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はじめに

　生物と光の関係は多種多様である。太陽から地球に降り注ぐ光は生物にとっ

てかけがえのないエネルギー源である。その一方、太陽光に含まれる短波長の

光（紫外線やX線）は生物に損傷を与える。生物が地球に誕生して以来、シア

ノバクテリアが地球上を制覇し酸素を大量に作り出すまでの数10億年間、現

在の様に紫外線の大部分を取り除いてくれるオゾン層は存在せず、生物は日々

紫外線に曝され続けていた。太陽紫外線は、進化の大きな原動力であると同時

に生物が地球上で生存していく上で大きな脅威であった。生物は生き残ってい

くために紫外線による損傷に対抗する手段を獲得してきた。その一つが光回復

酵素である。光回復酵素は紫外線によるDNA損傷を可視光のエネルギーを利

用レて修復するDNA修復酵素である。その機構は効率が良く、間違いも起こ

さない、優れた修復機構である。単一酵素で修復反応を行いうる単純な系であ

ることから、生物が最初に手に入れた修復機構であると考えられている。一方、

光に応答する様々な生物反応に働く光受容タンパクとして、青色光受容体が知

られている。この青色光受容体は、一次構造において光回復酵素と高い相同性

を示すもののDNA修復活性は持たない。系統解析の結果、光回復酵素と青色

光受容体がファミリーを形成していること、このファミリーの祖先タンパクが

CPD光回復酵素であることが判り、光回復酵素が機能的にも多様な進化を遂げ

ていることが明らかとなった。この青色光受容体は、現在では
⊆≧yptochrome（CRY）と呼ばれている。　CRYは多くの動物種に幅広く存在して

おり概日時計の制御に関与していることが明らかになってきた。しかしなが

ら、”概日時計“といった共通の生理機能に関与しているものの、ショウジョウ

バエでは概日時計の光受容体として、マウス、ヒトでは概日時計の時計本体と

して、といったように更に多様化していることが明らかとなってきた。

　本論文では、進化学的にショウジョウバエとマウスの間に位置し、個体レベ

ルでの遺伝子操作が比較的容易に出来る魚類ゼブラフィッシュを用いて。κy遺

伝子の機能を分子レベルで解明することを目指した。
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1．序論

1－1．ヒト青色光受容体遺伝子（αyρ亡ocんrome（αy））の単離

DNA光回復酵素

遺伝物質である核酸は、その塩基中に含まれるピリミジン及びプリンによっ

て260nm付近に吸収スペクトルのピークを示す。これらの残基は光エネルギ

ーを吸収することにより励起一重項状態に遷移する。励起状態が基底状態に戻

る過程で元の状態とは違った光産物が生成される。この反応は圧倒的にピリミ

ジン残基において起こっており主な反応生成物としては、シクロブタン型ビリ

　　　0

　　　　　　　　　　1

　　　O

H＼

N

勿

eH
M

＼

　
甲
　
0 ソ

　N＼

UVA／UVB

　UVC

py「imidia曾1岳拙曽idone
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TT配列にできるCPD（Cyclobutane　Pyrimidine　Dimer）、（6－4）光産物

（pyrimidine（6－4）pyrimidon　photoproduct）およびそのDewar型光異性

体（Dewar）を示す。
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ミジンダイマー（CPD）、（6－4）光産物、ピリミジン残基の水和産物などがある。

前2者はピリミジンが隣り合っているところに、220－300nmの紫外光が照

射されることにより生じる。（6－4）光産物はCPDに比べその生成量は1／4程度

と少ないものの突然変異原性はCPDより高いと考えられており、生物への紫外

線影響を考える上で無視できない損傷である。（6－4）光産物はさらに近紫外光

を吸収してDewar型に光異性化する（Fig．1－1）。

　　　　　　　　　　　　↓／UVIig阯
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光回復酵素の損傷DNA

への結合

〆噌諜，m）

可視光エネルギーの吸収

損傷の修復

　　　　　　　　　　　　　　　　　修復後の光回復酵素の解離

　　　　　　　　　　　　　　　　　修復の完了

Fig．1－2光回復酵素による損傷DNAの修復
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　生物に紫外線損傷を与えた後、可視光や近紫外光を照射することによって損

傷が軽減される「光回復」という現象が古くから知られていた。この反応を司

る酵素が光回復酵素である。

　光回復酵素はアポ酵素と、補酵素として光を吸収する2種類のクロモフォア

から成っている。1つはFAD（Elavin△denine　pinucleotide）の還元体、もう1

つはセカンドクロモフォアと呼ばれているMTHF（5，10一

皿ethenylエetrahydrofolate）もしくは8－HDF（8－hydroxy－5－deaza旦avin誘導

体）である。光回復酵素はまず紫外線により生じた損傷を認識し結合する。こ

の状態で光を吸収し励起されたFADから損傷DNAに電子移動が起こることに

より損傷部位を開裂、元のピリミジンの状態に戻しそこから離れる（Fig．1－2）。

　最初にアポ酵素の遺伝子が単離された大腸菌の光回復酵素は紫外線損傷のう

ちでもCPDを特異的に修復するが、（6－4）光産物に作用しないタイプのもので

あった。その後、様々な生物でこの遺伝子の単離が試みられ、現在では古細菌

から真核生物まで幅広い生物種からこの遺伝子が得られているが、いずれも単

細胞生物からである。一方、昆虫や魚類、両生類、有袋類などの高等動物や高

等植物にも光回復活性があることは知られていた。これらの生物からの同遺伝

子の単離は、保存されているアミノ酸配列を利用する方法ではうまくいかなか

ったが、大腸菌の光回復酵素欠損株を相補するcDNAのスクリーニングにより

魚類で初めて成功した（Yasuhira　and　Yasui，1992）。これをきっかけにショウ

ジョウバエ（Todo　et　al．，1994）、有袋類（Kato　et　al．，1994）からも同酵素活性

を持つ遺伝子が得られた。これら高等生物の光回復酵素は、その一次構造が単

細胞生物のものとは部分的には似ているものの全体としてはかなり異なってお

り、単細胞生物から得られたものをClass　I　CPD光回復酵素、高等生物から得

られたものをClass　Il　CPD光回復酵素と区別している（Yasui　etal．，1994）。

これらはいずれもCPDを修復する酵素であり、（6－4）光産物を光回復する酵素

は存在しないと考えられていた。（6－4）光産物は5’側ピリミジンの5、6位の

炭素と3’側の4位の間にアゼチジンリング中間体を経て形成されるが、このと

き3’側4位の官能基が5’側5位へ転位する。つまり最終的に形成されている

5’側6位と3’側4位の間のシグマ結合を切断するのみでは元の正常なピリミ

ジンには回復されないわけである。そのため光回復酵素のような単純な反応系

では修復できないものと考えられたからである。しかし、1993年、藤堂によ

ってショウジョウバエの胚細胞中に（6－4）光産物を光に依存して特異的に修復
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する酵素､(6-4)光回復酵素の存在が示され(TodoetaL,1993)､その遺伝子

が単離された(TodoetaJ.,1996)0(6-4)光回復酵素の一次構造もCPD光回復
酵素のそれと相同性を持っておりその相同部分のアミノ酸配列を利用 して､さ

らにアフリカツメガエル(TodoetaL,1997)､シロイヌナズナ (Nakajimaet

alリ1998)から同酵素遺伝子が単離された｡現在までに単離されている3タイ

プの光回復酵素の系統樹を Fi9.ト3に示す｡この図から明らかなように､これ

らの光回復酵素の一次構造の相同性は､各々のグループ内では比較的高いが､

各グループ間では低い｡特にClassllCPD光回復酵素の一次構造はかなり異な

っている｡しかしながらすべての光回復酵素で保存されているアミノ酸配列が

散在しており､また各グループ間でも部分的に非常に高い相同性を示す領域も

ある｡こう･いった領域がこのファミリーのタンパクの活性に重要と思われる｡

Fig.l-3光回復酵素 ･青色光受容体タンパク質ファミリーの系統樹(l)

(Todoetalリ1997)
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青色光受容体

　青色光受容体遺伝子は、初期発生の段階で青色光に応答しなくなるシロイヌ

ナズナの突然変異体（んy4）の原因遺伝子として単離されてきた（Ahmad　and

Cashmore，1993）。シロイヌナズナでは通常、青色光によって芽生えの成長

が阻害される。この遺伝子は、Darwinの考えたCryptochromeに似ているこ

とからαy7と名付けられたが、驚いたことにこの遺伝子産物はClass　l　CPD光

回復酵素と高い相同性を持っておりタンパクファミリーを形成していることが

判った。更に、類似配列を持つαy2遺伝子がシロイヌナズナから単離された（Lin

et　aL，1996；Lin　et　a｝．，1998）。その後、これらのcly遺伝子産物は芽生えの

成長制御だけでなく、屈光性（Ahmad　et　al．，1998）や開花時期の制御（Guo　et

aL，1998）に関与していることが明らかとなった。シロイヌナズナは光回復酵

素を別に持っており（Nakajima　et　al．，1998）、この遺伝子産物自体は光回復酵

素活性を示さない。このタンパク質は光により電子を作り出す機能を持ってお

り、電子の授受によるシグナル伝達を行うという、全く新しいタイプのシグナ

ル伝達系を担っていると考えられている。

　ヒトが光回復酵素を持つか否かは長く議論されてきたが、持たないというこ

とで一応決着がついていた。しかし、このショウジョウバエの（6－4）光回復酵

素をコードする遺伝子と高い相同性を持つ遺伝子がヒトBrain　EST（旦xpressed

§equence工ag）データベース中に2つ存在することがわかった（Hsu　et　al．，

1996；Todo　et　aL，1996）。この遺伝子にどの様な機能があるのか、光回復酵

素活性はあるのか、興味が持たれた。しかし、この遺伝子産物からは光回復酵

素活性は検出されなかった。光回復酵素に由来する遺伝子であることから、ま

た、同じタンパクファミリーに含まれる植物のCRYが明らかに光受容体である

ことから、何らかの光受容体として機能していると予想された。ノースカロラ

イナ大のAziz　Sancarはこれらを植物のclyからゐcly7、2と名付けている。

　分子進化学的解析からこの光回復酵素・青色光受容体ファミリーはCbss　l

CPD光回復酵素を祖先タンパクとして、原核生物と真核生物が分岐する以前に

何度も（最低8回）遺伝子重複を繰り返しそのコピー数を増やしたものである

ことが明らかにされた（Kanai　et　aL，1997）。これらの遺伝子はその後、あるも

のはClass　ll　CPD光回復酵素や（6－4）光回復酵素に、またあるものは青色光受

容体やヒトホモログに進化していった（Fig』一4）。地球上での生存を維持する
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櫻柱翻ClasslCPD光回復酵素

青色光受容体（植物のCRY）

青色光受容体（動物のCRY）

（6－4）光回復酵素

8－HDF　type　Class　I　CPD光回復酵素
（真性細菌）

81暑糧γpeClass　l　CPD光回復酵素

8－HDF　type　CIass　I　CPD光回復酵素
（真性細菌）

CIassll　CPD光回復酵素（真核生物）

CIassll　CPD光回復酵素（古細菌）

CIassIl　CPD光回復酵素（真性細菌）

真性細菌と真核生物分岐点の上限

Fig．1－4系統樹から予想される光回復酵素・青色光受容体タンパク質

ファミリーの進化過程（Kanai　et　al．，1997）

　○印は遺伝子重複を起こしたと考えられる分岐点を示す。

ために遺伝子重複を起こしたDNA修復酵素がその必要性の減少に伴い、基本

的性質を利用しつつ改変し光を利用する様々な生命現象に対応できるよう進化

していったものと考えられる。また、このファミリーのタンパクはいずれもFAD

をクロモフォアとして持つフラボタンパクであり、その作用機序は共通である

と考えられる。では、このんαy7、2がどの様な生理機能を担っているのであ

ろうか。先程も述べたようにこれらの遺伝子はその一次構造から何らかの光受

容に関与しているものと考えられる。
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1-2.概日時計におけるCryptochrome(CRY)の役割

概日時計

高等動物が光を巧妙に利用している生理機能の一つとして概日時計があげら

れる(Foster,1998;RoennebergandFoster,1997)｡概日時計とは原核生物

からヒトに至るまでほとんどの生物でみられる､恒常環境で約 24時間のリズ

ムを刻む様々な生命活動の自立的振動現象のことをいう｡具体的には自由行動､

ホルモン分泌､植物の窒素固定などが挙げられる｡ この現象は環境温度の変化

による影響をほとんど受けず温度補償されている｡ このことはリズムの発振が

単なる化学反応にのみ依っているわけではないことを意味している｡恒常環境

下で継続するリズムを自由継続リズムというが､このリズムは通常 24時間よ

りずれており､24時間の環境サイクル (明暗など)が与えられるとそれに同

調し正確に 24時間のリズムを刻むようになる｡その発生機構は約 24時間の

周期を刻む時計本体､それに光などの外部環境からのシグナルを伝える入力系､

時計本体の振動を実際の生理機能などに結びつける出力系の3パートに分けて

考えられる｡このように概日時計の特性が明ら力りこなるにつれて時計本体の解

剖学的位置を決めようという動きが盛んになってきた｡様々な器官の除去実験

や移植実験等の結果､時計本体の構成要素として松果体､網膜､視交叉上核が

存在しこれらの重要度が進化の過程で変化していったのではないかと想像され

る｡

概 日時計の分子遺伝学的研究は 1970 年代 にショウジョウバエで

period(per)変異体が発見されて以来(KonopkaandBenzer,1971)､ショウジ

ョウバエ(A=adaetalリ1998;BargieHoetal.,1984;Gekakisetal.,1995;

KJossetaJ.,1998;MyersetaJ"1995;PriceetaJ.,1998;ReddyetaL

l984;Rutilaetar.,1998;ZehringetaJ.,1984)､アカパンカビ(Crosthwaite

etaL,1997;McCrungetalリ1989)､シアノバクテリア(lshiuraetaJ.,1998)､

そしてマウス(Albrechtetal.,1997;JkedaandNomura,1997;Kingetalリ

1997;SunetaL,1997;Teietal.,1997;Zylkaetal"1998a;Zyrkaetal.,

1998b)から相次いで変異体の発見､遺伝子の単離がなされた｡このとき単離

された遺伝子の多くは時計本体を構成していることが後に判った｡それらの解

析の結果概日時計の発振機構の分子メカニズムは､時計本体の遺伝子がその道
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伝子産物によって自らの発現を抑制することからはじまることが明らかになっ

た。抑制機構だけでは継続的なリズムを維持することは出来ないがここに、抑

制因子の発現を促す促進因子が加わることにより閉じた経路の中でそのリズム

を維持することが出来るようになる。このような経路のことを負のフィードバ

ック機構という（Fig．1－5、1－10）。このような負のフィードバック機構を24

時間周期で回すために、細胞レベルでは転写・翻訳の制御、核内移行の制御、

リン酸化による修飾、ほかのタンパクとの相互作用等によって巧妙に抑制と促

進がコントロールされている。ショウジョウバエではPER、　TIMELESS（TIM）が

抑制因子として、CLOCK、　CYCLE（dBMAL）が促進因子（転写因子）として負

のフィードバック機構を形成しており（Fig．1－5）（Darlington　et　aL，1998）、こ

れが活動のリズムを起こすのに必要であると考えられている。実際これらの遺

伝子に変異のある個体では行動のリズムの周期がなくなることが知られている

（Konopka　and　Benzer，1971；Allada　et　al．，1998；Sehgal　et　al．，1994；Rutila

etaL，1998）。また、光シグナルに同調してこれらの遺伝子の発現のリズムが

位相変移を起こし、それにあわせて個体全体のリズムもずれることが知られて

いる（Edery　et　al．，1994）。またショウジョウバエではこの位相変位をいろい

ろな波長の光で測定してみたところ青色光が有用であることが判り（Suri　etal．，

1998）CRYが有力な候補となった。

CLOCK
CYCLE

促進因子

囎

㈱撒撫灘轍職

　　　　　　　　　　　　穐＼

　　　　時計遺伝子

匪
■

抑制因子

プロモーター

　　▼

時計遺伝子のmRNA

鰍
㍉
．

核

難
難
懸
聡 細胞質

Fig．1－5ショウジョウバエの負のフィードバックによる時計遺伝子

　発現の発振機構
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光受容体としてのCRY

　そこでαy遺伝子をショウジョウバエより単離しその機能解析を行った。ア

クチンプロモーターで発現を制御する系統を用いて、全身でdCRYを高発現す

るトランスジェニックラインを作製し行動解析を行った。行動測定は12＝12

の明暗条件で同調させた後、恒暗条件下での歩行活動リズムを測定した（Fig．1－

6）。解析にはFig．1－7（a）に示すように、　dα：yを野生株の3－4倍高発現してい

る高発現ライン（＃3、7）と、1．5倍程度しか発現していない低発現ライン（＃9）

を用いた。後者をおなじ遺伝的バックグランドをもつコントロールとした。

その結果、作製したトランスジェニックラインに歩行活動リズムの異常は見ら

れなかった。，

w醐d・蒙pe

凶藤の＠

　　　　　　　　拶7

　　　　　　　輔Ψい静麟8晦繍駕▼17

　盛　　　　　　　　　歯　　　　　　　　　　　　　　　　盛幽　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　凶　　　　　幽
　　　　　　　灘mo厨晦　　　　　　　　　　　　　　　　購尉協。伺8y

Fig．1－6　dα：y高発現ハエの歩行活動記録（lshikawa　et　al．，1999）

　一個体の歩行活動を計測した。左が野生型、右がdαy高発現ハエの活

動を示す。ハエが赤外線を横切った時刻に縦の刻みが付けられている。図

は横軸に時刻を一段ごとに日数の経過を示す。周期が読みとりやすいよう

に同じ図を左右に日ずらして張り合わせてある。最初の数日は12時間明

12時間暗の条件（LD：上段の白黒バーの白が明期、黒が暗期）で同調させ、

その後、恒暗条件（DD：黒いバー）に移したときの活動を示す。図上に

引かれた直線は恒暗条件下で自由継続している歩行活動リズムの活動終了

時に視察法でもって引かれた近似線である。これより位相角差（Ψ、、Ψ）

を求めた。
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　そこで次に位相角差（Ψ、）を求めた。参照位相としては恒暗条件下で自由継続

している歩行活動リズムの活動終了時を用いた。その結果dαy高発現ハエでΨ。

の著しい減少が見られた（Fig．1－6）。

　次に恒暗条件下で表示時間に光刺激を与えたときの自由継続リズムの位相へ

の影響を見た（Fig．1－7（b））。このとき位相の前進を十側に後退を一側にプロット

した。そうしたところ、高発現ライン＃3、7（一▼一、一△一）では野生株（一●一）と比

べ前進相に変化はなかったが後退相が著しく減少していた（ZT17、20　t－test、

p＜0．01）。また後退相から前進相に移行する時間（cross－over　point）が高発現

ラインで共に早くなっていることが判った。

　Fig．1－7（c）では（b）でもっとも差が大きかったZT17に強度の異なる光刺激を

与え、（b）で見られた位相変移が光の強度に依存するかを見た。強い光（501ux）

では、どのラインでも大きな位相後退を示した。弱い光（O．11ux）では501uxの

時と比べ、どのラインでも後退相が小さくなったがコントロールの＃9や野生

株に比べ高発現strainの＃7では著しく後退相が小さくなった（ANOVA、

p＜o．01）。以上の結果、dclyの発現量の増加によりハエ個体の光に対する応答
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Fig．1－7　dcκyトランスジェニックラインの解析（lshikawa　et　al．，1999）

　野生型とdα：yトランスジェニックライン＃3、＃7、＃9の（a）dcry　mRNA

　発現量（b）位相反応曲線（c）位相反応の光強度依存性
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Fig．1－8αy　bの位相反応曲線（Stanewsky　et　al．，1998）

が明らかに変化しており、dCRYが概日時計の光受容に関わっていることが示

された（lshikawa　et　al．，1999）。また同時期にdclyに一塩基置換の突然変異を

持つショウジョウバエ（α：yb）が発見されこの変異体では光による位相変移が全

く起こらなくなっていることが明らかになった（Fig．1－8）（Stanewsky　et　al．，

1998）。しかしながら、この変異体は短時間の光照射には反応できないものの、

新しい明暗サイクルには同調できることからショウジョウバエにはdCRY以外

にも概日時計の光受容体があると考えられる。またその後の解析でdCRYは光

依存的に抑制因子であるTIMに結合しその抑制作用を阻害することによって、

光刺激による位相変移に関わっていることが明らかとなった（Ceriani　et　al．，

1999）。つまり、dCRYはたんなる光受容体ではなく、光受容体として働くと

共にそのシグナルを直接時計本体に伝える役割も担っていると考えられる。

概日時計本体としてのCRY

一方、ほ乳類のCRYについては、マウスでわcly　7、2の相同遺伝子を単離し、

それぞれ単独のノックアウトマウス（KOマウス）及びダブルノックアウトマウ
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　Fig．1－9　mα＝y　knockout　mouseの行動活動記録（Vitaterna，　Ishikawa　et　aL，

1999）

　　A．野生型、B．mαγ7KOマウス、　C．　mαy2KOマウス、　D．mα：y　7、2WKO

　マウスのもの。野生型のもの（A）と比較しそれぞれのKOマウスで活動周期

　の異常が見られる。

ス（WKOマウス）を作製した。行動解析をしてみたところ、　mcり！7　KOマウス

は自由継続リズムの周期が短くなることが、mαγ2　KOマウスでは逆に周期が

長くなることが、驚いたことにmαy7、2のWKOマウスでは周期がなくなり、

リズムがなくなることがわかった（Rg．1－9）（Thresher　et　al．，1998；van　der

Horst　et　al．，1999；Vitaterna，lshikawa　et　al．，1999）。この結果からmCRY

は光受容体としてというよりむしろ時計本体として概日時計の分子機構で中心

的な役割を果たしていることが示唆された。マウスにおいてもショウジョウバ

エ同様CLOCK－BMALヘテ出漁量体が時計遺伝子の転写因子として働いている

ことが知られているが、実際in　vitroの解析でCLOCK－BMALヘテロニ量体の

転写活性化能を強力に抑制することが示された（Kume　et　al．，1999）。さらに

その抑制因子としての機能はmPERより遙かに高くマウスではCRYがショウ

ジョウバエのdPER－dTIMに代わり時計本体の抑制因子として働いていること

が示唆された。このようにCRYの機能は、同じ概日時計という活動の場にあっ

てもかたや光レセプターとして、かたや時計本体として、と生物種によって多

岐にわたっている。
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Fig．1－10マウスの負のフィードバックによる時計遺伝子発現の

　発振機構

　このαy遺伝子の機能解析を更に押し進めるために、進化学的にショウジョ

ウバエとマウスの間に位置し、しかも個体レベルでの遺伝子操作が比較的容易

に出来る魚類ゼブラフィッシュからこのαy遺伝子を単離し機能解析を行うこ

とにした。6種類のαy（zαγ7a、7わ、2a、2わ、3、4）遺伝子が単離された

（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）。これらの遺伝子とこれまでに知られてい

る光回復酵素・青色光受容体タンパク質ファミリーの間で系統解析を行ってみ

るとzCRYla、1b、2a、2bがヒト、マウスのCRY1に似ていることが判った

（Fig．1－11）。ヒト、マウスのCRYがCLOCK－BMALの転写活性に対する抑制能

を持つことからzCRYにも、その活性があるかどうかをmCLOCK－mBMALに

対する反応で確かめた。そうしたところ、zCRYla、1b、2a、2bは強い転写

抑制活性を示しzCRY3、4はその活性を示さなかった。この結果からzCRYを、

転写活性を示す転写抑制型（zCRYI　a、1b、2a、2b）と、抑制しない非転写抑制

型（zCRY3、4）に分けることが出来た（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）。こ

の結果は系統解析の結果と一致する（Fig．1－11）。
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（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）
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　概日時計の分子機構を解析するに当たって、時計本体で働いている他の因子

との関わりを解析することは必須である。そこで、さらにClock、8ma1遺伝子

をゼブラフィッシュより単離し、これら6種類のzc／y遺伝子産物との相互作

用を明らかにし、CRYの機能分化の解明を目指した。
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Zebrafish概日時計制御におけるCryptochromeの役割
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2．材料と方法

2－1．ゼブラフィッシュ個体及び培養細胞

　試料のゼブラフィッシュは、すべて市販の野生型を26～28℃、14時間明、

10時間暗（もしくは恒暗）条件で飼育したものを用いた。ゼブラフィッシュ

の眼球及び脳はそれぞれのZT（Zeitgebertime、点灯時をZTO、消灯時をZT14

とした）で解剖を行い、即座にドライアイスで凍結したものを試料として用い

た。

，培養細胞は、ゼブラフィッシュの尾ビレから樹立されたBRF41細胞とマウ

スNIH3T3細胞を用いた。

　BRF41細胞は、10％FBS（fetal　bovine　serum，Hycbne）、10mM　HEPES加

Leibovitz’s　L－15medium（GIBCO　BRL）にて、26℃で培養した。　NIH3T3細胞

は5％Calf　serum（HyClone）を含むDMEM　medium（Dulbecco’s　Modified

Eagle’s　Medium（GIBCO　BRL））で37℃、596　CO2、加湿の条件で培養した。

2－2．ゼブラフィッシュ時計遺伝子の単離

　以下に示すPCR法及びcDNAライブラリーのスクリーニングによって、ゼ

ブラフィッシュより時計遺伝子αock及び8ma’を単離してきた。

　まず、ヒト、マウス、ショウジョウバエのCLOCK、　BMALのアミノ酸配列

で保存されている領域に以下に示す6種類のdegenerate　oiigonucleotideを

設計した。CLOCKで保存されている領域EWKFLFLDH、　TKGQqwlw

に対してそれぞれClk－R15’一GARTGGAARTTYYTNTTYYTNGAYCA－3’

αk－L15’一CCADATCCAYTGYTGNCCYTTNGT－3’

を、BMALで保存されている領域、　VLRMAVQH、　GFLFvVGCD、　CLvAIGR、

TGYLKSWP／TPに対してそれぞれ

Bmal－R15’一GTNYTNMGNATGGCNGTNCARCA－3’

Bmal－R25’一AGYGTNGGNTGNTGYTTNTYYTT－3’

Bmal－L15’一GKNACDATNGCNACNARRCA－3’

Bmal－L25’一GGNGKCCANSWYTTNARRTANCCNGT－3’
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を合成した。

　オリゴヌクレオチド中の略号はIUB（lnternational　Union　of　Biochemistry）

codeに基づいて示してある。　R：Purines（A　or　G）、　Y：Pyrimidines（C　or　T）、　N＝A

orGorCorT、　M：AorC、　W＝AorT／U

　ゼブラフィッシュの眼球組織より抽出したRNAからcomplementary　DNA

（cDNA）を合成し、これを鋳型としてClk－R1とClk－L1、Bmal－R1とBmal－L1

でpolymerase　chain　reaction（PCR）を行った。　cDNAの合成にはSUPER

SCRIPTTM　Preamplification　System　for　First　Strand　cDNA　Synthesis　kit

（GIBCO　BRL）を用い、オリゴdTプライマーで合成した。反応はキットのマニ

ュアルに従い行った。得られたPCR産物を基質に、　C’ockは再度Clk－R1と

αk－L1で、8ma’はBmal－R2とBmal－L2でさらにPCR反応を行い、それぞ

れ400bp、200bpのDNAフラグメントが得られた。これらのPCR産物を直

接pCRR2．1－TOPO（lnvitrogenR）にライゲーションし、　TAクローニングを行っ

た。得られたコロニーからプラスミドDNAを抽出し、それぞれ約400bp、

200bpの挿入断片を持つものを選び塩基配列を決定した。塩基配列の決定に

はキャピラリオートシークエンサー（ABI　PRISMTM310Genetic　Analyzer）を使

用し、シークエンス反応は専用のDNA　Sequencing　Kit（Big　DyeTM　Terminator

Cycle　Sequencing　Ready　Reaction）を用いて行った。　C’ock、8ma1ともに3

種類の異なるDNA配列が得られた。

　これらのDNA断片のcDNA全長を得るためにゼブラフィッシュ成魚の

cDNA　Iibrary（ゼブラフィッシュ5’一STRETCH　PLUS　cDNA　Library

（CLONTECH））のスクリーニングを行った。プラークハイブリダイゼーション

は定法に従い行った（MoleCular　Cloning；A　LabOratory　Manual，2nded．

Sambrook，　Fritch，　Maniatis）。プローブは上記で得られたDNA断片を

MegaprimeTMDNA　labeling　system（Amersham）で、［α一32P］dCTP標識して用

いた。反応はそのマニュアルに従った。NAPTM－5Column（Pharmacia）を用いて

標識されたプローブを精製し、液体シンチレーションカウンター（Aloka　LSC－

5100）で32Pの放射能を測定し、カウントのピーク部分を5分間煮沸して変性

し嘘吐で急冷しプローブとして用いた。

　得られたcDNAをファージクローンからpBluescriptRll（STRATAGENE）の

～od切断部位にリクローンして、　pBS－zfCLOCK1、pBS－zfCLOCK2、　pBS－

zfCLOCK3、　pBS－zfBMAL1、　pBS－zfBMAL2、　pBS－zfBMAL3を作成し、全
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塩基配列を決定した。zfClock7、　zκlock2はcDNA　Iibraryのscreeningでは

cDNA配列全長を得られなかった。

　zfClock7は、3’末が欠けていたため、その部分をcDNA　libraryのファージ

DNAを基質にファージベクター上のλgtlOreverseプライマーとzClk－

1579R（5’一CGCACACGCATGATTGAGG－3’）を用いてPCR反応をし、前述と同

様の方法でPCR産物を直接TAクローニングした。その中からz6C’ock　7の3’

端を含むクローン（pCR2．1zfCLOCK1－3’）が得られた。　pBS　zfCLOCK1から、

zκ110ck7の5’末をvector中の5ad切断部位とcDNA中の5acl切断部位で

切り出し、pCR2．1zfCLOCK　1－3’の5acl切断部位に導入して、正しい方向で

導入されているものを選択して、z石C’ock　7のcDNA全長とした。

　zfC’ock2についても、　zκ’ock　7と同様の方法で単離しようと試みたが、得

ることができなかった。そこでz】℃10ck2の3’側の8amHl／5訓断片をプロー

ブとしてさらにcDNA　Iibraryのスクリ」ニングを行ったところ、　zκ！’ock2の

3’側を含むクローンpBS－zfCLOCK2－3’を得ることができた。　pBS－zfCLOCK2

のcoding　regionを含むεcoRVからAa亡1とpBS－zfCLOCK2－3’のcoding

regionを含むAa創／P5亡1断片をpcDNA3．1（＋）（lnvitrogen）に導入しz6C’ock2

のcDNA全長とした。

2－3．Plasmid　constructions

2－3－1．転写活性の解析

　マウスのgenomic　DNAを基質にマウスアルギニンーバソプレッシン遺伝子の

プロモーター配列を含む上流領域200bpをmAVP　5’Xho　5’一AGGCTCGAGTG

CATGGCTGGCTCCCCTCCT－3’（下線部Xわol切断部位）　とmAVP　3’Hindll1

5’一TTCAAGCTTGCC丁rGGCGGGCTGGGCT－3’（下線部H’ηdlll切断部位）でPCR

反応をし、増幅させた。この断片を、promoterを持たないホタルluciferase

reporter　vectorであるpGL3　basic（Promega）のXhol一月’ηdlll切断部位にサブ

クローニングし、転写活性解析のreporter　construct（Kobayashi，　lshikawa　et

al．，2000）とした。
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Synthetic　poly（A）signal

　　　　　　　　mAVP　promoter

fl　ori

1

Amp「
pGL3－mAVP

5018bp

lUC＋

SV401ate　poly（A）signaI

　転写活性解析のために、発現ベクターpcDNA3．1（＋）（lnvitrogen）に今回単離

した遺伝子のcDNA全長を以下の方法でリクローニングしpcDNA3．1（＋）一

zfCLOCK1　、　pcDNA3．1（＋）一zfCLOCK2、　pcDNA3．1（＋）一zfCLOCK3、

pcDNA3．1（＋）一zfBMAL1　、　pcDNA3．1（＋）一zfBMAL2、pcDNA3．1（＋）一

zfBMAL3を作製した。

　zκ’ock7は、　pCR2．1－zfCLOCK1のcoding　regionを含むH’ηdll／焔ol断

片をpcDNA3．1（＋）の1伽dll／焔ol切断部位に導入した。　zκ70ck2は、遺伝

子を単離した時に作製した。zκ’ock3は、　pBS－zfCLOCK3のcoding　region

を含むXhol／A5ρ718断片をまずpcDNA3．1（＋）のA5ρ718－X力ol切断部位に

導入した。このままでは遺伝子の向きとプロモーターの向きが逆なので

pcDNA3．1（＋）のポリクローニングサイトの両端にあるPmel切断部位で挿入

断片を切り出し、pcDNA3．1（＋）のPmel切断部位に再度導入し、正しい方向

のクローンを得た。z沼ma’7はpcDNA3．1（＋）のεcoRl一肋ol切断部位に導入

できるように、開始コドンと終止コドンのすぐ外側に制限酵素切断部位を持つ

ように4種類のオリゴヌクレオチドを合成し（zBMAL1－5’RI　5’一TCGAATTCA

TGGGAGAAGGAGTGAGC－3’（下線部εcoRI切断部位）、　zBMAL1－1113L　5’一

CTCCTGTGGTAAGTACGCC－3’の組み合わせとzBMAL1－970R　5’一CTGCATC
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CACATATCG丁CC－3’、zBMAL1－3’Xho　5’一GGACCTCGAGGAACAAAGGCCAGG

GCAGG－3’（下線部Xhol切断部位）それぞれのPCR産物をεcoRl／Acd、

Accl／焔olで制限酵素処理し、　pcDNA3．1（＋）V5HisAのεcoRl－Xゐol切断部位

に導入した。z6Bma12はεcoRl／）のol断片をpBS－zfBMAL2から切り出し、

pcDNA3。1（＋）V5HisAに導入した。　zfBma’3は、　pBS－zfBMAL3のcoding

regionを含む～o亡1／蜘η1をpcDNA3．1（＋）の～o亡1一εcoRl切断部位に導入した。

　pcDNA3．1（＋）一zCRYIa、3、4については本研究室で以下の手順で作製され

たものを用いた。

　zαy7aはcDNA　Iibraryのスクリーニングにより得られた遺伝子であるが

（pCR2．1－zCRYI　a）、　coding　regionの5’端が欠けており、欠けている部分は

5’RACEにより単離されてきた（pBS－zCRYI　a－5’）。　pCR2．1－zCRYIaとpBS－

zCRYIa－5’から挿入断片を切り出してαy7aの●cDNA全長をpcDNA3．1（＋）に

リクローニングすることが出来なかったため、まず5’端の一部をつなぎ合わせ

たクローンを作製した。pBS－zCRYI　a－5’には開始コドンの上流にリク三一ニン

グするのに都合の良い制限酵素切断部位がなかったため、zCRYIa5’（一174）R

H35’一AACCAAGCTTGCAAGGCTAACTATTTTCTC－3’（下線部用ηdlll切断部

位）を合成し、開始コドンの上流に研ηdlll切断部位を導入した。このprimer

とpBSのuniversal　primerとでPCR反応し、その産物をH’ηdllとcDNA内に

ある肋alで切断したものと、　pCR2．1－zCRYlaのcoding　regionを含む

Hんal／～ゐel断片をpcDNA3．1（＋）のH’ηdll一～わel切断部位に導入した。このク

ローンから切り出したzCly7aのcDNAを含む酬ηdll／肋el断片とpCR2。1－

zCRYl　aのcoding　regionを含む～hel／Xhol断片をpcDNA3．1（＋）の研ηdl卜

焔ol切断部位に導入し、作製した。zCκy3は2－3－3－1節で述べるpGEX－zCRY3

から5mal／～o亡1で切り出したものをpcDNA3．1（＋）のεcoRV一く10亡1切断部位に

導入した。zαy4も2－3－3－1節で述べるpGEX－zCRY4からzCly4のcDNAを

εcoRI／～ael、～ael／～o亡1断片として切り出し、　pcDNA3．1（＋）のEcoRl一～o亡1切

断部位に導入した。
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Amp「 CMV　promoter

1

pUC　ori

SV40　poly（A）

pcDNA3．1（＋）

zfCLOCK，　zfBMAL

or　zCRY

7670bp

zfClock，　zfBmal

or　zCry

Neomycin

SV400ri　fl　ori　BGH　poly（A）signa1

2－3－2．RPA（RNase　protection　assay）プローブ

　zκi’ock　7の639から731塩基、zfClock2の1404から1527塩基、zκL’ock3

の1301から1462塩基、zfBma’7の1765から1878塩基、z沼ma’2の1756

から1892塩基、z沼ma13の1646から1917塩基をz6ClockはPCRで両端

に制限酵素切断部位を導入して、zfBma’はその部位にある制限酵素切断部位

を利用してそれぞれpBS－SK（一）に導入した。　z1℃10ckのPCR反応に使用した

primerは以下の通りである。

zClk15響Rl　5”一CCAAGAATTCCAACACTGTGCCTAACTC－3冒（下線部εcoRl切断

部位）zClk131Bam　51－GGTTGGATCCGCTATGAAACACACTCGG－3冒（下線部

BamHl切断部位）、　zClk25’Rl　51－TTCCGAATrCTACGTCATCCCGGCAGTC－3冒

（下線部εcoRl切断部位）zClk231Bam　5薯一AACCGGATCC　GGACGGAGAGAGTG

ACGG－31（下線部8amHl切断部位）、　zClk　35響Rl　5冒一TTCCGAATTCACACCTGC

ACATCAACAC－31（下線部εcoRI切断部位）、　zClk　33Bam　51－GGAAGGATCC

GTTGGCTGATTTGGACTG－3冒（下線部8amHl切断部位）。これらのPCR産物を

εcoRl／8amHlで処理しpBS－SK（一）のEcoRI－8amHl切断部位に導入した。

zfBma’1は8amHl／焔olでzfBma12はPvμII／XholでzfBma’3はPsd／Xholで

pcDNA　constructから切り出し、　pBS－SK（一）のBamHl－Xhol、εcoRV一焔ol、

Ps亡トXhol切断部位にそれぞれ導入した。
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2－3－3．タンパク発現

2－3－3－1．大腸菌内大量発現系

　大腸菌内で大量発現させ精製するために以下の方法でpGEX－zfCLOCK2、

pGEX－zfBMAL3を作製した。大腸菌内発現ベクターとしてはGlutathion　S－

Transferase（GST）　fusion　vectorであるpGEX4T（Amersham）を使用した。

pGEX－zfCLOCK2はpBS－zfCLOCK2を基質にzClk2－5’Rl　5’一TCGAATTCATG

GGAGAAGGAGTGAGC－3’（下線部εcoRl切断部位）とzClk2－606L　5’一GACGT

’GTGTCTCATTGCTG－3’のPCR産物のεcoRl／Acd断片とpcDNA3．1（＋）

一日置CLOCK2のcoding　regionを含むAccl／～o亡1断片をpGEX4T－1のEcoRl一

～o烈切断部位に読み枠が合うように導入した。pGEX－zfBMAL3ではまず、開

始コドンのすぐ上流にεcoRl切断部位を導入するために、　zBMAL3－5’RI　5’一

TCGAATTCATGGCAGACCAAAGAATG－3’（下線部εcoRl切断部位）とzBMAL3

－396L　5’一GTTTGCAGCACCTCGTAGAG－3’のPCR産物をεcoRl／～del処理し

たものと、pcDNA3．1（＋）一zfBMAL3のcoding　regionを含む～del／H’ηdll断

片をまずHis－tag　protein発現ベクターであるpET28a（Novergen）のεcoRI一

伍ηdll切断部位に導入しpET－zfBMAL3を作製した。その後、　pET－zfBMAL3

のεcoRl／Xhol断片をpGEX4T－1のEcoRl－Xわol切断部位に導入した。

　pGEX－zCRYI　a、　pGEXzCRY3、　pGEXzCRY4は、以下の手順で本研究室にお

いてすでに作製されたものを用いた。pGEX－zCRYlaは、開始コドンのすぐ上

流にεcoRl切断部位を導入するためにzCRYl　a　5’RI　5’一ACGAA丁TCATGGTG

GTCAATACAGTC－3’（下線部EcoRl切断部位）とzCRY　I　a　650L　5’一GCCTCTG

TTTCTCCTCCTGG－3’でPCR反応を行った。そのPCR産物のEcoRl／5acl断片

とpcDNA3．1（＋）一zCRYlaのSacl／Xゐol断片をpGEX4T－1のεcoRl－Xhol切断

部位に導入してpGEX－zCRYIaとした。　pGEX－zCRY3は単離した遺伝子の開始

コドンと終止コドンのすぐ外側に制限酵素切断部位5訓、～o亡1を導入するため

に、zCRY35’Sal　5’一CGAGGTCGACATGGTGGTGAATTCGGTG－3’（下線部5aA

切断部位）とzCRY33’Not　5’一TATTGCGGCCGCTCACTGCTTGTCAT

CCA－3’（下線部く10亡1切断部位）を合成した。ゼブラフィッシュ成魚より抽出し

たRNAを鋳型としてこのoligonucleotideをプライマーとしてRT－PCRを行い、

5aA／〈10亡1処理後、　pGEX4T－3の5aA一～od切断部位に導入した。3つの独立し
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たクローンの全塩基配列を決定し、同一の塩基配列であることを確認し使用し

た。pGEXzCRY4は、まず、遺伝子の開始コドンのすぐ上流にEcoRI切断部位

を導入するためにzCRY45’RI　5’一AGAGGAATTCATGAGTCACCGCACCATC－

3’（下線部εcoRl切断部位）とzCRY497L　5’一GATAGAGCGCGGAGGAGGAC－3’

でPCR反応をし、その産物のεcoRI／〈1hel断片とcDNA　libraryのスクリーニ

ングで得られたpUC18－zCRY4の～hel／εcoRl断片をpUC18のEcoRl切断部

位に導入した（puc18－zcRY4－5’）。　puc18－zcRY4はzαy4のcDNA全長を

含まず、3’端を欠くためこの3’端は3’RACE（Rapid　Amplification　of　cDNA

Ends）で得たクローンpBS－zCRY4－3’を使った。　pUC18－zCRY4－5’の

εcoRl／～ael断片とpBS－zCRY4－3’の～∂el／～o亡1断片をpGEX4T－1のεcoRI一

～o亡1切断部位に導入しpGEX－zCRY4とした。

1

Glutathione　S－transferase

Ptac　35Ptac　1

Iaql　q

pBR3220ri

pGEX　const「ucts

7242bp

Amp「

zfCbck，zfBmal
or　zCry

2－3－3－2」nvitro　translation

　ln　vitro　translationでタンパクを合成するために、　pSP6－HiszCRYI　a、

pSP6－HiszCRY3、　pSP6－Ga14zCRY4を作製した。　pSP6－HiszCRYI　a、　pSP6－

HiszCRY3は、あらかじめpSP6　vectorに6xHisを導入しておいたものに、読

み枠をあわせてzαy7a、zCly3のcoding　regionを導入した。pSP6－HiszCRYIa
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はzαy7aのcoding　regionを含むpGEX－zCRYlaのεcoRl／～hel断片と

pcDNA3．1（＋）zCRYI　aの肋el／）のal断片をpSP6－HisのEcoRI－Xbal切断部位

に導入した。pSP6－HiszCRY3はpGEX－zCRY3からzClッ3のcoding　regionを

8∂mH／1＞del断片と～del／～o亡1断片と分けて切り出し、　pSP6－Hisの8amHI一

～o野司切断部位に導入した。pSP6－Ga14zCRY4・はpSP6にpBS－KSにリクロー

ニングされたGAL4　DNA結合領域のH’ηdll／EcoRI断片とpGEX－zCRY4の

EcoRl／焔ol断片を読み枠をあわせて導入した。

SP6　promoter

1

Amp「

pSP6zCRY

4810bp

zCry

poly（A）（dA）30

ColEI　ori

2－3－4．免疫沈降法

　zCRYとzfCLOCK、　zfBMALの相互作用を見るためにpcDNA3．1HA－zCRYIa、

pcDNA3．1HA－zCRY3、　pcDNA3．1HA－zCRY4、　pcDNA3、1V5His－zfBMAL3、

を作製した。まず、pcDNAV5His（lnvitrogen）にV5－tagの代わりにHA－tag

を導入した。HA－tagはHA配列が組み込まれているvector、　pCMV－HAを基

質にHAの両端にHA5’Sfu　5’一ACACTTCGAAATGGGCCGCATCTTTTA－3’（下

線部S餌切断部位）、HA3’Age　5’一TCTCACCGGTCGGGCCGCACTGAGCA－

3’（下線部Agel切断部位）でAgel、5fレ1月目部位を導入した。　pcDNAV5His
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からAgel／5細でV5を切り出し、そこにHAを導入しpcDNA3．1HAを作製

した。このplasmidは導入した遺伝子の3’側にHA－tagが付くように作られて

いる。そこでzαy1∂、3、4の開始コドンのすぐ上流にそれぞれ5mal、5mal、

εcoRI切断部位を、終止コドンの直前の配列にHA－tagと読み枠が合うように

それぞれXhol、5訓、）のalをzCRYla5Sma　5’一TGTCCCGGGAATGGTGG丁CAAT

ACAGTCC－3’（下線部Smal切断部位）、　zCRYIa3Xho　5’一GTGTCTCGAGAGGA

GCTGCACTGCCTCT－3’（下線部Xhol切断部位）、zCRY35Sma　5’一AGACCCGGG

TATGGTGGTGAATτCGGTG－3’（下線部5mal切断部位）、zCRY33Sa15’一GCGTG

TCGACCCTGCTTGTCATCCATCTTC－3’（下線部5aA切断部位）、　zCRY45Rl　5’一

GAGAATTCATGAGTCACCGCACCAT－3’、　zCRY43Xba　5’一AAGGTCTAGACAT

GACCTCTCCGCTGA－3’（下線部肋∂1切断部位）で導入し、それぞれの制限酵

素で処理した後、pcDNA3．1HAの同じ切断部位に導入した。

　pcDNA3．1V5－zfBMAL3も同様に開始コドンの直前にεcoR1切断部位、終

止コドンの直前にV5－tagと読み枠が合うようにXhol切断部位をzBMAL3

5’Rl　5’一AGGAATTCATGGCAGACCAAAGAATGGAC－3’（下線部EcoRl切断部

位）とzBMAL33’Xho　5’一CCACTCGAGCCTGAGACACCTTGACTA－3’（下線部

焔ol切断部位）で導入しpcDNA3．1V5HisのEcoRl－Xゐol切断部位に導入した。

Amp「 CMV　promoter

1

pUC　ori

SV40　poly（A）

pcDNA3．1－zCRY　or

pcDNA3．1V5His－zfBMAL

7202bp

Neomycin

　　　　　　　SV400ri
fl　ori

zCry　or　zfBmal

　V50r　HA－tag　His6

BGH　poly（A）
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これらに加え、次の2－3－5節で述べるpcDNA3．1－VP16ADzfCLOCK2

（pVP16ADzfCLOCK2）を用いた。

2－3－5．Mammalian　two－hybrid　assay

　reporter　constructとしては、　pGL3－promoter（Promega）のSV40

promoterの上流にGAL4　binding　motifを5回繰り返し組み込んだ、　pGL－

G5－SV（Agata　et　aL，1999）を用いた。

GAL4　binding　motif

Synthetic　poly（A）signal

　　　　flo「；1ク　1
SV40　promoter

　　　　　　　　　　’

Amp「 pGL－G5－SV

　5210bp

luc＋

SV401ate　poly（A）signal

　相互作用を見るためのconstructとしてはpGAL4DBD－zCRYIa、

pGAL4DBD－zCRY3、　pGAL4DBD－zCRY4、　pGAL4DBD－zfCLOCK2と

pVP16ADzfCLOCK2、　pVP16ADzfBMAL3を作製した。

まずYeastのGAL4　DNA結合領域を含むpBS－KS（＋）GAL4DBDから

H’ηdll／EcoRIでGAL4DBDを切り出してきて、　pcDNA3．1（＋）に導入し

pGAL4DBDとした。その下流に読み枠が合うようにzαy7a、　zαy3、　zαy4、

挿Clock2を以下の方法で導入した。
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Amp「　　　CMV　promoter

、1

pUC・・i
VpGAL4DBD．r

SV40　poly（A）

pVP16ADconstruct

　　7746bp

GAL4DBD　or　VP16AD

zfαock，　zfBmal

or　zCry

Neomycin

SV400ri　fl　ori　BGH　poly（A）signaI

　zC／y7aはzαy7aのcoding　regionを含むpGEX－zCRYlaのεcoRl／肋el断

片とpcDNA3．1（＋）一zCRYIaの～ゐel／λbal断片を、　pGAL4DBDのEcoRI一）のal

切断部位に導入した。zαy3はpGEXzCRY3からzCり！3のcoding　regionを

5mal／～odで切り出しpGAL4DBDのεcoRV一～o創切断部位に導入した。zC／y4

はpGEX－zCRY4からcoding　regionを含むεcoRl断片を切り出しpGAL4DBD

のεcoRl切断部位に導入し遺伝子の方向が正しいものを選択し用いた。

zfC’ock2は開始コドンのすぐ上流にGAL4DBDと読み枠が合うようにεcoRl

切断部位を導入するためにzClk25’RI　5’一

AGGGAATTCATGGACAACCTTTCGGAG－3’（下線部EcoRI切断部位）とzClk2

911L5’一TACCCAATGATAGGAGAGGC－3’を合成しPCR反応を行った。この

PCR産物をEcoRlで処理したものとpcDNA3．1（＋）一zfCLOCK2のcoding　region

を含むεcoRl〃伽dll断片をpGAL4DBDのεcoRI子加dll切断部位に導入し

PCR産物のεcoRl断片が正しい方向で導入されているものを選択し用いた。

　pVP　16AD－zfCLOCK2、　pVP　16AD－zfBMAL3もまずpGAL4DBDと同様に、

単純ヘルペスウイルスの転写活性化ドメインがサブクローニングされている

pCMX－VP16N（Agata　et　al．，1999）から、VP16をH1ηdli、εcoRlで切り出し

pcDNA3．1（＋）に導入しpVP16ADを作製した。　zκL’ock2はpGAL4DBD－

zfCLOCK2から、εcoRl／85亡PI、85亡Pl／～o亡1断片としてzκ幽’ock2全長を切り
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出しpVP　16ADのεcoRト～o亡1切断部位に導入した。　z沼ma’2は2－3－4節で述

べたpcDNA－V5－His－zfBMAL3のcoding　regionを含むEcoRl／Xbal断片を

pVP　16ADのεcoRトXbal切断部位に導入した。

　すべてのconstructにおいてPCR反応を含む部位もしくは読み枠を合わせ

なければならない部位については、塩基配列の決定を行い変異が含まれていな

いことを確認し用いた。

2－4．遺伝子発現レベルの解析

2－4－1．明暗条件下での組織特異的発現

2－4－1－1．サンプルの調整

　ゼブラフィッシュ個体の組織特異的な発現レベルの解析は、14時間明、1，0

時間暗で飼育したものを、点灯時をZT（Zeitgeber　Time）O消灯時をZT14と

したときのZT3とZT15の時点の全身、頭部、眼球、脳について行った。頭部、

眼球、脳についてはそれぞれの時点で個体を海中におき、氷麻酔にかけた後、

すばやく各部を摘出しドライアイス上で凍結させた。全身については、液体窒

素を用いて凍結させた。頭部はエラを目安に断頭した。

2－4－1－2．Northern　blot　analysis

Total　RNAの調整は、セパゾール（ナカライテスク）を用いて行った。操作

はマニュアルに従った。260nmの吸光度を測定し（BECKMAN）、　RNAの濃度

を求めた。Northern　blotは、グリオキサール法で行った。

　Total　RNA25μgを5μ1の水にとかし、グリオキサール4腸1、100mMリン酸

ナトリウム（pH6．5）3Fl、　DMSO12μ1をエッペンドルフチューブに入れ50℃

で60分間処理し氷冷した。サイズマーカーlambda　DNA－Hindlll　Digest（NEB）、

も同様の処理をした。Ioading　buffer（50％グリセロール、10mMリン酸ナト

リウム（pH6．5）、O．04％BPB、0．0496XCFF）を5μ1加えゲルにアプライした。
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泳動槽に10mMリン酸ナトリウム（pH6．5）を入れ、1．3％アガロースゲル中で

100Vで3～4時間、　BPBが4／5程度のところに来るまで泳動した。低い濃度

のbufferを用いるのでpHが変化しやすく、pH8．0以上になるとグリオキサー

ルが解離してしまうので、両極のbufferを循環させ、　pHの変化を最小限に抑

えた。

　サイズマーカーのレーンを除き、残りのゲルをそのまま20xSSCを用いてフ

ィルターにプロットした。（～12時間）メンブレンはHybond－N（Amersham）

を用いた。風乾後、UV照射によってRNAをメンブレンに固定した。100℃の

20mM　Tris－HCI（pH8．O）に2分間浸し、グリオキサールを除去しハイブリダイ

ゼーションに進めた。

　ハイブリダイゼーションバッファー（5xdenhardt、120μg／ml　salmon　sperm

DNA、　O．2％SDS、4xSSC、5096formamide）を用いて、42℃でプレハイブリ

ダイ面一ションを1時間以上行った後、新しいハイブリダイゼーションバッフ

ァーを用いて、プローブのハイブリダイゼーションを行った（42℃、～24時間）。

　今回単離した遺伝子、及び本研究室の小林によって単離されたzαy7a、2a、

2わ、3、4のcDNA全長（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）、コントロール

としてβ14c肋をプローブとして用いた。標識プローブの作製及び精製はcDNA

ライブラリーのスクリーニングの時と同様の方法で行った。2xSSC　O．1％SDS、

1xSSC　O．1％SDS、0．5xSSC　O．196SDSを用いて15分間ずつ32Pのカウント

を測定しながら65℃でwashを行い、カウントが適当になったところでwash

を止めてautoradiographyを行った。また、バンドの定量はBio　lmage　Analyzer

（BAS　1000、　Fuji）で行った。

2－4－2．経時的発現レベルの解析

2一牛2－1．サンプルの調整

　明暗条件と明暗条件から恒暗条件に移したときの発現レベルを解析した。恒

心条件下における主観的明期の始まりをCT（Constant　Time）0、主観的暗期の

始まりをCT　14とした。個体では明暗条件下のZT　1、5、9、13、15、19、23

で恒暗条件下ではCT　1、5、9、13、15、19、23、25、29、33、37、39、
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43、47で前述と同様の操作で眼球を採取した。

　BRF41細胞では明暗条件下のZT3、9、15、21、恒暗条件下のCT3、9、15、

21、27、33、39、45、49、53、57でサンプルの回収を行った。サンプル

は一点につきコンフルエントになった直径10cmのシャーレー枚分の細胞から

回収した。回収は、メディウムを完全に除いた後、Phosphate　Buffer　Saline（PBS、

日水製薬）を5ml加えて洗い、それを完全に除いた後、そこにセパゾールを加

えスクレーパーで直接掻き取った。RNAの抽出は、　Northern　blot　analysisと

同様に行った。

2－4－2一～．Northern　blot　analysis

　BRF41細胞での経時的発現レベルの解析はNorthern　blot　analysisで行った。

方法は4－1－2．Northern　blot　anaiysisと同様の方法で行った。

2－4－2－3．RNase　protection　assay（RPA）

　個体の経時的発現レベルの解析はRNase　protection　assay（RPA）で行った。

　リボプローブ合成の鋳型としてPlasmid　constructionの項で述べたRPAプ

ローブconstructをcDNAの5’端側の制限酵素で切断したものをRNase　free

の状態でそれぞれ1μgずつ用意した。これに10Xbuffer　2μ1、　RNase　inhibitor

1μ1、3NTP（4mMdATP、　dGTP、　dCTP）1μ1、［α一32P】dUTP　5μ」、　T7もしくは

T3　RNA　polymerase（Boehringer　Mannheim）2μ1混ぜたものに滅菌水を加え

てtota120μにしたものを37℃で60分間反応させantisenseリボプローブ

を合成した。これにDNaseを1叫加えてさらに37℃で60分間反応させ鋳型

DNAを分解した。ここからさらに、5％変性アクリルアミドゲル電気泳動で完

全長のプローブを分離した。ゲルからSoak　buffer（O．2M　Tris－HCI（pH7．5）、

0．3M　NaCl、25mM　EDTA、2％SDS）で一晩、プローブを溶出しフェノール／

クロロホルム抽出を行った後エタノール沈殿をした。32Pのカウントを液体シ

ンチレーションカウンターで測定し、カウントが105cpmになるよう滅菌水で

溶かした。
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　RPAにはRPAIIITM　Ribonuclease　Protection　Assay（Ambion）を用い、操作は

マニュアルに従った。サンプルは各点につき10F9のtotal　RNAを用いた。プ

ローブにはzκ’ock　7の93（639－731）塩基、　z6C’ock2の124（1404－1527）

塩基、zfC’ock3の162（1301－1462）塩基、　z沼m∂’7の114（1765－1878）塩

基、z沼ma’2の137（1756－1892）塩基、　z詔ma’3の222（1646－1917）塩基

をprotectするものを用いた。シグナル定量のコントロールとしてゼブラフィ

ッシュβハ。亡’ηの52塩基をprotectするものを用いた。

2－5．転写活性、転写抑制活性の解析

　転写活性、転写抑制活性の解析はLuciferase　reporter　assay（Jin　et　aL，

1999；Kume　et　al．，1999；Kobayashi，　lshikawa　et　aL，2000）により行った。

まず、BRF41細胞をトランスフェクションの前日に2×105　cells／we11ずつ12

穴プレートに播いた。転写活性、転写抑制活性を見たい組み合わせの発現ベク

ターを全量で0．7四（発現ベクターのみで満たない場合はpcDNA3．1（＋）で調

整）とreporter　constructを10ng、トランスフェクションの効率をチェック

するためにコントロールとしてpRL－SV40（SV40　early　enhancer／promoter

によってウミシイタケのluciferaseを発現するvector（Promega））25ngをト

ランスフエクションした。　トランスフェクションにはLipofectAMINE　PLUSTM

Reagent（GIBCO　BRL）、　luciferase活性の測定にはDuaトLuciferaseR　Reporter

Assay　System（Promega）を使用し、手順はそのマニュアルに従った。トラン

スフェクションの48時間後氷令したPBSで細胞を2回洗い、キット付属の

reporter　lysis　bufferを50FI／well加え掻き取った。サンプルのluciferase活

性をLumat　LB9507（EG　and　G　BERTHOLD）で測定した。各サンプルにおいて

ホタルluciferase活性をコントロールのウミシイタケIucuferase活性で補正

した。
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2－6．タンパク間の相互作用の解析

2－6－1．GST　Pull－down　assay

タンパクの調整

1．大腸菌内での融合タンパクの発現系

　それぞれの遺伝子をGlutathion　S－Transferase（GST）との融合蛋白として

大腸菌内で発現させることを試みた。2－3－3－1節で述べた、pGEX－zfCLOCK2、

pGEX－zfBMAL3、pGEX－zCRYI　a、　pGEX－zCRY3、　pGEX－zCRY4について同様

の操作を行った。pGEX－constructを大腸菌BL21（DE3）（F’ompThsdSB（rぽ

mのgal　dcm（DE3））に導入した。シングルコロニーをピックアップし、50四／ml

のampicilinを加えたLB培地でOD600がO．4から0．6になるまで26℃で培養

した。次にO。05mMのisopropyl－1－thio一β一D－galactopyranoside（IPTG）でタ

ンパク発現の誘導をかけ、さらにこれを26℃で培養し、12時間後、大腸菌を

回収しphosphate　buffered　saline（PBS）に懸濁した。これを破砕し（暗中

で1分を7回）、15000g、4℃で60分間遠心することで細胞抽出液を得た。

GSTタンパクにはDnaKなどの分子シャペロンが結合しやすいことが知られて

いる。これらを除くために得られた細胞抽出液に2mM　ATP　Na　3H20、10mM

MgSO4、5mg／mlカゼインを加え、撹拝しながら20分間室温で処理した。そ

の後これを18000g、4℃で60分間遠心しその上清からGST－fusion　protein

をGlutathion－Sepharose4B　（Pharmacia）で精製した。操作は付属のマニュ

アルに従った。タンパクの発現及び精製度合いはSDS－PAGE（SDS－

poly旦crylamide　gel皇lectrophoresis）でチェックした。さらに精製の必要なも

のについてはFPLC（£ine　Eressure　Liquid⊆hromatography（Pharmacia））を用

いてHiTrap　Heparin（Pharmacia）columnにかけ精製した。また、必要に応じ

てSephadex　G－25（PDIOcolumn（Pharmacia））で精製タンパクからのグルタ

チオン除去作業を行った。

2。ln　vitro　translation

　TNT　reticulocyte　lysate　system（Promega）を用い、2－3－3－2節で述べた

pSP6－zCRYIa、　pSP6－zCRY3、　pSP6－zCRY4を鋳型にSp6RNA　polymerase

でzcly　7　a、　zαy3、　zcly4の全長を転写させ、［35s］メチオニンで標識を入れ
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翻訳させた。操作はそのマニュアルに従った。

　反応産物はSDS－PAGEを行い、　autoradiographyで目的の大きさのタンパ

クが合成されていることをチェックした。

　zfCLOCK、　zfBMALとzCRYの相互作用を見るためにln　vitro　translationで

得られたzCRYに1－5μgのGST－fusion　proteinとして精製してきたzfCLOCK、

zfBMALを混ぜ、4℃で3時間、転倒混和しながらGlutathion－Sepharose4B

に吸着させた。その後、sepharoseをwash　buffer（50mM　KCI、25mM　DTT、

10部門lycerol）で5回洗い、　elution　buffer（50mMTris－HCI（pH8．0）、50mM

glutathion）10μ1で2回溶出させた。それにSDS　sampie　bufferを加えて100℃

で5分間denatureし、　SDS－PADGEを行った。　EN3HANCE（NEN　Life　Science

Product）で増感処理後、　RI標識されたタンパクをautoradiographyで検出し

た。

2－6－2．免疫沈降法

　まず、2－3－4節で述べた、pVP　16AD－zCLOCK2とpcDNAHA－zCRY、

pcDNAV5－zBMAL3とpcDNAHA－zCRYの組み合わせで、2－5節で述べたのと

同様の方法で6cm　dishに5x105個播いたNIH3T3細胞にトランスフェクショ

ンした。48時間後、細胞をPBSで2回洗った後、　IP－binding　buffer（20mM

HEPES（pH　7．5）、100mM　KCI、2．5mM　EDTA、5mM　DTT、2．5mM　PMSF、O．05％

Triton－X、10％glycerol）250μ1で細胞を回収した。　BlORUPTOR（COSMO　BIO）

でsonicateし（30sec　on　ice　6times）、11000回転で20分間遠心し、その

上清を以後の操作に用いた。まずタンパク量をprotein　assay　CBB溶液（ナカ

ライテスク）で測定し、80四分置サンプルをProtein　A／G　Agarose（Santa

Cruz）15Flに4℃で1時間振とうしながら吸着させ、　Agaroseに非特異的に結

合するタンパクを除いた。次に、この上清に1－2μgの抗体（anti－VP16（Rabbit

polyclonal、　CLONTECH）or　anti－V5（mouse　monocional、　lnvitrogen））を加

えProtein　A／G　Agarose15μ1に4℃で3時間振とうしながら吸着させた。

11000回転で1分間遠心しagaroseをなるべく吸わないように上清を捨て、

binding　buffer　500Flで2回washした。（免疫沈降）そこにbinding　bufferと
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SDS　sample　bufferを最終液量30μ1になるように加え100℃で5分間加熱し、

1096ゲルでSDS－PAGEを行った。泳動終了後、ゲル及びmembrane（Hybond－

ECL、　Amersham）をtransfer　buffer（48mM　Tris、39mM　GIycine、20％

methanol（pH9．2）〉で平衡化し、　TRANSBLOT　SD（BIO　RAD）でmembraneに

転写しwestern　blotを行った。　Western　blotは、　VP16で免疫沈降を行った

サンプルについてはantトHA　mouse　monoclonal抗体（Santa　Cruz）で、　V5

で免疫沈降を行ったサンプルについてはanti－HA　rabbit　polyclonal抗体（Santa

Cruz）で行い、　ECLTMWestern　blotting　detection　regents（Amersham）で検出

した。Western　blot及びその検出反応は付属のマニュアルに従った。

2－6－3．Mammalian　two－hybrid　assay

　Reporter　constructとして、　pGL－SV5G　plasmidを使用した。　pGL－SV5G

はホタルIuciferaseの上流にSV40のpromoterおよびGAL4　binding　motif

が5回繰り返し組み込まれているreporter　constructである。

　相互作用のみたい分子のcoding　regionが組み込まれたpVP16ADと

pGAL4DBDを用いて2－5節同様luciferase　reporter　assayを行った。トラン

スフェクション前日にマウスNIH3T3　cellを1．2×105cells／wellずつ12穴プ

レートに播き、相互作用の見たい組み合わせのconstructをtotal　O．7μg（満た

ない場合はpcDNA3．1（＋）で調整）とreporter　constructを10ng、コントロ

ールのpRL－SV40を25ngトランスフェクションしluciferase活性を測定し

た。

2－6－4．Gel　mobility　shift　assay

　Mobility　shift　assayのDNAプローブにはzαy3の上流にあるE－boxを含

む領域86bpを用いた。この領域を増幅させるプライマーzCRY3R2（5’一

CCAATCACAGCTCGGAGGC）、　zCRY3　L　1（5’一CGCCTCTCCCCGCGTTGATT－3’）

で、［α一32P］dCTP存在下PCR反応をし、　Ri標識されたwild　type（WT）のプロ

ーブを得た。一方mutant　type（mut）のプローブはWTと同じものを基質とし、
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E－boxに変異が入るようzCRY3R2とzCRY3L2mut（5’一CGTTCATTGGCCAGC

GGGCGGAAGGCTGTA－3’下線部mutated　E－box）で同様にPCR反応を行うこ

とにより、WTよりも12bp短い74bpのmutプローブが得られた。得られ

たプローブを精製するため596非変性アクリルアミドゲルで分離しバンドを切

り出して、TE（10mM　Tris－HCL（pH8．O）、1mM　EDTA）で一晩ゲルから溶出し、

フェノール／クロロホルム抽出を行った後エタノール沈殿をした。32Pのカウ

ントを液体シンチレーションカウンターで測定し、5×104cpmになるよう滅菌

水で溶かした。精製したGST－fusionのzfCLOCK1、zfCLOCK2、　zfBMAL1、

zfBMAL3、　zCRYla、　zCRY3、　zCRY4タンパクを様々な組み合わせで混ぜ

（O．3－O．5Fg／1反応）、10mM　Tris－HCI（pH7．5）、2．5mM　DTT、50mM　KCI、

1096glycerol存在下30分間室温でインキュベートした。そこにpoly（dl－dC）

を1μgと32Pで標識したDNAプローブを5×104cpm加えさらに30分間イ

ンキュベートし、5％非変性ポリアクリルアミドゲルにアプライし1XTBE

（45mM　Tris－borate（pH7．5）、1mM　EDTA）中で泳動、分離した。泳動終了後、

autoradiographyでバンドを検出した。
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（1）ZebrafishCRYによるCLOCK－BMAL

　　　　　　　　　　　　　転写活性の抑制メカニズム

38



3．結果（1）

3－1．ゼブラフィッシュC’ock、βmaノ遺伝子の単離

　C’ock、　Bma’遺伝子はショウジョウバエ、マウス、ヒトで既に単離されてお，

り、それぞれの遺伝子で保存されている．b－HLH、　PAS領域にdegenerate

oligonucleotideを2組ずつ設計し（Fig．3－1A、　B）、ゼブラフィッシュの眼球か

ら抽出したtotal　RNAを基質にRT－PCRを行った。これらのPCR産物をTA－

cbningし予想されるサイズの挿入断片の入ったplasmidを塩基配列決定する

事により、C’ock、8ma’ともに3種類の配列を得ることができた。このうち

1種類のC’ock（z6C’ock）（Whitmore　et　aL，1998）と2種類の8ma1（zfBma’7、

z紹ma’2）（Cermakian　et　al．，2000）は既知の配列であった。これらの配列を

もとにゼブラフィッシュ成魚のcDNA　hbraryのスクリーニング、全長に満たな

かったものについては5’RACE、3’RACE、　cDNA　libraryのPCRを行うことに

よってそれぞれのcDNA全長を得、全塩基配列を決定した。そこで、既知の

z6Clockをz石C’ock　7今回得られたものをz6C’ock2、　zκ1’ock3と、また既知の

8ma’は1と2なので今回新しく得られたものはz沼ma’3とした。

　それぞれのアミノ酸配列を比較してみるとzfCLOCKはzfCLOCk1を中心に、

zfBMALはzfBMAL3を中心に共にbHLH領域也asic　helix　loop　helix、　DNA

結合タンパクでよく見られるモチーフ）、PAS－A、　B領域（もともとPER、　ARNT、

§IMタンパクに共通のモチーフでタンパク同士の相互作用に関わるモチーフ）

で高い相同性が見られた。全体を比較してみてもzfCLOCKでは50％前後の、

zfBMALでは5096以上の高い相同性が見られた（Fig．3－2）。得られた遺伝子の

アミノ酸配列とこれまでに知られているマウスやヒト、ショウジョウバエの

CLOCK、　BMAL1（CYCLE）のアミノ酸配列とで系統樹を作製してみた。そうし

たところCLOCKでは既知のzfCLOCK1がもっともマウス、ヒトのCLOCKと

似ているが、今回得られた2種類のzfCLOCKはzfCLOCK3がzfCLOCK1と

似ておりマウス、ヒトタイプのものに近かった（Fig．3－3）。またzfCLOCK2は

ヒトCLOCKの相同遺伝子であるhNPAS2に近かった。　zfBMALはzfBMAL1

と3がよく似ており、マウス、ヒトタイプのものに近かった。zfBMAL2はマ

ウスのBMAL2とよく似ていた（Fig．3－3）。
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3－2．zκ10ck、　z紹ma’の発現パターンの解析

　ほ乳類の8ma’遺伝子の発現は振動するが、　Clock遺伝子の方は振動しない

（Oishi　et　al．，1998；Shearman　et　al．，2000）。ほ乳類と異なり、ゼブラフィッ

シュのz6C’ock　7、　zfBma〃、　z紹ma’2は全身のあらゆる組織でその発現が振

動していることが報告されている（Cermakian　et　al．，2000；Whitmore　et　al．，

2000；Whitmore　et　al．，1998）。

　そこでz6C’ock、　z沼ma’の組織特異的発現及び経時的発現をNorthern　blot

analysis及びRNase　protection　assay（RPA）で観察した。

　まず組織特異的発現を成魚の全身、眼球、脳をZT3、15に回収しNorthern

blot　analysisにより観察した。今回新しく単離されたzfC’ock2、3、　z紹ma’3

は全身での発現が非常に弱いことがわかった。一方、眼球、脳では、これまで

に知られているz1℃’ock　7、　zfBma〃、2同様zκ’ock2、3、　z6Bma’3も強く

発現しておりその発現が振動していることがわかった（Fig．3－4）。

　次に、この振動が概日時計によるものなのか、またそうだとすればどのよう

な振動パターンを取るのかを、詳しく見るために明暗条件、恒暗条件で経時的

に成魚の眼球をサンプリングし、RPAを行った。明暗条件下ではすべての

zκ’ock、　zfBma1でZT13がピークとなる振動パターンを示した。さらに恒暗

条件下でもその振動が続くことがわかった（Fig．3－5）。

3－3．zfCLOCK－zfBMALヘテ三下量体の転写活性

　CLOCK、　BMALのヘテロニ量体が時計関連遺伝子の転写をenhancer配列で

あるE－boxを介して活性化することは既によく知られている。そこで、

luciferase　reporter　assayの系を用いて、すべての組み合わせでBMAL、CLOCK

の転写活性をIuciferase活性として測定した。結果、　zfBMAL2－zfCLOCK3の

組み合わせを除き、ほかのすべての組み合わせで転写活性が見られた（Fig3－6）。

どのzfCLOCKと組み合わせてもzfBMAL3が最も活性が高いことがわかった。
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3－4．zfCLOCK－zfBMAL転写因子に対するzCRYの転写抑制活性

　ほ乳類ではCLOCK－BMALによる転写活性がCRYに抑制されることによって

負のフィードバックループが形成され、それが概日時計の分子機構の中で中心

的な役割を担っていることが知られている（Kume　et　al．，1999）。本研究室で

は、ゼブラフィッシュより6種類のC／y遺伝子を単離している。それらCRY

タンパクのマウスCLOCK－BMALヘテロ考量体の転写活性に対する抑制を

NIH3T3細胞中で見た（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）。その結果、ゼブラ

フィッシュのαy遺伝子はマウスのCLOCK－BMALに対して、強い転写抑制活

性を持つもの（zαy7a、7わ、2a、2わ）と、転写抑制活性を示さないもの（zαy3、

4）の2つのグループに分かれることが判った。

　そこでzCRYがこのようなマウスのCLOCK－BMALに対する抑制作用と同様

の活性をzfCLOCK－zfBMALにも示すかをゼブラフィッシュの培養細胞BRF41

細胞で検討した。結果、マウスのCLOCK－BMALに対するのと同様、どの

CLOCK－BMALの組み合わせに対してもzCRYla、2bは転写抑制活性を示し、

zcRY4は転写抑制活性を示さなかった（Fig．3－7）。　zcRY3はマウスのcLocK－

BMALに対しては全く転写抑制活性を観察できなかったが、　zfCLOCK－zfBMAL

に対しては弱い転写抑制活性を示した。

3－5．zfCLOCK－zfBMALとzCRYの相互作用

　マウスのCRYタンパクはmCLOCK－shBMALに直接相互作用する事によって、

その転写活性を抑制する（Griffin　et　al．，1999）。3－4節で示したように、zCRYIa、

2bはzfCLOCK－zfBMALの転写活性を抑制する。そこで転写抑制活性を示す

zCRYla、2bと抑制活性の弱いzCRY3や抑制活性を示さないzCRY4で

zfCLOCK－zfBMALとの相互作用に違いがあるのか明らかにしょうと試みた。

　まず、GST－puh　down　assayを行った。　GST－puH　down　assayは大腸菌内で

大量発現させた・GST－zfCLOCK2、GST－zfBMAL3（Fig．3－8A）とin　vitro

translation　systemで［35S］一メチオニンでRl標識し、合成したzCRYI　a、3、

4（Fig．3－8B　lane1－3）との間で行った。結果、　zfCLOCK2、　zfBMAL3とzCRYIa

の間に強い相互作用が見られた（Fig．3－8B、　lane7、10）。また、　zfCLOCK2と
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zCRY3の間にも相互作用が見られた。　zCRY3とzfBMAL3の間にも弱いなが

ら相互作用が見られた（lane8、11）。一方zCRY4との間にはどちらも相互作用

を観察することが出来なかった（lane9、12）。

　この結果からゼブラフィッシュのCLOCK－BMALヘテロニ量体もzCRYIaと

直接相互作用する事によってその転写活性が抑制されることが示唆された。

zCRY3が弱く相互作用しzCRY4が相互作用しないことからCLOCK－BMALヘ

テロニ量体との相互作用の強さが、転写抑制活性のあるなし、転写抑制活性の

強さと直接関係していることが示唆された。

　更に確認のため、免疫沈降法を行った。ここでは、VP16AD－zfCLOCK2、

zfBMAL3－V5、　zCRY－HA　fusionタンパクとして細胞内で発現させ、　zfCLOCK2、

zfBMAL3のtag（VP16AD、　V5）に対する抗体で免疫沈降したサンプルにzCRY

が含まれ，るかどうかをzCRYのtag（HA）に対する抗体で検出（western　blot）

する事により、その相互作用を観察した。その結果、GST－pull　down　assayの

結果同様zfCLOCK2、　zfBMAL3とzCRYIa、3は相互作用し（Fig．3－91ane1、

2、4、5）zCRY4は相互作用しない（lane3、6）ことが示された。また、zfCLOCK2、

zfBMAL3両方の分子が存在するときすなわちzfCLOCK2とzfBMAL3がヘテ

ロ雲量体を形成しているとき、zCRYとの相互作用に変化があるかどうかも同

時に検討してみたが変化は見られなかった（Fig．3－91ane7－9）。

　ここまでの結果、zCRYIaがzfCLOCK2、　zfBMAL3に結合し転写を抑制す

ることが明らかになった。では、zCRYlaがどのようにしてzfCLOCK2－

zfBMAL3の転写活性を抑制しているのか？可能性として以下の3つが考えら

れる。1）zCRYlaがzfCLOCK2－zfBMAL3に結合しその相互作用を壊す。

2）zCRYlaがzfCLOCK2－zfBMAL3とenhancer配列（E－box）との結合を妨げ

る。3）zCRYIaがE－boxに結合しているzfCLOCK2－zfBMAL3に結合し直接転

写を抑制している。

　まずこれまでの結果in　vitroで見られたzfCLOCK2、　zfBMAL3とzCRYIa、

zCRY3の相互作用がin　vivoでも見られるかを確かめるために、タンパク間の

相互作用を生理的条件下で確認できるMammalian　tWo－hybrid　assayを行った

（Fig．3－10）。　Mammalian　two－hybrid　assayとは、出芽酵母の転写因子GAL4

の再構成を利用してタンパク質複合体形成を検出する実験系である。GAL4の

DNA結合領域をコードする部分（GAL4DBD）と転写活性化領域をコードする部

分（GAL4AD）に分割し、複合体形成の有無をみたい2つのタンパク質をコード
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する遺伝子のうち一方を前者にもう一方を後者につないだ複合遺伝子を作り、

別々のplasmidに組み込む。これらのplasmidを、　GAL4タンパク質の認識配

列をpromoter領域に組み込んだreporter　constructと共に培養細胞に導入す

る。2つのタンパク質の間で複合体が形成されると分割されていたGAL4転写

因子が再構成されreporter遺伝子の転写が活性化されるが、複合体が形成さ

れない場合GAL4が再構成されないためreporter遺伝子は発現しない。この

ようにreporter遺伝子の発現の有無によってタンパク質問の複合体形成を検

出するassay系である。今回用いた系では転写活性化領域として単純ヘルペス

ウイルスのVP16活性化ドメインを、　reporter遺伝子としてluciferase遺伝

子を用い、マウス培養細胞NIH3T3中でzfCLOCK、　zfBMAL、　zCRYの複合体

形成をIuciferase活性として検出した。

　pGAL4DBD－zCRYとpVP　16AD－zfCLOCK2、もしくはpVP16AD－zfBMAL3

を同時にトランスフェクションし、そのreporter活性を見たところ

GAL4DBD－zCRYI　aとVP16AD－zfCLOCK2、一zfBMAL3ではreporter遺伝子

の転写の活性化が見られたが、GAL4DBD－zCRY3、4では見られなかった

（Fig．3－11）。これらの結果からzCRYIaは、　zfCLOCK2、　zfBMAL3と直接相

互作用して機能していることが、zCRY4は相互作用していないことがより明確

に示された。しかしzCRY3はGST－pull　down　assay、　IP－Westernで相互作用

が見られたにもかかわらず生理的条件下では相互作用を検出することが出来な

かった。

　次に1）の可能性、つまりzCRYIaとzfCLOCK2、　zfBMAL3の相互作用が

zfCLOCK2－zfBMAL3間の結合を阻害しているのかを確かめた。方法としては、

GAL4DBD－zfCLOCK2とVP16ADzfBMAL3の間で起こるtwo－hybridの反応

がzCRYを加えることによって変化するかどうかで検討した。その結果、zCRYI　a、

2b、3、4いずれを発現させても、　GAL4DBDzfCLOCK2－VP16ADzfBMAL3

の相互作用を阻害しないことが示された（Fig．3－12）。

　そこで次に、2）の可能性を検証するために、zfCLOCK2－zfBMAL3が実際に

機能している状態をin　vitroで再現し、そこにzCRYI　aを加え、その相互作用

がどうなっているかをgel　mobility　shift　assayで検討した。　DNAプローブと

してはzαy3の上流領域のE－boxを含む配列を用い、大腸菌内で大量発現さ

せ精製したGST－fusionタンパクを用いた。　DNAプローブにGST－zfCLOCK2

とGST－zfBMAL3を加えると、　GST－zfCLOCK2－GST－zfBMAL3ヘテロニ量体
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が結合してバンドがshiftすることが示された（Fig．3－131ane3）。　GST－

zfCLOCK2のみ、　GST－zfBMAL3のみではバンドのshiftは検出されなかった

（lane1、2）。またE－boxに塩基置換変異（CACGTG一＞CAGCCT）を導入した

mutantプローブではバンドのshiftが起きなかった（lane11）。ここで特筆す

べき事は、zfCLOCK2－zfBMAL3のDNA結合活性はDTTの濃度に依存してい

ることである。ここまでに示した結果はすべて高濃度のDTT（2．5mM）存在下

で行われていた。これをDTT非存在下で行うとband　shiftが起こらなくなる

ことが明らかとなった（lane9）。詳しく調べてみると、最低O．5－0．8mMの濃度

のDTTがこの反応に必要であることがわかった（lane12－15）。

　この反応にさらにGST－zCRYを加えることによってzfCLOCK2－zfBMAL3が

E－boxに結合するのを阻害されるかどうかを検討した6すると、意外なことに

zCRYI　aを加えたときのみ、バンドがさらにshiftするようになった。一方、

zCRY3、4を加えてもそういった変化は見られなかった（Fig．3－131ane4、5、

6）Q
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（2）Zebrafish培養細胞BRF41を用いた

　　　　　　　　　　　　光による概日時計の発振機構
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4．結果（2）

　概日リズムの研究は、視交叉上郷、網膜、松果体等、生物時計の存在が確認

されている組織を用いて進められてきた。ところが、マウスの培養細胞などで

高濃度の血清や薬剤などにより細胞を刺激すると細胞内の時計が同期して時計．

遺伝子の発現がリズムを刻み始めることが見いだされた（Balsalobre　et　al．，

1998；Yagita　and　Okamura，2000）。更に興味深いことに最近、ゼブラフィ

ッシュの培養細胞において光刺激を与えると時計遺伝子の発現がリズムを刻み

始めることが報告された（Pando　et　al．，2001）。個体、組織レベルに比べ、培

養細胞は操作が容易であるため詳細なメカニズムの解析が可能となる。そこで、

入手可能な魚類の培養細胞において同様の反応を示すものがあるかどうかスク

リーニングを行った。メダカの尾ヒレ由来の培養細胞OL32、ゼブラフィッシ

ュの尾ヒレ由来のBRF41、ゼブラフィッシュの胚由来のZF4及びZEM2Sにつ

いて調べた。

　細胞を14時間明10時間暗の条件で3日間以上培養し、ZT7、15、23の

時点で細胞を回収しtotalRNAを抽出してNorthern　blot　analysisを行った。

コントロールとして光を照射していない細胞も同時に回収し解析した。プロー

ブとしては個体レベルで振動することが判っているzαy2aを用いた。

　その結果、BRF41細胞で明暗サイクルに同調させた細胞でのみzαy2aの発

現が振動していることが判った。OL32とZEM2Sではzαy2aの発現が

Northern　blotで検出することが出来なかった。メダカの培養細胞であるOL32

についてはゼブラフィッシュのcDNAをプローブとしたため検出できなかった

可能性も考えられる。また、ZF4は、発現は検出されたが光照射による変化は

見られなかった。

　次に、BRF41細胞内でzαy2a以外のどの様な時計遺伝子が振動しているか

を観察した。前述同様明暗周期で同調させたものとそうでないものについて行

った。その結果、zαy7a、2a、2わ、3、4、　z伊er2、3、　z紹ma〃、2、3に

ついては明暗周期に同調させた時に振動し始めることが示された（Fig．4－1A、　B）。

zCfy　7　a、3、4、　z1アer2、3はZT3に、またzCry2a、2わ、　z1召m∂〃、2、3

はZT15にピークの周期を示した。　zfClock　7、3は光照射があることによって

発現量は増すが振動しなかった。zfClock2は発現量が少なくNorthern　bbtで

はわずかにしか検出できなかった。
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　次にこの遺伝子発現の振動が単に光刺激に応答しているために見られるもの

なのか、それとも細胞内の生物時計が働くことによって起こっているものなの

かを明らかにしょうと試みた。前者の場合、外部刺激である光がなくなれば遺

伝子発現の振動はすぐに見られなくなるが、後者であれば生物時計が働いてい

るため、外部刺激がなくなっても振動は続くはずである。そこで、明暗周期に

同調させた後、恒暗条件にした時に、この振動が続くかどうかを観察した。

zC1γ7a、2わ、3、　zfPer3、　z沼ma’7、2、3は恒暗条件下にあっても、多少の

振幅の減衰は見られるが振動が続くことが示された（Fig．4－2A、　B）。しかし

z伊er2は光刺激がなくなるとNorthern　blotで検出できなくなるほど発現レベ

ルが下がった。またzαy4は発現量に変化は見られないがが振幅がほとんど消

失してしまった。zκ’ock　7、2、3については発現レベルに変化は見られなか

った。

　次に、光照射によりどの様な遺伝子発現の変化が誘導されているのかを見る

ために、恒暗条件で培養を続けているBRF41細胞に1時間の光照射の後、15、

30、60分後に細胞を回収しNorthern　blotを行った。その結果zαy7a、2わ、

4、zfPer2で明らかに光刺激によって遺伝子発現が誘導されていることが判っ

た（Fig．4－3）。　z伊er3についても僅かではあるが誘導されていることが示され

た。z紹ma’7、2、3、　zκ’ock　7、2、3については、光刺激による発現の誘導

は観察されなかった。
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5．考察

5－1．Zebrafish　CRYによるCLOCK－BMAL転写活性の抑制メカニズム

　ショウジョウバエではdPER、　dTIM、もしくはdPER－dTIMのヘテロニ量体が

dCLOCK－CYC（dBMAL1）dimerによる転写活性を抑制し負のフィードバック機

構を形成している。ショウジョウバエではこの機構が概日時計を起こす中心的

な役割を担っている。マウスではこれら、ショウジョウバエのPER、　TIMの相

同遺伝子として3種類のρer遺伝子（mρθr7、　mρer2、　mρer3）と1種類の亡’m

遺伝子が単離されている。ショウジョウバエでの機能から推測してこられマウ

スのρer遺伝子も負のフィードバック機構に関与する因子であると考えられた。

しかしどのmPERもin　vitroでCLOCK－BMALによる転写活性をわずかしか抑

制することが出来なかった（Jin　et　al．，1999；Kume　et　aL，1999；Sangoram　et

aL，1998）。一方、　mCRYは1と2があるがどちらも強力にCLOCK－BMALに

よる転写活性をin　vitroで抑制することが明らかになった（Griffin　et　al．，1999；

Kume　et　al．，1999）。このことからマウスの負のフィードバック機i構ではPER

は抑制因子として働いておらず（Shearman　et　al。，2000）、　mCRYがその中心

的な役割を担っていることが示唆された。

　ゼブラフィッシュでは6つのCり〆遺伝子が単離されているが、これらの遺伝

子はその配列と機能から2つのタイプに分類できる。1つはCしOCK－BMALに

よる転写活性を抑制するタイプ（転写抑制型CRY）、もう1つは抑制しないタ

イプ（非転写抑制型CRY）である（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）。では転

写を抑制するタイプのものはどの様にして転写を抑制しているのか。今回転写

抑制型のCRY、　CRYI　a、がzfCLOCK2－zfBMAL3と相互作用していることが示

された（Fig．3－8、3－9）。この相互作用はzfcLocK2－zfBMAL3ヘテロニ量体間

の結合を阻害するわけでもなく（Fig．3－12）、　zfCLOCK2－zfBMAL3ヘテロ耐量

体とE－boxとの結合を阻害するわけでもないことが示された（Fig．3－13）。それ

どころか、zCRYIaはzfCLOCK2－zfBMAL3－E－box複合体と安定した複合体を

形成していることが示された（Fig．3－131ane4）。非転写抑制型CRY、　zCRY4

はzfCLOCK2ともzfBMAL3とも相互作用しないことも示された。以上の結果

より、転写を抑制するタイプのzCRYはCRY－CLOCK－BMAL－E－boxの安定した

複合体を形成することにより転写を抑制していることが示された。この結果は
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ショウジョウバエのdPER－dTIMによる転写抑制の仕組みとは明らかに異なる

（Lee　et　aL，1999）。ショウジョウバエでもやはりdPER－dTIMはdCLOCK－

CYC（dBMAL）の相互作用は妨げないが、　dPER－dTIMがdCLOCK－CYC（dBMAL）

に結合することによってdCLOCK－CYC（dBMAL）のE－boxへの結合性が低下し

dCLOCK－CYC（dBMAL）の転写活性が抑制されることが判っている。　dPER、

dCLOCK、　CYC（dBMAL）はタンパク間の相互作用を担うPAS（PER－ARNT－SIM）

ドメインを持つタンパクで、dTIMはそれを持たない。しかし、　dTIMはdPER

とPASドメインを介して結合していることから（Gekakis　et　al．，1998；Saez

and　Young，1996）、　PASドメインはdPER－dTIM－dCLOCK－CYC（dBMAL）の安

定な複合体を形成しDNA（E－box）に対する結合性を低下させ転写活性を抑制す

るのに重要な役割を担っていることが考えられる（Lee　et　al．，1999）。しかし、

CRYはPASドメインを持っておらずPASドメインタンパクであるPERとは異

なったメカニズム、例えばこのシステムではzCRYはzfCLOCK－zfBMALに結

合することによりzfCLOCK－zfBMALの転写活性に必要な領域や転写活性を示

すために必要なほかのタンパクとの相互作用する領域を不活性化することによ

って、CLOCK－BMALの転写活性を抑制しているものと考えられる。

　最初にmPERがCLOCK－BMALの転写活性を抑制する因子として機能してい

ないのではないかと述べたが、マウスでmCRYがmPERと複合体を形成し、

mPERの核移行を助けているという報告がある（Kume　et　aL，1999；Miyazaki

et　aL，2001）。すなわち、核移行シグナルを持たないmPERは核移行シグナル

を持つmCRYと結合して、核に移行し、　CLOCK－BMALの転写活性を抑制して

いるという考えも除外することは出来なくなる。しかしこの仮説から考えると、

ρerのノックアウトマウスでは転写抑制因子としてのPERがなくなるため、　cly

の発現が増加していることが予測されるが、実際にはρer、αy共に発現レベ

ルが低くなっており矛盾する（Shearman　et　aI．，2000）。

　今回のgel　mobility　shift　assayの結果、　zfCLOCK2－zfBMAL3のDNA結合

能が反応液中のDTTの濃度に依存しているという興味深いデータが得られた

（Fig．3－13）。　zfCLOCK2－zfBMAL3はDTT非存在下ではDNAと相互作用せ

ず、DTTがある一定濃度以上存在している還元状態でないとDNA結合能を示

さないことが判った。酸化還元状態が転写因子の活性を制御している例という

のはいくつか知られている（Jayaraman　et　aL，1997；Tell　et　al．，1998；

Xanthoudakis　and　Curran，1992）。代表的な例として、酸化ストレスなどに
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即座に応答する転写因子、Activation　protein－1（AP－1）が挙げられる（Angel

and　Herriich，1994）。　AP－1はそのDNA結合能、転写活性が自身の還元状態

に依存しており、AP－1の構成因子であるFos、　Junで保存されているDNA結

合ドメインのシステイン残基の酸化還元状態が重要であることが知られている

（Abate　et　al．，1990；Nikitovic　et　al．，1998）。つまり、AP－1のDNA結合能

にはこれらシステイン残基が何らかの因子によって還元状態にされることが必

要である。もしかすると、CLOCK－BMALのDNA結合活性にもシステイン残基

の還元が必要なのかもしれない。しかし、zfCLOCK2－zfBMAL3では還元剤で

あるDTTによってDNA結合活性が強く誘導されるが、　AP－1ではDTTの有無

での差は小さい（Yan　et　al．，2000）。また、Redox　factor－1（Ref－1）によってFos、

Junのシステイン残基が還元されDNAと結合するようになるとの報告もある

（Nikitovic　et　al．，1998；Xanthoudakis　and　Curran，1992）。従って、　AP－1の

場合は化学物質による非特異的な還元作用というより、Ref－1のような酸化還

元因子との特異的な相互作用によってFos、　Junのシステイン残基が還元され

ることがDNAとの結合ひいては転写因子としての活性に重要であると考えら

れる。これらのことから、CLOCK－BMALでもAP－1に対するRef－1のように

CLOCK－BMALのシステイン残基を還元する因子が存在し、それによって

CLOCK－BMALの転写因子としての活性が左右されている可能性は大きい。今

回示したgel　mobility　shift　assayの実験は、生理的な活性状態に比べ非常に過

剰量のタンパクを加えている。D丁Tによる還元効率はそれほど良くないが、反

応畠中にzfCLOCK－zfBMALが過剰量存在するためごく一部が還元され、バン

ドシフトがDTTに依存して起きているように見えたのかもしれない。特異的

にCLOCK－BMALのシステイン残基を還元する因子が存在すれば、システイン

残基が効率よく還元されシフトするバンドの量が増加すると考えられる。

　最近、PASドメインを持つ転写因子の活性が酸化還元状態に依存していると

報告された（Rutter　et　al．，2001）。　NPAS2（製euronal鎚domain　protein2）

はCLOCKの相同遺伝子産物でBMAL1とヘテロニ量体を形成し、　E－boxに結

合して転写を活性化する。この筆者らはヒトのhNPAS2のDNA結合活性が酸

化型と還元型のnicotinamide　adenine　dinucleotide（NADとNADH）の比に依

存していることを示した（Rutter　et　al．，2001）。還元型であるNADHは

hNPAS2－BMAL1のヘテロニ量体を形成させ転写活性を促進するほうに、酸化

型であるNADはヘテ斗出量体の形成を阻害し、その結果、転写活性のない
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BMAL1のhomodimerが形成されそれがE－boxに結合することにより、転写

活性を抑制する方に働くというものである。zfCLOCK2はNPAS2と高い相同

性があるが、zfCLOCK2とzfBMAL3のヘテ口腔量体形成にNAD及びNADH

はなんの影響も示さなかった。なぜzfCLOCK2－zfBMAL3のdimer形成が

NAD／NADHに依存しないかは現在不明である。可能性としては、報告があっ

たのはヒトのもので今回はゼブラフィッシュと種が異なること、もしくは

hNPAS2ではHis－tagが使われているが、ゼブラフィッシュにおいてはGST－

fusionタンパクを用いており、GSTが何らかの形でこの反応を妨げている可能

性、などが考えられる。

　CRYは光回復酵素／青色光受容体ファミリーに属するタンパクである

（Cashmore　et　al．，1999；Kanai　et　al．，1997；Todo　et　al．，1996）◎系統解析

の結果CRYの祖先タンパクだと考えられている光回復酵素は紫外線によるDNA

損傷に特異的に結合し光のエネルギーを利用して修復する酵素で、補酵素とし

てFlavin　Adenine　Dinucleotide（FAD）を持つフラボタンパクである（Sancar，

1994）。FADは光子を吸収することによって励起し還元型のFADH’になる。

光回復酵素は紫外線によってDNAに出来たピリミジンダイマーに結合しこの

励起状態にあるFADH一から電子を与えることによって傷を修復する（Sancar，

1994）。この反応の前後では見かけ上、正味の酸化還元状態の変化は見られな

いが、光依存的な酸化還元反応が光回復酵素の修復反応に関わっていることは

明らかである。CRYタンパクもFADを持つがその転写抑制活性の機能は光に

依存しない（Kume　et　aL，1999）。つまり、光によって励起されたFADH一から

の電子の授受が転写抑制活性に関与しているわけではない。しかしながら、

“FADの酸化還元反応介在能が転写抑制反応に何らかの役割を果たしている”

というのは興味深い考え方である。上記の通りzfCLOCK－zfBMAL、　hNPAS2－

BMAL1のDNA結合活性は酸化還元状態に依存している。この酸化還元状態の

制御にCRYが関わっているのかは興味深く、今後さらに解析を進めていきたい

と考えている。

　zCRY4は転写抑制活性もなくzfCLOCK－zfBMALとも相互作用しないことか

らほかのCRYとは明らかに異なり、負のフィードバック機構に関与しないもの

と考えられる。CRYの祖先タンパクが光回復酵素であると考えられていること

から、CRYが光レセプターとして光による概日時計の位相変位に関わっていた

としても不思議ではない（Miyamoto　and　Sancar，1999；Todo，1999）。事実、
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マウスでは光による行動のリズムの位相変移における光信号の伝達にCRYが関

わっているという報告がある（Selby　et　al．，2000）。さらにショウジョウバエで

は、CRYは明らかに光による位相変移に関わっており概日時計の光レセプター

だと考えられている（Emery　et　al．，1998；Helfrich－Forster　et　al．，2001；

lshikawa　et　aL，1999；Stanewsky　et　al．，1998）。また系統解析の結果、　zCRY4

はゼブラフィッシュのCRYの中でdCRYにもっとも近いと報告されている

（Kobayashi，lshikawa　et　al．，2000）。従って、　zCRY4は概日時計の光レセプタ

ーの一番の候補である。

5－2．Zebrafish培養細胞BRF41を用いた光による概日時計の発振機構

　最近、ゼブラフィッシュでも末梢（培養細胞）の振動体が周囲の明暗を関知

し位相変位を起こすことが明らかとなった（Pando　et　al．，2001；Whitmore　et

al．，2000）。　そこで、4種類の魚類培養細胞を調べたところそのうちの1種

類、ゼブラフィッシュの尾ビレから樹立されたBRF41細胞が明暗周期を与え

ることによって時計遺伝子の発現が振動し始めることが明らかとなった。この

細胞に短時間の光刺激を与えることによって時計遺伝子の発現が誘導されるこ

とが判った。

誘導されるzCry　7∂、2わ、4、　z伊er2は光が照射されることによって発現の誘

導がかかることから細胞内の時計が振動し始めるのに重要であると考えらる。

またz1Per2、　zCly4は光刺激がなくなると遺伝子発現のリズムがなくなるこ

とから光刺激によって時計遺伝子が振動を開始するときのみ働いているのかも

しれない。また、細胞内での時計遺伝子の発現のリズムを個体内でのリズムと

比較してみるとzαy4以外の遺伝子はすべて個体と同じリズムを刻んでいるこ

とが判った（Fig．3－5）（Kobayashi，　Ishikawa　et　aL，2000；Cermakian　et　aL，

2000）。これは、個体内で働いている概日時計と同じ機構がBRF41細胞にお

いても機能していることを示すと同時にzCRY4の光受容のステップにおける

特別な働きを示唆しているものと考えられる。BRF41細胞におけるzCRY4の

機能を調べることにより、個体でのzCRY4の機能、ゼブラフィッシュの概日

時計への光の関わりを調べる手がかりが得られると考えられる。
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6．まとめ

　本論文では光回復酵素・青色光受容体タンパク質ファミリーの一員である

Cryptochrome（CRY）の機能解析を行った。このタンパク質ファミリーは、　FAD

をクロモフォアとして持つことが特徴的な点である。また、これまでに機能の

わかっているものについては、光を利用するという共通の性質がある。つまり

このタンパク質ファミリーはFADを介在させることにより光エネルギー／シグ

ナルを酸化還元（redox）反応に変換して生理機能を果たしている一群のタン

パクであると総括することが可能である。では、CRYはどの様に光と関わり、

その機能におけるFADの役割は何であるのか？このような疑問の答えを最終

目標としている。

　光回復酵素や、植物のCRYの相同遺伝子であることから動物のCRYも光を

利用している生命現象に関わっていると考えられた。実際、光刺激を時間の「手

がかり」として利用している概日時計に関わりがあることが判った。実際、シ

ョウジョウバエのCRYは、その変異体や過剰発現させた個体で光刺激に対する

反応がおかしくなることから光受容体としで機能していることがわかった。し

かしながら、マウス、ヒトでの機能はショウジョウバエとは異なっていた。

mCRY1、2両方のノックアウトマウスを作製しその行動を解析したところ、行

動のリズムがなくなることから時計の本体として機能していることが予測され

た。実際、分子生物学的解析の結果、時計本体の負のフィードバック機構を構

成する抑制因子としての活性を担っており、しかもその反応は、光に依存しな

いことが明らかとなった。この反応にどうFADが関与してくるのか興味深い

点である。本論文でzCRYIaがzfCLOCK2－zfBMAL3の転写活性を抑制する際、

CLOCK－BMALヘテロ雨量体の形成も、　CLOCK－BMALヘテロニ量体のE－box

への結合も阻害せず、E－box－CLOCK－BMAL－CRY複合体を形成することが示さ

れた。また、CLOCK－BMALのE－boxへの結合が還元剤の有無に依存すること

が示されたことから、考察にも述べたが、転写因子AP－1同様、　CLOCK－BMAL

の転写活性も酸化還元状態に依存していると考えられる。またAP－1は還元剤

による影響はあまり受けず、Ref－1によってDNA　bindingに必要なシステイン

残基の還元が行われ転写活性を示すことが知られている。よって、AP－1にお

けるRef－1のような因子が、　CLOCK－BMALの酸化還元を行っている可能性も

考えられる。CRYはこのRef－1のような酸化還元因子と相互作用
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Fig．6－1光回復酵素・青色光受容体タンパク質ファミリーの系統樹（3）、

　（Kobayashi，　lshikawa　et　al．，2000）

　これまでに知られている（6－4）光回復酵素と青色光受容体タンパクを

Maximum　Iikelihood法（ML法）で系統解析した。
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することによってCLOCK－BMALの酸化還元状態すなわち転写活性の制御をし

ているのではないかと予測される。

　一方ショウジョウバエにおいて、CRYは光を受容することにより、丁IMタン

パクをユビキチン化すること、また自らの分解を誘導することが、その後の生

理機能に重要なステップであることが明らかにされてきた。しかしながら、光

受容によりどの様にしてこのような反応が誘発されるのか、そのメカニズムに

関しては全く判っていない。これまで知られている光受容体はいずれもクロモ

フォアの光異性化が初期反応として関与している。視覚に関与するロドプシン

においてはクロモフォアであるレチナールが光受容により11－cis型からaiI

trans型へ光異性化する。その構造的な変化が引き金となってシグナルが伝わ

る。同様な光異性化による光シグナル伝達は植物（Phytochrome）や細菌（Photo

Yellow　Protein（PYP））においても知られている。しかしながら、クロモフォア

がFADのCRYではFADの構造から光異性化は起こり得ない。　FADが光を受

けることにより起こる反応といえば電子伝達系に見られるような電子の授受で

ある。もし、CRYが本当に光受容体であるならばこれまでの光受容体とは異な

る新しいタイプの光シグナルトランスダクション経路ということになる。ゼブ

ラフィッシュのCRYは6つあり、転写抑制型と非転写抑制型に分かれるが、

系統解析の結果その中でも非転写抑制型のzCRY4がショウジョウバエのCRY

によく似ていることが判った（Fig．5－1）（Kobayashi，　Ishikawa　et　al．，2000）。

zCRY4が光受容に関与しているかどうか興味が持たれるところである。

　また、本論文において光刺激によりリズムを刻み始める細胞を見つけること

が出来た。今後、転写抑制型のCRYがいかにしてCLOCK－BMALの転写活性を

制御しているのか、またその転写抑制活性にredox反応が関与しているのか、

また、非転写抑制型のzCRY4が本当に光受容体であるのかということに焦点

を絞り個体レベル、細胞レベルの両方から解析を進めていきたいと考えている。
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Fig．3－1BBMALで保存されているアミノ酸配列

PCRに用いたdegenerate　oligonucleotideの位置は上部に示した。得られたPCR産物を

翻訳した結果、すべてが既にクローニングされている遺伝子と共通のアミノ酸配列は黒塗

りで、一部が共通なものについては灰色塗りもしくは灰色地に白抜きで示してある。今回

クローニングしたzfBMALは下部に示してある。
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Fig．3－2　zfcLocK、　zfBMALのアミノ酸配列の類似度

各ドメインごとに同一アミノ酸配列の割合を96で表示した。

bHLH；basic　helix　loop　helix、　PAS；Per、　Arnt、　Sim　domain

Q－rich；グルタミン酸rich
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Fig．3－3　cLocK、　BMALの系統樹

これまでに知られているCLOCK、　BMALについNJ法で系統樹を作製した。
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Fig．3－4　z5αock、　zfBma’の組織特異的発現

　14時間明10時間暗の明暗条件下（点灯時をZTO，消灯時を

ZT14）で飼育したときのZT3と15で各組織からRNAを回収し

Northern　blotを行った。各レーンに20μgずつのtotal　RNAを

泳動し各々のcDNA全長をprobeとして検出した。検出された

バンドの大きさはそれぞれzκL’ock　7（16．5、8．3、3．5kb）

zfαock2（8、1kb）zκ’ock3（5．2kb）zfBma’7（2．6kb）

zfBma’2（11．5、8、3．4kb）zfBm∂’3（4．3kb）であった。
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Fig3－5　z6clock、　z沼m∂’の経時的発現

5日以上14：10の明暗サイクルで同調させた後、表示時間に成魚の眼球を

回収し、それぞれの遺伝子の発現量をRNase　protection　assay（RPA）で検出

した。斜線部は主観的明期。β4c亡’ηはinternal　control。
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Fig．3－6　zfCLOCK－zfBMAL　heterodimerのE－boxを介した転写活性

Enhancer配列であるE－boxを含むマウスのArginine　Vasopressin遺イ云子の

promoter（mAVP）領域の下流にluciferase遺伝子をを導入したreporter

constructとpcDNA3．1のみを導入したときのluciferase活性（転写活性）を1と

してすべての組み合わせのpcDNA－zfCLOCK、　pcDNA－zfBMALとreporter

constructをBRF41細胞に導入したときの相対活性を棒グラフで示した。
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Fig．3－7　zfCLOCK－zfBMAL　heterodimerに対するzCRYの転写抑制活性

活性の測定はFig．3－6と同様の方法で行った。表示した組み合わせの

zfCLOCK、　zfBMALをBRF41細胞導入したときの転写活性を10096

（pcDNA）として、　zCRYを導入したときの相対活性を示した。
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Fig．3－8　GST　pull　down　assay

A．大腸菌内で高望現させ精製したGST－zfCLOCK2とzfBMAL3。それぞれO．5四、1μgを

1096ゲルでSDS－PAGEし、　CBB染色した。左側にサイズマーカーを示した。

B．in　vitroで合成したzCRYIa、3、4（35S標識）をGST（lane4－6）、　GST－CLOCK2（lane7－

9）、GST－BMAL3（lanelO－12）と混ぜ、　Gulutathion　Sepharoseとincubateした。

Sepharoseを1xBuffer（50mM　KCI、25mM　DTT、5％glycerol）でwash後、結合してい

るタンパクを溶出し、10％SDS－PAGEにかけた後、　autoradiographyで検出した。

lane1－3は検出に用いた1／10量のサンプルをコントロールとして泳動した。
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Fig．3－91mmunoprecipitation（IP）Western　blot　analysis

zCRYとzfCLOCKzfBMALのinteractionを見るため表示した組み合わ

せのベクターをNIH3T3細胞にcotransfectした。そのcell　lysateを

抗一VP16抗体もしくは抗一V5抗体で免疫沈降し、　cell　lysate

（input）と免疫沈降産物を1096SDS－PAGEで泳動した後、抗一HA抗体

でWestern　blotした。
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d．X、　Yの相互作用による転写活性化
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5xGAL4 SV40　promoter Luciferase　gene 十

Fig．3－10Two－Hybridの原理

a．GAL4タンパクは5xGAL4（GAL4　binding　region；enhancer　sequence）

に結合しその下流の遺伝子（reporter遺伝子）の転写を活性化する。

b．GAL4DBDとXのfusion　proteinでは、5xGAL4への結合は起こるが転写

の活性化が起きない。

c．GAL4AD（VP16AD）とYのfusion　proteinでは、5xGAL4へ結合出来な

いため転写の活性化が出来ない。

d．XとYが相互作用する場合にのみ、図のようにreporter遺伝子の転写が

活性化される。
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Fig．3－11zfCLOCK2、　zfBMAL3とzCRYのinteraction

zfCLOCK2、　zfBMAL3とzCRYのinteractionをmammalian　two－hybrid　assay

で検出した。pGAL4DBDとVP16－zfCLOCK2もしくはVP16－zfBMAL3を

NIH3T3細胞に導入した時のluciferase活性を1として、　zfCLOCK2、　zfBMAL3

とzCRYを導入したときの相対活性を示した。
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Fig．3－12zfCLOCK2－zfBMAL3のinteractionに対するzCRYの効果

reporter　consutructのみをNIH3T3細胞に導入したときのluciferase活

性を1としてGAL4DBD－zfCLOCK2とVP16AD－zfBMAL3のみを導入し

たとき、それに加えてzCRYを導入したときの相対活性を示した。
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Fig．3－13Gel　Mobility　Shift　Assay

　ラジオアイソトープで標識したE（E－box）もしくはM（mutant　E－box）probeに各々

の精製タンパクを加えたときのバンドの移動度の変化を示した。Iane12－15はDTT

の濃度を0、0．5、0．8、2．5mMと段階的に変えたときの結果を示した。
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Fig．4－1ABRF41細胞における明暗条件下での各時計遺伝子の発現

14時間明10時間暗の条件で3日以上培養した後、表示した時点で細胞を回収し、抽出し

たtotal　RNAでNorthern　blotを行った。各遺伝子のcDNA全長をprobeとして用いた。
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Fig．4－1BBRF41細胞における明暗条件下での各遺伝子の発現

　各遺伝子の発現をNorthern　blotのバンドのラジオアイソトープ活性と

して定量した。さらにβハ。加の定量値で補正したのち最大値を100として

プロットした。
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Fig．4－2A　BRF41細胞における各時計遺伝子の自由継続リズム

明暗条件下で3日以上培養後、表示時間に細胞を回収しNorthern　blotを行った。

細胞を回収し始めて2日目以降は恒暗条件に移し、続けて回収しサンプルとした。

各遺伝子のcDNA全長をprobeとして用いた。

斜線部は主観的明期を示す。
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Fig．牛2B　BRF41細胞における各時計遺伝子の自由継続リズム

　各遺伝子の発現をNorthern　blotのバンドのラジオアイソトープ活性

として定量した。さらにβハ。加の定量値で補正したのち最大値を100

としてプロットした。
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