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１、背景 

 正しく細胞増殖を行うため、様々な細胞周期関連分子のはたらきによって細胞周期

は厳密に制されている。その中でも E2F は細胞周期の進行に伴う遺伝子発現に特に重

要な転写因子である[1]。G1 期に Cyclin/Cyclin dependent kinase (CDK)複合体によっ

て Rb がリン酸化されると、Rb と結合していた E2F が遊離する。このようにして活性

化された E2F は、S 期の進行や DNA 複製に必要な遺伝子群の発現を誘導する。そし

て S 期に移行したのち E2F の転写活性は抑制される。E2F 転写制御の破綻はがんの発

生や胚発生異常につながることが知られている。しかし、細胞周期進行に伴って転写

活性の変化する E2F がどのように細胞増殖を制御しているのかは未詳である。 

 

２、目的 

 転写因子 E2F 活性レポーターを開発し、E2F が細胞増殖をどのように制御している

のか調べることを目的とした。 

 

３、方法 

１）E2F 活性レポーターのプロモーター領域の選定 

 過去に当研究室で行われた RNA-seq のデータセットを用いて、E2F 活性レポーター

に適当なプロモーター領域をもつ遺伝子の候補を選定し、候補遺伝子の mRNA 発現量

を RT-qPCR により検討した。続いてこれら遺伝子のプロモーター領域をもつレポー

ターを MCF10A 細胞に導入し、増殖因子に対する応答性および CDK4/6 阻害剤に対す

る感受性を調べた。 



２）E2F 活性レポーターの特異性検証 

 E2F 活性レポーターを導入した MCF10A 細胞を血清飢餓状態においたのち、増殖因

子に対する応答をライブイメージングにより調べ、Rb のリン酸化を免疫染色により検

討した。なおライブイメージング画像と免疫染色画像を照らし合わせることで同一細

胞内の E2F 活性レポーターの挙動と Rb のリン酸化を比較した。 

３）細胞増殖における E2F の役割の解析 

 ２）と同様に E2F 活性レポーターを導入した MCF10A 細胞のライブイメージングに

より、G1 期から S/G2 期における E2F 活性の変化や細胞周期の長さ、また娘細胞の

E2F 活性を検討した。 

 

４、結果 

１）E2F 活性レポーターのプロモーター領域の選定 

 CDK4/6 阻害剤により発現量が抑制された上位 11 の遺伝子を選定した。増殖因子刺

激から 14 時間後、これら 11 遺伝子の mRNA 発現量はどれも CDK4/6 阻害剤により

抑制された。さらにこれら遺伝子のプロモーター領域を組み込んだレポーターの結果

から、増殖因子に対する応答性および CDK4/6 阻害剤に対する感受性が最も顕著にみ

られた 3 候補に絞り込んだ。 

２）E2F 活性レポーターの特異性検証 

 １）で選定した候補のうち 2 種類のレポーターについて、Rb のリン酸化された細胞

特異的にレポーターシグナルの増加を認めた。これら２種類のレポーターのうち、シ

グナルノイズ比の優れた方を最終的に E2F 活性レポーターとした。 

３）細胞増殖における E2F の役割の解析 

 E2F は G1 期に活性化され S/G2 期に抑制されたが、S/G2 期における E2F 活性の抑

制の程度は細胞ごとにばらつきが見られた。細胞ごとの動態を解析したところ、S/G2

期における E2F 活性の抑制と DNA 損傷との間には正の相関があることが示唆された。

また S/G2 期における E2F 活性が大きく抑制された細胞ほど S/G2 期が長いことを見

出した。さらに S/G2 期における E2F 活性が大きく抑制された母細胞ほど、娘細胞の

E2F 活性も抑制される傾向が認められた。 



４、まとめと考察 

 本研究では特異性と感受性に優れた E2F 活性レポーターを開発した。この E2F 活性

レポーターを用いた解析結果から、DNA 損傷に応答して S/G2 期の E2F 活性が抑制さ

れることで、細胞増殖が抑制されることが明らかとなった。E2F 転写制御の破綻はが

んの発生につながることから、E2F 活性を抑制する分子機構はがん細胞に対する治療

標的となり得る。 

 最近、SCF ユビキチンリガーゼの基質認識サブユニットである F box タンパク質

Cyclin F が E2F 活性を抑制することが相次いで報告された[2][3][4]。そこで Cyclin F

により S/G2 期における E2F 活性がどの程度抑制されるのか、S/G2 期の長さにどのよ

うな影響を与えるのかを検討したいと考えている。また DNA 損傷に応じた Cyclin F の

発現量、E2F 活性の解析も今後の課題である。さらに母細胞の S/G2 期における E2F

活性の抑制がなぜ娘細胞の E2F 活性抑制につながるのかを明らかにすべく、母細胞か

ら娘細胞へ引き継がれるサイクリンやサイクリン依存性キナーゼ阻害因子の発現量、

半減期等を調べる必要がある。 
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