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研究成果の概要（和文）：ETS転写因子MEFは，病原微生物を分解する抗菌ペプチドや免疫系
の活性化を制御するサイトカインの発現調節を担う一方，造血幹細胞の自己増殖や NK細胞な
どの自然免疫担当細胞の分化を担う，極めて広範囲に自然免疫系を制御する転写因子である．

本研究では，MEF の発現に対する癌抑制遺伝子 p53 の影響を検討した．その結果， p53 は，
MEFの転写活性化因子として新たに同定した転写因子 E2F1を抑制することにより，MEFの発
現を間接的に抑制することを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：MEF is one of the ETS transcription factors which regulates a

diverse range of innate immune molecules including antibacterial peptides, cytokines and

innate immune cell progression. In the present study, we investigated the role of tumor

suppressor gene p53 in the regulation of MEF expression. We demonstrate that p53 directly

binds to E2F1 and inhibits E2F1 binding to MEF promoter, thereby suppressing MEF

transcription.
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１．研究開始当初の背景

MEF は 663アミノ酸からなる ETS転写因
子で，分化・免疫・癌制御の分野において重

要な役割を果たしている．これまで，我々は，

MEFが X 染色体上に存在し，癌細胞におい
て DNAのメチル化により発現が抑制されて
いる癌抑制遺伝子であることを明らかにし

た (Seki Y, Suico MA et al. Cancer Res., 2002)．
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また，我々は，世界に先駆けて MEF のドメ
イン-機能解析および翻訳後修飾解析を行い，
MEF による自然免疫関連分子 (Lysozyme，
GM-CSF, beta-defensin) の遺伝子発現制御に
関する研究を追求してきた (Kai H et al. J. 
Biol. Chem. 1999; Suico MA et al. B.B.A. 2002; 
Lu Z et al. B.B.R.C. 2003; Suico MA et al. 
B.B.R.C. 2004; Suico MA et al. J. Pharmacol. 
Sci. 2004; Lu Z et al. FEBS Lett. 2004; Suico 
MA et al. J. Biol. Chem. 2004; Suico MA et al. 
B.B.R.C. 2006)．さらに，我々は，MEFそれ
自身の遺伝子発現制御機構に着目し，MEF
遺伝子の promoter領域をクローニングし，そ
の発現制御機構の解明を行った．その結果，

MEF 遺伝子の転写制御に重要な promoter 領
域は，転写開始部位より上流約 1 kbpである
ことが明らかにし，その制御に転写因子 SP1
が重要な役割を果たすことを見いだした
(Koga T, Suico MA [equal first author] et al. 
FEBS Lett., 2005)．しかしながら，MEFの多
様な機能およびその重要性が明らかにされ

る一方で，MEF それ自身の遺伝子発現制御
機構に関しては，未だ不明な点が多い．

このような背景のもと，最近，我々は，

MEF それ自身の遺伝子発現制御機構のさら
なる解明を目的とし，近年その多様な標的遺

伝子の転写調節により様々な生理機能の制

御を行っていることが明らかになってきた

転写因子 p53 に着目し，MEF 遺伝子発現に
おける p53 の影響を検証した．その結果，
in vivo(p53＋/－マウス)および in vitro(HCT116 
p53-/-)における p53の欠損および発現低下は，
内因性 MEF 遺伝子の発現量を顕著に増加さ
せることを見いだした．また，p53 遺伝子導
入及び内因性 p53 活性化により MEF 発現
が減少することが示され，p53 の有無により
MEF 及び標的遺伝子の発現が減少すること
を明らかにした．

２．研究の目的

本研究では，p53 による MEF 発現制御機
構ならびに自然免疫系 (腫瘍免疫系および上
皮免疫系) の制御機構の解明を究極の目的と
し，種々の検討を実施する．具体的には，p53
による MEF 遺伝子の抑制機構の詳細を in 
vitroで検討することを目的とする．

３．研究の方法

MEF プロモーター上に確認されている
SP1および E2Fの転写因子結合サイトに変異
を導入した MEF プロモーターコンストラ
クトを作製し，Luciferase Assay により MEF 
プロモーター活性を測定することにより，

p53 による抑制機構に寄与する転写因子を

明らかにする．抑制に寄与する転写因子同定

後は，クロマチン免疫沈降法により，MEF プ
ロモーター上への結合の有無および結合親

和性の変化を検証する．最後に，SP1に関し
ては p53 との相互作用を，免疫沈降法 (IP) 
または GST-pull down assay により確認し，
E2F に関しては p21 欠損細胞株を用いて検
討する．なお，野生型 HCT116 細胞または
p53-/-HCT116細胞，p21-/-HCT116細胞は既に
取得し，培養法を確立しており，MEFプロモ
ーターコンストラクトおよび p53 発現プラ
スミド，プロモーター変異導入法は，これま

で本研究室にて十分検討したものを用いる
(Suico MA et al. B.B.A. 2002; Lu Z et al. 
B.B.R.C. 2003; Suico MA et al. B.B.R.C. 2004; 
Lu Z et al. FEBS Lett. 2004)．

４．研究成果

(1) p53欠損によるMEF発現量への影響
p53によるMEF発現量への影響を検討する
ために，HCT116 およびその p53 欠損細胞に
おける MEF 発現量を比較した．その結果，
MEF タンパク質および mRNA 発現量が p53
欠損により増加することが示された (Fig. 1A, 
B)．Q-PCRにより定量的に mRNA発現量を比
較した結果，p53欠損によってMEF mRNA が
5倍上昇した (Fig. 1C)．また，p53のMEFタ
ンパク質安定性への影響を検討するために，

cycloheximide によりタンパク質新規合成を
停止させ，経時的なMEFタンパク質発現量を
比較し，定量した．その結果，p53 の欠損に

Fig. 1. Comparison of the expression of MEF between 
HCT116 p53+/+ and p53 -/- cells.  
(A) Endogenous MEF and p53 protein expressions in 
nuclear extracts of HCT116 p53 +/+ and p53 -/- cells were 
examined by Western blotting. Tublin was used as internal 
control. (B,C) MEF mRNA expression in HCT116 p53 +/+ 
and p53 -/- cells was examined by semi-quantitative 
RT-PCR (B) and real-time Q-PCR (C). (D) Cells were 
untreated or treated with 0.5mM cycloheximide. After 1hr 
or 2hr, protein lysates were recovered and analyzed by 
Western blotting. MEF protein expression level was 
quantified by Image Gauge software. 



よる MEF タンパク質安定性への影響は見ら
れなかった (Fig. 1D)．以上より，p53はMEF
の転写を抑制することにより，発現量を低下

させることが示された．

(2) 内因性 p53 活性化および p53 活性化の
MEF発現量に対する影響

(1)より，p53 ノックアウトにより MEF タ
ンパク質および mRNA 発現量が増加するこ
とから，p53はMEFの転写を負に制御するこ
とが示唆された．そこで更に，p53のMEF発
現量に対する影響を検討するために，5-FUに
よる内因性 p53活性化および p53過剰発現に
よる MEF 発現量への影響を検討した．5-FU
による p53 活性化は，p53 タンパク質発現量
および p21 mRNA発現量の増加により確認し
た．その結果，5-FU処理により MEFタンパ
ク質および mRNA発現量が減少した．一方，
p53欠損細胞では，MEF発現量に対する 5-FU
処理の影響が消失した (Fig. 2A, B)．次に，
HCT116 p53 欠損細胞に p53 を過剰発現し，
MEF発現量に対する影響を検討した．その結
果，p53過剰発現によりMEFタンパク質およ
び mRNA 発現量が減少することが示された
(Fig. 2C, D)．以上より，内因性 p53活性化お
よび p53 過剰発現により MEF タンパク質お
よび mRNA発現量が減少することから，p53
は MEF の転写を負に制御することが確認さ
れた．

(3) MEFプロモーター活性に対する p53の影
響

(2)までの結果より，p53はMEF mRNA発現
を抑制することが示されたことから，次に

MEFプロモーター活性に対する p53の影響を，
MEF プ ロ モ ー タ ー コ ン ス ト ラ ク ト
(pGL3b/MEFp(-849 bp)) を用いて Luciferase 
assay により検討した．その結果，p53の用量
依存的に MEF プロモーター活性が抑制され
ることが示された (Fig. 3A)．更に，p53によ
る MEF プロモーター活性抑制に重要な領域
を同定するために，異なる長さのMEFプロモ
ーターを含む MEF プロモーターコンストラ
クト(pGL3b/MEFp(-849, -384, -204 bp)) を用
いて Luciferase assay により検討した．その結
果，全ての長さのMEFプロモーターにおいて，
p53によるMEFプロモーター活性の抑制が確
認された (Fig. 3B)．最も長さの短い -204 bp 
の MEF プロモーター領域の活性も抑制され
た．以上より，少なくとも p53は -204 bp の
MEFプロモーター領域に作用し，MEFの転写
活性を負に制御することによって MEF 発現
量を抑制することが示唆された．

(4) MEFの発現を制御する新規転写活性化因
子 E2F1の同定

Fig. 2. p53 activation and p53 overexpression suppresses 
MEF expression.  
(A) HCT116 p53+/+ and p53-/- cells were untreated or 
treated with 5-FU (400 µM) for 24 hr. The nuclear extracts 
were isolated and expression of MEF and p53 were 
examined by Western blotting. Tublin was used as internal 
control. (B) HCT116 p53+/+ and p53-/- cells were untreated 
or treated with 5-FU (100, 200, 400 µM) for 24 hr. mRNA 
expression of MEF and p53 target gene, p21, were 
examined by semi-quantitative RT-PCR. (C) HCT116 
p53+/+ and p53-/- cells were transfected with 2.0 µg control 
pcDNA3.1 empty vector or p53 plasmid. Forty-eight hr 
post-transfection, nuclear extracts were isolated and 
immunoblotting was performed to determine MEF and p53 
protein expression. (D) mRNA expressions of MEF and 
p21 mRNA were examined by semi-quantitative RT-PCR 
in HCT116 p53-/- cells transiently transfected with 1.0 µg
p53 plasmid or pcDNA3.1. 

Fig. 3. p53 can suppress MEF promoter activity.  
A: HCT116 p53-/- cells were transiently transfected with 
MEF (-849 bp / +181 bp) promoter construct or pGL3b 
vector (0.2 µg) and the indicated concentration of p53 
plasmid or pcDNA3.1 empty vector. Luciferase activity 
was determined 48 hr after transfection of plasmids and is 
expressed as fold activation over the pGL3b empty vector. 
Values are the mean±S.E. from triplicate platings. B: 
HCT116 p53-/- cells were transiently transfected with the 
indicated MEF promoter constructs (0.2 µg) and p53 
plasmid (0.1 µg) or pcDNA3.1 empty vector (as control). 
Luciferase activity was determined 48 hr after transfection 
of plasmids and is expressed as fold activation over the 
pGL3b empty vector. Values are the mean±S.E. from 
triplicate platings. 



MEF promoter配列を確認したところ，p53
によるMEF転写抑制機構に，転写因子 E2F1
の関与が推測された．そこで本項では，MEF
発現量に対する E2F1 の影響を検討した．は
じめに，E2F1の過剰発現によるMEF発現量
に対する影響を Western blotting および
Q-PCR により検討した．その結果，MEF タ
ンパク質および mRNA 発現量が増加するこ
とが示された (Fig. 4A, B)．次に，MEFプロ
モーター活性に対する E2F1 の影響を
Luciferase assay により検討した．その結果，
E2F1は -849 bp のMEFプロモーター活性に
対して用量依存的にそのプロモーター活性

を増加させた (Fig. 4C)．更に，異なる 3種類
の長さのMEFプロモーター活性に対しても，
その全てのプロモーター活性を増加させる

ことが示された (Fig. 4D)．従って，E2F1は，
MEFの転写活性化を誘導し，その発現量を増
大させる転写活性化因子であることが明ら

かになった．更に，ChIP assay により，実際
に E2F1がMEFプロモーターに結合している
こと(Fig. 4F)，si-E2F1による E2F1ノックダ
ウンによりMEF mRNA発現量が減少するこ
と (Fig. 4E) が示されたことから，E2F1 を
MEFの新規転写活性化因子として同定した．

(5) p53による E2F1依存的転写活性化抑制機
構

(4)より，MEF の転写因子として新たに
E2F1を同定した．そこで本項では，これまで
確認されている p53 による MEF の転写抑制
は，転写活性化因子 E2F1 依存的転写活性の
抑制に起因しているか否か検証した．MEFプ
ロモーター活性に対する E2F1 と p53 の影響
を確認した結果，E2F1 により誘導された
MEFプロモーター活性をp53が抑制すること
が示された (Fig. 5A)．更に，ChIP assay を用
いて，E2F1のMEFプロモーターへの結合に
対する p53の影響を検討した．その結果，p53
過剰発現により E2F1のMEFプロモーターへ
の結合が抑制された (Fig 5B)．また，p53の
MEF プロモーターへの結合を確認した結果，
in silico解析からの予測通り，p53のMEFプ
ロモーターへの結合は見られなかった．

以上より，p53 は，E2F1 の MEFプロモー
ターに対する結合を抑制することにより，

MEF の転写活性を抑制することが示唆され

た． 

Fig. 4. E2F1 up-regulates MEF expression.  
(A) MEF and E2F1 protein expressions were examined by 
Western blotting of nuclear extracts in HCT116 p53-/- cells 
transiently transfected with E2F1 (1.0 µg) or pcDNA3.1 
empty vector. Tublin was used as internal control. (B) Total 
RNA extracted from HCT116 p53-/- cells transiently 
transfected with 0.1 µg E2F1 or pcDNA3.1 vector was 
analyzed for MEF mRNA expression by Q-PCR. Value 
were normalized to GAPDH and expressed as relative 
amount of mRNA. (C) HCT116 p53-/- cells were 
transiently transfected with MEF (-849 bp / +181 bp) 
promoter construct or pGL3b vector (0.2 µg) and the 
indicated concentration of E2F1 plasmid or pcDNA3.1 
empty vector. Luciferase activity was determined 48 hr 
after transfection of plasmids and is expressed as fold 
activation over the pGL3b empty vector. Values are the 
mean±S.E. from triplicate platings. (D) HCT116 p53-/- 
cells were transiently transfected with the indicated MEF 
promoter constructs (0.2 µg) and E2F1 plasmid (0.1 µg) or 
pcDNA3.1 empty vector. Values are the mean±S.E. from 
triplicate platings. (E) HCT116 p53-/- cells transiently 
transfected with si-E2F1 (200 nM) or si-GL2 , and total 
RNA was harvested 48 hr after transfection. MEF mRNA 
deternied by Q-PCR was normalized to GAPDH and 
expressed as relative amount compared to si-GL2. (F) 
E2F1 binding on MEF promoter was confirmed by ChIP 
assay using nuclear extracts of HCT116 p53-/- cells 
transiently transfected with E2F1 or pcDNA3.1 vector (1.0 
µg). CDC6 promoter was used as positive control and 
GAPDH promoter was used as negative control for E2F1 
binding. Upper panel illustrates the MEF promoter region 
(-204 bp / +181 bp) in which binding was assessed. 



これまでのMEFに関する研究は，血球系，
上皮系細胞における機能解析，すなわち，

MEF がターゲットとする遺伝子群をどのよ
うに調節するかに着目した解析が中心であ

った．本研究の特色は，MEFそれ自身が，ど
のように発現調節を受けているのかという

点に着目した点にある．MEFは，自然免疫の
最前線に位置する上皮細胞においては，

Lysozymeや beta-defensinなどの抗菌ペプチド
や GM-CSF などのサイトカインの産生を促
し，NK 細胞においては，傷害活性因子
perforin の発現を促進する．したがって，MEF
の発現制御機構に着目した研究は，免疫制御

の観点からも重要である．また，本研究の独

創的な点は，癌抑制遺伝子である p53が自然
免疫のキーレギュレーターである MEF 遺伝
子の発現を制御していることを明らかにす

る点である．これまで本申請者が明らかにし

たように，MEF遺伝子の発現制御には，転写
因子 SP1が重要であるが (Koga T, Suico MA 
et al. FEBS Lett., 2005), SP1は生体内のさまざ
まな組織で恒常的に発現する転写因子であ

り，遺伝子発現制御における特異性を発揮す

るには，何らかの協調因子が必要である．p53
の有無で MEF の発現量が変化するという基
礎検討の結果を考慮すると，MEF の制御に
重要な SP1 活性を p53 が制御している可
能性は高い．しかしながら，一般に知られる

p53の標的遺伝子は，DNA 修復，細胞周期停
止，アポトーシス促進，血管新生抑制，老化・

加齢，エネルギー代謝調節などに関与するも

のが多く免疫系への寄与を明らかにする報

告は極めて少ない．したがって，本研究の成

果は，p53の新規機能を提唱するものであり，
p53 と自然免疫応答に関する新たな研究領域
を切り開くものであると思われる．
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