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研究成果の概要（和文）： WD-repeat domainを持つ蛋白質WDR35/naofenの発現調節機構の解明を目的として、
転写因子の結合配列を変異させた各種プロモーターを用いたレポータージーンアッセイにより転写調節部位を特
定し、プロモーター活性に必要な最小領域を確定できたした。また、ゲルシフトアッセイとChIPを用いて転写因
子EGR-1が本プロモーターに結合することを同定できた。さらに、bupivacainはEGR-1の活性化を介して
WDR35/Naofenの発現を増加させることが解明した。

研究成果の概要（英文）： In order to clarify the transcriptional regulatory mechanisms of 
WDR35/naofen, a WD repeat (WDR)-containing protein, we cloned and functionally characterized the 
promoter region of the gene. The putative promoter activity was confirmed using dual luciferase 
reporter gene assay system. The minimal region required for basal activity of the promoter was 
determined by generating a series of deletion and point mutation constructs. The binding of a 
transcriptional factor EGR-1 to the minimal region was identified using electrophoretic mobility 
shift assay. Furthermore, binding activity of EGR-1 to the minimal region was confirmed using 
chromatin immunoprecipitation assay. We also showed that EGR-1 play an important role in modulating 
the expression of WDR35/naofen in Neuro2a cells. And bupivacaine induced the WDR35/naofen expression
 via enhancing EGR-1 activity.

研究分野：医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 

  遺伝子が持つ 2種類の機能部分には、コー

ディング領域とプロモーター領域がある。コ

ーディング領域は、転写および翻訳メカニズ

ムを介して生成されるタンパク質の情報を

持つ DNA 配列である。プロモーター領域は遺

伝子の転写を調節する特定のDNA配列であり、

遺伝子発現を活性化または抑制することが

できる。生体内において、遺伝子のプロモー

ター領域に様々な転写調節因子の結合によ

って遺伝子の転写制御が行われている。細胞

は生存状況に応じて、発現する遺伝子の種類

や量を変化させ、生命活動を司る蛋白質の発

現を調節する。さまざまな原因により、蛋白

質の質、量あるいは発現場所になどに異常が

起こり、生命活動の恒常性を破綻させ、疾病

発生へと至る。 

申請者らは腸管出血性大腸菌外毒素であ

るベロ毒素の抗体を用いて、WD-repeat 

domain を持つ蛋白質 WDR35/naofen をクロー

ニングした。WDR35/naofen は BCl-2 ファミリ

ー蛋白質の発現を抑制し、アポトーシスを誘

導することが報告してきた。WDR35/naofen の

シグナル伝達に関して、その一部を解明され

ているが、WDR35/naofen の発現調節の機序や

標的分子は依然として不明である。 

２．研究の目的 

1) 酸化ストレス誘導蛋白質である

WDR35/naofen 遺伝子のプロモーター領域を

解析する。 

 2) WDR35/naofen遺伝子の転写を制御する

因子を同定する。 

3) Bupivacaineを投与した培養細胞におい

て WDR35/naofen の発現及び発現の調節因子

をを検索する。 

 

３．研究の方法 

1) ルシフェラーゼレポーターアッセイ用

プラスミド作製 

PROMOTER SCAN software 

(http://wwwbimas.cit.nih.gov/molbio/pro

scan) を用いて WDR35/Naofen 遺伝子のプロ

モーター領域を解析し、その発現を制御する

転写因子を同定した。マウスの WDR35/Naofen

遺伝子を持つ大腸菌人工染色体である BAC 

clone (RP-23-450M16)を培養し、BAC DNA を

抽出し、精製した。BAC DNA をテンプレート

として各種のフォワードプライマーとリバ

ースプライマーを用いて WDR35/Naofen 遺伝

子の転写開始点から上流5kpまでの領域をそ

れぞれ増幅し、ホタルルシフェラーゼレポー

ターベクターpGL4.17 luc2/Neo vector に組

み込んで、レポーターアッセイ用プラスミド

を作製した。さらに、それをテンプレート DNA

として、KOD-Plus-Mutagenesis Kit を用い

て各種転写因子の結合配列に点変異を作っ

た。得られたすべての PCR 産物のシークエン

スの配列を確認した。 

 

2) 細胞培養 

10％のウシ胎児血清と抗生物質を添加し

たダルベッコ改変イーグル培養液を用いて、

マウス神経芽細胞腫である Neuro2a 細胞を

5％ CO2の混合空気の存在下、37℃の条件で培

養した。 

 

3) ルシフェラーゼレポーターアッセイ 

WDR35/naofen 遺伝子のプロモーター活性

測定には Dual-Luciferase  Reporter Assay 

System を用いた。Neuro2a 細胞を 96 well プ

レ ー ト に 播 種 し 、 一 晩 培 養 し た 。

Lipofectamine  2000 を用いてリポフェクシ

ョン法により作製したレポータープラスミ

ドとウミシイタケのルシフェラーゼレポー

タープラスミド（トランスフェクション効率

の違いを標準化するため）を同時に導入した。

24 時間後に、細胞に Passive Lysis Buffer

を加えて細胞ライセートを調製した。

Luciferase Assay Reagent II を加えてホタ

ルルシフェラーゼ活性を測定した後に Stop 

＆ Glo Reagent を加えてウミシタケルシフ

ェラーゼ活性を測定した。ウミシイタケのル

シフェラーゼ活性による細胞間の遺伝子導

入効率を補正し、各種マウス WDR35/naofen

遺伝子のプロモーター領域活性あるいは転

写因子の結合配列に点変異による活性変化

を評価した。 

 

4）ゲルシフトアッセイ 



 DIG Gel Shift Kit を用いて、DIG 標識し

たプローブDNAに対する核内タンパク質の結

合を検出した。DIG 標識したプローブ DNA を

Neuro2a 細胞の核内抽出液と混合し、室温で

30min 反応させた。Native PAGE（80V, 1hr）

にて各サンプルを分離した後、ゲル中の DIG

標識した DNA をメンプレンに転写（400mA，

30min）を行い、302nm UV で、３分間の照射

によって DNA を架橋させた。メンプレンをブ

ロッキングし、Anti-Digoxigenin AP と反応

させた、洗浄処理し、CSPD の添加により得ら

れた発光を ImageQuant LAS 4000 を用いて検

出した。 

 

5）クロマチン免疫沈降法  

SimpleChIP Plus Enzymatic Chromatin IP 

Kit を用いて細胞レベルにおける DNA への転

写因子の結合性の評価を行った。Neuro2a 細

胞に37％ホルムアルデヒドを加えてDNAとタ

ンパク質をクロスリンクさせた。Cell Lysis 

Buffer を加えて細胞ライセートを調製し、超

音波処理機を用いて核膜を破砕した。

Micrococcal nuclease 処理により DNAを断片

化させた後、抗体（normal Rabbit IgG，Anti- 

activator protein (AP)-2α, -2β, -2γ, 

-2δ, -2ε Rabbit  antibody あるいは

Anti-EGR-1 Rabbit antibody）を加え、ChIP 

Grade Protein G 磁気ビーズにより目的の

DNA-タンパク質を精製した。得られたサンプ

ルからタンパク質を取り除き、特異的プライ

マーセットを用いて SYBR Green によるリア

ルタイム PCR 反応を行った。 

 

6)ウェスタンブロッティング   

 Bupivacaine を投与した Neuro2a 細胞から

の蛋白質を抽出し、定量した。SDS-PAGE によ

りタンパク質（30-50μg）を泳動分離し、メ

ンブレンにブロッティングした。Egr-1、

GAPDHやWDR35/Naofenに対する抗体と反応さ

せた後、HRP（Horse-Radish Peroxidase）で

標識した二次抗体を一次抗体に反応させて、

化学発光により Egr-1 や WDR35/Naofen 蛋白

質の発現を検出した。 

 

４．研究成果 

1) マウス WDR35/naofen遺伝子のプロモータ

ー領域の同定 

まず、各種のプロモーターを用いたルシフ

ェラーゼレポーターアッセイを行い、マウス

WDR35/naofen プロモーター領域を検索した

結果、WDR35/naofen 遺伝子の転写開始点から

上流-350bp までの領域に高い転写活性を見

出した。その転写活性は転写開始点上流の

-107bp までにも有し、-39bp までになくなる

ことから、その転写活性の必須のプロモータ

ー領域は転写開始点から上流の-39bp から

-107bp までの間に存在することが見出した

（下記の図 1）。さらに、PROMOTER SCAN 

software を用いて WDR35/naofen 遺伝子の転

写開始点から上流の-350bp までの領域に転

写因子の結合部位を解析し、NF-κB、AP-2、

EGR-1 などの転写因子の結合配列が存在する

ことが判明した。さらに、転写開始点から上

流の-107bp までにそのプロモーターの転写

活性に必須の領域があることが明らかにし

た。この転写活性の必須領域に Sp-1, AP-2

と EGR-1など転写因子が結合する部位が存在

する。さらに、転写因子の AP-2 と EGR-1 の

結合部位が重なって存在することも見出し

た（下記の図２）。 

 

 

図 1 

 

図 2 

 

2) WDR35/naofen 遺伝子プロモーターの転写 

活性の必須領域の同定 



推測した転写因子が確実に WDR35/naofen

遺伝子プロモーター領域への結合を明確に

するために転写因子の結合領域の配列を変

異させたプラスミドを用いて、ルシフェラー

ゼレポーターアッセイを行った。NF-κBなど

の転写因子結合の配列を変異させてもプロ

モーターの転写活性に対する影響が認めら

れなかった。これに対して AP-2/EGR-1 の重

なった結合部位の配列を変異させるとプロ

モーター活性はほとんどなくなった。これら

のことから、転写因子 AP-2 や EGR-1 の結合

部位は WDR35/naofen 遺伝子の発現において

必須であり、AP-2 や EGR-1 がその転写に重要

な役割を果たしていることが示唆したした

（下記の図 3）。 

 

 

図 3 

 

3）WDR35/Naofen プロモーターの転写最小必

須領域に結合する転写因子の同定 

ゲルシフトアッセイを用いて in vitro で

プロモーターの転写必須領域に核内蛋白質

の結合性について解析した。DIG で標識した

AP-2/EGR-1 結合部位の配列を含むプローブ

DNA に Neuro2a 細胞の核抽出液を加えてタン

パク質の結合によりバンドシフトが観察さ

れた。同配列で非標識のコンペティター（50

倍）を用いた競合阻害試験ではバンドシフト

が見れれなかったことに対して、AP-2/EGR-1

結合配列の変異した非標識のコンペティタ

ーはバンドシフトに影響をしなかった（下記

の図 4A）。これらの結果から、WDR35/Naofen

プ ロ モ ー タ ー の 転 写 活 性 に お い て

AP-2/EGR-1 の結合部位は必須であることが

明らかとなった。さらに、normal rabbit IgG

をネガティブコントロールとして、クロマチ

ン免疫沈降法を行い、WDR35/Naofen プロモー

ターの転写活性に必須領域への AP-2 ファミ

リーや EGR-1 の結合性について検討した。

EGR-1 抗体による免疫沈降を行ったサンプル

において AP-2/EGR-1 結合領域と思われる部

位を挟み込む Primer set を用いたリアルタ

イムPCR反応により増幅された（下記の図5）。

これに対して、それぞれの AP-2 転写因子フ

ァミリーメンバー（α, β, γ, δ, ε）に

対する抗体により免疫沈降したサンプルは

すべて増幅されなかった。以上の結果から、

細胞レベルにおいて WDR35/Naofen プロモー

ターに重なって存在する AP-2 と EGR-1 の結

合部位がプロモーターの転写活性に必須の

最小領域であり、その領域に転写因子 AP-2

ファミリーの蛋白質ではなく、EGR-1 が結合

することが示唆された。さらに、ゲルシフト

アッセイを用いてEGR-1抗体の添加によりバ

ントシフトも起こらなくなったことから、

EGR-1 はこの領域への結合性を再確認できた

（下記の図 4B）。 

 

 

図 4 

 



 

図 5 

 

4）EGR-1 と WDR35/Naofen の発現に対する

bupivacaine の影響   

Neuro2a 細胞において bupivacaine の投与

は EGR-1 蛋白質の発現を増加させ、2 時間後

に最大になった。同様に、WDR35/Naofen 蛋白

質の発現も増加され、9 時間後に最大となっ

た。これらの結果から bupivacaine は EGR-1

を活性化させることを介して WDR35/Naofen

の発現を増加することが示唆された（下記の

図 6）。 
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