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研究成果の概要（和文）：癌抑制遺伝子産物 pRB の標的である転写因子 E2F による細胞増殖と

癌化抑制の仕分け機構を解析した。癌性変化の代表である pRB の機能欠損により活性化され

た E2F で特異的に活性化される新規標的遺伝子を 5 個同定した。これらは細胞死を誘導する

p53 経路に関わるものが多かった。pRB の制御を外れた E2F による癌抑制遺伝子の活性化は、

増殖刺激で活性化され、細胞生存を促す PI3 キナーゼ経路に抑制されないことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：We analyzed the molecular mechanism of control of cell growth and 
tumor suppression mediated by the transcription factor E2F, the main target of the tumor 
suppressor pRB. We identified 5 novel genes, which are specifically activated by E2F 
induced by loss of pRB function, a representative oncogenic change. Many of these gene 
products are involved in the p53 pathway, which induces cell death. PI3 kinase pathway 
did not suppress activation of tumor suppressor genes by E2F induced by loss of pRB 
function. 
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１．研究開始当初の背景 
 転写因子 E2F は、代表的な癌抑制遺伝子産
物 pRB の主な標的である。E2F は、増殖刺
激による pRB の不活性化によって活性化さ
れ、細胞増殖に関連した遺伝子発現を誘導す
ることにより、細胞増殖に必須の役割を担っ
ている(Wu, Nature, 2001)。一方 E2F は、ア
ポトーシス（計画された細胞死）に関連した
遺伝子の発現も制御し（Muller, Genes Dev, 

2001）、RB 遺伝子欠損などの癌性変化に際し
てアポトーシスを誘導し、癌化の抑制にも重
要な役割を担っている (Sherr, Genes & Dev, 
1998)。E2F が如何にして細胞増殖とアポト
ーシスとの相反する細胞の運命を決定し、細
胞増殖と癌化抑制を仕分けているのか、具体
的な機構は明らかにされていない。増殖刺激
は、増殖関連遺伝子だけでなくアポトーシス
に関連した遺伝子の発現も促進する作用が



ある。増殖刺激がアポトーシスを誘導せずに
細胞増殖を誘導する機構の一つとして、増殖
刺激によって活性化されたPI3キナーゼ経路
がアポトーシスを抑制することが知られて
いる。事実、PI3 キナーゼ経路がアポトーシ
スに関連した E2F 標的遺伝子の mRNA 発現
を 抑 制 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
（Hallstrom, Cancer Cell, 2008）。しかし、
この mRNA 発現抑制が E2F による転写活性
化の抑制によるのか、あるいは mRNA レベ
ルでの分解の亢進によるのかは明らかにさ
れていない。一方我々は、癌性変化が生じた
際に発現誘導され、アポトーシス誘導に関わ
る p53 を活性化する癌抑制遺伝子 ARF が、
増殖刺激によって生理的に活性化された
E2F には活性化されず、pRB の機能欠損に
よって pRB の制御を外れて活性化された
E2F により特異的に活性化されることを報
告している(Komori, EMBO J, 2005)。このこ
とは、増殖刺激による pRB の生理的な不活
性化は感知せず、癌性変化の代表である pRB
の機能欠損を特異的に感知する、E2F による
特異な転写制御機構が癌化抑制に重要であ
ることを示唆している。転写レベルにおける
この特異な制御機構をPI3キナーゼ経路が抑
制するか否かは明らかにされていない。また、
pRBの制御を外れたE2FはARF遺伝子に依
存せずにアポトーシスを誘導できるため、
ARF 遺伝子と同様に pRB の制御を外れた
E2F によって特異的に活性化される、他のア
ポトーシス関連標的遺伝子が存在すると予
想される。以上から、pRB の制御を外れた
E2F によって特異的に活性化される新規ア
ポトーシス関連遺伝子とその制御機構、さら
にPI3キナーゼ経路との関連を明らかにする
ことにより、E2F による細胞増殖と癌化抑制
の仕分け機構を知ることが出来ると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、細胞増殖と癌化抑制における
E2F による細胞運命決定機構を明らかする
ために、pRB の制御を外れた E2F によって
特異的に活性化される新規アポトーシス関
連標的遺伝子の同定とその制御機構および
PI3 キナーゼ経路との関連を明らかにする
ことを目標とする。そのために、以下の 4
項目を目的とする。 
 

(1) 増殖刺激はアポトーシス関連遺伝子の
発現も誘導すると一般的には考えられてい
る。増殖刺激には反応せず、pRB の制御を
外れた E2F によって特異的に活性化される
アポトーシス関連遺伝子は、我々が同定した
ARF 遺伝子以外に報告されていない。そこ
で、ARF 遺伝子と同様の制御を受ける新規
アポトーシス関連遺伝子を同定する。 

(2) PI3 キナーゼ経路によるアポトーシス関
連遺伝子の mRNA レベルでの発現抑制が、
E2F によるアポトーシス関連遺伝子の転写
活性化の抑制による可能性を検討する。その
ためにARF遺伝子と(1)で同定されるアポト
ーシス関連遺伝子の E2F による活性化が
PI3 キナーゼ経路によって抑制されるか否
かを検討する。抑制される場合には、その機
序を明らかにする。 
 
(3) PI3 キナーゼ経路によるアポトーシス関
連遺伝子 mRNA の発現抑制が、mRNA の分
解の促進による可能性を検討する。その為に
まず ARF 遺伝子と 1)で同定されるアポトー
シス関連遺伝子の mRNA レベルでの発現が
PI3 キナーゼ経路によって抑制されるか否
かを明らかにする。抑制される場合には、そ
の mRNA の半減期を休止期と PI3 キナーゼ
経路を活性化した時とで比較する。PI3 キナ
ーゼ経路によって mRNA の分解が促進され
る場合には、その機序を明らかにする。 
 

(4) PI3キナーゼ経路によって E2Fによるア

ポトーシス関連遺伝子の転写活性化が抑制

されない場合には、E2F による転写制御自

身に増殖刺激による活性化と制御を外れた

活性化とを識別する機構があると考えられ

る。この機構は癌化抑制に重要と考えられる

ので、その制御機構を探る。その為に、その

制御に関わるプロモーターの構成および生

理的に活性化された E2F 分子と制御を外れ

た E2F 分子の生化学的な違いを明らかにす

る。 
 
３．研究の方法 
(1) 増殖刺激によって活性化された E2F に

は反応せず、pRB の制御を外れた E2F に

よって特異的に活性化される新規アポトー

シス関連遺伝子の検索 
 正常な増殖刺激によって生理的に活性化

された E2F と pRB の制御を外れた E2F に

よって発現誘導される遺伝子を比較し、制

御を外れた E2F によってのみ発現誘導さ

れるアポトーシス関連標的遺伝子を同定す

る。その為に、血清飢餓により休止期に同

調した正常ヒト線維芽細胞を用いて、正常

な増殖刺激である血清刺激によって発現誘

導される遺伝子と pRB の制御を外れた

E2F 活性を生じる E2F の過剰発現または

アデノウイルス E1a による強制的な pRB
の不活性化により発現誘導される遺伝子を

DNA マイクロアレイにより検索する。両者

を比較することにより、増殖刺激によって

は誘導されず、pRB の制御を外れた E2F
によって特異的に活性化されるアポトーシ



ス関連遺伝子を同定する。同定された遺伝

子が本当にその様な挙動を示すかどうかを

RT-PCR により確認する。 
 またレポーターアッセイにより、癌抑制

遺伝子 TAp73 が制御を外れた E2F によっ

て特異的に活性化されることが示唆されて

いるので、それを検証する。 
 次に、新たに同定された遺伝子の E2F に

よるアポトーシス誘導における役割を検討

する。その為に、ヒト正常線維芽細胞を用

いて、TAp73 遺伝子および新たに同定され

た遺伝子の shRNA によるノックダウンが

E2F1 の過剰発現によるアポトーシスを抑

制するかどうかを検討する。 
 

(2) PI3キナーゼ経路が転写レベルで E2F に

よる活性化を抑制する可能性の検討 
 PI3 キナーゼ経路によるアポトーシス関

連遺伝子の mRNA レベルでの発現抑制が

E2F による転写活性化の抑制によるのか否

かを明らかにする。我々は、ARF 遺伝子が

pRB の制御を外れた E2F によって特異的に

活性化されることを明らかにしている。そこ

で、ARF 遺伝子のプロモーターを用いて PI3
キナーゼ経路が制御を外れた E2F による転

写活性化を抑制するかどうかを調べる。その

ために、ヒト正常線維芽細胞を用いたレポー

ターアッセイにより、血清刺激および PI3
キナーゼ経路の主なエフェクターである

Akt の活性型の発現が、E2F1 の過剰発現に

よる ARF プロモーターの活性化を抑制する

か否かを調べる。また、血清存在下に PI3
キナーゼ経路の特異的な阻害剤 LY294002
が ARF プロモーターを活性化（脱抑制）す

るかどうかを検討する。また、1)で同定した

新規アポトーシス関連遺伝子に関して、同様

の検討を行う。 
 PI3 キナーゼ経路が転写レベルで E2F に

よる活性化を抑制していることが分かれば、

その機序を検討する。PI3 キナーゼ自身また

はその下流の Akt によるリン酸化が関与し

ている可能性が考えられるので、E2F 分子

のリン酸化の変化を検討する。また、E2F
のリン酸化部位の変異体を用いて、そのリン

酸化の部位を同定し、その役割を検討する。 
 
(3) PI3 キナーゼ経路がアポトーシス関連

E2F 標的遺伝子の mRNA の分解を促進す

る可能性の検討 
 PI3 キナーゼ経路によるアポトーシス関

連E2F標的遺伝子のmRNAの発現抑制が、

mRNA の分解の促進である可能性を検討

する。ヒト正常線維芽細胞を用いて、まず

ARF 遺伝および(1)で同定した新規アポト

ーシス関連遺伝子の mRNA レベルでの発

現が PI3 キナーゼ経路の活性化（血清刺激

および Akt の活性型の発現）によって抑制

されるか否かを検討する。抑制が認められ

たならば、血清存在下（PI3 キナーゼ経路

活性化状態）および血清飢餓状態において、

その遺伝子の mRNA の半減期を測定する。

血清存在下と非存在下で半減期に差が認め

られれば、それが PI3 キナーゼ経路による

作用であるかどうかを PI3 キナーゼ経路の

特異的な阻害剤および活性化型 Akt を用い

て検討する。 
 PI3 キナーゼ経路によるアポトーシス関

連遺伝子の mRNA の発現抑制が、mRNA
の分解の促進であれば、その機序を検討す

る。mRNA の分解促進には microRNA 
(miRNA)が関与している可能性が考えら

れる。そこで、PI3 キナーゼ経路によって

発現の変化する miRNA をマイクロアレイ

により検索する。PI3 キナーゼ経路によっ

て発現の亢進する miRNA が同定されれば、

それが本当に PI3 キナーゼ経路によるアポ

トーシス関連遺伝子の mRNA の発現抑制

に関与しているかどうかを確認する。その

為に、標的遺伝子の 3'UTR を用いたレポー

ターアッセイにより発現抑制が認められる

か、またその miRNA の発現をノックダウ

ンし、PI3 キナーゼ経路によるアポトーシ

ス関連遺伝子の mRNA の発現抑制が解消

されるかどうかを検討する。 
 

(4) 増殖刺激によって活性化された E2F に

は反応せず、pRB の制御を外れた E2F によ

って特異的に活性化される遺伝子の E2F に

よる制御機構の探索 
 pRBの制御を外れたE2Fによって特異的

に活性化される ARF プロモーターは、典型

的な E2F 結合配列をもっている。しかし、

ARF プロモーターの E2F 反応性にはこの

配列は全く貢献しておらず、GC の繰り返し

配列からなる別の配列が重要であることを

我々は見出している (Komori, EMBO J, 
2005)。従って、この特異な制御機構には、

E2F 結合配列とプロモーター全体の構成の

両者が重要であると予想される。そこで、

この特異な制御に関わる E2F 反応性エレメ

ントをさらに同定し、コンセンサス配列を

導く。また、これらのプロモーターと典型

的な標的遺伝子のプロモーターを用いて、

どの様な構成が必要であるのかを比較検討

する。 
 pRB の制御を外れた E2F に対する反応性



エレメントの配列が典型的な E2F 反応性エ
レメントの配列と異なることから、pRB の制
御を外れた E2F は生理的に活性化された
E2F と生化学的に異なる可能性が考えられ
る。そこで両者の修飾の差を検討する。また、
その修飾を受ける部位を同定し、その変異体
を作成して、その修飾が本当に関与している
かどうかを検討する。 
 
４．研究成果 

(1) 増殖刺激によって活性化された E2F に

は反応せず、pRB の制御を外れた E2F に

よって特異的に活性化される新規アポトー

シス関連遺伝子の検索 
 癌化抑制に重要な新たな E2F 標的遺伝子
を同定するために、癌抑制遺伝子産物 pRB
の制御を外れた E2F が特異的に発現誘導す
るアポトーシス関連遺伝子を DNA マイクロ
アレイで検索した。そのために、ヒト正常線
維芽細胞 HFF を用いて、生理的に E2F を活
性化する血清刺激で発現誘導される遺伝子
を検索した。また、pRB の制御を外れた E2F
によって発現誘導される遺伝子を同定する
ために、pRB の制御を外れた E2F 活性を生
じる E2F1 の過剰発現またはアデノウイルス
E1a による強制的な pRB の不活性化で共通
して発現誘導される遺伝子を検索した。pRB
の制御を外れた E2F によって発現誘導され
る遺伝子から増殖刺激で活性化された生理
的な E2F で発現誘導される遺伝子を差し引
くことにより、制御を外れた E2F で特異的に
発現誘導される遺伝子が約730個同定された。
これらの中から癌化抑制に関わると予想さ
れる遺伝子を 12 個選び出し解析した。 
 これらの遺伝子が本当に pRB の制御を外
れた E2F によって特異的に発現誘導される
か否かを RT-PCR によって確認したところ、
12 個中 7 個の遺伝子が pRB の制御を外れた
E2F によって特異的に発現誘導された。E2F
によるこれらの遺伝子の制御が E2F による
直接の作用であるか否かを検討するために、
エストロジェン受容体と E2F1 の融合タンパ
ク質（ER-E2F1）とタンパク質合成阻害剤を
用いて、制御を外れた E2F による活性化にタ
ンパク質合成が必要であるか否かを検討し
た。その結果、7 個中 5 個の遺伝子が E2F の
直接の標的遺伝子であった。以上から、pRB
の制御を外れた E2F によって特異的に活性
化される新規標的遺伝子が 5個（Bim, Rassf1, 
JMY, RBM38, ABTB1）同定された。これら
の遺伝子は、細胞死を誘導する p53 経路に関
わるものが多かった。 
 同様にして TAp73 遺伝子を検討したとこ
ろ、TAp73 遺伝子も pRB の制御を外れた
E2F によって特異的に活性化される遺伝子
であることが確認された。ヒト正常線維芽細
胞を用いて、shRNA による TAp73 遺伝子発

現のノックダウンが E2F1 の過剰発現による
アポトーシスを抑制するかどうかを検討し
た。予想に反して TAp73 遺伝子発現のノッ
クダウン単独でアポトーシスを促進した。
TAp73 遺伝子は細胞生存を促す dNp73 フォ
ームを発現することや、TAp73 は dNp73 遺
伝子を活性化することが知られているため、
TAp73 遺伝子の作用は複雑であり今後さら
なる検討が必要と考えられた。 
 
(2) PI3 キナーゼ経路が転写レベルで E2F に
よる活性化を抑制する可能性の検討 
 PI3キナーゼ経路が転写レベルでE2Fによ
る活性化を抑制するか否かを検討するため
に、まず E2F による癌抑制遺伝子 ARF の活
性化に及ぼすPI3キナーゼ経路の影響を検討
した。ヒト正常線維芽細胞を用いて検討した
ところ、PI3 キナーゼ経路を活性化する血清
刺激もPI3キナーゼ経路のエフェクターであ
る Akt キナーゼの活性型の導入も、E2F1 の
過剰発現による ARF 遺伝子の発現誘導を抑
制しなかった。また PI3 キナーゼ経路の阻害
剤は、血清刺激後の ARF 遺伝子の発現を増
強（脱抑制）しなかった。ARF プロモーター
を用いて同様の検討を行ったところ、E2F1
の過剰発現による ARF プロモーターの活性
化も、PI3 キナーゼ経路の影響を受けなかっ
た。従って、pRB の制御を外れた E2F によ
る ARF 遺伝子の活性化は、PI3 キナーゼ経
路の影響を受けないと考えられた。 
 次に、新たに同定した制御を外れた E2F
の新規標的遺伝子の発現に及ぼす PI3 キナｰ
ゼ経路の影響を検討した。そのために、同定
した遺伝子の中で最も反応性の高かった
Bim 遺伝子に注目した。同様にヒト正常線維
芽細胞を用いて検討したところ、Bim 遺伝子
の mRNA レベルでの発現は、血清刺激およ
びAktの活性型の導入により明らかに抑制さ
れた。また、PI3 キナーゼ経路の阻害剤によ
り増加した。従って、PI3 キナｰゼ経路は Bim
遺伝子の発現を抑制することが明らかとな
った。この mRNA レベルでの抑制が、E2F
による転写レベルでの抑制か、あるいは
mRNA の不安定化によるものかを検討した。
そのために、 Bim プロモーターをクローニ
ングし、レポーターアッセイにより E2F によ
る Bim プロモーターの活性化を PI3 キナー
ゼ経路が抑制するか否かを検討した。その結
果、血清刺激および Akt の活性型の導入とも
に、E2F による Bim プロモーターの活性化
を全く抑制しなかった。また、PI3 キナーゼ
経路の阻害剤は、Bim プロモーターの活性を
増強（脱抑制）しなかった。従って、PI3 キ
ナーゼ経路は、E2F による Bim 遺伝子の転
写活性化を抑制しないと考えられた。以上か
ら、PI3 キナーゼ経路は、pRB の制御を外れ
た E2F による癌抑制に関わる遺伝子の転写



活性化を抑制しないことが強く示唆された。  
 
(3) PI3 キナーゼ経路がアポトーシス関連
E2F 標的遺伝子の mRNA の分解を促進する
可能性の検討 
 pRB の制御を外れた E2F による Bim 遺伝
子の発現はPI3キナーゼ経路によって抑制さ
れたが、pRBの制御を外れたE2FによるBim
プロモーターの活性化はPI3キナーゼ経路に
よって抑制されなかった。従って、PI3 キナ
ーゼ経路を介した Bim 遺伝子の発現の抑制
は、転写レベルではなく、mRNA の不安定化
を介して行われている可能性が示唆された。
PI3 キナーゼ経路を介した Bim mRNA の不
安定化に microRNA (miRNA) が関与してい
る可能性を考え、その標的とされる Bim 
mRNAの 3' UTRに対する PI3キナーゼ経路
の影響を検討した。そのために、Bim mRNA
の 3' UTR をクローニングし、ルシフェラー
ゼ遺伝子の下流に接続したレポータープラ
スミドを作製し、PI3 キナーゼ経路がその発
現を抑制するか否かを検討した。その結果、
Bim 3' UTR を順方向に接続したレポーター
は陰性コントロールの逆方向に接続したレ
ポーターに比べ、Akt の活性型の導入により
明らかな活性の低下が認められた。従って、
PI3 キナーゼ経路を介して発現誘導された
miRNA が Bim mRNA を不安定化している
可能性が示唆された。そこで、PI3 キナーゼ
経路を介して発現誘導される miRNA をマイ
クロアレイを用いて検索した。ヒト正常線維
芽細胞を用いて、血清刺激によって発現が増
強され、PI3 キナーゼ経路阻害剤によって発
現が抑制される遺伝子を検索したところ、45
個の miRNA が同定された。これらのうち
Bim 3' UTR に作用する可能性のある
miRNA が 5 個同定された。これらの miRNA
が実際に PI3 キナーゼ経路による Bim 
mRNA の不安定化に関与しているか否かを
現在検討中である。 
 
(4) 増殖刺激によって活性化された E2F に

は反応せず、pRB の制御を外れた E2F によ

って特異的に活性化される遺伝子の E2F に

よる制御機構の探索 
 ARFプロモーターの E2F反応性エレメン

トを詳細に解析したところ、既に同定してい

た E2F 反応性エレメントに加え、新たな反

応性エレメントを同定した。これらを比較検

討したところ、Sp1 結合配列+GC 連続配列

という共通性が認められた。そこで、このよ

うな配列を人工的に合成して検討したとこ

ろ、pRB の制御を外れた E2F に対して特異

的に反応した。従って、pRB の制御を外れ

たE2Fに特異的に反応するE2F反応性エレ

メントのコンセンサスとして、Sp1 結合配列

+GC 連続配列が同定された。 
 ウェスタンブロット法を用いて、細胞増殖
を促進する生理的な E2F1 とアポトーシスを
誘導する RB の制御を外れた E2F1 の生化学
的な差を検索した。その結果、E2F1 は 4 本
のバンドとして検出され、これら 4 本のバン
ドは脱リン酸化処理により、一番泳動度の速
い 1 本のバンドに収束した。増殖刺激によっ
て誘導された E2F1 は、最も泳動度の遅いバ
ンドが大半であった。従って、生理的に活性
化された E2F1 は高度にリン酸化されている
ことが明らかとなった。E2F1 の過剰発現ま
たは RB を強制的に不活性化するアデノウイ
ルス E1a によって RB の制御を外れた E2F1
活性を生じさせると、両者に共通して低リン
酸化型の E2F1 が増加した。従って、RB の
制御を外れた E2F1 は低リン酸化状態である
ことが示唆された。両者でリン酸化の異なる
アミノ酸を同定するために、E2F1 のリン酸
化を受けうるアミノ酸を受けないアミノ酸
に置換した変異体を作製し、細胞に発現させ
て高リン酸化状態にならないアミノ酸変異
を検索した。23 カ所のアミノ酸について順次
検討したところ、1 カ所のアミノ酸変異で低
リン酸化状態にシフトした。従って、このア
ミノ酸のリン酸化の有無が、pRB の制御を外
れた E2F1 と生理的な E2F1 の質的な違いの
1 つである可能性が示唆された。 
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