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緒　言

　腎細胞癌は，腎に発生する原発性腫瘍のうち約 90％
を占めており，またすべての悪性腫瘍の約 2％を占め
ている 1)．Von Hippel-Lindau（VHL）遺伝子の変異は腎細
胞癌の多くに認められ 2)，腎細胞癌の発症との関係が報告
されている 3)．正常細胞において，VHL遺伝子は転写調節
因子である低酸素誘導因子（HIF；hypoxia inducible factor）
の分解に関与しており，HIF1 は 2 つのサブユニット，
すなわち低酸素応答に直接関係するHIF1αと恒常的なA核
内タンパクであるHIF1βまたはAryl hydrocarbon Receptor 

Nuclear Translocator（ARNT）から構成される 4)．HIF1αは，
正常組織において正常の酸素濃度分圧下ではVHL蛋白に
よりユビキチン化され，プロテアソームにより速やかに分
解される 5)が，低酸素またはVHL遺伝子の変異はこの経路
を抑制し，HIF1αの急速な蓄積が生じる．HIF1αは，結合
領域であるhypoxia responsive element（HRE）に結合する
ことで血管新生因子であるVascular Endothelial Growth 
Factor（VEGF）の転写を誘導し 6, 7)，腫瘍血管の増殖を促す
ことで腫瘍進展に関与している 8)．したがって，HIF1 に
誘導される遺伝子経路は腎細胞癌治療の重要な標的と
なっている 3).
　24 時間周期で変動する生理現象である概日リズムは
地球上の殆どの生物にみられ 9, 10)，哺乳類ではPer1/2/3，
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【目的】血管新生は腫瘍増殖や転移に深く関連しており，低酸素誘導因子（HIF）誘導性の血管新生因子は，腎細胞
癌の治療において重要な標的となっている．一方，24 時間周期で変動する生理現象である概日リズムは地球上の
殆どの生物にみられ，哺乳類ではPer1/2/3，Cry 1/2，Bmal1，Clockなどの時計遺伝子により調節されている．こ
れらの時計遺伝子は多くの細胞，臓器においてその発現が確認されているが，HIFと時計遺伝子の関連はほとん
ど報告がなされていない．本研究では腎癌細胞株においてHIF1αと時計遺伝子との関係について検討した．

【方法・結果】まず，腎癌細胞株 8 種類を用い，細胞レベルでのPer2 の概日リズム性発現の有無を確認した．その
結果，Per2 のmRNAレベル，転写活性ともにCaki-2 においてのみ概日リズムを認め，他の腎癌細胞では概日
リズムを認めなかった．Caki-2 細胞とその他の細胞の特性の違いを検討すべく，各腎癌細胞におけるBMAL1，
CLOCK，PER2，CRY1，HIF1α蛋白の発現をウエスタンブロット法で検討した．その結果，CRY1 蛋白の発現
は全ての細胞に認められ，BMAL1，CLOCK，HIF1α蛋白のいずれにおいても有意な蓄積を認めたのはCaki-2
細胞のみであった，さらに，Caki-2 細胞において，HIF1αとその結合因子であるARNTの発現ベクターを共に細
胞移入することで，Per2 の転写活性の概日リズムの振幅は有意に上昇し，さらにHIF1αの発現を低下させる作用
のある天然フラボノイドであるクリシンは，Per2 転写活性の概日リズムの振幅を有意に減弱させた．転写レベル
での発現調節を解析するため，ヒト，マウスのPer2 のプロモーター領域を比較し，両者で配列が高度に保存さ
れている領域内に1カ所HIF1αの結合配列であるhypoxia response element（HRE）を同定した．さらに，ChIPアッ
セイによってHRE 配列にHIF1αが結合することが示された．

【結論】腎癌細胞であるCaki-2 細胞において，Per2 は細胞レベルで自律的に概日リズム性発現を認め，また
HIF1αはPer2 のプロモーター領域に結合することで概日リズムの振幅を増強させることが示された．腎癌細胞
における時計遺伝子の概日リズム性発現の有無，またHIF1αが時計遺伝子の概日リズムに与える影響が明らかに
なったことで，HIF1α誘導性の低酸素経路を標的としている腎癌治療に，時間治療という新たな治療戦略がもた
らされる可能性がある．

医学博士　甲第 1256 号　平成 26 年 3 月 28 日 （埼玉医科大学）
○著者は本学論文の研究内容について他者との利害関係を有しません．



T2 岡部　尚志

Cry 1/2，Bmal1，Clockなどの時計遺伝子の転写フィード
バックループにより調節されている 11)．具体的には，
BMAL1/CLOCKヘ テ ロ ダ イ マ ー がE-box（CACGTG）
と呼ばれる配列に結合することにより転写促進因子と
して働き 19)，Per，Cryなどの発現・転写を促進する．
生じたPER，CRY1 タンパクの複合体が抑制因子として
働き，BMAL1/CLOCKヘテロダイマーを抑制し，自らの
転写活性を抑制する．この転写，翻訳の周期が約 24 時間
であり，細胞の概日リズムを規定している 12)．これら時
計遺伝子の中でもPer2 遺伝子は，概日リズム形成に必須
である 13)ばかりではなく，癌抑制遺伝子としての機能や，
乳癌における変異や発現低下が報告されている 14, 15)．諸
家の報告から，Per2 の発現低下や変異は種々の癌におい
て腫瘍進展のリスクファクターとなる可能性が示唆され
ているが，腎癌におけるPer2 の機能，また腎癌治療の重
要な標的であるHIF1αとPer2 の関連に関してはほとんど
報告がなされていない．本研究では，腎癌細胞株 8 種類
のうちCaki-2 細胞においてのみPer2 の転写レベルでの概
日リズム発現を認め，HIF1αはPer2 プロモーター領域に
存在するHRE配列に直接結合することで概日リズムの振
幅を増強することを明らかにした.

材料と方法

細胞培養と薬剤
　 腎 癌 細 胞 株 で あ るA704，ACHN，786-O，A498，

769-P，and Caki-2 は American Type Culture Collection 
（ATCC）より購入し，RCC4+vector alone，RCC4+VHL
はSigmaより購入した．これらの細胞は，10％ウシ胎
児 血 清（FBS; Life Technologies），24 U/mLペ ニ シ リ ン，
25 µg/mL ストレプトマイシン （Gibco） を加えたRoswell 
Park Memorial Institute （RPMI）-1640 （Kojin Bio）を用い
37℃，5％ CO2 環境下で培養した．さらに，培養細胞に
おける自律的な概日リズム発現のモデルである 17)マウス
繊維芽細胞NIH3T3 とヒト骨肉種細胞 U2OSを使用した． 
これらの細胞は，10％ FBS，ペニシリン（24 U/mL），スト
レプトマイシン（25 µg/mL）を加えたDulbecco’s modified 
Eagle’s medium（DMEM）を用い 37℃，5％ CO2 環境下で
培養した．天然フラボノイドであるクリシンはSigmaより
購入し，ジメチルスルホキシド（DMSO）に溶解し 4℃で
保存した.
マウスPer2 プロモーターのクローニングと変異体の作成
　マウスPer2 プロモーターはマウスゲノム由来DNA 

（Novagen）を鋳型として，プロモーター領域（－ 2882 ～ 
＋ 112 bp）に設定したプライマーを用いてPCRを行い，
得られたPCR産物はpGL3 Basic（Promega）に導入した．
HREの変異体は，KOD-Plus-Mutagenesis Kit（Toyobo）を
用いて作成した.
Per2 プロモーター活性のリアルタイム計測
　 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン 2 日 前 に 各 細 胞 を 35 mm
プレートに播種し，lipofectamine 2000（Invitrogen） を用い

てトランスフェクションした．24 時間後，細胞は 0.1 µM
デキサメサゾン（Nakalai Tesques）で 2 時間処理し，10％ 
FBS，10 mM HEPES バ ッ フ ァ ー（pH 7.2），0.1 mM
ルシフェリン（Toyobo），24 U/mlペニシリン，25 µg/ml
ストレプトマイシンを含む培地で置き換え，Kronos Dio

（AB-2550; ATTO）によって 10 分間隔で発光量を測定
した．各々の実験は 4 回以上繰り返し行った．生物発光
は，relative light units（RLUs）として表示し，得られた波
形のリズム性と振幅は，それぞれCosinor，Acro（Circadian 
Rhythm Laboratory）を用い測定した 31).
リアルタイムRT-PCRによるRNAの定量
　各細胞はデキサメサゾンで 2 時間処理し，処理か
ら 24 時間経過した時点から 4 時間間隔で 24 時間に
わたって，各タイムポイントにおいてそれぞれ 6 プレー
トからRNAを抽出した．RNA抽出にはISOGEN（日本
ジーン）を用いた．RNAは逆転写酵素で 1 本鎖DNAを
合成後，Per2 およびGapdh特異的プライマー，One Step 
SYBR PrimeScript RT-PCR Kit（Takara）を用いてABI 7300

（Applied Biosystems）により定量化した．プライマーは，
以下の組合せを用いた．
Per2（GenBank accession no. NM_022817, amplicon 85 
bp）: sense primer
5’-CACACACAGAAGGAGGAGCA-3’ and antisense primer 
5’-AGTAATGGCAGTGGGACTGG-3’
Gapdh（GenBank accession no. M33197, amplicon 185 bp）: 
sense primer
5’-GAGTCAACGGATTTGGTCGT-3’ and antisense primer 
5’-GACAAGCTTCCCGTTCTCAG-3’
ウエスタンブロット
　培養細胞を剥離し，溶解緩衝液で溶解した後全細胞溶解
液を 4℃，10,000 x g，15 分間遠心後，上清をウエスタン
ブロットに用いた．全細胞抽出液（20 µg）は，SDS−ポリ
アクリルアミドゲルに電気泳動し，ニトロセルロース膜に
転写後，各々の抗体を用いてウエスタンブロットを行い，
ECL detection kit（Amersham Bioscience）にて検出した．
以下の抗体を一次抗体として使用した．抗PER2 抗体，
抗CRY1 抗体（Santa Cruz Biotechnology），抗CLOCK抗体 

（Thermo Scientific），抗GAPDH抗体（Sigma），抗HIF1α抗
体（BD Transduction Laboratories），抗BMAL1 マウスモノ
クローナル抗体（自家製抗体）.
ルシフェラーゼアッセイ
　レポーターコンストラクトおよび一過性細胞発現コン
ストラクトはLipofectamine 2000（Invitrogen）によって
NIH3T3 細胞に導入した．NIH3T3 細胞は 24 wellプレート
にトランスフェクションの前日に 1 wellあたり 5 万個とな
るように播種した．発現効率の補正のため内部標準として
phRG-TK（Promega）を共発現させた．1 wellあたり 60 ng
のレポーターベクター，50 ngの発現ベクター，6 ngの 
phRG-TKベクターを混合し，さらに最終のDNA濃度を
一定にするためpcDNA3 を加えて合計 260 ngとした．
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トランスフェクション後 24 時間経過した時点において，
細 胞 はPBSで 洗 浄 後，Passive Lysis buffer（Promega）を
用 い て 溶 解 し，Dual Luciferase Assay kit（Promega）に
よってホタルおよびウミシイタケルシフェラーゼ活性を
測定した．測定には Fluoroskan Ascent FL ルミノメーター

（Labsystems）を使用した．
ChIPアッセイ
　ChIPアッセイキットMagna-ChIP（Millipore）を使用し，
プロトコールに従って行った．Caki-2 細胞を 100 mmプ
レートに 6×106 細胞になるよう播種し，24 時間後，最
終濃度 1％となるように 16％パラホルムアルデヒド

（和光純薬）を加え室温で 15 分間インキュベートし，タン
パク質・DNAの架橋を行った．氷冷した 1×PBSで二回
洗浄した後，プロテアーゼインヒビターカクテルを含む
1 mLのPBSを加え細胞を回収し，プロトコールに従い
細胞の溶解を行った後，Branson 2510 Ultrasonic Cleaner

（Branson）を用い超音波処理によってクロマチンDNA
の 断 片 化 を 行 っ た．抗HIF1α抗 体（Novus Biologicals）
とネガティブコントロールとして抗マウスIgG抗体

（ミリポア）を用い免疫沈降（IP）を行った後，プロトコール
に従ってDNAの脱架橋と精製を行った．断片化された
クロマチンDNAの 10％も同様に脱架橋と精製を行い，
得 ら れ たDNAはInput controlと し て 使 用 し た．ヒ ト
Per2 遺伝子のプロモーター領域に存在するHRE配列に
特異的なプライマー（－ 417 ～－ 290 bp，sense primer: 
5’-TCCATTGAGGAACCGACGAG- 3’，antisense primer: 
5’-CGTCTCATCTGCATACATGAGGG-3’）を 用 い，PCR
法を用い増幅した．
統計分析
　結果は平均±標準誤差にて表記し，統計学的有意差は
t検定，one-way ANOVAによって計算した．

結　果

Per2 プロモーターおよびmRNAはCaki-2 細胞で概日
リズムを発現する
　まず，腎癌細胞株におけるPer2 のプロモーター活性
の概日リズム発現の有無を検討するために，各細胞で
Kronos Dioを用いプロモーター活性を継時的に測定した．
その結果，Per2 のプロモーター活性はCaki-2 細胞におい
てのみ概日リズムを認め，その他の細胞では概日リズムの
発現を認めなかった（Fig. 1a）．次にリアルタイムRT-PCR
によって各細胞におけるPer2 mRNAの発現を解析した
ところ，デキサメサゾン刺激終了後 24 時間目より発現の
増加がみられ，約 28 時間目でその発現はピークに達し，
その後 48 時間までの間に徐々に低下した（Fig. 1b）．
統計解析（one-way ANOVA）ではこの発現変動に有意差

（p<0.01）があることが示された．
Per2 のプロモーター領域配列の解析
　過去の報告より，Per2 の転写レベルでの概日リズム
発現には，E-box様配列（CACGTT）が必須であること

が報告されている 28)．マウスのPer2 プロモーター領域
をゲノムデータベースより抽出し，転写因子結合部位
をMatInspector （Genomatix）を用いて解析したところ，
HREのコンセンサス配列（ACGTG）23)に極めて近い配列

（ATGTG）とのE-box様配列（CACGTT）が転写開始点より
上流に存在することが明らかになった（Fig. 1c）．マウスの
Per2 プロモーター領域をヒトの同領域と比較すると，こ
の領域には両者間で高い相同性があることを確認した．
特に，HRE配列を含む領域 28 bpとE-box様配列を含む
領域 16 bpは両種で 100％一致することが示され，HIF1α
結合配列，時計遺伝子結合配列は極めて高く保存され
ていることが明らかになった（Fig. 1d）．リアルタイムプロ
モーター活性の測定解析の結果を合わせると，この領域
は強いプロモーター活性を示すとともに，ヒト細胞株に
おいてもリズム発現のための必要かつ十分な領域が含まれ
ていることが裏付けられた．
腎癌細胞におけ る時計遺伝子とHIF1αの蛋白発現
　Caki-2 細胞とその他の細胞との相違点を検討すべく，
主要な時計遺伝子の蛋白発現をウエスタンブロットにて
検討した．Caki-2，786-O，A498 においてBMAL1 蛋白
の発現を認め，CLOCK，CRY1 蛋白は全ての細胞で発現
を認めたが，PER2 蛋白はいずれの細胞においても発現
が認められなかった（Fig. 2a）．さらに，HIF1α蛋白の発現
についても検討を加えたところ，Caki-2 とRCC4+vector 
aloneにおいてHIF1α蛋白の発現を認めた（Fig. 2b）．これら
の結果から，BMAL1，CLOCKに加え，HIF1αも高発現
であるCaki-2 細胞においてのみPer2 の概日リズムが認め
られることが明らかになり，腎癌細胞におけるPer2 の概
日リズム発現にはHIF1αが関与している可能性が示唆さ
れた．
Per2 プロモーター活性に対するHIF1αの影響
　 各 細 胞 に お い て，HIF1α/ARNTの 強 制 発 現 がPer2
プロモーター活性の概日リズムに与える影響を検討
す べ く，NIH3T3 細 胞 にHIF1αとARNTの 発 現 ベ ク
ターを共にトランスフェクションし，Per2 のプロモー
ター活性を継時的に測定した．すると，その振幅はコン
トロールと比較し有意に増強されることが明らかに
なった（Fig. 3a, b）．U2OS細胞でも同様の結果が得られ

（Fig. 3c, d），腎癌細胞においてもCaki-2 細胞において同
様の結果が得られた（Fig. 3e, f）．これら結果より，HIF1α
はPer2 のプロモーター活性の概日リズムの振幅を増強す
ることが示された．
HIF1αの抑制がPer2 概日リズムに与える影響
　天然フラボノイドであるクリシンは，蛋白合成と安定
性を抑制することでHIF1α発現を特異的に抑制する作用
があることが報告されている 18)．HIF1α蛋白発現の抑制
がPer2 のプロモーター活性の概日リズムに及ぼす影響
について検討するために，Caki-2 細胞を異なる濃度のク
リシンで 2 時間処理した．その結果，HIF1α蛋白の発現
は用量依存性に抑制され（Fig. 4a），Per2 のプロモーター
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Fig. 1.	Caki-2 細胞におけるPer2 概日リズムの発現．（a）マウスPer2 プロモーターレポーターをCaki-2 細胞にトランスフェクション
し，Kronos Dioによって 10 分間隔で継時的にプロモーター活性を計測した．同調には 100 nMデキサメサゾンを 2 時間添加
した．（b）Per2 のmRNA発現レベルをリアルタイムPCRによって解析した．RNAはデキサメサゾン刺激 24 時間後に 4 時間毎に
6 プレートから抽出し，Per2 mRNAを定量した．エラーバーは標準誤差を示す．リズム性発現は，継時的にサンプリングしたデータ
をone-way ANOVAにより解析（n=6，p<0.01）した．（c）マウスPer2 プロモーター構造の模式図．マウスPer2 のプロモーター配列は
マウスゲノムDNAを鋳型にしてPCR によって得た．2,994 bpの配列には 1 箇所のHRE配列とE-box様配列があることがMatInspector 
による解析から示された．（d）マウスとヒトのPer2 プロモーター領域の比較．HRE配列とE-box様配列および周辺配列は両者間で，
図に示す領域の 28 bp，16 bpにおいて 100％保存されていることが示された．

Fig. 2.	腎癌細胞における時計遺伝子およびHIF1αの蛋白発現．（a）各腎癌細胞における抗BMAL1，CLOCK，PER2，CRY1，GAPDH抗体に
よるウエスタンブロットを示す．（b）各腎癌細胞における抗HIF1α，GAPDH抗体によるウエスタンブロットを示す．
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活性のリズムの振幅も有意差をもって用量依存性に減弱
した（Fig. 4b, c）．U2OS細胞においても同様の結果が得
られた（Fig. 5a - c）．
HIF1αはPer2 プロモーター領域のHRE配列に直接結合
する
　さらに，ルシフェラーゼアッセイによってPer2 プ
ロモーターがHIF1αによってHREを介した転写制御を
受ける可能性を検索した．NIH3T3 細胞にPer2 プロモー
ターレポーターコンストラクトとHIF1α/ARNT発現コン
ストラクトを同時にトランスフェクションし，ルシフェ

ラーゼ活性を測定したところ，野生型Per2 プロモー
ター活性は，HIF1α/ARNTのトランスフェクション量
依存的に増加がみられた．さらにHRE配列の 1 か所に変
異を導入したPer2 プロモーターでは，HIF1α/ARNTの
トランスフェクションはプロモーター活性に影響を及ぼ
さなかった（Fig. 6a, b）．塩化コバルト（CoCl2）は，PAS
ドメインと結合することによりHIF1α発現を誘発し，
さらにHIF1α-pVHL結合の阻害とそれによるHIF1αの安
定化をもたらすことが報告されている 29, 30)． 本研究で
は，CoCl2 により誘発されたHIF1α過剰発現がPer2 のプ

Fig. 3.	HIF1α/ARNTの過剰発現がPer2 の概日リズムに及ぼす影響.（a）NIH3T3 細胞にPer2 プロモーターレポーターとpcDNA3 またはPer2 プ
ロモーターレポーターとHIF1αとARNTの発現ベクターを共にトランスフェクションし，デキサメサゾンによる同調刺激を加えた後，
Kronos Dioにより継時的にプロモーター活性を計測した．Control（点線）はPer2 プロモーターレポーターとpcDNA3，+ HIF1α/ARNT

（実線）はPer2 プロモーターレポーターに加えHIF1αとARNTの発現ベクターとトランスフェクションしたものを示す．（b）デキサ
メサゾン添加後 24 時間後以降の振幅をオンラインソフトウェアAcro（Circadian Rhythm Laboratory）を用いて解析した．エラーバー
は標準誤差を示し，HIF1αとARNTの発現ベクターを共にトランスフェクションすると概日リズムの振幅は有意に増強した（n=6，
p<0.05）．（c）U2OS細胞にPer2 プロモーターレポーターとpcDNA3 またはPer2 プロモーターレポーターとHIF1αとARNTの発現ベク
ターを共にトランスフェクションし，デキサメサゾンによる同調刺激を加えた後，Kronos Dioにより継時的にプロモーター活性を
計測した．Control（点線）はPer2 プロモーターレポーターとpcDNA3，+HIF1α/ARNT（実線）はPer2 プロモーターレポーターに加え
HIF1αとARNTの発現ベクターとトランスフェクションしたものを示す．（d）デキサメサゾン添加後 24 時間後以降の振幅をオンライ
ンソフトウェアAcro （Circadian Rhythm Laboratory）を用いて解析した．エラーバーは標準誤差を示し，HIF1αとARNTの発現ベクター
を共にトランスフェクションすると概日リズムの振幅は有意に増強した（n=6，p<0.01）．（e）Caki-2 細胞にPer2 プロモーターレポー
ターとpcDNA3 またはPer2 プロモーターレポーターとHIF1αとARNTの発現ベクターを共にトランスフェクションし，デキサメサゾ
ンによる同調刺激を加えた後，Kronos Dioにより継時的にプロモーター活性を計測した． Control（点線）はPer2 プロモーターレポー
ターとpcDNA3，+ HIF1α/ARNT （実線）はPer2 プロモーターレポーターに加えHIF1αとARNTの発現ベクターとトランスフェクショ
ンしたものを示す．（f）デキサメサゾン添加後 24 時間後以降の振幅をオンラインソフトウェアAcro（Circadian Rhythm Laboratory）を
用いて解析した．エラーバーは標準誤差を示し，HIF1αとARNTの発現ベクターを共にトランスフェクションすると概日リズムの振
幅は有意に増強した（n=6，p<0.01）．
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ロモーター活性に及ぼす効果を検討した．CoCl2 処理に
よりPer2 プロモーター活性は増加したが，HRE-変異体
Per2 プロモーターではプロモーター活性の増加がみられ
なかった（Fig. 6c）．以上の結果から，Per2 プロモーター
領域に存在するHRE配列はHIF1α過剰発現に反応する
ことが示された．さらに，HIF1αが生体内でPer2 プロ
モーター領域内のHRE配列と直接結合する可能性につい
てChIPアッセイにより検討した．蛋白質・DNAの架橋
を行ったCaki-2 細胞を，抗HIF1α抗体または抗normal 
rabbit IgG抗体で免疫沈降を行った．得られたDNAを鋳
型とし，Per2 プロモーター領域内のHRE配列を含む領域

（－ 417 ～－ 290）に対するプライマーを用いPCR法で増
幅した．増幅産物を示すバンドは，抗HIF1α抗体で免疫沈
降したサンプルで観察された．これらの結果から，HIF1α
はHRE配列と直接結合することによってPer2 プロモー
ター活性を増加し，その概日リズムの振幅を増強する可
能性が示された．

考　察

　本研究においては，Caki-2 細胞においてPer2 遺伝子

が概日リズムを発現することが明らかになった．また，
ヒト，マウスのPer2 プロモーター領域の解析の結果から
は，BMAL1/CLOCK，HIF1αの結合領域はともに両者間
で極めて保存されていることが明らかになった．本研究
において使用したマウスゲノム由来のPer2 プロモーター
レポーターは，ヒト由来の細胞において概日リズム性
の発現を示し，またHIF1αの影響を検討するのに必要な
HIF1α結合領域を含んでいることが示された．さらに，
その他 7 種類の細胞株ではPer2 はプロモーター，mRNA
ともに概日リズムを発現しなかったことから，Caki-2 には
Per2 のリズム発現に関与してその他の細胞と異なる特性
があることが予想された．そこで各時計遺伝子，またVHL
遺伝子の変異により腎癌の多くで高発現となっている 20)

HIF1αの蛋白発現を検討した．その結果Per2 の転写を制御
するBMAL1/CLOCKに加え，HIF1αも高発現であるの
はCaki-2 細胞のみであった．このことから，Caki-2 細胞
におけるPer2 の概日リズムの発現にはBMAL1/CLOCK
だけでなくHIF1αも関与している可能性が考えられた．
また，Caki-2 細胞においてPer2 のmRNAの概日リズムは
認められているもののPER2 蛋白の発現は認められてい

Fig. 4.	Caki-2 細胞においてHIF1α蛋白発現の抑制がPer2 の概日リズムに及ぼす影響 .（a）Caki-2 細胞を異なる濃度のクリシン（1，10，
100 µM）で 2 時間処理した後，HIF1α蛋白発現をウエスタンブロットで検出した．イメージングソフトによる解析で得られた光学
濃度をGAPDHで標準化した相対蛋白レベル（relative expression）を平均±標準誤差でグラフ化した．HIF1α蛋白の発現はクリシンによ
り用量依存性に抑制された（n=6，p<0.01）．（b）Caki-2 細胞にPer2 プロモーターレポーターをトランスフェクションした 24 時間後，
異なる濃度のクリシン（1，10，100 µM）で 2 時間処理し，Kronos Dioによって 10 分間隔で継時的にプロモーター活性を計測した.（c）
測定開始後 24 時間後以降の振幅をオンラインソフトウェアAcro（Circadian Rhythm Laboratory）を用いて解析した．エラーバーは標準
誤差を示し，10，100 µMのクリシン処理により振幅は有意に減弱した（n=6，p<0.05，p<0.01）．
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ない．この理由については，今後検討する予定である．過
去の文献では，Per2 はHIF1α/ARNTによるVEGFの転写
を抑制すると報告されているが 21, 22)，本研究においては，
Caki-2 細胞においてHIF1αはPer2 の概日リズムを増強す
ることが示された．クリシンによるHIF1α蛋白発現の抑制
によってPer2 の概日リズムの振幅は有意に減弱し，この
結果は腎癌におけるPer2 の概日リズムに対するHIF1αの
関与を支持するものである．HRE変異体を用いた実験か
らは，HIF1αはPer2 プロモーター領域に存在するHRE配
列を介してプロモーター活性を増強していることが示唆
され，さらにChIPアッセイからはHIF1αはHREに直接結
合していることが証明された．以上の結果から，腎癌細胞
においてPer2 の概日リズムの発現には，BMAL1/CLOCK
に加えHIF1αも関与していることが想定される．しかし，
HIF1αによるPer2 概日リズムの増強に関する詳細な機序に
ついては今後さらなる検討が必要である．
　本研究において，Per2 の概日リズム発現は 7 種類の
うち 1 種類の細胞株においてしか認められず，またCaki-2
におけるプロモーターの概日リズムはNIH3T3 やU2OS
で認められるリズムと比較するとその生物発光は著しく

低いことが明らかになった．このことから，腎癌細胞に
おいてはPer2 の概日リズムは欠如していることが多いと
考えられる．癌と時計遺伝子が関連していることは過去
の報告からも明らかであり , 概日リズムの欠如はヒトの
悪性腫瘍に関連があると考えられている 16)．これらの中
でも特にPer2 は，リズム発現に重要である 13)だけでなく
癌抑制遺伝子としての機能も報告されている 27)．これら
の報告によれば，Per2 は腫瘍細胞でのDNA傷害・応答
経路を調節しており，またPer2 欠損マウスにおいては放
射線照射後の悪性腫瘍の増殖が促進することが報告され
ている 25)．また，Per2 遺伝子の変異はヒト大腸癌や乳癌
において同定されており 15)，動物においても培養細胞に
おいてもPer2 の強制発現によって腫瘍進展が抑制される
ことが報告されている 26, 27)．本研究からは，ほとんどの腎
癌細胞においてPer2 の概日リズムが観察されず，すべて
の細胞でPER2 蛋白の発現が認められなかった．これらの
ことから，Per2 概日リズムの欠如とPER2 蛋白の欠如が
腎癌の発生や腫瘍増殖に関連している可能性が考えられる
が，詳しい機序は明らかになっていない．腎癌とPer2 遺伝
子の関連を明らかにするために，腎癌細胞におけるPer2

Fig. 5.	U2OS細胞においてHIF1α蛋白発現の抑制がPer2 の概日リズムに及ぼす影響.（a）U2OS細胞を異なる濃度のクリシン（1，10，100 µM）
で 2 時間処理した後，HIF1α蛋白発現をウエスタンブロットで検出した．イメージングソフトによる解析で得られた光学濃度を
GAPDHで標準化した相対蛋白レベル（relative expression）を平均±標準誤差でグラフ化した．HIF1α蛋白の発現は 100 µMのクリシン
処理により抑制された（n=6，p<0.01）．（b）U2OS細胞にPer2 プロモーターレポーターをトランスフェクションした 24 時間後，異な
る濃度のクリシン（1，10，100 µM）で 2 時間処理し，Kronos Dioによって 10 分間隔で継　時的にプロモーター活性を計測した .（c）
測定開始後 24 時間後以降の振幅をオンラインソフトウェアAcro（Circadian Rhythm Laboratory）を用いて解析した．エラーバーは標準
誤差を示し，100 µMのクリシン処理により振幅は有意に減弱した（n=6，p<0.05）．
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概日リズム発現の機序や，Per2 とHIF1αとの関連につい
てさらなる検討が必要である．

結　語

　本研究によって，Per2 はCaki-2 細胞において細胞
レベルでリズム発現すること，プロモーターが自律的に
リズム発現すること，HIF1αがPer2 プロモーター領域の
結合配列に直接結合することでその概日リズムの振幅を
増強することが明らかになった．
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