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要　旨：

　トポイソメラーゼI（トポI）はDNAの2重螺旋構造
を解くのに必須の酵素であるが，細胞周期の全期間に
亘って核に発現し，抗がん剤のカンプトテシン（CPT）
の標的としても知られている．最近，トポIが概日リズ
ム性の発現を示し，しかもその発現は内因性のグルコ
コルチコイドレベルに依存していること，また，CPT
の抗がん作用は，トポI活性が上昇した時に増強される
ことが報告された．しかし，トポIの概日リズム性発現
が時計遺伝子によるものであるかは明らかではない．
また，抗がん剤CPTの時間治療を確立するためには，
トポIの概日リズム性発現の分子機構を明らかにする
ことが重要である．そこで私たちは，先ず細胞レベル
でトポIが概日リズム性発現をすることを確認するた
め，NIH3T3細胞に2時間のデキサメサゾン刺激を同
調刺激として加え，この刺激から24から48時間後のト
ポI mRNAを測定し，それが概日リズム性の発現を示
すことを確認した．次に転写レベルでの発現調節を解
析するため，ヒト，マウスのトポIのプロモーター領
域を比較し，エクソン1の両者で配列が高度に保存さ
れている領域内に2カ所のE-box（E1, E2）および1カ所
のD-boxがあることを見いだした．ゲルシフトアッセ
イによって，E2配列およびD-boxにはBMAL1/CLOCK
へテロ二量体およびDBPがそれぞれ結合することが示
された． 次に，トポIプロモーター下流にPEST配列を

含むルシフェラーゼ遺伝子を挿入し，NIH3T3細胞に
トランスフェクションを行い，その活性変動を，発光
を指標にリアルタイムで計測（クロノス）し，このプロ
モーターに自律的な概日リズム性発現があることを確
認した．またこの発現位相はPer2と極めて近いことが
示された．更にこれらのE-boxおよびD-boxの変異体を
作成し，クロノス解析を行ったところ，E2, E1/E2, D, 
E1/D, D, E1/E2/Dを欠失させたトポIプロモーターは，
振幅が60％以上低下した．以上の結果より，トポIは，
細胞レベルにおいて，E2およびD-boxを介して時計遺
伝子によって自律的に概日リズム性発現することが示
された．本研究で得られた結果は，トポIの発現とカン
プトテシン感受性との関連を分子レベルで解析する為
の実験的証左を提供するものであり，同薬物による腫
瘍の時間治療に，分子レベルでの手がかりを与えるこ
とが期待される．

緒　言  

　二本鎖のDNAは生理的な条件では二重らせん構造
を形成しており，この二重らせんにはねじれが生じ
ていることが知られている．このねじれ構造を超らせ
ん構造というが，このDNAの立体構造を変える酵素と
して，トポイソメラーゼがある．トポイソメラーゼに
はIとIIがあり，2本鎖の片方だけを切断して再結合さ
せるトポイソメラーゼI（トポI），両方を切断して再結
合させるタイプのトポイソメラーゼII(トポII)がある．
　トポIは二重らせん構造を変化させる機能がある
が，このような機能を通して，DNA複製などに関与
していることが知られている．また，JUNなどの転写
因子によるRNAポリメラーゼIIの活性化にもコファク
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ターとして関与することも報告されている．さらに，
CPTの誘導体である抗がん薬イリノテカン (irinotecan) 
の標的分子で，トポI活性阻害を介して抗がん作用が
発現することことも広く知られている1)．さらに，肺
小細胞がんや卵巣がんなど様々ながん細胞でその発現
が増加していることが報告されており，またこの発現
量はカンプトテシン感受性とも関連することが指摘さ
れている．カンプトテシンの感受性や副作用は，生体
に投与する時間帯によって変動することが知られて
おり2)，この変動はトポIの発現動態と関連している可
能性が指摘されている．カンプトテシンによるがん治
療に時間治療を応用するためには，カンプトテシンの
吸収，代謝ばかりでなく，その標的因子であるトポIの
発現動態を解析する必要がある．Kuramotoらはマウ
ス肝臓におけるトポI RNAの変動に日内リズムがある
こと，またそのリズムは副腎の摘出で消失することか
ら，トポI RNAの日内変動は副腎皮質ホルモンのリズ
ムによって制御されている可能性を報告している3,4)．
しかし，トポIの概日リズム性発現を，転写レベルで解
析した報告はなく，概日リズム性発現調節機構を分子
レベルで解析するためには，トポIのプロモーター解
析を行なう必要がある．本研究ではマウス トポIのプ
ロモーター 5,6)をクローニングし，継時的に長時間プロ
モーター活性を計測可能な系を本研究に応用すること
により，時計遺伝子によるリズム発現機構を明らかに
した．

材料と方法

マウス　トポIプロモーターのクローニングと変異体
の作成
　マウス トポIプロモーターはマウスゲノム由来DNA 
(Novagen) を鋳型として，プロモーター領域に設定
したプライマーを用いてPCRを行ない，得られたPCR
産物はEluc-PEST-T (Toyobo) に導入した．E-box およ
び D-box 時計遺伝子結合領域の変異体は , QuickChange 
site-directed mutagenesis kit (Stratagene) によって変異
導入用プライマー
mTopoI-E1mut:5’-
CACGCTTCAATCCAGGGTGTGGGGGGCAGAGGC-3’; 
mTopoI-Dbox-mut: 5’-
GAAATGCGAACTTAGGCTGGGACACAACTGCTGG
GG-3’; 
mTopoI-E2mut: 5’-
GAACTTAGGCTGTTACATTACTGCTGGGGTCTGT
TC-3’; 
mTopoI-E2/Dmut: 5’-GAACTTAGGCTGGGACATTAC
TGCTGGGGTCTGTTC-3’
をそれぞれ用いて作成した．
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 (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．培地は10％のウシ胎児血清，ペ
ニシリン (25 U/ｍ l)，ストレプトマイシン (25 μg/ml)
を加えたDMEM（Invtrogen） を用いた．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．典型的なアッセイでは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．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．

時計遺伝子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前日に NIH3T3 細胞を35 mm
プレートに30万個になるように播種し，lipofectamine 
PLUS (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％ウシ胎児血清，10 mM 
HEPES バッファー (pH 7.2)， 0.1 mM ルシフェリン 
(Toyobo)， 25 U/ml ペニシリン， 25 μg/ml ストレプト
マイシンを含むDMEMで置き換え，クロノス （AB2500 
Kronos ; ATTO）によって10分間隔で発光量を測定した．
細胞は4日以上培養し発光量は10ポイント移動平均
をとり，12時間の移動平均を用いてデトレンドを行
なった．
リアルタイムRT-PCRによるRNAの定量
　NIH3T3 細胞はデキサメサゾン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
わたって同細胞から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，トポI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．
ゲルシフトアッセイ
　CLOCK，BMAL1，DBPタンパクは TNT T7 coupled 
Reticulocyte L ysate System (Promega) によって 
CLOCK/pCR3.1，BMAL1/pcDNA3，DBP/pcDNA3.1 
を用いて合成した．トポIプロモーター /エンハンサー
領域にある2箇所のE-box，1箇所のD-box周辺領域配
列を合成後，二本鎖としプローブとして用いた．二本
鎖オリゴヌクレオチドは T4 ポリヌクレオチドキナー
ゼ (Takara) を用いて [γ-32P] ATP (Amersham) によりラ
ベルした後，各蛋白と結合バッファー（5 mM MgCl2, 
2.5 mM EDTA, 2.5 mM DTT, 250 mM NaCl, 50 mM Tris-
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HCl (pH 7.5), 0.25 ug/ul poly dIdC in 20％ glycerol）中で
4℃，20分間インキュベーションし，6％ ポリアクリル
アミドゲルで 130 Vの条件で電気泳動した．泳動後ゲル
はゲルドライヤーで乾燥し，BAS-5000 画像解析システ
ム（Fuji Photo Film）を用いて解析した．ゲルシフトに
用いたプローブの配列は以下の通りである．下線は時
計遺伝子結合コア配列およびその配列に対応する変異
導入配列を示している．
mTopo-E1: 5’-
GCCTTTAAGGCCTACCACGTGGCCGCCCGGGTG-3’;
mTopoI-E1-mut: 5’-
GCCTTTAAGGCCTACGGTGTGGCCGCCCGGGTG-3’;
mTopoI-E2: 5’-
GAACTTAGGCTGTTACACAACTGCTGGGGTCTGT
TC-3’; 
mTopoI-E2-mut: 5’-
GAACTTAGGCTGTTACATTACTGCTGGGGTCTG 
TTC-3’; 
mTopoI-D: 5’-
GAAATGCGAACTTAGGCTGTTACACAACTGCTGG
GG-3’; 
mTopoI–D-mut: 5’-GAAATGCGAACTTAGGCTGGGAC
ACAACTGCTGGGG-3’ 

結果および考察

トポI RNAおよびプロモーターはNIH3T3 細胞でリズム
発現する
　リアルタイムRT-PCRによってNIH3T3細胞における
トポI RNA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 32
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. 1A）．統計解析（one-way 
ANOVA）ではこの発現変動に有意差（P＜ 0.05）がある

ことが示された．次にトポIのプロモーターにリズム
発現があることを確認するため Kronos を用いたプロ
モーター活性リアルタイム測定を行なった．この解析
ではトポIプロモーター活性のピークがデキサメサゾン
添加の約 30時間後にみられ， RNAリズムのピークより
約 2時間早く活性のピークが出現することが示された
（Fig. 1B）．これら2種類の解析により，トポI発現には
細胞レベルで概日リズムがあること，このリズムはグ
ルココルチコイドの変動とは独立のものであることが
明らかとなった7)．
トポIのプロモーター領域配列の解析
　マウスのトポI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，2箇所のE-box 
(E1: CACGTG, E2: CAACTG)と1箇所のD-boxがあるこ
とが明らかになった．これらの時計遺伝子結合配列 8,9)

のうち，E2， D-boxは転写開始点より下流のエクソン1
に存在していた（Fig. 2A, B）． マウスのトポIプロモー
ター領域をヒトの同領域と比較すると，E1, E2 および
D-box の配列は両種で100％一致することが示され，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. 2C)．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，リズム発現のため
の必要かつ十分な領域も含まれていることが裏付けら
れた．
E-boxおよびD-boxはトポIのリズム発現に必要である
　トポIのプロモーター領域にあるE-box (E1, E2) お
よび D-boxが，概日リズム性発現に関与していること
を確認するため，これらの配列に変異を導入したプ
ロモーターを5種類（E1, E2, D, E1/E2, E1/D, E1/E2/
D-box）作成した．E1, E2およびD-boxの各 1箇所に変
異を導入したプロモーターでは，E2およびD-boxの

Fig. 1. NIH3T3細胞におけるトポイソメラーゼI (トポI)の発現．(A)トポIのRNA 発現レベルをリアルタイプ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時間毎に細胞から抽出し，トポI RNAを定量した．エラーバーは標準偏差を示す．
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(P＜0.05)した．(B)トポIプロモーターレポー
ターを NIH3T3 細胞にトランスフェクトンし，クロノスによって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
0.1 μM デキサメサゾンを2時間添加した．
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変異体で60％以上の振幅の低下が見られた．これに対
してE1の変異では大きな低下はなく，リズム発現に
はE2およびD2が主に関与していることが示唆された 
(Fig. 3)．時計遺伝子結合配列に2箇所以上変異を導入
したコンストラクト(E1/E2, E1/D, E1/E2/D-box)は
著しく振幅が低下した (Fig. 3)．以上の結果よりリズ
ム発現にはE2およびD-boxの両者が協調的に機能して
プロモーターレベルでリズム性の転写発現制御を行
なっていることが示された．
トポIはCLOCK/BMAL 1 ヘテロダイマーおよびDBPに
よって転写活性化される
　時計遺伝子による転写制御を確認するため，ルシ
フェラーゼアッセイによってトポIプロモーターが
CLOCK/BMAL1 およびDBPによって転写制御を受
ける可能性を検索した．NIH3T3細胞にトポIプロモー
ターレポーターコンストラクトとCLOCK/BMAL1
あるいはDBP 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，CLOCK/BMAL1のトランスフェクション量依存
的にレポーター活性の増加がみられた (Fig. 4A)．また
DBPも同様にトポIプロモーターレポーターの活性を
増加させた (Fig. 4A)．以上より，トポIは時計遺伝子
CLOCK/BMAL1およびDBPによって転写が増加する
ことを確認した．
CLOCK/BMAL 1 お よ びDBPは そ れ ぞ れE 1 お よ び

D-boxに結合する
　トポIのプロモーター領域にある時計遺伝子結合配
列 E1, E2およびD-boxに時計遺伝子産物が結合するこ
とを確かめるため，ゲルシフト法で解析した．時計遺
伝子産物は網状赤血球ライゼートの系で合成し，トポ
Iのプロモーター領域由来のE1, E2およびD-box配列
に対する時計遺伝子産物の結合を検討した．CLOCK/
BMAL1はE2に対してはバンドシフトが見られたが，
E1に対しては結合はみられなかった (Fig. 4B)．E1, 

Fig. 2. マウス トポIプロモーターの構造と転写因子結合部位．(A)マウス トポI プロモーター構造の模式
図．マウストポI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．PCR断片はTA
法によりレポーターベクター（ELuc-PEST-T-vector）に導入した．646bpの配列には2箇所のE-box (E1, E2) 
とD-boxがあることがMatInspector による解析から示された．(B)マウストポI プロモーター領域の塩基配
列と転写因子結合部位．マウストポI プロモーターにはE-box, D-box を始めCREがあることが示された．E2, 
D-box は転写開始点（TSS）より下流のエクソン1に存在する．(C)マウスとヒトのトポI プロモーター領域の
比較． E-box (E1, E2) とD-boxの配列，位置および周辺配列が両者間で極めて保存されている．
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E2 変異体を用いたクロノスによるリズム解析におい
て，E1変異体では殆ど振幅変化が見られなかったこ
とを考え合わせると，E1配列はBMAL1/CLOCKが結
合してリズム発現調節を行なっている可能性は極めて
低いことが示唆された．これに対してE2，D-boxには
CLOCK/BMAL1，DBPがそれぞれ結合する結果が得
られ，クロノスによる変異体の解析によってE2, D-box 
変異が振幅を著しく低下させた結果と合わせると，ト
ポIはプロモーター領域にあるE2, D-boxを介して，時
計遺伝子CLOCK/BMAL1，DBPによってリズム発現
していることが強く示唆された．

　概日リズムはClock, Bmal1, Per, Cryによって構成さ
れる転写，翻訳からなるネガティブフィードバック機
構によって，作り出されていると考えられている8,9)．
生体内で概日リズム性発現する遺伝子は，時計遺伝子
によって直接転写制御を受けることよってリズム発現
するものと，副腎皮質ホルモンの濃度変化に応答して
リズム発現するものの2種類に大きく分けられるとさ
れている7)．本研究からトポIは細胞レベルでリズム発
現すること，プロモーターがNIH3T3細胞で自律的にリ
ズム発現すること，変異体の実験からプロモーター領
域にあるE2, D-boxを介して時計遺伝子によるリズム発

Fig. 3. リアルタイムレポーター活性測定によるトポIプロモーターの概日リズム性転写活性変動とE, D-box
の関与．NIH3T3細胞にトポIプロモーターベクターを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，クロノス（Kronos）によりリアルタイムでレポーター活性を測定した．プロモーター領域に
あるE1, E2 およびD-boxは変異導入を行い，変異体を作成してリズム発現を解析した．A; E1変異体，B; E2
変異体，C; D-box 変異体，D; E1/D-box 変異体，E; E1/E2 変異体，F; E1/E2/D-box 変異体．
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Fig. 4. トポIプロモーターはBMAL1/CLOCK，DBPによって転写制御される．(A)ルシフェラーゼアッセイ
によるトポIプロモーターのBMAL1/CLOCK，DBPによる転写調節の解析．BMAL1/CLOCK発現ベクター
のトランスフェクション量に依存して転写活性化が起こる．DBPによって約2倍の転写活性化が見られる．
（B）ゲルシフトアッセイによるBMAL1/CLOCK，DBPのトポI プロモーター内に存在する時計遺伝子結合
候補配列への結合実験．BMAL1/CLOCKはE2に結合するがE1配列には結合能が見られない．また，DBPは
D-box に特異的に結合する．
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現制御を受けていることが明らかになった．カンプト
テシンはトポI活性の高い腫瘍細胞で感受性が高いこと
が知られており，正常細胞と腫瘍細胞においてトポIの
リズム発現位相が異なる場合は，腫瘍細胞における発
現のピークに薬物を投与することで薬物への感受性が
高く，正常細胞に対する影響を最小にすることが可能
である10-13)．今後は種々の腫瘍と正常細胞・臓器との間
のトポI位相の相違，カンプトテシン感受性の概日リズ
ムを解析し，腫瘍に対する時間治療を確立するための
分子基盤を確立していく予定である．

結　語

　トポIは細胞レベルでリズム発現すること，プロモー
ターがNIH3T3細胞で自律的にリズム発現すること，変
異体の実験からプロモーター領域にあるE2, D-boxを
介して時計遺伝子によるリズム発現制御を受けている
ことが明らかになった．トポIの概日リズム性発現の分
子機構が明らかになったことから，トポIを標的とし
ているカンプトテシンなどの抗がん剤による時間治療
について，分子レベルでの理解が進む可能性がある．
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