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研究成果の概要（和文）：がん抑制因子RBの標的である転写因子E2Fによる、増殖関連遺伝子とがん抑制遺伝子
の仕分け機構を解析した。がん化抑制に主役を担うE2F1のリン酸化の違いによる可能性を考え、リン酸化されう
るアミノ酸65箇所全ての変異体を作成し、活性化能の違いを調べた。しかし、明らかな違いを生じる部位は同定
されなかった。相互作用因子の違いの可能性を考え、E2F1の新規相互作用因子を共免疫沈降およびYeast 
two-hybrid法で検索した。それぞれ、3個および20個の候補因子が同定された。それら因子を解析し、E2F1によ
るがん抑制遺伝子の活性化を増強する因子としてDDX5, WDR1, GTF2H2を同定した。

研究成果の概要（英文）：We examined the molecular mechanism of how the transcription factor E2F, the
 principal target of the tumor suppressor RB, discriminates between growth-related genes and tumor 
suppressor genes. We examined the possibility of differential phosphorylation of E2F1, which plays 
major roles in tumor suppression, by generating mutants of 65 sites that could be phosphorylated. No
 mutants showed differential ability to activate tumor suppressor genes. We thought of the 
possibility that different cofactors contribute to activation of growth-related genes and tumor 
suppressor genes. We explored novel factors, which interacts with E2F1 by co-immunoprecipitation and
 yeast two-hybrid system. These screening gave 3 and 20 candidates, respectively. We analyzed these 
factors and found that DDX5, WDR1 and GTF2H2 enhance E2F1 activation of tumor suppressor genes.

研究分野：分子生物学
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子 E2F は、代表的ながん抑制因子
RBの主な標的である。E2Fは、細胞周期進
行や DNA 複製など細胞増殖に関わる遺伝子
の発現を制御することにより、細胞増殖に中
心的な役割を果たしている (J Cell Physiol, 
1997)。RB は主に E2F を抑制することによ
ってがん化を抑制しており、がん性変化によ
って RBの機能が欠損すると、E2Fは RBの
制御を外れて活性化されてがん化に貢献す
ると考えられていた。しかし近年の解析から、
E2F 自身にがん化抑制作用があることが明
らかとなった。E2F1ノックアウトマウスは、
様々な腫瘍を発症する (Cell, 85, 537, 1996)。
また E2Fは、増殖とは相反するアポトーシス
（細胞死）や細胞周期停止に関わる遺伝子も
活性化する (Genes Dev, 2001)。がん抑制遺
伝子産物 p53の活性化に重要な ARF遺伝子
やサイクリン依存性キナーゼ抑制因子p27遺
伝子などである。事実、E2F1の過剰発現は、
アポトーシスや細胞老化を引き起こす 
(PNAS, 1994; Mol Cell Biol, 2000)。従って
E2Fは、RBの機能欠損に際し、アポトーシ
スや細胞周期停止に関わる遺伝子の発現を
誘導し、がん化抑制に関わっていると考えら
れている。RB の機能欠損に加えて、これら
のがん抑制経路も障害されて初めて、細胞は
がん化すると考えられる。 
 報告者は、がん抑制遺伝子ARFおよび p27
遺伝子が、増殖関連の E2F標的遺伝子とは異
なり、増殖刺激による RBの生理的な不活性
化では活性化されず、RB の機能欠損により
特異的に活性化されることを見出した 
(EMBO J, 2005; Genes Cells, 2009) (図 1)。 

このことから E2F は、増殖刺激による RB
の生理的な不活性化とがん化に関わる RBの
機能欠損とを識別し、増殖関連遺伝子とがん
抑制遺伝子の発現を仕分けていると予想さ
れる（図 1）。しかし、E2Fが RBの機能欠損
を特異的に感知する機構および相反する作
用をもつ標的の発現を仕分ける機構は明ら
かにされていない。 
 E2Fは8つのファミリーメンバーからなる
が、そのうちで E2F1が最もアポトーシス誘
導能が強く、E2Fによるがん化抑制に最も重
要と考えられている。そこで報告者は、E2F1
を代表として解析を行った。その結果、脱リ
ン酸化処理を併用したウェスタンブロット
における E2F1の移動度の違いから、増殖刺

激によって誘導された生理的な E2F1は高度
にリン酸化されており、制御を外れた E2F1
活性を生じさせると低リン酸化型の E2F1分
子が現れることを見出した。また、制御を外
れたE2F活性に特異的に反応するARFプロ
モーターを用いたレポーターアッセイによ
り、サイクリン D1/CDK4を過剰発現させる
と、E2F1 の過剰発現によって生じた RB の
制御を外れた E2F1活性が顕著に抑制される
ことを見出した（図 2）。 

これらのことから、生理的な E2F1と RBの
制御を外れたE2F1にはリン酸化の違いがあ
ること、さらにこのリン酸化の違いに CDK
が関与している可能性が強く示唆される。 
 更に報告者は、E2Fファミリーメンバーの
N 末端領域の役割を探った実験から、E2F1
の N末端領域の欠失変異体は ARF遺伝子の
活性化能が顕著に低下するのに対し、増殖関
連遺伝子の活性化能の強い E2F3aの N末端
領域の欠失変異体は ARF 遺伝子の活性化能
が逆に増強することを見出した（図 3）。 

これらの欠失変異体は DNA 結合領域や転写
活性化領域は保持しているため、標的遺伝子
の活性化にその N 端領域と特異的に相互作
用する因子が存在する可能性が示唆される。 
 以上のことを総合的に考え合わせると、RB
の機能不全が生じると低リン酸化型の E2F1
が生じ、増殖関連遺伝子を活性化するとき
（X）とは異なった因子（Y）と相互作用する
ことにより、がん抑制遺伝子を特異的に活性
化する可能性が強く示唆される（図 4）。 
 



２．研究の目的 
 本研究は、E2Fによるがん化抑制機構の理
解を深めるために、E2F1 によるがん抑制遺
伝子 ARF 活性化に関わるリン酸化部位と相
互作用因子を同定することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 生理的な E2F1 と RB の制御を外れた
E2F1のリン酸化部位の違いの解明 
 サイクリンD1/CDK4を過剰発現させると、
E2F1 の過剰発現による ARF プロモーター
の活性化が顕著に抑制される。この系を用い
て、ARF プロモーターの活性化に関わる
E2F1のリン酸化部位を同定することが可能
であると期待される。E2F1のリン酸化を受
けうるアミノ酸を、リン酸化を受けないアミ
ノ酸や擬似リン酸化アミノ酸に置換した変
異体を作製・スクリーニングすることにより、
この違いに関わるアミノ酸部位を推定し、さ
らにリン酸化部位特異抗体を作製して確定
する。 
(2) RB の制御を外れた E2F1 と特異的に相
互作用する因子の同定 
 E2F1と共免疫沈降する因子を質量解析に
よって検索したところ、3個の候補因子を同
定している。また、yeast two-hybrid法を用
いてE2F1のN末端領域と相互作用する因子
をスクリーニングした結果、52 個の候補因
子を同定している。そこで、これらの因子の
E2F1 によるがん抑制遺伝子や増殖関連遺伝
子のプロモーター活性化に及ぼす影響や共
免疫沈降を用いたE2F1との相互作用を解析
することにより、RB の制御を外れた E2F1
と特異的に相互作用する因子を同定する。 
 
４．研究成果 
(1) 生理的な E2F1 と RB の制御を外れた
E2F1のリン酸化部位の違いの解明 
 図 2に示したように、ARFレポータープラ
スミドを野生型 E2F1の発現ベクターととも
に導入すると ARF プロモーターは顕著に活
性化されるが、そこに同時にサイクリン
D1/CDK4 の発現ベクターを導入すると、野
生型 E2F1 による ARF プロモーターの活性
化は約 25%に抑制される。この系を利用して、
E2F1 のリン酸化を受けうるアミノ酸を、リ
ン酸化を受けないアミノ酸に置換した変異
体を作製し、その過剰発現による ARF プロ
モーターの活性化がサイクリン D1/CDK4の
過剰発現によって抑制を受けにくくなる変
異体をスクリーニングした。この変異体で変
異が導入されている部位がサイクリン
D1/CDK4によってリン酸化されるとARFプ
ロモーターの活性化能が減弱する部位であ
ると予想される。CDK はセリン・トレオニ
ンキナーゼであるため、E2F1に 65箇所存在
するセリンまたはトレオニンをそれぞれア
ラニンに置換した変異体を作成した。これら
を全て、上記のアッセイ系でスクリーニング
した。結果、サイクリン D1/CDK4によって

活性化能の減弱が認められる変異体が数個
見出された。しかし、ベースの活性化の程度
が異なっていたため、発現ベクターの量を振
って同じ活性化の程度における抑制度合い
を調べたところ、野生型と比べて減弱する変
異体は見出されなかった。また、変異部位が
DNA 結合領域に含まれる変異体は、恐らく
DNA に結合できなくなるため活性化能が失
われ、サイクリン D1/CDK4による抑制を調
べることが出来なかった。以上から、DNA
結合領域のリン酸化は否定できないが、それ
以外の領域のリン酸化による可能性は否定
的と考えられた。このことは、サイクリン
D1/CDK4による抑制作用が、E2F1自身のリ
ン酸化によるものではない可能性を示唆し
ており、今後 E2F1と相互作用する因子のリ
ン酸化の可能性や E2F1の局在に及ぼす影響
などを検討していく必要性が考えられる。 
(2) RB の制御を外れた E2F1 と特異的に相
互作用する因子の同定 
 E2F1 と共免疫沈降する因子を質量解析に
よって検索したところ、3 個の候補因子を同
定していた。これらの発現ベクターを作成し、
レポーターアッセイによって、E2F1 による
ARF プロモーターの活性化に及ぼす影響を
検討したところ、それらのうちの１つ DDX5
に増強作用が見出された。そこで、DDX5を
発現する組換えアデノウイルスを作成し、
E2F1 による内在性 ARF 遺伝子の発現誘導
に及ぼす影響を検討したところ、同様に増強
作用が確認された。逆に DDX5 に対する
shRNA の発現ベクターを作成して、DDX5
のノックダウンが E2F1 による ARF 遺伝子
の活性化に及ぼす影響を検討したところ、レ
ポーターアッセイにおいても内在性遺伝子
発現においても抑制が認められた。従って、
E2F1 による ARF 遺伝子の活性化に関与す
る相互作用因子として DDX5が同定された。 
 一方、yeast two-hybrid法を用いて E2F1
の N 末端領域と相互作用する因子をスクリ
ーニングした結果、52個の候補因子が同定さ
れていた。このスクリーニングにおいて、擬
陽性を除く操作がまだ行われていなかった
ため、まず全ての候補因子に対して擬陽性を
除く操作を行った。その結果、真に陽性の候
補 20 個が同定された。これらの因子に関す
る既知の情報から、可能性の高いものから順
次発現ベクターを作成し、上記と同様にして
E2F1 による ARF 遺伝子の活性化に及ぼす
影響を検討している。現在までのところ、
WDR1 がレポーターアッセイおよび内在性
遺伝子発現において、E2F1による ARF遺伝
子の活性化を増強することが見出されてい
る。また、GTF2H2がレポーターアッセイに
おいて、E2F1による ARFプロモーターの活
性化を増強することが見出されている。した
がって、この２つの因子は E2F1による ARF
遺伝子の活性化を増強する新たな相互作用
因子である可能性が高い。引き続き、物理的
な相互作用やこれらの因子のノックダウン



が E2F1 による ARF 遺伝子の活性化を減弱
させるか、などを検討していく予定である。 
 これらの因子とE2F1のN末端領域が物理
的に相互作用するか否かを mammalian 
two-hybrid法で検討したところ、意外なこと
にE2F1のN末端領域単独で転写活性化能が
あることが明らかとなった。これまで E2F1
の転写活性化領域は C 末端領域にしか同定
されていなかったため、N末端領域に新たな
転写活性化領域を同定したことになる。上記
相互作用因子候補 GTF2H2 は基本転写因子
の 1つであるため、E2F1の N末端領域が基
本転写因子と相互作用して転写活性化して
いる可能性が示唆される。 
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