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1. はじめに 

 Werner 症候群 (WS) は老化症状が若年期から現れる難治性の先天性疾患である。原因遺伝子と

してRecQ 型DNA ヘリカーゼWRN が同定されており1、その病因のひとつとしてWRN のホモ接合

変異に起因するゲノムの不安定化が挙げられる2。しかし、WS 患者で多発する癌、動脈硬化、骨

粗鬆症、2 型糖尿病などの多様な合併症がWRN の欠損により引き起こされる具体的な分子機構は

未解明である。 

本研究の開始以前までに報告者は、細胞増殖や炎症反応において重要な働きを担うNF-κB のp50

サブユニットとWRN がin vivo で相互作用することを見出していた。仮にWRN-p50 複合体が

NF-κB 標的遺伝子の転写を協調的に制御する機構があるとすると、WRN の欠損はNF-κB の恒常

的な制御機構の破綻をもたらし、その影響はNF-κB の制御下にある多くの遺伝子に及ぶと考えら

れる。この仮説は、WS 患者に現れる合併症がNF-κB の活性制御の不良によって生ずる疾患と酷

似しているという事実により支持される。本研究では、WRN とp50 が共局在するゲノム上の領域

を解析することでWRN-p50 複合体の標的遺伝子候補を同定し、WRN にNF-κB との協調的な転写

調節という新規の機能があるか否かを明らかにすることを目的として行った。 

 

2. 方法 

 本研究では、WRN のNF-κB との相互作用を介した新規の転写制御機能の解明を目指し、以下

の2 項目について研究を進めた。 

1. WRN とp50 の結合様式の解析 

in vitro 翻訳系を用い、35S ラベルしたp50 と、大腸菌から精製したGST-WRN を用いて、WRN と

p50 の結合様式を明らかにする。直接結合性が認められる場合は、GST-WRN の欠失変異体を用い

てさらに検証を進め、p50 と結合性を示す責任領域を同定する。これまでに多数の核内因子がWRN 

と結合すると報告されていることから、WRN-p50 は複数種類の因子との複合体を形成している可

能性がある。そこで、プロテオーム解析（LC-MS/MS）により、その構成因子の同定も進める。 

 

2. WRN とNF-κB による協調的な転写制御機構の有無の解析 

 2-1. レポーターベクターを用いた解析 

HIV-1 LTR はNF-κB 応答性の代表的なプロモーターである。申請者はHIV-1 LTR にFirefly 

Luciferase をつないだ鋭敏なアッセイ系を樹立しており、研究開始当時までの進捗としてWRN が

NF-κB 結合部位を介してLTR へ動員されることまで明らかにしている。このベクターを、WRN と

NF-κB による協調的な転写制御機構の有無を調べるための評価系とする。特にTNF-α 刺激有無に



おけるWRN およびNF-κB のプロモーター上への動員、離脱や、siRNA を用いた内在性WRN の

発現抑制によるNF-κB の応答性を、レポーターベクターのRNA 定量及び、Luciferase 活性を指標

に解析し、WRN とNF-κB による転写制御の基礎的なデータを得る。 

 

 2-2. 内在性標的遺伝子の探索と同定 

WRN とp50 による制御を受ける標的遺伝子候補を同定することを目的として、re-ChIP sequence

を行う。具体的にはJurkat 細胞の核抽出物から、α-WRN 抗体とα-p50 抗体で連続的にクロマチン

免疫沈降を行い、沈降してくる核酸を次世代シークエンサーで解析することで標的遺伝子候補を同

定する。n=2 以上の独立の試行を行い、標的候補遺伝子を精査、選定する。同定した標的候補遺

伝子が実際にWRN およびNF-κB の制御下にあるか否かの検証は、候補遺伝子のプロモーター解

析を通して進める。 

 

3. 結果 

 1. WRN とp50 の結合様式の解析 

165 kDa を超える大きさを持つ完全長のWRN はGST 融合タンパク質として大腸菌から精製す

ることが難しく、実際にはGST-WRN の欠失変異体と、in vitro 翻訳系を用い35S ラベルしたRelA 

(p65) およびp50 との結合から解析を開始した。その結果、WRN のRQC ドメインがRelA および

p50 との結合責任領域であることが明らかとなった。一方、in vitro 翻訳系により合成した完全長

のWRN と結合するRelA およびp50 の責任領域を解析した結果、RelA、p50 間で相同性の高い

RHDドメインが結合責任領域であることが分かった。さらに細胞抽出液を用いた免疫沈降実験の

結果から、WRNとRelA/p50 の相互作用は、常時核内に局在するWRN と刺激特異的に核移行した

RelA/p50 が核内で出会うことで起こることが分かった。WRN-p50 と複合体を形成している他の因

子を同定するプロテオーム解析（LC-MS/MS）は、予想以上にin vitro の結合解析に時間が掛かっ

たため行うことができなかった。 

 

2. WRN とNF-κB による協調的な転写制御機構の有無の解析 

 2-1. レポーターベクターを用いた解析 

NF-κB 応答性の代表的なプロモーターであるHIV-1 LTR にFirefly Luciferase をつないだアッセ

イ系を用いてWRN とNF-κB による協調的な転写制御機構についての評価を行った。RelA/p50 を

外来から導入して上昇されたルシフェラーゼの活性は、内在性のWRN をsiRNA でノックダウン

することで抑制され、また、外来からWRN を導入することでさらに強く活性化された。 

 

2-2. 内在性標的遺伝子の探索と同定 

WRN とp50 による制御を受ける標的遺伝子候補を同定することを目的としたre-ChIP sequence

の解析は、予想以上にin vitro の結合解析に時間が掛かったため行うことができなかった。 

 

4. 考察 

 本研究では、WRN にこれまでに知られているヘリカーゼ活性によるゲノム維持の機能だけでな

くNF-κB との相互作用を介して標的遺伝子の転写を制御するという新規の機能があることが明ら

かとした。残念ながら本研究期間中の解析ではWRN とNF-κB の標的遺伝子の同定までは至らな



かったが、RelA のノックダウンがマウスの繊維芽細胞のゲノムを不安定化させるという報告3 や、

NF-κB が老化に関連する遺伝子を多数制御しているというマイクロアレイによる解析の報告4 が

あることから、本研究で見出した転写制御機構の破綻が早老症状や発癌、代謝性疾患の発症にかか

わっている可能性があると考えられる。 
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