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研究成果の概要（和文）：概日リズムは、生物の代謝や睡眠/覚醒といった生命現象に日周変動を与えその位相を外環
境の明暗周期に同調させることにより生体の恒常性を維持する。この生体リズムは生物に内在する分子時計に形成され
る。疫学的な解析や分子時計制御因子の変異マウスの生理学・解剖学的解析により概日リズムと発癌といった疾患の関
連が報告されている。本研究は、分子時計と発癌に関連するDNA損傷応答の関連の分子メカニズムの解明を目的に行い
、ストレス応答性のMKK7-JNKシグナルが分子時計制御を担うことを見出した。

研究成果の概要（英文）：Circadian clocks are intrinsic, time-tracking systems that endow organisms with a 
survival advantage. Studies of animal models and human tumor samples have revealed that the disruption of 
circadian rhythms is an important endogenous factor that can contribute to mammalian cancer development. T
he core of the circadian clock mechanism is molecular clock, a cell-autonomous and self-sustained oscillat
or system. This study tried to identify a molecular link between the molecular clock and DNA damage respon
ses and have found that the stress kinase mitogen-activated protein kinase kinase 7 is a regulator of the 
molecular clock in mammalian cells.
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１．研究開始当初の背景 
概日リズムとは、生物の代謝や睡眠/覚醒

といった生命現象に日周変動を与え、その周

期位相を外環境の明暗周期に同調させるこ

とにより生体の恒常性を維持する機構であ

る。概日リズムは、入力系、ペースメーカー、

および出力系の 3つのコンポーネントにより

構成される。ペースメーカーは生命現象の約

24時間の周期性を作り出す機構であるが、そ

の実体は細胞自律的に制御される分子時計

である。この分子時計に光といった外環境か

らのシグナルが伝達されその周期を外環境

周期に同調させる過程が入力系である。さら

に、分子時計が生命現象に日周性を与える過

程が出力系である。 

脊椎動物の分子時計は転写活性化因子

CLOCK、BMAL及び転写抑制因子 CRY、PER

の時計蛋白質により構成されるネガティブ

フィードバックループである。CLOCK は

BMALと二量体を形成し Cry（哺乳動物にお

いては Cry1と Cry2）及び Per（哺乳動物にお

いては Per1, Per2および Per3）遺伝子の転写

を活性化する。一方、CRY と PER は

CLOCK:BMAL1 二量体に直接結合しその転

写活性を抑制する。分子時計の転写の活性化

と抑制の周期は約 24 時間になるように調節

されており、従って分子時計の標的遺伝子の

発現及び標的遺伝子の制御する生理機能に

は日周性が与えられる。 

疫学的な解析や Bmal1や Clockなどの分子

時計制御因子の変異マウスの生理学・解剖学

的解析により概日リズムと発癌といった疾

患の関連は現象として多く報告されている。

また、分子時計と発癌に関連する DNA 損傷

応答の相互関連の可能性を示唆する知見が

報告されているが、その分子機構に関しては

不明な点が多く存在する。 

 
２．研究の目的 
本研究は、概日リズムを制御する分子時計

が酸化ストレスなどのDNA損傷シグナルに

応答するメカニズムを解明することを目的

に行った。特に、本研究はストレス応答性

MAPKシグナル伝達系の一つであるJNKシグ

ナル経路に注目した。c-Jun N-terminal kinase 

(JNK) は 、 MAP kinases (mitogen-activated 

protein kinase: MAPKs)に分類されるリン酸化

酵素で、JNK1・JNK2・JNK3のサブタイプが

存在する。JNKの上流のリン酸化酵素として、

MKK4とMKK7が同定されている。DNA損傷

や酸化ストレス、浸透圧ストレスなどの刺激

に応答し、MKK4およびMKK7がJNKの活性

化に必要なTPYモチーフのスレオニン及びチ

ロシン残基のリン酸化を行なうことで相乗

的にJNKの活性を制御している。本研究は、

このMKK7-JNKシグナルが分子時計制御を

担うことを見出し、その分子機構の解明を目

指した。 
 
３．研究の方法 
[細胞培養と遺伝子導入] 

MEF、293T細胞および 293gag細胞は 10％

のウシ胎児血清を添加した Dulbecco's 

modified Eagle's medium (Invitrogen)中で培養

した。ES細胞は、15％のウシ胎児血清、0.1% 

2-メルカプトエタノール、leukemia inhibitory 

factor (propagation medium)を添加した DMEM 

(GIBCO)中で培養した。培養細胞への遺伝子

導入には FuGENE HD (Roche)を用いた。 

 

[レポーター遺伝子安定発現培養細胞株の樹

立とリアルタイムルシフェラーゼ解析] 

 線 形 化 し た mPER2 promoter 

(1.8kb)-luciferase-pGL3basic 7ug と pcDNA3.1 

1ugをMKK7floxedマウスから得たMEFに遺伝

子導入し、ゲノムにレポーター遺伝子が組み

込まれた MEF を複数クローン得た。これら

のクローンの中から luciferase 活性の高い２

つのクローンを選択し、PER2-Luc Mkk7floxed 

MEF #1及び PER2-Luc Mkk7floxed MEF #2とし

て実験に用いた。 

培養 細胞への 感染実験 は RetroMax 



expression system (IMGENEX, San Diego, CA)

を用いて行った。NLS-Cre-pCLNCX または

Myc-GFP-pCLNCX (7μg)とエンベロープベク

ターpMD.G/vsv-g (3μg)を 293gag 細胞に遺伝

子導入し GFP または NLS-Cre を発現させる

レトロウイルスをそれぞれ産生させた。レト

ロウイルスを含む培地を回収し、ポリブレン

存在下で目的細胞にレトロウイルスを感染

させた。 

 

[半減期解析とユビキチン化解析] 

Myc-PER2及びMyc-GFPと共にMKK7-JNK1

を発現させた 293T 細胞を 3.5cm デッシュに

播種した。終濃度 20μMシクロヘキシミドを

添加した後、経時的に細胞を回収しウエスタ

ンブロッティングにより PER2 蛋白質量を定

量し、PER2の半減期を解析した。 Myc-PER2

を HA-Ubiquitin と共に 293T細胞に遺伝子導

入し、37℃、5％CO2存在下で 24時間培養し

た。細胞を 1% SDS buffer (1% SDS in TBS)で

溶解し、100℃で 10分間ボイルした。細胞溶

解液を incubation buffer (1% Triton X-100 in 

TBS)で 10 倍に希釈し、Myc 抗体を用いて

PER2 を免疫沈降した。免疫沈降した PER2

を、HA 抗体を用いてウエスタンブロッティ

ングすることでユビキチン化 PER2 を検出し

た。 
 
４．研究成果 

1  MKK7欠損細胞における分子時計の転写

制御 

Mkk7floxedマウスから樹立したマウス胚性線

維芽細胞 (MEF)にPer2プロモーター (1.8kb)

の下流でルシフェラーゼを発現するレポータ

ー遺伝子を組みこんで2つの細胞クローンを

得た（クローン1および2）。これらのレポー

ター細胞に、レトロウイルス感染により

Cre-recombinaseを組込んでMKK7をノックア

ウトした。100nMのdexamethasone(DEX)処理

を行い培養細胞のリズムを同調させた後、リ

アルタイム発光検出器Kronos (ATTO)を用い

10分毎に細胞の発光量を測定した結果、クロ

ーン1及び2のコントロールの細胞では、時計

標的遺伝子の22.0時間及び21.8時間周期の発

現変動がそれぞれ観察されたのに対して、ク

ローン1及び2のMkk7ノックアウト細胞では

遺伝子発現の周期が23.8時間及び23.8時間と

顕著に伸長した。この結果から、MKK7は培

養細胞の分子時計の周期性の維持にも関与す

る可能性が示唆された。 
 
2  MKK7-JNK1シグナルの標的分子の探索 

MKK7-JNK シグナル経路の標的となる時

計蛋白質を同定するために、MKK4ならびに

MKK7 のダブルノックアウト ES 細胞と野生

型の ES細胞における JNKのリン酸化及び時

計蛋白質の発現量を比較した。その結果、

MKK4/MKK7 ダブルノックアウト細胞では、

JNKのリン酸化が低下しているのに加え、時

計蛋白質 PER2 の発現量が顕著に低下してい

ることを見出した。一方で CLOCK、BMAL1

及びCRY1の発現量はMKK4/MKK7ダブルノ

ックアウト細胞と野生型細胞間で差は認め

られなかった。従ってMKK7-JNK1シグナル

経路が PER2 の発現量制御に関わっている可

能性が示唆された。 
 
3 MKK7-JNK1 シグナル経路の PER2 蛋白

質安定性への影響の検討 

MKK7と JNK1を融合すると、この融合蛋

白質内ではMKK7による JNK1のリン酸化が

恒常的におこるため、MKK7-JNK1 は JNK1

の恒常的活性化体として機能する。興味深い

こ と に 、 293T 細 胞 に MKK7-JNK1 と

Myc-PER2 を共発現させると、MKK7-JNK1 

(WT)の濃度依存的に PER2の発現量が顕著に

増加した。次にMKK7-JNK1シグナル経路が

PER2 の半減期に及ぼす影響を検討した。

293T細胞に Myc-PER2と共に、MKK7-JNK1 

(WT)を発現させた後、蛋白質翻訳阻害剤シク



ロヘキシミドを添加し、経時的に細胞を回収

した (図 3B)。その結果、MKK7-JNK1（WT）

の共発現により PER2 の半減期が顕著に増加

した。 

PER2はユビキチン-プロテアソーム系によ

り分解されることが報告されている。そこで

MKK7-JNK1 シグナル経路の PER2 のユビキ

チン化に及ぼす影響を検討した。Myc-PER2、

MKK7-JNK1と共に、HA-Ubiquitinを 293T細

胞に発現させ細胞を回収した。細胞溶解液よ

り PER2を免疫沈降し、PER2のユビキチン化

を、HA 抗体を用いたウエスタンブロッティ

ングにより解析した。これまでの知見通り、

PER2を単独で細胞に発現させると、PER2の

ユビキチン化が観察された。一方で、この

PER2 のユビキチン化は、MKK7-JNK1 (WT) 

の共発現により顕著に低下した。以上より、

MKK7によって活性化された JNK1がそのリ

ン酸化酵素活性依存的に、PER2 のユビキチ

ン化を阻害し安定化を誘導している可能性

が示唆された。 
 

本研究では、上記の研究に加え、新規ゲノ

ム編集技術 TALEN を用いて、遺伝子改変ゼ

ブラフィッシュを作出するシステムを導入

し、既に DNA 損傷応答に関わることが示唆

されている分子時計制御因子の機能阻害個

体を複数作出した。また、ゼブラフィッシュ

の行動解析システムを準備した。今後はこれ

らのシステムを用いて、分子時計制御と DNA

損傷応答の関連について個体レベルで解析

を進めていくことを計画している。 
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