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研究成果の概要（和文）：Myeloid Elf-1 like factor (MEF) は，ETS 転写因子の１つであり，細胞増殖，分化, 免疫
など，様々な生命現象を司る興味深い分子である．本研究では，MEFの発現制御機構の全容解明を究極の目的とし，種
々の検討を行った．その結果，がん抑制遺伝子p53が，E3リガーゼであるMDM2の発現レベルを転写依存的に亢進し，そ
の結果として，MEFの発現量を減少させることが明らかになった．また，がん抑制遺伝子Rbは，MEFのタンパク質安定性
向上を促進することを明らかにした．さらに，MEFの発現量は，低酸素時にHIF1αを介して転写レベルで調節されるこ
とが明らかになった．

研究成果の概要（英文）：Myeloid elf-1-like factor (MEF) functions as transcriptional factor and plays crit
ical roles in development, cellular differentiation, proliferation, transformation and immune responses. I
n the present study, we aim to determine the regulatory mechanisms of MEF expression by several cellular f
actors. First, we demonstrated that tumor suppressor p53 decreases the level of MEF protein through the in
duction of transcription of MDM2, an E3 ubiquitin ligase. Moreover, the findings also revealed that anothe
r tumor suppressor Rb increases the MEF protein level possibly by stabilizing its protein expression. Fina
lly, our data further showed that hypoxia increases both the mRNA and protein levels of MEF through HIF1al
pha, the main effector molecule of hypoxia. On the whole, the findings revealed in these studies provide a
 better understanding of how the transcriptional regulator MEF is influenced by tumor suppressors such as 
p53 and Rb, and by hypoxia-related protein HIF1alpha.
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１．研究開始当初の背景 

 細胞増殖や細胞周期またアポトーシスを
コントロールする分子の制御機構を理解す
ることは，腫瘍形成を導く経路を理解する上
で大変重要なステップである．E26 (ETS) 転
写因子ファミリーは，細胞増殖や発生，分化，
アポトーシスと様々な生命現象を司る重要
な転写因子群である．また，いくつかの ETS
転写因子は，腫瘍形成に深く関与する．
Myeloid Elf-1 like factor (MEF) は，ETS 転写
因子の１つで，1996 年に Nimer SD. らのグ
ループによってクローニングされたが，本研
究室では，気道における漿液細胞のマーカー
である lysozyme の制御因子としてクローニ
ングし (Kai H. et al., J  Biol Chem. 1999)，また，
我々は，MEF の標的遺伝子の研究を継続的
に行い，多くのことを明らかにしてきた 
(Suico MA, et al., BBA, 2002, SekiY, Suico MA, 
et al．Cancer Res, 2002, Suico MA, et al. J Biol 
Chem, 2004, Lu Z, Kim KA, Suico MA, et al., 
FEBS lett, 2004, Suico MA, et al., J  Pharmacol 
Sci, 2004, Suico MA, et al., BBRC, 2004, Koga 
T, Suico MA, et al., FEBS lett, 2005, Suico MA, 
et al., BBRC, 2006, Taura M, Suico MA, et al., 
Nucleic Acids Res., 2010)．このような研究の
背景より，MEFは，細胞増殖，分化, 免疫, さ
らには腫瘍形成と，様々な生命現象を司る興
味深い分子であることが明らかとなってき
た．したがって，MEF自身の制御機構を明ら
かにすることは，細胞生物学的な基礎知見を
与えるのみならず，臨床的に重要な知見とな
り得る． 

 近年，MEF が ubiquitin E3 ligase である
MDM2の転写制御を介して，がん患者 50%以
上がその変異を持つことで知られるがん抑
制遺伝子 p53の発現を制御するということが
報告された (Sashida G, et al., Mol Cell Biol. 
2009)．そこで，我々は，これまでに培った転
写制御研究を背景とし，種々の検討を行った．
その結果，p53が，転写因子 E2F1への結合を
介して，MEF の発現を転写レベルで制御す
ることを世界に先駆けて明らかにした 
(Taura M, Suico MA, et al., Nucl Acids Res. 
2010)．これは，MEF と p53 との間にフィー
ドバック機構が存在することを示し，その２
分子の重要なつながりを示唆している．しか
しながら，がん抑制遺伝子 p53 による MEF 
の翻訳後発現制御機構の存在，および，がん
抑制遺伝子 pRb による MEFの転写制御，翻
訳後制御機構の存在についてはこれまで全
く明らかでない．また，近年，MEFは，正常
幹細胞において，SOX2 の発現を上昇させる
働きを有することが明らかにされてきたこ
とから，がん幹細胞においても重要な役割を
担う可能性が高いが，その是非は不明である． 

 

２．研究の目的 

 本研究では，MEFの発現制御機構の全容解
明を究極の目的とし，①がん抑制遺伝子 p53

による MEF の翻訳後発現制御機構の解明，
②がん抑制遺伝子 pRb による MEFの転写制
御，翻訳後制御機構の解明を行う．さらに，
がん幹細胞等における，癌抑制遺伝子間相互
制御調節の一端を明らかにすることを目的
とし，さらに，③がん幹細胞に関連深い転写
因子 HIF1 と MEF の相互調節機構に着眼し，
研究を展開する． 

 

３．研究の方法 

①がん抑制遺伝子 p53 による MEF の翻訳後
制御機構の解明 

 これまでの結果より，p53 は，MEFに転写
レベルで影響するため，p53のMEFタンパク
質に対する直接的な効果を検討するために，
本研究では，HCT116 p53+/+と HCT116 p53-/- 
細胞を用いた MEF 過剰発現系を用いてウ
ェスタンブロッティングを行った．次に過剰
発現系で得られたデータを p53 siRNA を用
いたノックダウン系，また，p53 特異的活性
化剤 nutlin-3 を用いて，HCT116 を含めた
様々な細胞で検証した．さらに，p53 の MEF 
タンパク質に対する効果が，p53 の転写活性
を介しているか明らかにするために，DNA 
結合領域に変異のある p53 273H 変異体を
用いて p53 の DNA 結合領域が必要である
か変異体過剰発現系を用いてウェスタンブ
ロッティングを行った．さらに，p53 と MEF 
に直接的なタンパク質同士の結合があるか
免疫沈降法を用いて調べた．次に，p53 によ
る MEF の安定性低下がどのようなメカニズ
ムで起きているか調べるため，ユビキチン•
プロテアソームタンパク質分解系の阻害剤
である MG132 を用いて，その影響をウェス
タンブロッティングにより検討した．MEFは，
ユビキチンE3 ligaseである MDM2 により制
御されるか否かを検討するため，p53 存在下，
非存在下における MEF と MDM2 との結合
を免疫沈降法により検討した． 

  

②がん抑制遺伝子 pRb による MEF の制御
機構の解明 

 pRb が MEF の発現に影響を及ぼすか
HCT116 p53+/+ 細胞に pRb 過剰発現を行い
mRNA に対する影響を定量的 RT-PCR 法を
用いて，タンパク質に対する影響をウェスタ
ンブロッティングで検討した．その後，
pRbsiRNA を用いたノックダウン系により
mRNA，タンパク質レベルで検討を行った．
さらに，p53 と MEF に直接的なタンパク質
同士の結合があるか免疫沈降法を用いて調
べた．  

 

③がん幹細胞に関連深い転写因子 HIF1 と
MEFの相互調節機構 

 まず，低酸素刺激によりMEFの発現量が変
化するか否かについてウェスタンブロッティ



ングにより検討した．次に HIF1 plasmid を用
いた過剰発現系を用いて，HIF1を介した反応
であるかについて検証した．さらに，低酸素
刺激誘導性の HIF1を介したMEFの発現上昇
は，promoter 活性の上昇に伴って引き起こさ
れるか否かについて，Promoter assay法，クロ
マチン免疫沈降法により検討した． 

 

４．研究成果 

①がん抑制遺伝子 p53 による MEF の翻訳後
制御機構の解明 

 我々は，これまでの研究で，p53 が E2F1
を介して MEF の転写を負に制御することを
明らかにしたが，p53がMEFの翻訳後制御に
関与するかは検討できていない．p53 は，他
の転写因子と結合することで，その機能を制
御することが知られているため，恒常的に核
内に存在する MEF と結合してその機能制御
に関わる可能性は十分にある．実際に予備検
討を行った結果，p53 欠損細胞である大腸が
ん細胞 HCT116 p53-/-細胞にMEFと p53を過
剰発現すると，MEFの安定性が下がり，DNA 
結合サイト変異体を用いた検討から，p53 は 
MEF のタンパク質レベルでの安定性を下げ
ること，そしてこの機能には，p53 の転写活
性は必要でないことが示された．そこで，本
研究では，がん抑制遺伝子 p53 の MEF に与
える影響をタンパク質レベルで検証し，詳細
なメカニズムを解明する．さらに，p53 活性
化剤を処置した際の本制御系の関与を検証
することとした．  

 まず，p53 陽性細胞に比べ，p53 欠損細胞
における MEF の発現量は上昇していたこと
から，p53は，MEFの蛋白質発現量を負に制
御する因子であることが明らかになった．一
方，p53による MEF蛋白質の発現抑制には，
MEF 蛋白質の安定性の変化が関与している
ことが CHX チェイス実験で明らかになり，
p53は，MEF蛋白質発現のみならずその機能
をも抑制することを見いだした．また，p53
による MEF の発現抑制は，プロテアソーム
阻害剤であるMG-132により阻害されたこと
から，p53は，MEF蛋白質のプロテアソーム
分解を促進することが明らかになった．最後
に，p53 が影響を与えるプロテアソーム分解
制御因子である E3 リガーゼのスクリーニン
グを行い，p53は，MDM2の発現レベルを転
写依存的に亢進し，その結果として，MEFの
発現量を減少させるというユニークなメカ
ニズムが存在することが明らかになった． 

 次に，MDM2 が MEF と相互作用するか否
かについて免疫沈降法を用いて検討した．そ
の結果，MEF はその N 末端配列によって
MDM2と相互作用することが明らかになった．
次に MDM2が MEFの局在に対して与える影
響について検討したところ，MDM2の過剰発
現により，細胞質中のMEFの発現量が減少し，
結果として，total MEF発現量が減少すること

を見いだした．このとき，核内のMEFの発現
量は MDM2 によって影響を受けないことか
ら，MDM2は，細胞質中にプールされた，ま
たは，核内から細胞質中に移行してきたMEF
の発現を特異的に減少させることが明らかに
なった．最後に，MDM2 による MEF の発現
低下における p53 依存性について，p53 正常
およびノックアウト細胞を用いた検討を実施
した．その結果，p53 ノックアウト細胞にお
いて MEF の発現量は上昇したことから，p53
は MEF の負の制御因子であることが改めて
確認できた．（投稿準備中） 

 

②がん抑制遺伝子 pRb による MEF の転写制
御，翻訳後制御機構の解明 

 これまでの研究により，MEFががん抑制遺
伝子p53によってE2F1の抑制を介して制御さ
れることが明らかになった．次に，p53 とと
もにがん抑制遺伝子として広く知られ，E2F1 
の制御因子としても知られる pRbタンパク質
に着目し，pRbがMEFの発現及びその機能制
御に関与するか検討した． 

 まず，Rb の過剰発現は，MEF の発現量を
上昇させることを明らかにした．一方，si-Rb
により Rb の発現量を減少させると，MEF の
発現量は減少した．CHX chaseの結果，Rbの
過剰発現は，MEFのタンパク質安定性を上昇
させることが明らかになった．しかし，興味
深いことに，免疫沈降実験の結果より，Rbは
MEFと直接的な相互作用をしていなかったこ
とから，Rbは，何らかの因子を介して，MEF
のタンパク質安定性向上に寄与することを明
らかにした． 

 

③がん幹細胞に関連深い転写因子 HIF1 と
MEFの相互調節機構 

 近年，申請者は，がん抑制遺伝子である p53 
が E2F1 への結合を介して Myeloid elf-1 like 
factor (MEF) の発現を転写レベルで抑制する
ことを見出した (Taura M, Suico MA, et al., 
Nucl Acids Res. 2011)．本研究では，MEF の発
現制御機構の全容解明を究極の目的とし，近
年，がん幹細胞における転写因子 Hypoxia 
inducible factor-1 (HIF1) およびMEFの関与が
示唆されていることに着目した．具体的には，
HIF1 および MEF の両分子が相互に作用しう
るかについての検討を行った．その結果，低
酸素刺激は，MEF 発現を mRNA レベル，タ
ンパク質レベルで誘導することが明らかにな
った．次に，本作用が HIF1を介した作用であ
るか否かを検討したところ，HIF1遺伝子導入
量依存的に，MEFの発現量は上昇した．この
とき，低酸素刺激誘導性のHIF1を介したMEF
の発現上昇は，promoter 活性の上昇に伴って
引き起こされることも明らかになり，実際，
HIF1は，MEF promoter領域に結合しているこ
とを見いだした． 

 



【総括】 

 研究①，②の成果より，ETS転写因子MEF
が，種々の癌抑制遺伝子によって，制御され
ることを明らかにした．我々は，MEF自身も
癌抑制遺伝子であることを既に報告しており，
本報告は，このような癌抑制遺伝子間での相
互制御調節の一端を明らかにするものである．
また，研究③の結果より，MEF の発現量は，
低酸素時に HIF1 を介して転写レベルで調節
されることがあきらかになり，今後は，本現
象とがん幹細胞の機能維持がどのようにかか
わりあうのかについて検討していく必要があ
る．以下の図に，これまでの研究および本研
究を通じて明らかにした事象を示す． 
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