定性に関する研究やプロモ
ーターによる転写レベルでの発現制御に関
する研究が行われている。 
原核細胞の新生 mRNA において自分自身に

相補的な配列が含まれている場合、その領域
でヘアピン構造をつくり、その高次構造が転
写を停止させるシグナルになる。核酸の標準
構造は二重鎖構造であるが、化学的な環境の
変化に応じて三重鎖や四重鎖、ジャンクショ
ンといった非標準構造を形成する。近年にな
り「核酸の四重鎖形成が DNA 複製の進行に影
響を与える」ことが真核細胞において示され、
核酸の非標準構造の形成は真核細胞におい
ても遺伝子の転写をプロモーター活性とは
異なるレベルで制御している新たな分子機
構になる可能性が考えられた。 
E2F3はE2Fファミリーの中でもとりわけ細

胞増殖において重要な因子であり、前立腺が
んや膀胱がんにおいて悪性度とその発現量
に正の相関関係があることから、がんの悪性
度を診断するうえでの分子バイオマーカー
となっている。研究代表者は「核酸の非標準
構造の形成により E2F3 の転写・発現が制御
されているのではないか」と考え、この新し
い遺伝子発現制御機構をがん研究に取り込
むことを発想した。 
 
 
２．研究の目的 
核酸の標準構造は二重鎖構造であるが、化

学的な環境変化に応じて三重鎖や四重鎖と
いった非標準構造を形成する。研究代表者は
「転写された mRNA が四重鎖を形成すると転
写を停止させるシグナルになる」と考え、真
核細胞においても核酸の非標準構造の形成
が新たな遺伝子発現制御機構になると考え
た。 
E2F3 遺伝子には核酸の非標準構造のひと

つである四重鎖を形成し得るグアニン残基
に富んだ領域が含まれているため、本研究で
は「mRNA の四重鎖形成を介した E2F3 の転写
制御機構の解明」を目的とした。また、「が
ん性変化によって生じた変化がこの新たな
発現制御機構にあたえる影響」を明らかにす
ることを目的とした。 

 
 

３．研究の方法 
(1)E2F3 のグアニン残基に富んだ領域で転写
が終結するかを調べるため、E2F3 のグアニン
リッチ領域に対応する領域を T7 プロモータ
ーの下流に繋いだ鋳型 DNA を作製し、in 
vitro 転写系で産生された転写産物の長さを

測定した（下図参照）。 

 
実際にグアニンリッチ領域において E2F3 の
転写が停止しているのかを解析するため、転
写産物の 3’末端に Poly（A）を付加した後、
特定の配列（GTATCAACGCAGAGTA）を含んだオ
リゴｄT プライマーを用いて逆転写を行い、
その特定配列と E2F3 に特異的なプライマー
を用いて E2F3 転写産物を PCR で増幅した。
その後、サブクローニングを行い、塩基配列
を DNA シークエンシングにより解析した。さ
らに、E2F3 のグアニンリッチ領域に対応する
領域に変異を入れた鋳型DNAに関しても同様
に in vitro 転写系で解析した（下図参照）。 

 
(2)正常細胞（Human Foreskin Fibroblasts; 
HFF）にアデノウィルス E1A を導入して Rb の
機能を抑制し、がん性変化を誘導したときの
内在性 E2F3 の発現量を qRT-PCR 法及びウエ
スタンブロッティング法で比較した。さらに、
E2F3 のプロモーターを含んだレポータープ
ラスミドを用いて、アデノウィルス E1A 導入
時のレポーターアッセイを行った。次に、
native プロモーターで発現が制御されてい
ない外来性の E2F3 を HFF に導入し、さらに
アデノウィルスE1Aを導入したときの外来性
E2F3 の発現量をウエスタンブロッティング
法で比較した。 
 
(3) E2F3のグアニンリッチ領域のグアニンを
翻訳後のアミノ酸配列が変わらないように
出 来 る だ け シ ト シ ン に 置 き 換 え た
（CCGGGGGTGGGGAGGGGGCGGCTGTCGTCGCCGCC を
CCGGCGGTGGCGAGGGCGCGGCTGTGGTGGCGGCC に置
換）サイレント変異型 E2F3 発現プラスミド
を作製した。野生型及びサイレント変異型
E2F3 発現プラスミドを HFF と膀胱がん細胞
（5637 細胞）に導入して発現量をウエスタン
ブロッティング法で比較した。 
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(4) グアニンリッチ領域による E2F3 の発現
制御機構が核酸の四重鎖形成によるものな
のかを検討するため、研究協力者が作製した
核酸の四重鎖を認識する抗体（BG4 抗体）を
用いて、HFF とアデノウィルス E1A でがん性
変化を誘導したHFFにおいて免疫染色を行っ
た。BG4 抗体のシグナル強度を比較すること
で、正常細胞とがん性変化を起こした細胞に
おける核酸の四重鎖形成の度合いを評価し
た。 
 
 
４．研究成果 
(1)In vitro 転写系において、E2F3 遺伝子の
グアニンリッチ領域に対応する領域を鋳型
DNA として用いた場合は転写産物の長さが鋳
型 DNA 全長に比べて短くなっていた。転写産
物の塩基配列をDNAシークエンシングにより
解析した結果、転写の終結点はグアニンリッ
チ領域付近だった。一方、E2F3 遺伝子のグア
ニンリッチ領域に対応する領域に変異を入
れた鋳型 DNA では転写が最後まで進んだ。こ
れより、in vitro 転写系において E2F3 遺伝
子のグアニンリッチ領域が転写終結のシグ
ナルとなる可能性が考えられた。 
 
(2)HFFにアデノウィルスE1Aを導入すると内
在性 E2F3 の発現量が mRNA レベル及びタンパ
ク質レベルで増加した。E2F3 のプロモーター
を用いてレポーターアッセイをした結果、ア
デノウィルス E1A を導入することで E2F3 の
プロモーター活性が約 17 倍活性化された。
また、E2F3 遺伝子を外来性に導入した場合で
も、アデノウィルス E1A によって外来性 E2F3
の発現が上昇した。このことより、がん性変
化によってプロモーター依存的及び非依存
的に E2F3 の発現を上昇させる機構があるこ
とが明らかになった。 
 
(3)5637 細胞においては野生型とサイレント
変異型 E2F3 の発現量に差は見られなかった
が、HFF においては野生型に比べてサイレン
ト変異型 E2F3 の発現量がわずかではあるが
高かった。このことより正常細胞において野
生型 E2F3 のグアニンリッチ領域が発現抑制
に働いており、その発現抑制機構はがん細胞
において破綻していると考えられた。 
E2F3 のグアニンリッチ領域による発現抑

制機構ががん細胞で破綻している理由とし
て、がん細胞で発現が高くなっている E2F 標
的遺伝子の中にグアニンリッチ領域による
発現抑制効果を阻害する因子が含まれてい
る可能性が考えられた。 
 
(4)がん化した細胞ではmRNAの四重鎖形成が
抑制され、そのことががん細胞における E2F3
の発現上昇に関わっていると予想したが、
BG4 抗体のシグナルはがん性変化を誘導した
HFF の方が高かった。 
E2F3の mRNA の総量はがん性変化を誘導す

ることで約 6倍増加していた。四重鎖を形成
している E2F3mRNA の量を定量解析し、「四重
鎖を形成している E2F3mRNA の量を E2F3mRNA
の総量で割る」ことで、「四重鎖を形成して
いる mRNA の絶対量」ではなく、「mRNA の総量
に対する四重鎖を形成しているmRNAの割合」
として比較・検討する必要性が考えられた。 
 
E2F3 のグアニンリッチ領域において核酸

の四重鎖が形成されているという直接の証
拠を得ることは出来なかったが、細胞内にお
いてもグアニンリッチ領域が発現制御に関
わっており、この発現制御機構ががん化のシ
グナルによって影響を受けている可能性が
示唆された(下図参照)。 

 

 
野生型とサイレント変異型 E2F3 発現プラ

スミドを正常細胞に導入して発現量を比べ
た時、サイレント変異型 E2F3 の発現量が野
生型 E2F3 の発現量に比べて高かったが、そ
の差は顕著ではなかった。その理由として、
E2F3 が発現することで核酸の四重鎖形成を
阻害する因子が発現誘導されたため、野生型
E2F3 のグアニンリッチ領域による発現抑制
効果が減弱したためと考えられる。正常細胞
に活性化型 Rb を発現させ、E2F 標的遺伝子の
発現が誘導されない条件下で野生型とサイ
レント変異型 E2F3 の発現解析を行う必要性
が考えられる。 
今後の研究により四重鎖を形成している

E2F3 を特異的に検出・定量する方法の開発及
びグアニンリッチ領域による発現抑制機構
を制御する因子（核酸の四重鎖形成に影響を
与える因子）の同定が重要だと考えられる。 
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