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研究成果の概要（和文）： 

 マウスより単離した肝初代培養細胞を対象に、細胞が未分化に変容する過程（脱分化）につい
ての研究を行ない細胞の脱分化を制御する因子を見出した。その因子の発癌に及ぼす影響を、ジ
エチルニトロソアミン（DEN）を用いた多段階発癌モデルマウスを用いて検討した結果、その因
子を制御することで発癌の頻度を低下させることを明らかにした。以上の結果は、発癌メカニズ
ムの一端を解明する重要な所見であり、癌の予防、早期診断、治療の標的として応用可能である
と考える。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Circadian clock systems have been related in cell cycle and carcinogenesis. The 
expression of molecular clock genes is altered in cancer patients. However, the influence 
of an alteration of molecular clock works during carcinogenesis has not been investigated 
yet. In this study, the hepatocarcinogenesis by diethylnitrosoamine (DEN) in mice was 
inhibited by the down-regulation of cellular dedifferentiation related genes expression. 
These findings suggest that the control of cellular dedifferentiation related genes 
expression is important in carcinogenesis. 
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１．研究開始当初の背景 
生体機能には、地球の自転、公転と関連し

た昼夜や季節のような外部環境の周期的変化
に伴った多くの周期的現象（リズム）が存在
する。ヒトの場合、生体リズムは健康を保持・
増進させる上でも重要で、その破綻が不眠や
精神疾患などの慢性疾患を生じる。体内時計
の本体は、視神経が交差する視交叉上核（SCN）
に位置し、時計遺伝子により制御されている。

この遺伝子は中枢のみならず末梢組織でも発
現しており、このような階層構造をうまく利
用し、生体はホメオスタシス機構を維持して
いる。例えば、生体内で細胞は常に外的スト
レスにさらされ、DNA が障害を受けている。
それに対し細胞は DNA 修復機構とアポトーシ
スにより発癌から自己を保護する機構を備え
ているが、一旦これらの機構が破綻を来し、
細胞が脱分化の方向に向かうと癌が発症する
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ものと思われる。しかしながら、発癌の過程
に体内時計の分子機構が如何に関与している
のか不明であった。疫学調査から生体リズム
の変化が発癌のリスクを高めること、時計遺
伝子がアポトーシス関連遺伝子や細胞周期の
制御に関わっていること、癌細胞で時計遺伝
子の発現が変容していることが明らかにされ
つつある。しかし、DNA 修復や細胞の脱分化
に時計遺伝子が如何にかかわっているのか明
らかではなかった。 
このような状況の中で申請者は、10 年間に

わたり一貫して研究主題を、「生体リズムと時
計遺伝子」の研究に力を注いできた。我々は
薬物による生体の恒常性の破綻機構の解明、
末梢時計遺伝子の制御機構の解明、体内時計
の分子機構の操作に成功した。また発癌に関
わる遺伝子、癌細胞の増殖に関わる遺伝子や
抗癌剤の代謝酵素およびトランスポーターに
日周リズムが存在し、そのリズムを診断する
ことにより、抗癌剤の抗腫瘍効果を増強でき
ることを明らかにしつつある。これらの成果
は、幸運にも薬学会賞、臨床薬理学会賞、日
本経済新聞、NHK テレビでとりあげられるな
ど社会的にも高く評価されつつある。 
現在、我々は、体内時計の分子機構を基盤

にした時間薬物送達方法の構築および体内時
計に作用する薬の探索と創薬を通して、時間
生物学の実践的臨床応用への道を切り開くこ
とを目指し、以下の研究を実施している。 
（A）体内時計の分子機構を基盤にした発癌機
構の解明。 
（B）体内時計の分子機構を基盤にした抗癌剤
の創薬・育薬。 
（C）体内時計の分子機構を基盤にした新規時
間薬物送達システムの開発。 
この研究過程で、我々は、薬物活性リズム

の体内時計の分子機構を解明し報告した。同
様の実験手技を用い DNA 修復因子が時計遺伝
子により制御されていること、そして時計遺
伝子の変異により DNA 修復因子の機能が変容
し抗癌剤の感受性が変化することを明らかに
した。同様の所見は、アポトーシス因子でも
見出している。しかし、癌発症を方向付ける
細胞の脱分化に時計遺伝子が如何にかかわっ
ているのか明らかではない。一般に、マウス
初代肝培養細胞は、細胞の脱分化の機序を解
析するための有用な培養細胞系である。肝臓
より単離後から細胞は脱分化の方向に形態的
機能的変化を生じるが、ジメチルスルホキシ
ド（DMSO）を暴露することで、脱分化は抑制
される。細胞が脱分化するにつれ、肝臓に多
く発現する転写因子群の発現量が変化し、細
胞の機能に変化をもたらす。これらの実験系
を用い、我々は、脱分化の方向性を左右する
いくつかの因子を明らかにし、脱分化因子が
リズムを刻むことを少数例ではあるが発見し
た。 

 
２．研究の目的 
本研究では、上記全体構想の(A)、（B）と関

連して、体内時計の分子機構を基盤に脱分化
因子のリズムの制御機構を解明し、発癌機構
との関連を明らかにする。また抽出された因
子を標的として新規抗癌剤の創薬を目指す。
この目的を達成するために、以下の実験を実
施した。 
(1)マウス初代培養肝細胞の脱分化マーカー、
脱分化因子および時計遺伝子の発現量に及ぼ
す脱分化の影響。 
(2)脱分化の体内時計の分子機構の解析。 
(3)脱分化の体内時計の分子機構を基盤にし
た創薬。 
以上の実験を通して、時計遺伝子による転

写制御を基盤にした細胞の脱分化リズムの制
御機構とそれと関連した発癌機構が明らかと
なり、新規抗癌剤の創薬につながる。 
 
３．研究の方法 
 分化肝細胞が脱分化すると、幼若期に多く
存在するαフェトプロテイン(AFP)が、高発現
する。細胞の脱分化の程度を測定する目的と
し、AFP 発現量を測定した。マウス初代培養
肝細胞は脱分化の方向に向かうため細胞調整
後、経時的に細胞を回収した。細胞から total 
RNA を抽出し、AFP の mRNA 発現量を real-time 
RT-PCR 法で測定し評価した。 
初代培養肝細胞にジメチルスルホキシド

（DMSO）を暴露すると、脱分化が抑制され分
化した状態を保持できる。そこで、初代培養
肝細胞を対象に DMSO 暴露群および未暴露群
を設定し、脱分化の過程で、脱分化マーカー、
脱分化因子および各種時計遺伝子が如何に変
容しているかを検討し、それらの相互関連を
明らかにした。初代培養肝細胞を対象に DMSO
暴露群および未暴露群の細胞を経時的に回収
した。細胞より Trizol reagent で total RNA
を抽出し、逆転写反応により cDNA を作製後、
リアルタイム PCR を利用した RT Profiler 
PCR array system を用い、各遺伝子の発現量
を網羅的に定量し解析した。これらの実験か
ら、脱分化因子における重要な役割を担う遺
伝子を抽出した。また、mRNA 発現量に変化が
認められた脱分化因子について、タンパク発
現量をウエスタンブロッティング法により測
定した。さらに同様の指標を用い、Clock 変
異マウスと Wild  type マウスで比較検討し
た。 
細胞内の様々な遺伝子は、時計遺伝子の転

写翻訳のリズムによりリズミカルに発現調節
されている。そこで、正常なマウス肝臓にお
いて、上記より明らかにした脱分化因子の発
現量に日周リズムが存在するか否かを確認し
た。自由摂食摂水・明暗周期（明期：07:00 ｰ
19:00）条件下で飼育したマウスを対象に、



 

 

09:00､13:00､17:00､21:00､01:00､05:00 の 6
時点に肝細胞を採取した。採取した肝臓より
total RNA を抽出し、脱分化因子および時計
遺伝子のmRNA発現リズムをreal-time RT-PCR
法で、タンパク発現リズムをウエスタンブロ
ッティング法で測定した。さらに同様の指標
を用い、Clock 変異マウスと Wild  type マウ
スで比較検討した。 
上記で抽出された脱分化因子が、各種時計

遺伝子により如何に制御されているかを
Luciferase reporter assayにより検討した。
マウス DNA を鋳型とし脱分化因子プロモータ
ー領域をクローニングし、非翻訳領域（約
1.3kbp）を pGL3 Basic Vector に導入し、コ
ントロールベクタ-(pRL TK Vector)と共にマ
ウス初代培養肝細胞にトランスフェクション
した。各種時計遺伝子の全長鎖 cDNA はそれぞ
れ pcDNA3.1Vector にサブクローニングし、上
記と同様の方法でトランスフェクションした。 
48 時間培養後 Luciferase 活性を測定し、脱
分化因子の発現調節機構ついて検討した。こ
れらの実験より抽出された時計遺伝子（転写
因子）の応答配列を基準にプロモーター領域
の deletion を行い、重要な役割を担う転写領
域を同定した。その領域に含まれる時計遺伝
子結合配列を mutation し、各種遺伝子の転写
制御に関する責任配列を同定した。 
上記の実験で得られた責任配列を対象に、

クロマチン免疫沈降法とアレイ技術を融合さ
せた Chip-on-chip アレイ法を用い、脱分化
因子と各種時計遺伝子間の転写相互関連を網
羅的に明らかにした。初代培養肝細胞を対象
に、ホルムアルデヒドにより細胞を固定し、
ソニケーションによりクロマチンを断片化し
た。各種時計遺伝子、AcH3(ヒストンアセチル
化)および RPB( PolⅡ)の抗体を添加し免疫沈
降後 DNA を精製し Cy3 で標識し、また免疫沈
降前の DNA を Cy5 により標識した。標識した
DNA を DNA チップとハイブリダイゼーション
し解析した。 
初代培養肝細胞を対象に 50% horse serum

を添加することにより時計遺伝子など周期的
変動遺伝子のリズムを形成させた。すなわち
生体で認められるリズムを in vitro で再現
する実験系を構築した。上記実験で抽出され
た脱分化因子および時計遺伝子の mRNA のリ
ズムをRT-PCR法で測定した。siRNAによるRNA
干渉法により各種時計遺伝子を knock downさ
せた場合、脱分化因子のリズムが如何に変容
するかを明らかにし、時計遺伝子との相互関
連を明らかにした。以上の実験をとおして脱
分化因子の転写制御に関する時計遺伝子の役
割を明らかにした。 
上記の実験より明らかにした脱分化因子お

よび、その発現調節時計遺伝子の発現ベクタ
ーおよび siRNA が、脱分化因子および時計遺
伝子に対する siRNA および発現ベクターを作

製し、癌細胞にトランスフェクションした。
その後、経時的に細胞を回収し生細胞数を測
定した。回収した細胞より total RNA を抽出
し、脱分化マーカーである AFP 発現量を
real-time RT-PCR 法で測定し評価した。 
上記の実験より明らかにした脱分化因子お

よび時計遺伝子の発現ベクターおよび siRNA
が、DEN 誘発肝癌マウスにおける抗腫瘍効果
に及ぼす影響を検討した。DEN 誘発肝癌マウ
スを対象に、上記の実験より明らかにした時
計遺伝子の発現ベクターや siRNA を、尾静脈
より投与後、腫瘍の増殖に及ぼす時計遺伝子
の影響を検討した。また、腫瘍を採取し、ア
ポトーシスおよび脱分化の程度を各マーカー
の発現量を測定し検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究は、体内時計の分子機構を基盤に脱
分化因子リズムの制御機構を解明し、発癌機
構との関連を明らかにすることを目的とした。
まず、マウス初代培養肝細胞の脱分化マーカ
ー、脱分化因子および時計遺伝子の発現量に
及ぼす脱分化の影響について検討した。マウ
ス初代培養肝細胞の脱分化マーカーとして、
αフェトプロテイン(AFP)発現量を測定した。
マウス初代培養肝細胞に脱分化誘導剤である
メチルスルホキシド（DMSO）を添加後、経時
的に AFP を測定したところ、DMSO 暴露群で、
未暴露群と比較して有意に高値を示した。ま
た、脱分化の過程で、脱分化因子および各種
時計遺伝子が如何に変容しているかを検討し
たところ、いくつかの遺伝子が脱分化の状態
と関連して変化することが明らかとなった。
次に、マウス肝臓における脱分化因子および
時計遺伝子の発現リズムを解析する目的で、
正常なマウス肝臓において、上記で抽出され
た脱分化因子の発現量に日周リズムが存在す
るか否かを in vivo で検討した。その結果、
脱分化因子の mRNA に、有意な日周リズムが存
在することが明らかとなった。さらに時計遺
伝子の mRNA およびタンパクの日周リズムを
測定したところ、両者の相互関連が示唆され
た。また、対象遺伝子の転写制御領域に着目
し、データベースより時計関連遺伝子の結合
配列の存在を明らかにした。これを検証する
目的で、in vitro の系で、対象遺伝子の転写
制御領域の遺伝子配列を、deletion および
mutation することで、時計関連遺伝子が転写
に関与していることを明らかにした。高濃度
の血清処理後、in vivo の日周リズムを in 
vitro で再現する系を構築し、抽出された転
写促進遺伝子および転写抑制遺伝子を siRNA
による RNA 干渉法で knock down させ、時計遺
伝子がそれらの転写制御に関与していること
を検証した。その後、再び in vivo の系で、
クロマチン免疫沈降法を用い、in vitro で抽
出された転写制御因子が、転写に関与してい



 

 

ることを明らかにした。 
 次に、肝初代培養細胞を用い、発癌過程に
おける時計関連遺伝子の役割について検討し
た。自由摂食摂水、明暗周期（明期；
7:00-19:00）条件下で飼育した野生型マウス
（Wild type）および Clock 遺伝子変異マウス
（Clk/Clk）から肝細胞を採取した。細胞採取
4 時間後に発癌物質ジエチルニトロソアミン
（DEN）を含む培地に交換し 24 時間培養後、
アポトーシス（TUNEL 染色、Caspase-3/7 活性）
を測定した。DEN 代謝活性化酵素、DNA 修復関
連因子、アポトーシス関連因子および脱分化
関連因子の mRNA 発現量を RT-PCR 法で測定し
た。また、細胞採取 4 時間後に DEN を含む培
地に交換し 24 時間培養後、生細胞数を測定し
た。DEN 曝露 24 時間後の TUNEL 染色細胞数お
よび Caspase-3/7 活性は、Wild type マウス
と比較し DEN 曝露群において高値を示した。
一方、Clk/Clk マウスでは、コントロール群
および DEN 曝露群間に有意な差異は認められ
なかった。また、細胞採取 4 時間後の DEN 代
謝酵素およびアポトーシス促進因子の mRNA
発現量は、Wild type マウスと比較して
Clk/Clk マウスで有意に低下していた。DEN 曝
露 24 時間後の生細胞数は、Wild type マウス
と比較し DEN 曝露群において濃度依存的に減
少した。しかし、Clk/Clk マウスでは、コン
トロール群および DEN 曝露群間に有意な差異
は認められなかった。以上より、Wild type
マウスと比較し、Clk/Clk マウスの初代培養
肝細胞では、DEN の代謝活性化能およびアポ
トーシス関連因子の発現の低下により、DEN
による細胞毒性に対する感受性が低下してい
ることが示された。               
 次に、体内時計の分子機構を基盤に脱分化
関連因子の発現リズムの制御機構を解明し、
発癌機構との関連を明らかにすることを目
的として検討した。まず脱分化関連因子の体
内時計の分子機構を詳細に検討し、発癌過程
における脱分化関連因子の役割を明らかに
した。次に、その分子を標的とした創薬の可
能性について検討した。これまでに得られた
脱分化の体内時計の分子機構を詳細に解析
する目的で、マウス肝臓における脱分化関連
因子および時計関連遺伝子の発現リズムを
解析し、正常なマウス肝臓において、脱分化
関連因子の発現量に日周リズムが存在する
ことを明らかにした。その機序として分子時
計をはじめ種々の転写因子が関与している
ことを明らかにした。すなわち、リズムの成
因を、in vivo において検証するため、マウ
スを対象に肝臓を採取し、クロマチン免疫沈
降法などを用い脱分化関連因子のプロモー
ター領域における時計関連遺伝子タンパク
の結合量の変化を明らかにした。一方、発癌
の過程で、脱分化関連因子の発現量の日周リ
ズムおよび分子時計の制御機構が変容する

ことを明らかにした。すなわち、発癌物質 DEN
誘発肝癌動物モデルを作成した。モデルマウ
スを対象に肝臓を採取し、上記と同様の手法
を用い、発癌過程においてプロモーター領域
における時計関連遺伝子タンパクの結合量
の時間的変化を測定し、intact マウスと比較
し変容が確認された。さらに、これまでの実
験より明らかにした脱分化関連因子、その発
現調節時計関連遺伝子の発現ベクターおよ
び siRNA、あるいはそれらに作用する化学物
質を用い、DEN 誘発肝癌動物モデルを対象に
癌細胞の増殖に及ぼす影響を検討した。脱分
化関連因子に対する siRNA および脱分化関連
因子に作用する化学物質は、発癌を有意に抑
制することを明らかにした。また創薬シーズ
となるアポトーシス関連因子を見出した。 
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