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序論・目的 

 

Activating transcription factor (ATF)は activator protein-1に属する転写因子であ

る(1)。ATFファミリーは ATF1、ATF2、ATF3、ATF4、ATF5、ATF6、ATF7で構成

され、その中でも ATF2と ATF7は相同性の高い配列を持ち、様々な組織で発現してい

る事が知られている(2-6)。ATFはアミノ末端側に Activation domain、カルボキシ末端

側に DNA-binding domain を持っている。ATF2 と ATF7 のアミノ酸相同性を調べた

ところ、これらのドメインにおいて 82%の相同性を持つ事がわかった。ATF2は転写活

性を示す事で細胞増殖等に関わる事が知られているが、そのシグナルとして細胞外スト

レス刺激によるものがある(図 1)。浸透圧ストレスや UV 刺激によって細胞がストレス

を受けると、Jun NH2-terminal protein kinase (JNK)、p38、ERKが活性化し、ATF2

の Thr-69/Thr-71をリン酸化する事が知られている。ATF2の Thr-69/Thr-71がリン酸

化された事により、ATF2 はホモダイマー又は c-jun などとヘテロダイマーを形成し、

DNAの cAMP response element(CRE)と呼ばれる部位に結合する。CREに結合した事

により転写活性が上昇する為、ATFは CRE-binding proteinとも呼ばれる。また、TPA

刺激下で活性化された PKC により ATF2 の Ser-121 がリン酸化されると、その後

Thr-69/Thr-71のリン酸化が引き起こされ、転写活性を示す報告もある(7)。ATF7に関

しては、ストレス刺激後に活性化した p38 により Thr-51/Thr-53 がリン酸化される事

が知られている(8)。また ATF2 は転写活性非依存的な機能として、ミトコンドリアの

外膜へ局在する事で細胞をアポトーシスに導く機能や(9)、DNA ダメージ反応の際に、

ATM(ataxia-telangiectasia-mutated)により Ser-490/Ser-498がリン酸化される事によ

り DNA修復に関わる事(10, 11)が知られている。しかし、ATF7に関しては ATF2ほど

研究成果がなく、ATF7が転写活性非依存的な機能を持つかどうかは明らかになってい

ない。また、これまでの ATF2と ATF7に関する研究では G1/S期における機能解析が

中心となっており、G2/M期に着目された研究結果の報告がほとんどなかった。そこで

本研究では、特に G2/M期に着目し、ATF2と ATF7が細胞周期進行に関与するかどう

か解析を行なった。 
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結果 

 

ATF2と ATF7のノックダウンによる細胞増殖・細胞周期への影響 

ヒト ATF2とヒト ATF7にはそれぞれ、13又は 6つの transcript variant がある。

ATF2と ATF7が細胞周期進行においてどのような役割を持つのかを解析する為に、ノ

ックダウンの実験を行なった。そこで、ノックダウンで用いる shRNAのターゲットと

なる配列を検討し、shATF2は coding sequenceで 13種類の transcript variant を全

てターゲットとする配列を選択し、shATF7は coding sequence (CDS) をターゲットと

するものと、3’-untranslated region (3’UTR)領域をターゲットとするものを用意した。

2種類の shATF7とも、transcript variant 2 と 3をターゲットとするが、ターゲット

配列が CDSにある shATF7では、ATF7 ncRNA となる transcript variant 6 をもノッ

クダウンしてしまう可能性が考えられた(発表論文: Fig. S1A)。また、shRNAを組み込

むベクターとして、EBNA-1、OriP をコードしている、エピゾーマルベクターの

pEBMultiベクターを選択した。エピゾーマルベクターは宿主細胞の染色体に組み込ま

れることなく、分裂した娘細胞に受け継がれていくベクターであり、DNA 障害が起き

にくいと言われている。また、neomycin耐性遺伝子も組み込まれているので、neomycin

誘導体である G418 を用いて薬剤選択を行なう事により、pEBMulti-shRNA エピゾー

マルベクターが遺伝子導入された細胞のみを集める事ができるシステムとなる。まず、

HeLa S3 細胞にこれらのベクターをトランスフェクションし、薬剤選択を 1 日後から

始め、トランスフェクション 3.5日～6日目までの細胞を回収し、薬剤選択にかける時

間を検討した。その結果、5 日目以降から安定的に、内在的に発現している ATF2 と

ATF7 がそれぞれノックダウンされた細胞を集められる事がわかった(発表論文：

Fig.1.A-B, Fig.S1B-C)。そこで、ATF2と ATF7のノックダウンを行ない細胞増殖へ影

響があるかどうか解析を行なった。その結果、ATF2、ATF7 それぞれのノックダウン

細胞において細胞増殖が抑制される事がわかった(発表論文: Fig.1.C)。また、ノックダ

ウン細胞を回収し cell viability について解析する為に Facsを用いて subG1 phaseの

割合を調べたところ、ATF7 のノックダウンにより subG1 phase の割合が上昇した。

この結果から、ATF7をノックダウンするとアポトーシスする細胞が増えた事が考えら

れる為、ATF7が G1/S期において DNAダメージ反応に関わる可能性が考えられた(発

表論文：Fig.1D)。さらに、ATF2 よりも ATF7 をノックダウンした細胞の方において
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著しい細胞増殖抑制効果が見られた事から、ATF2よりも ATF7の方が細胞増殖に寄与

が大きい事が考えられた。また、Western Blotting の実験から、ATF7をノックダウン

すると ATF2のタンパク質量が減少する結果が得られた(発表論文：Fig.1B, Fig.S1B-E)。

shATF7がターゲットとする配列に ATF2の配列は含まれない為、off target効果によ

るものではなく、ATF2の蛋白質量は ATF7に依存しているものと考えられる。 

 DNA 障害でアポトーシスする細胞が増える事により細胞増殖は抑制され得るが、細

胞周期が遅れることによっても細胞増殖は抑制される。そこで、ノックダウン細胞を用

いて細胞周期を解析する為に、細胞周期の同調を行なった。HeLa S3細胞の細胞周期 1

サイクルを 24時間とすると、G1期の時間が 11時間と長い。細胞を同調せずに実験に

使用すると半分程度の細胞が G1期であり、他の phaseの特徴が見られない事が示唆さ

れる。そこで Double thymidine block (DTB)と言われる方法を用いて細胞同調を行な

った。チミジンは DNA合成を阻害する事で細胞を S期初期に同調する事ができる試薬

として広く用いられている。ただしチミジンは一度、24 時間処理しただけでは同調率

が 20%と低い為、一度チミジンを除去し細胞周期を再開させ S 期を抜けた時期からさ

らにもう一度チミジンを処理する事で同調率を 90%程度に上げる事ができる。また、

ATF2や ATF7のノックダウン細胞はトランスフェクション後 5日目以降から安定的に

集める事ができる結果が得られたが(発表論文: Fig.1.A-B, Fig.S1B-C)、5日目以降から

2 日以上かけて DTB を行なう時に ATF7 のノックダウン効果である細胞増殖抑制効果

が表れる事が考えられる。細胞増殖抑制により、細胞周期の同調が行なわれにくくなり

同調率が著しく低下する事が予測される為、薬剤選択によりノックダウン細胞を集めな

がら、同調を行なうプロトコルを組み立てた(発表論文：Fig. 1E)。そこで DTBにより

細胞を S期初期に同調し、チミジンを除いて細胞周期を再開させ 10、11、12時間後の

細胞を回収し Facs を用いて細胞周期進行の様子を解析した。ここで 10 時間後の細胞

から 12 時間後の細胞にかけての G1 期の割合の変化に着目したところ、コントロール

の細胞やATF2をノックダウンした細胞では 20%ほどG1期の割合が上昇した。しかし、

ATF7 をノックダウンした細胞では、G1 期の割合にあまり変化が見られなかった。こ

の事により、ATF7をノックダウンすると G2/M期を抜けて G1期に戻ってきた細胞の

割合が減少するという事がわかった(発表論文：Fig. 1E)。また、リリース 10時間後の

細胞において、ターゲット配列が CDS である shATF7 を使用した細胞では G1/S 期の

細胞が多く、3’UTR領域にターゲットを持つ shATF7では G1/S期の細胞がほとんどな

かった。ATF7の transcript variant6 である ATF7 ncRNAをノックダウンするか否か
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でこの違いが出ている事が考えられる為、ATF7 ncRNAが G1/S期の進行に関与する可

能性が考えられた。ただし、二種の shATF7で同じように G2/M期から G1期に戻った

細胞の割合が少ない為、ATF7 が G2/M 期の細胞周期進行に重要である事がわかった。

さらに、ATF7 をノックダウンする事により M 期に進行した細胞の割合が少なかった

事から(発表論文：Fig. S1F)、ATF7がM期の開始に重要である可能性が考えられた。 

 

M期における ATF2と ATF7 のスレオニンリン酸化 

 ATF2とATF7はスレオニンのリン酸化が起こる事により機能を発揮する事が知られ

ている(8, 12)。リン酸化が起きるスレオニン付近の配列では、ATF2と ATF7が全く同

じ配列を持っており、ATF2 Thr-69/Thr-71に対応するのは ATF7 Thr-51/Thr-53とい

う事がわかる(発表論文：Fig. 3A)。抗リン酸化 Thr-69/71抗体を用いる事により、リン

酸化された ATF2 Thr-69/Thr-71と ATF7 Thr-51/Thr-53の両方を認識する事ができ、

また抗 ATF2[N96]抗体により ATF2と ATF7の両方を認識する事が知られている(13)。

これらの抗体を用いて、細胞周期のどの時期に、内在性の ATF2と ATF7のスレオニン

リン酸化が起きているのかを解析する為に、細胞を S期、G2期、M期に同調しWBを

行なった。抗リン酸化 Thr-69/71抗体を用いた結果、M期においてバンドが見られた。

また、抗 ATF2[N96]抗体が検出したバンドを見ると、M 期の細胞でバンドが上にシフ

トしており泳動度の遅延が見られた(発表論文：Fig. 2A)。特に細胞外ストレスと言われ

る刺激を加えていない事からも、細胞周期依存的に M期において ATF2 Thr-69/Thr-71

と ATF7 Thr-51/Thr-53がリン酸化される事がわかった。そこで次に、どのようなキナ

ーゼがM期において ATF2と ATF7のリン酸化に関わるのかを解析した。M期で重要

だとされている Cdk1、Aurora A、Aurora B、Polo-like kinase 1それぞれの阻害剤を

分裂期に同調した細胞に添加し WB を行なった。M 期に入る前から阻害剤を添加する

と M 期に進行しなくなる可能性がある為、プロテアソーム阻害剤である MG132 を用

いて M 期の中期に細胞を同調したまま阻害剤を添加する方法で実験を行なった。興味

深い事に、Cdk1 の阻害剤である RO-3306 を入れる事により M 期で見られる ATF2 

Thr-69/Thr-71 と ATF7 Thr-51/Thr-53 のリン酸化は著しく減少する事がわかった(発

表論文：Fig. 2B, C)。これらのスレオニンを含むアミノ酸配列を解析したところ、Cdk1

によってリン酸化されるアミノ酸配列である Cdk1 コンセンサスシークエンス

(S/T*-P-x-K/R)と一致する事がわかった。さらに、間期の細胞においては、ATF2とATF7

が MAPキナーゼや PKCによりリン酸化される事が知られている為(7, 8, 12)、それら



- 6 - 

 

のキナーゼによる制御があるかどうかを調べる為に、同様の実験を行なった。しかしな

がら、p38、JNK、ERKの阻害剤では ATF2 Thr-69/Thr71と ATF7 Thr-51/Thr-53の

M 期リン酸化は減少しなかった。また、PKC の阻害剤である Gö6976 を処理した時に

はスレオニンのリン酸は減少せず、抗リン酸化 Thr-69/71 抗体で認識されるバンドが下

にシフトした(発表論文：Fig. 2D)。これらの結果から、M 期においては、MAP キナー

ゼや PKCではなく、Cdk1によって ATF2 Thr-69/Thr-71 と ATF7 Thr-51/Thr-53 のリン酸

化が起こる事が示唆された。さらに、Cdk による関与がある事を示すために、ATF2 野

生型プラスミド(ATF2-wt)、ATF7 野生型プラスミド(ATF7-wt)、スレオニンをアラニンに

置換しリン酸化されないようにした ATF2 T69A/T71A 変異体 (ATF2-TA)、ATF7 

T51A/T53A変異体(ATF7-TA)を作製した。ATF2-wt又は ATF7-wtと共に Cdk1又は Cyclin 

Bのプラスミドを cotransfection してもスレオニンのリン酸化は上昇しなかった。しかし、

Cdk1と Cyclin B を ATF2-wt又は ATF7-wt と triple transfection し、M期様の状態を作り

出した場合に、スレオニンのリン酸化が上昇する事がわかった(発表論文：Fig. 3B, C)。

ATF2-TA 又は ATF7-TA プラスミドを用いて同様の実験を行なってもリン酸化は上昇し

なかった(発表論文：Fig. 3D, E)。これらの結果から、Cdk1と Cyclin B の複合体が ATF2 

Thr-69/Thr-71と ATF7 Thr-51/Thr-53のリン酸化を担う事がわかった。 

 

M 期で見られる ATF2と ATF7のリン酸化が起こる時期と局在 

 ATF2と ATF7が複合体を形成しているかどうかを解析するために、細胞に内在的に

発現している ATF2又は ATF7を免疫沈降し、それぞれの特異抗体で Western blotting 

(WB)を行なった。その結果 ATF2 と ATF7 が互いに共免疫沈降された事から、ATF2

と ATF7が複合体を形成する可能性が考えられた(発表論文：Fig. 4A、図２)。加えて、

非同調の細胞と M 期に同調した細胞を用意し、抗リン酸化 Thr-69/71 抗体により免疫

沈降を行なったところ、M 期同調細胞において ATF2 と ATF7 のバンドが検出された

事から、M期においてATF2とATF7の両方がリン酸化されている事が強く示された(発

表論文：Fig. 4A)。次に、抗リン酸化 Thr-69/71抗体と抗 Cdk1抗体又は抗 Cyclin B抗

体を用いて、内在性のスレオニンリン酸化と Cdk1/Cyclin B の共染色を行なった。そ

の結果、M期の細胞において、ATF2と ATF7のスレオニンリン酸化と Cdk1/Cyclin B

が共局在を示す事がわかった(発表論文：Fig. 4B, 4C)。また、ATF2/ATF7の局在とリ

ン酸化された ATF2 と ATF7 の局在を比較する為に、抗 ATF2[N96]抗体と抗リン酸化

Thr-69/71 抗体、抗リン酸化ヒストン H3 Ser-10 抗体を用いて共染色を行なった。抗
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ATF2[N96]抗体は ATF2 と ATF7 の両方を認識する抗体であるが、間期の細胞におい

ては核内で染色像が観察された。さらに分裂期の細胞を詳しく観察すると、前期から後

期にかけて細胞質に局在が見られ、終期になると染色体上に局在していた。抗リン酸化

Thr-69/71抗体で染色した結果では、前期から後期にかけて強い蛍光強度を示す事がわ

かった(発表論文：Fig. 4D、図３)。また、ヒストン H3 Ser-10は M期進行に重要だと

される Auroraキナーゼによってリン酸化される事が知られている。また、そのリン酸

化は分裂期の前期から後期にかけて見られるので、抗リン酸化ヒストン H3 Ser-10 抗

体は M期のマーカーとしてよく用いられている。前述の結果にもあるが、M期の細胞

に Cdk1 の阻害剤である RO-3306 を処理するとスレオニンのリン酸化が減少する。し

かし Aurora キナーゼの活性阻害剤である ZM447439 を処理してもスレオニンのリン

酸化は減少していなかった(発表論文: Fig. 4F)。また染色結果から、分裂期前期の細胞

においてスレオニンのリン酸化が上昇していてもヒストン H3 Ser-10 のリン酸化が全

く見られない細胞が存在していた為、ATF2と ATF7のスレオニンリン酸化はヒストン

H3 Ser-10のリン酸化より少し早い時期から起こる事が推測された(発表論文: Fig. 4E)。

ATF2と ATF7のスレオニンリン酸化は Auroraキナーゼ活性の影響を受けない事が考

えられる。さらに、リン酸化 ATF2/ATF7 と cyclin B との関係を深く示すために、

metaphase-anaphase transition の実験を行なった。スピンドルチェックポイントを誘

発させる Monastrolという試薬で細胞を分裂中期に同調し、そこに ZM447439を加え

る事により slippage を起こさせ、無理やり分裂後期に細胞周期を進める系を用いた。

その結果、Cyclin B の分解と共に ATF2 と ATF7 のスレオニンリン酸化が減少してい

く結果が得られた(発表論文：Fig. 4G)。 

これらの結果から、ATF2 と ATF7 のスレオニンリン酸化は M 期開始の早い時期か

ら後期にかけて起きている事がわかった。 

 

G2/M 期進行におけるリン酸化 ATF2と ATF7の役割 

 M 期でのスレオニンのリン酸化は ATF2 と ATF7 の両方で見られていたが、ノック

ダウンの実験から、ATF2よりも ATF7の方が、細胞増殖や細胞周期への寄与が大きい

事が考えられる(発表論文：Fig:1C-E,  Fig: S1F)。そこで、G2/M期における ATF7の

役割を解析する事に着目した。細胞周期進行過程において、M 期でみられる ATF7 の

リン酸化がどのような機能を持っているのかを解析する為に、ATF7-wtと ATF7-TAそ

れぞれの誘導発現細胞株を作製した。テトラサイクリン誘導体であるドキシサイクリン
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(Dox)を処理する事で、目的の蛋白質を誘導発現するシステムである。作製した細胞株

を用いて WB を行なったところ、Dox 誘導により ATF7-wt又は ATF7-TA をそれぞれ

同じように発現できる事がわかった。また、ATF7-wt を誘導発現した際には、内在性

のスレオニンより高いリン酸化シグナルが見られた(発表論文：Fig. 5A, Fig. S3A-B)。

そこで、Dox を添加し ATF7-wt 又は ATF7-TA を発現させ細胞内局在を観察した。免

疫染色の結果、両者とも間期の細胞では核内に局在が見られ、M 期の前期から後期に

かけては細胞質に広がった局在を示し、終期においては染色体上に局在していた(発表

論文：Fig. 5B)。その為、M期における ATF7 Thr-51/Thr-53のリン酸化は ATF7の局

在に影響を与えない事がわかった。 

 次に、M 期で見られる ATF7 のリン酸化が細胞周期進行に関与するかどうかを解析

する為に、DTBで ATF7-wt又は ATF7-TA誘導発現細胞を同調し、チミジンを除いて

細胞周期を再開させ、その後の細胞周期進行の様子を Facsで解析した。Doxはチミジ

ンを除く時に添加した。PI を用いて DNA のピークを解析し、抗ヒストン H3 Ser-10

抗体で細胞を染色し、染色された細胞を M 期細胞として割合を算出した。親株の細胞

ではチミジンを除いて 10.5 時間後における M 期の割合が 19％であり、11.5 時間後で

は、G2/M 期を抜けて G1 期に戻った細胞が 24％で 12.5 時間後の細胞では G1 期の割

合が 62％であった。ATF7-wtを誘導発現した細胞では親株と同じように細胞周期が進

行していく様子がみられた。しかし、ATF7-TA を誘導発現した細胞株を 3 種類作製し

解析したところ、10.5 時間後の細胞における M 期の割合が 2～11%で、11.5 時間後の

G1 期の割合が 9～14%、12.5 時間後の G1 期の割合は 16～37％であった(発表論文：

Fig. 5C, Fig. S3C-D, S4)。さらに、G2/M期の移行に ATF7のリン酸化が関わるかどう

かを詳細に解析する為、RO-3306 を用いて late G2 期に細胞を同調し、細胞周期を再

開させ M期へ進行させた。Doxは RO-3306のリリースを行なう 5時間前から添加し、

ATF7-wt 又は ATF7-TA を誘導発現させた。その結果、ATF7-TA を発現すると G2 期

から M期に移行する細胞の割合が減少していた為、M期開始が遅延する事がわかった

(発表論文: Fig. 5D)。また、内在性の ATF7 が存在している事から、ATF7-TA がドミ

ナントネガティブ体として働いたと考えられる。これらの結果より、ATF7のリン酸化

が G2/M期の進行に重要である事が示唆された。 

 

ATF7のリン酸化による Auroraシグナリングへの影響 

 ATF7-TA を発現させる事により G2/M 期の移行が遅延したが、なぜ遅延が起きるの
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かを明らかにできていない。M 期における ATF7 のリン酸化の役割を詳細に解析する

為に、ノックダウンレスキューの実験を行なう事を計画した。しかし、ATF7をノック

ダウンすると細胞増殖抑制効果が表れてしまい(発表論文：Fig. 1C, E, Fig. S1F)、細胞

周期の解析が正しくできなくなる事が推測された。その為、内在性の ATF7をノックダ

ウンするより前から、Doxを添加し ATF7-wt又は ATF7-TAを発現させ、DTBによる

方法又はチミジンと RO-3306 を用いた同調を行なうプロトコルを組み立てた(発表論

文：Fig. 6A)。3’UTR 領域をターゲットとする shATF7 を細胞に Transfection すると

主に G2/M 期の進行に影響が見られた事から(発表論文：Fig. 1E)、3’UTR 領域をター

ゲットとする shATF7を選択した。また、WBによりノックダウンレスキューが行なえ

ている事を確認した(発表論文：Fig. 6B)。ATF7をノックダウンした時に見られる分裂

後の娘細胞への影響を解析する為に、DTB を用いて細胞同調を行ない、チミジンリリ

ース 12時間後の細胞において、G2/M期を抜けてG1期に戻ってきた細胞の割合をFacs

を用いて解析した。その結果、ATF7をノックダウンした事により減少した G1期の割

合がATF7-wtを発現させる事により回復し、ATF7-TAの発現では回復できなかった(発

表論文：Fig. 6C, S5E)。さらに、ATF7をノックダウンした事により細胞の全体数が減

少し、subG1 phaseの細胞が増えるが、それらの現象が ATF7-wtの発現によりレスキ

ューされ、ATF7-TAではレスキューできない結果も得られた(発表論文：Fig. S5C-D)。

これらの結果により、ATF7のリン酸化が cell viability や細胞周期の進行に重要である

事が示された。 

 次に、ATF7 をノックダウンする事により M 期への進行が妨げられるのかを解析す

るために、チミジンと RO-3306を用いた同調を行ない RO-3306を除いた 40分後の細

胞を回収し、ATF7と同時にリン酸化ヒストン H3 Ser-10の共染色を行なった。ATF7

をノックダウンした細胞ではリン酸化ヒストン H3 Ser-10 の染色像はほとんど見られ

なかった(発表論文：Fig. 6D)。Auroraキナーゼがヒストン H3 Ser-10のリン酸化を行

なう事から、ATF7のリン酸化が Auroraキナーゼの活性に影響するかどうかを WBで

検討した。Auroraキナーゼの活性指標として抗リン酸化 Aurora抗体を用いたところ、

ATF7をノックダウンする事により Aurora キナーゼのリン酸化が減少し、ATF7-TAで

はなく ATF7-wtを発現させる事により Auroraキナーゼのリン酸化が回復した(発表論

文: Fig. 6E)。これらの結果から、G2/M期の移行の時期に、ATF7のリン酸化は重要で

あり、Auroraキナーゼの活性にも影響する事がわかった。 
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総括 

 

 本研究において、ATF2と ATF7が Cdk1-cyclin B 複合体の新規の基質である事が明

らかとなった。また M 期前期の中でも早い時期から後期にかけて、ATF2 の

Thr-69/Thr-71 と ATF7 の Thr-51/Thr-53 がリン酸化される事がわかった。ATF2 と

ATF7は同じように M期でリン酸化され、ATF2と ATF7のそれぞれのノックダウンに

より細胞増殖や細胞周期進行に影響が出ていたが、ATF2と比較し ATF7のノックダウ

ンによる効果の方が高かった。また、M期でリン酸化されないようにした ATF7-TA変

異体を発現する事により、内在性の ATF7が存在しているにも関わらず、G2/M期の進

行が遅延した。さらに、ATF7 のノックダウンレスキューの実験より、Cdk1-cyclin B

の複合体によりリン酸化された ATF7 が Aurora キナーゼの活性に影響し M 期開始に

関わる事が示唆された。G2/M 期において、ATF7 と ATF2 は G1/S 期とは違った機能

を持つ事が考えられる(発表論文：Fig. 7)。 

 これまで、G1/S 期においてストレス刺激があった時に、アミノ末端側にある

Activation ドメイン内に存在するATF2のThr-69/Thr-71又はATF7のThr-51/Thr-53

がリン酸化される事が転写活性に重要であるという報告があった(8, 9, 12, 14-17)。しか

し、G2/M期における ATF2と ATF7の役割を解析した報告はほとんどなかった。興味

深い事に、human ATF2と human ATF7はアミノ末端側にある Activation domain と

カルボキシ末端側にあるDNA-binding domainで相同性が高い(発表論文：Fig. 3A, Fig. 

S6A)。ATF2はそれらの domainどうしで分子内結合があり、不活性化体になっている

が、分子内結合がはずれる事により、ダイマーを形成し転写活性を示す(18)。また、ア

デノウイルス E1A、HTLV-1、HMG1、c-junなどが ATF2の DNA-binding domainに

結合する事と、ストレスで活性化する MAPキナーゼにより ATF2のスレオニンがリン

酸化を受け、DNA-binding domainが活性化する事が協調的に起こり、ATF2は活性化

される(18-24)。G2/M期開始においては Cdk1/Cyclin B複合体が M期開始に重要であ

り、また late G2期から M期の後期まで Cdk1/Cyclin B複合体は活性化し様々な基質

をリン酸化する事が良く知られている(25, 26)。本研究で、Cdk1/cyclin B 複合体により

リン酸化された human ATF2と human ATF7のスレオニン残基は MAPキナーゼに

よりリン酸化を受けるスレオニン残基と同じであるため、M 期で見られるリン酸化も

ATF2やATF7の活性化に重要なものであると考えられる。また、免疫染色の結果より、
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M 期の細胞において染色体上に ATF2 と ATF7 のスレオニンリン酸化は見られなかっ

た(発表論文：Fig. 4D-E)。これらの事を合わせて考えると、ATF2 と ATF7 が、G1/S

期における転写因子としての機能とは別に、M 期における染色体以外の細胞質や

nucleocytoplasmに存在するたんぱく質に結合しM期開始やM期進行に関与している

事が考えられる。 

 ATF2 と ATF7 は M 期において同じように Cdk1/cyclin B 複合体によりリン酸化さ

れていた(発表論文：Fig. 2, 3, 4A)。しかしながら、human ATF7をノックダウンした

事により見られた細胞増殖抑制と細胞周期進行遅延は human ATF2のノックダウンよ

り効果が著しかった(発表論文：Fig. 1C-E, Fig. S1F)。ATF2と ATF7のアミノ酸配列

を比較したときに、中央の部分とカルボキシ末端側では相同性が低いので、この事によ

りノックダウン効果に違いが見られるのではないかと考えられる。また、ATF2と ATF7

をダブルノックダウンし M 期に入った細胞の数を計測すると、それぞれのノックダウ

ンよりも著しい M 期進行抑制が見られた(発表論文：Fig. S1F)。よって、M 期進行に

おいて ATF2 と ATF7 が相乗的な効果を示すことが示唆された。Human ATF2 と 

human ATF7はそれぞれに 13種、6種類の transcript variantがある事が知られてい

る。本研究で用いた shATF2は human ATF2全ての transcript variant をノックダウ

ンできるものであり、shATF7 に関しては 3’UTR 領域にターゲット配列があるもので

は transcript variant 2 と 3をノックダウンし、CDS領域にターゲット配列があるもの

では transcript variant 2と 3に加えて transcriptvariant 6もノックダウンする可能性

が考えられた。shATF7 (CDS)では部分的に G1期でのアレストが引き起こされていた

が M期から G1 期にかけての進行抑制は 2 種類の shATF7 とも同じように起こってい

た(発表論文：Fig. 1B, Fig. S1)。また、ATF7-TA変異体を誘導発現するとドミナント

ネガティブ効果が表れ、G2/M期の進行が抑制されていた。ゆえに、ATF2 というより

はむしろ、human ATF7のたんぱく質のリン酸化が M期から G1期への進行に重要で

あることがわかる。 

 ATF7 の DNA-binding ドメインを欠損させたマウスは生存し、成長過程においても

特に深刻な病気や変化は引き起こされないという報告がある (2, 13)。しかし、

DNA-binding domain を欠損させた ATF2 のノックアウトマウスでは、生まれてすぐ

死に至る報告がある(27)。またアミノ末端側のスレオニンをアラニンに置換した TA 変

異体をノックインしたマウスでも短命であり(2)、さらに ATF2 と ATF7 のダブルノッ

クアウトマウスではさらに影響が大きく、胎児期の 11.5 日～12.5 日で死に至り生まれ
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る事がない(2)。よって、mouse ATF2とmouse ATF7は胎児期の発生等に重要な役割

を担っている事がわかる。また、ATF2と ATF7の両方の機能をなくしたノックアウト

マウスの胎児期肝細胞は culture を始めて 2～3 日後から増殖抑制が起こりアポトーシ

スする細胞も増えるが、7日ほどまで少しずつ増殖している結果も併せて報告されてい

る(2)。これらの結果より、mouse ATF7は human ATF7ほどの細胞増殖効果を持って

いない事が考えられた。Human ATF7は 6種類の transcript variant があるが、mouse 

ATF7は transcript variant が報告されておらず、human ATF7と mouse  ATF7のア

ミノ酸配列を比較するとカルボキシ末端側で長さが違う事がわかった(発表論文：Fig. 

S6B)。transcript variantやアミノ酸配列の長さの違いによりヒトとマウスとで ATF7

の機能が違うのではないかと考えている。また、ATF7のノックダウン細胞株を作製す

る事ができなかった為、エピゾーマルベクターに shRNAを組み込み、薬剤選択を行な

う事で短期間にノックダウンされた細胞を集められる系を組み立てた(発表論文：Fig. 

1A, E, 6A)。その為、本論文でのノックダウンの系を用いる事により、シングルセルク

ローンによる特異性としての表現型は表れていないと示唆される。 

 ATF2 や ATF7 はホモダイマー又は c-jun などの他の AP-1 ファミリーとダイマーを

形成する事が知られている(9, 28)。実際、本研究においても非同調の細胞、M期の細胞

の両方で ATF2 と ATF7 が共免疫沈降した結果が得られた。In vitro の系で ATF2 と

ATF7 が結合している事も報告されている(29)。また、MAP キナーゼによりアミノ末

端側のスレオニンがリン酸化される事によりユビキチン化や分解が制御されている事

が知られている(30, 31)。さらに本研究においては、ATF7 をノックダウンする事によ

り ATF2のたんぱく質量に影響が見られ、またその逆として ATF2をノックダウンして

も ATF7のたんぱく質量に若干の影響があった(発表論文：Fig. 1B, 6B, Fig. S1B-E)。

詳細な解析は行えていないが、ATF2と ATF7がダイマーになる事により、それぞれの

安定性に影響している事も考えられた。 

 興味深い事に、本研究において、M期で見られる ATF7のリン酸化が Auroraキナー

ゼの活性に関与している事が示唆されるデータが得られている(発表論文：Fig. 6E, Fig. 

S5F-G)。Auroraキナーゼファミリーは Aurora A, B C の３つで構成されている。特に

Aurora A は oncogene として様々ながん細胞に発現し、セントロソームの成熟過程で

機能を発揮し、G2/M 期の進行に重要なキナーゼである事が知られている(32)。また、

Aurora Aが機能しないと M期開始の遅延が起こる事や、アポトーシスが引き起こされ

る報告もある(33-35)。よって、ATF7をノックダウンした事により Auroraキナーゼの
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活性が減少し(発表論文：Fig. 6)、subG1 phaseの細胞の割合が上昇し(発表論文：Fig. 

1D)、G2/M期のアレストが起こった(発表論文：Fig. 1C, Fig. S1F)という可能性が考え

られる。Cdk1の活性が抑制されると Aurora A キナーゼの活性も抑制されるが、Cdk1

は直接 Aurora Aをリン酸化しないと言われている(36)。また、ヒストン H3 Ser-10は

活性化した Aurora Bによりリン酸化される事が知られている(37-40)。本研究では活性

化した Cdk1 により ATF7 のリン酸化がヒストン H3 Ser-10 のリン酸化に先行して起

こる結果が得られている事から(発表論文：Fig. 4E, F)、ATF7のリン酸化が Auroraキ

ナーゼの上流に位置し、Aurora キナーゼの活性や安定性に寄与しているのではないか

と考えられる。加えて、ATF7 のリン酸化を介した M 期の進行にプロテアソームの抑

制が影響するかどうかを調べる為に、ATF7-wt又は ATF7-TA誘導発現細胞株にプロテ

アソーム阻害剤である MG132 を処理し、細胞周期進行の様子を Facs で解析した。そ

の結果、MG132存在下で、ATF7-TAが引き起こすM期開始の遅延がさらに増大した(発

表論文：Fig. S5H)。MG132は M期開始やM期の終わりにおいて複雑な仕組みで進行

を抑制する(41, 42)。よって M期開始においてプロテアソーム活性依存的に、ATF7の

リン酸化が Aurora シグナリングを促進する事が示唆された。ATF7 と活性化された

Aurora キナーゼ、又はその基質である INCENP や TPX2 等との間に関連があるかど

うかを解析する事により、ATF7 のリン酸化がどのように Aurora キナーゼの活性に関

与するのか、詳細なメカニズムを解明できるのではないかと考えられる。 
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材料・方法 

 

プラスミド 

・pEGFP-C1-ATF2-wt (wild-type) 

・pEGFP-C1-ATF2-TA (T69A/T71A) 

 pcDNA3/FLAG-ATF2-wt 又は pcDNA3/FLAG-ATF2-TA (7)から ATF2-wt 又は

ATF2-TAを切り出し pEGFP-C1 (Clontech) ベクターに組み込んだ。 

・pcDNA4/TO/puro vector 

 pcDNA4/TO vector から Zeocin-resistant gene を抜き、 pPUR vector (BD 

Biosciences Clontech) より切り出した puromycin-resistant geneを組み込んだ。 

・pcDNA4/TO/puro/ATF7-wt 

  pCR4-TOPO-human ATF7 (Open Biosystems)より ATF7を取り出し、HindⅢ-Xho 

Ⅰサイトで pcDNA4/TO/puro vector に組み込んだ。 

・pcDNA4/TO/puro/ATF7-TA 

  pcDNA4/TO/puro/ATF7-wt の Thr-51/Thr-53 に site-directed mutagenesis で

Ala-51/Ala-53に置換した。 

・pCMX-Cyclin B1(R42A)-GFP (provided by J. Pines) (43) 

・pUHD-P1-Flag-Cdc2(AF) (provided by R. Y. C. Poon) (44, 45) 

 

同調試薬・阻害剤 

Thymidine (DNA合成阻害; Sigma)、RO-3306 (Cdk1阻害; Calbiochem)、SB202190 

(p38阻害; Calbiochem)、SP600125 (JNK 阻害; Biomol international)、 U0126 (MEK

阻害; Calbiochem)、Gö6976 (PKC阻害; Calbiochem)、MG132 (プロテアソーム阻害; 

Peptide Institute, Inc.)、ZM447439 (Aurora B 阻害; JS Research Chemicals Trading)、

MLN 8237 (Aurora A 阻害; Selleck Chemicals)、monastrol (キネシン阻害; Enzo 

Sciences)。 

 

抗体 

Phospho-ATF2[pT71] (リン酸化ATF2 Thr-69/Thr-71とリン酸化ATF7 Thr-51/Thr-53

の両方を認識する) (#9221; Cell Signaling Technology)、ATF2[N-96] (ATF2と ATF7
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の両方を認識する) (sc-6233; Santa Cruz Biotechnology, Inc.)、ATF2[SS16] (ATF2を

特異的に認識する) (A4086; Sigma-Aldrich)、ATF7 (ATF7 を特異的に認識する ) 

(SAB2500131 と HPA003384; Sima-Aldrich)、 cyclin A (clone CY-A1, C4710; 

Sigma-Aldrich)、cyclin B1 (#4135; Cell Signaling Technology)、phospho-CDK1[p34] 

(sc-574; Santa Cruz Biotechnology, Inc.) 、 CDK1[p34] (sc-574; Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.) 、 phospho-Aurora A/B/C (clone D13A11; Cell Signaling 

Technology)、Aurora A (IAK1, clone 4; BD Bioscience)、Aurora B (AIM-1, clone 6; BD 

Bioscience)、 phospho-histone H3 Ser-10 (clone 6G3, #9706S; Cell Signaling 

Technology)、α -tubulin (clone MCA78G; Serotec)、actin (clone C4, MAB1501; 

Millipore)。また、WBの二次抗体として、Horseradish peroxidase (HRP)-F(ab’)2を、

免疫蛍光染色の二次抗体として、Alexa Fluor 488-、Alexa Fluor 546-、Alexa Fluor 

647-labeled IgG (Invitrogen)を使用した。 

 

細胞と遺伝子導入、細胞株作製 

HeLa S3細胞 (Japanese Collection of Research Bioresources, Osaka)、テトラサイク

リンリプレッサー (TR)-発現 HeLa S3細胞 (HeLa S3/TR, clone A3f5) (46, 47)、作製

した ATF7-wt 又は ATF7-TA 誘導発現細胞株(HeLa S3/TR/ATF7-wt 又は HeLa 

S3/TR/ATF7-TA)は 1% fetal bovine serum (FBS)と 4% bovine serumを含む Iscove’s 

modified Dulbecco’s medium (IMDM)で培養した。一過性の遺伝子導入は、linear 

polyethylenimine (25kDa; Polysciences, Inc., Warrington, PA, USA) (48)を用いた。

ATF7-wt 又は ATF7-TA のテトラサイクリン誘導型の細胞株を作製する為に、HeLa 

S3/TR細胞に pcDNA4/TO/puro/ATF7-wt又は pcDNA4/TO/puro/ATF7-TAを発現させ、

350 ng/ml puromycin で薬剤選択を行なった。テトラサイクリン誘導体である

Doxcycline (Dox)を 1 μg/mlの濃度で添加する事により誘導発現を行なった。 

 

RNA干渉 

shRNAを用いて ATF7又は ATF2のノックダウンを行なった。ATF7の 3’UTRに含ま

れる配列である [5’-GCTAGATTTGATGACATATTA-3’] (Sigma MISSION shRNA 

library)と ATF7 の CDS に含まれる配列である[5’-GTCACATTACTACGCAATG-3’]、

さらに ATF2 の 13 種類の transcript variants の全てに含まれる配列である

[5’-GAAGAAGTGGGTTTGTTTA-3’]のオリゴヌクレオチドを用意した。それらをまず
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pENTR4-H1vector (provided by Hiroyuki Miyoshi)に組み込んだ。次に EBNA-1をコ

ードするエピゾーマルベクターである pEBMulti vector (Wako Pure Chemical 

Industries, Osaka, Japan)から CAGプロモーターを除去し、pENTR4-H1-shATF2又

は pENTR4-H1-shATF7由来のH1-shATF2又はH1-shATF7を pEBMulti vectorに組

み込んだ。HeLa S3/TR細胞、HeLa S3/TR/ATF7-wt又は HeLa S3/TR/ATF7-TA誘導

発現細胞株に pEBMulti-shATF2 又は pEBMulti-shATF7 を一過性に発現させ、600 

μg/ml G418で薬剤選択を行いノックダウンされた細胞を回収した。pEBMulti vector

の一過性発現を行わなかった HeLa S3細胞は、600 μg/ml G418で 5日間処理する事に

より全て死滅した。 

 

フローサイトメトリー 

細胞をトリプシン処理により回収し、4% paraformaldehyde (PFA)を 1時間処理する事

により細胞を固定し、70%エタノールを用いて-30度で透過処理を行った(47, 49)。その

後、0.1%サポニンと 3% bovine serum albumin (BSA)を含んだ phosphate-buffered 

saline (PBS)により室温で抽出を行なった。0.1% Tween 20を含む PBSで細胞を洗い、

一次抗体として anti-phospho histone H3 Ser-10 を一時間反応させ、その後二次抗体と

して Alexa Fluor 647-labeled IgGを一時間処理した。また、100 μg/ml RNaseAと 50 

μg/ml PIを 37度で 30分処理する事により、DNAを染色した。1サンプルにつき 5000

細胞以上用意し、Guava easyCyte (Millipore)フローサイトメトリーの 488-nm blueレ

ーザーと 640-nm red レーザーを用いた。Guava easy Cyte で取得したデータは

Flowing Software version 2.5.0 (Perttu Terho, Centre for Biotechnology, Turku, 

Finland)で解析した。 

 

細胞同調 

HeLa S3 細胞は HeLa 細胞の亜種で細胞同調性に優れ、細胞周期解析に適した細胞で

ある(47, 48, 50-52)。HeLa S3細胞に 4 mM チミジンを 24時間処理する事で S期初期

に同調し、PBSで洗った後、チミジンを含まないメディウムで 11時間インキュベート

した。そこで mitotic shake-offを行ない回収した細胞を M期の細胞とした。さらに他

の方法として、4 mM チミジンを 24時間処理し、PBSで洗いチミジンを含まないメデ

ィウムで 9時間培養後、さらに 4 mMチミジンを 15時間処理する事で S期初期の同調

を行なった。その後 PBS で細胞を洗い細胞周期を進ませ、メディウムで 10 時間 (G2
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期)～12 時間(M期)培養し細胞を回収した。また、G2/M 期の移行を詳しく見る為に、

4 mM チミジンを 24時間処理し、PBSで細胞を洗った後、チミジンを含まないメディ

ウムで 5時間細胞をインキュベートし、その後 9 μM RO-3306を 10時間処理し、細胞

を late G2期に同調した。そこでCa2+ とMg2+を含んだ PBS (+)で細胞を洗い、RO-3306

を含まないメディウムで 10～40分インキュベートする事で M期の細胞を回収した。 

 

免疫染色 

細胞を 4% PFA室温で 15分処理した後、100％メタノールを-30度で 10分処理し固定

を行なった。その後 0.1%サポニンと 3%BSA を含む PBS を 30分室温で処理した。一

次抗体と二次抗体をそれぞれ 1時間ずつ反応させた後、200 μg/ml RNaseAと 20 μg/ml 

PI を 30 分ずつ処理し DNA を染色した(53-55)。Fluoview FV500 confocal laser 

scanning microscope (Olympus, Tokyo)を用いて蛍光染色と微分干渉の画像を取得し

た。 

 

ウエスタンブロッティング 

細胞のライセートは、SDS-PAGE sample buffer に溶かし、電気泳動を行ない、

polyvinylide-nedifluoride membrane (Millipore)に転写した。分子量マーカーとして

Prestained XL-Ladder Broad (Apro Science, Japan)を用いた。一次抗体を室温で 1時

間、又は 4度で over night 反応させた後、二次抗体を室温で一時間処理した。様々な

一次抗体を同じ membraneで反応させる場合には、0.1% NaN3又はストリッピングバ

ッファーで抗体を剥がし、次のブロットを行なった。ECL (Amersham Biosciences)で

Immunodetectionを行なった(45, 46, 50, 56-59)。また、結果は ChemiDoc XRSPlus 

analyzer (Bio-Rad)で解析した。 

 

免疫沈降 

細胞を 1% TritonX-100 lysis buffer (1% TritonX-100、10 mM HEPES, pH7.8、5% 

glycerol、5 mM EDTA、50 mM NaF、20  mM β-glycerophosphate、50 μg/ml 

aprotinin、100 μM leupeptin、25 μM pepstatin、10 mM Na3VO4、1 mM PMSF)で

溶かし、一次抗体を付加した protein G beadsで免疫沈降を行なった。 

 

 



- 18 - 

 

図 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ ストレス応答における ATF2の転写活性化 

細胞外ストレスにより JNKなどのキナーゼが活性化すると ATF2はダイマーを形成し、

転写活性が上昇する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ ATF2と ATF7の interactionと M期のリン酸化 

非同調(Asynchronous)、M期の両方において ATF2と ATF7が interactionする可能性

がある。また、M期において ATF2と ATF7の両方にリン酸化が見られる。 
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図３ M 期における ATF2と ATF7 のリン酸化の局在 

M 期の前期から後期にかけて ATF2 と ATF7 のリン酸化が上昇し、主に細胞質に局在

が見られた。 
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