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研究成果の概要（和文）：難治性癌の代表である膵癌・胆道癌の病態には、癌細胞の上皮間葉転換 (epithelial-mesen
chymal transition, EMT) を伴う浸潤性増殖および脈管侵襲を介した転移が関与している。生物時計が制御する概日リ
ズムの下で、癌細胞の浸潤性増殖や脈管侵襲を惹起する血管新生が行われる。つまり、時計遺伝子の発現に対応した癌
細胞増殖・上皮間葉転換・腫瘍血管新生によって、膵・胆道癌における高悪性度形質が規定されている。

研究成果の概要（英文）：Pancreato-biliary cancer is one of the most aggressive malignancies of human.  Its
 aggressive phenotypes are thought to be associated with invasive tumor growth via epithelial-mesenchymal 
transition (EMT), as well as vascular permeation via tumor angiogenesis.  Clock genes regulate not only ci
rcadian rhythm (biological clock) of human bodies, but also tumor cell growth, EMT, and tumor angiogenesis
 of the pancreato-biliary cancer.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
膵癌ならびに胆道癌は、生命予後がきわめ

て不良で、難治性癌の代表とされている。 
(1) 膵癌（その大部分を占める浸潤性膵管

癌）ならびに胆道癌（特に胆管癌・胆
嚢癌）は、いまだに早期発見例が少な
く、大半は周囲組織へ浸潤をした進行
癌で発見される例が多いのが現状であ
る。我々はこれまでに、膵・胆道癌を
中心にヒトの癌における悪性形質とそ
の制御を遺伝子レベルで行い、実績を
上げてきた (Int J Oncol 24: 559-564, 
2004; Cancer Cell 2: 289-300, 2002)。
癌細胞の増殖や転移にかかわる因子と
して、血管内皮増殖因子 (vascular 
endothelial growth factor, VEGF) が
関与する腫瘍血管新生の解析も行って
きた (Int J Oncol 26: 1517-1524, 
2005)。しかし、膵・胆道癌における高
悪性度の病態は、十分に解明されたと
は言い難い。 

(2) 生物の生理機能・代謝・行動は、脳の
視床下部（視交叉上核）で駆動されて
いる中枢性の生物時計が刻む約24時間
周期の概日リズムにより調節されてい
る。この生物時計（概日リズム）は時
計遺伝子の発現により制御され、その
機能解析が進みつつある。我々は、DEC
遺伝子 (DEC1 および DEC2)が時計遺
伝子ファミリーに属することを解明し、
さらに変異型 DEC 遺伝子を用いて時
計遺伝子のフィードバック機構につい
て明らかにするなど、DEC 遺伝子解析
に関しては世界に先駆けた研究を行い、
評価を受けている (Int J Mol Med 17: 
1053-1056, 2006; Eur J Biochem 271, 
4409-4419, 2004; Nature 419, 
841-844, 2002)。さらに我々は、DEC
が概日リズム（生物時計）の調節に加
えて、血管新生・アポトーシス制御や
腫瘍細胞増殖などの病態機序と関連し
ていることを報告している (Genes 
Cells 15: 315-325, 2010; Genes Cells 
13: 131-144, 2008)。 

 
２．研究の目的 

膵･胆道癌の浸潤性増殖と腫瘍血管新生

に関わる時計遺伝子の重要性を個体レベ

ルで証明する。 
(1) ヒト膵・胆道癌の細胞株を用いて、培養

細胞レベルおよび個体レベルで、時計遺

伝子発現の意義を解明する。このために、

培養細胞レベルでは高濃度血清刺激に

よる細胞同調を用い、マウスモデル系で

は概日リズム下飼育により、ヒト膵・胆

道癌細胞の高悪性度形質に関わる時計

遺伝子の発現解析を行う。対象とする時

計遺伝子は、我々が機能解析を行った

DEC 遺伝子にとどまらず、CLOCK, 
BMAL, PER, CRY などの時計遺伝子も

含む。 
(2) 時計遺伝子の制御下での膵・胆道癌の増

殖機構を明らかにするため、概日リズム

環境における (a) 時計遺伝子タンパク

質発現と、細胞増殖因子・血管新生因子

との相互作用を探索し、(b) 培養細胞に

おける時計遺伝子と浸潤性増殖・上皮間

葉転換 (epithelial-mesenchymal 
transition, EMT) との関連を解析する。 

 
３．研究の方法 
ヒト膵・胆道癌の培養細胞株を用い、培養

細胞レベルおよびマウス個体レベルで、時計
遺伝子発現に対応した腫瘍増殖機序を解析
する。(1) 培養細胞レベルでは、概日リズム
下における癌細胞の上皮間葉転換・浸潤性増
殖や腫瘍血管新生に関与する発現調節機構
をDECおよびVEGF/HIF-1を中心に分子生
物学的に解析する。(2) マウスモデルを用い
た個体レベルでは、上皮間葉転換を伴う浸潤
性増殖・腫瘍間質反応および血管新生を組織
学的に定量化、概日リズム下における癌細胞
の増殖・浸潤機構を明らかにする。 
(1) 概日リズム下での癌細胞の増殖・上皮間

葉転換を制御する時計遺伝子の発現解
析：生物時計が刻む概日リズム解析は、
培養細胞レベルでは同調因子として、高
濃度 (50%) 血清刺激を用いる。ヒト
膵・胆道癌の細胞株に高濃度血清刺激を
与えて、個々の細胞のリズムを同調させ
ることにより、概日リズムを誘導させる。
各種の時計遺伝子の概日リズム発現の
変動を、リアルタイムPCR、ウエスタ
ン・ブロット法で解析する。機能発現の
高い時計遺伝子を明らかにし、以下の実
験を行うことで、癌細胞の増殖・浸潤に
及ぼす時計遺伝子発現の影響を検討す
る。膵・胆道癌細胞株で、時計遺伝子の
RNA干渉による発現抑制を行い、48～
72時間後に細胞を回収し、細胞増殖能を 
MTS assayで比較する。癌細胞の上皮間
葉転換については、ヒト骨髄由来間葉系
幹細胞 (hMSC) との共培養、ないしは 
collagen coated dish, fibronectin 
coated dish での培養で検討する。癌細
胞の浸潤能は、Matrigel-Invasion assay 
にて比較する。 

(2) 膵・胆道癌細胞の時計遺伝子と血管新生
遺伝子との関連解析：クロマチン免疫沈



降法を用いて以下の実験を行う。膵・胆
道癌細胞株に、DEC発現プラスミドを
導入してから、血清刺激を4時間おきに
最大48時間まで行い、その後CLOCKと
BMALの抗体で免疫沈降し、細胞から回
収したDNAを精製し、VEGFのprimer
を用いて、以下の目的のためPCRを行う。
VEGF遺伝子上のE-boxにCLOCKと
BMAL タンパク質が結合する活性を、
DEC1発現プラスミド導入時とコント
ロール導入時とで比較する。VEGF と
同様に HIF (hypoxia-inducible 
factor)-1 遺伝子でも行う。これにより、
癌細胞の浸潤・増殖などの病態の概日リ
ズムを制御している分子機構は、
VEGF/HIF-1 遺伝子発現とCLOCK, 
BMAL, DECタンパク質発現の相互作用
が重要であることが明らかになる。 

(3) 概日リズム下で飼育したヌードマウス
の移植腫瘍における時計遺伝子：個体レ
ベルの概日リズム解析では、同調因子と
して明暗条件下で光刺激を用いる。ヌ－
ドマウス移植腫瘍（ヒト膵・胆道癌の培
養細胞株および異種移植株のヌードマ
ウス皮下への移植腫瘍）を、明暗条件下
で飼育し、光刺激してから時間依存的（4
時間ごとに48時間まで）に、ヌードマウ
ス移植腫瘍から腫瘍部組織よびその周
辺の非腫瘍性組織における時計遺伝子
のリズム発現の変動を、リアルタイム
PCR、ウエスタン・ブロット法で用いて
解析し、個体レベルで、腫瘍部位におけ
る時計遺伝子発現の意義を明らかにす
る。上皮間葉転換を伴う浸潤性増殖・腫
瘍間質反応および血管新生を組織学的
に定量化して解析する。さらに、メンブ
レンチャンバーを介して移植腫瘍の血
管新生を顕微鏡モニター下で経時的に
観察する。 

(4) 抗腫瘍性サイトカインが時計遺伝子発
現・癌細胞増殖に及ぼす影響：抗腫瘍性
サイトカイン（TNF-, IFN-, ,  な
ど）が概日リズム下で発現している時計
遺伝子にどのように影響を及ぼすのか
を解明することは、膵・胆道癌における
時間薬物療法の基礎研究として重要と
判断される。このため、癌細胞株に抗腫
瘍性サイトカイン導入してから、血清刺
激を行い、概日リズム下における癌細胞
の時計遺伝子の位相の変化を解析する。
さらに概日リズム下での抗腫瘍性サイ
トカイン投与による効果を、癌細胞の増
殖能は MTS assay、上皮間葉転換には 
hMSC 共培養、浸潤能は 
Matrigel-Invasion assayで検討する。 

(5) ヌードマウス転移モデルにおける時計

遺伝子と腫瘍血管新生の関連解析：個体
レベルにおける概日リズムは、同調因子
として明暗条件下での光刺激を用いる。
ヌードマウス膵・胆道領域に、膵・胆道
癌細胞を移植し、肝転移モデルを作成す
る。転移成立後、時間依存的（4時間ご
とに48時間まで）に、ヌードマウス移植
腫瘍から腫瘍部位およびその周辺の正
常部位をとりだし、組織学的な腫瘍血管
新生と時計遺伝子のリズム発現の変動
とを解析する。経時的な腫瘍血管新生と
時計遺伝子発現との関連を解析するこ
とで、個体レベルでの腫瘍部位における
時計遺伝子制御による腫瘍血管新生を
明らかにする。 

 
４．研究成果 
ヒト膵・胆道癌などを用いて、癌細胞にお

ける時計遺伝子（生物時計）の制御機構の一
部を明らかにすることができた。培養細胞レ
ベルでは、時計遺伝子の制御下で癌細胞の浸
潤性増殖・上皮間葉転換 
(epithelial-mesenchymal transition, EMT) 
との関連が証明された。一方、今回の研究成
果は培養細胞レベルが主体であり、個体レベ
ルでの成果は十分にあげることができず、今
後の課題となった。 
以下に、今回の研究成果を提示する。 

(1) 癌細胞における時計遺伝子の発現解析：
時計遺伝子は、正常の細胞・組織のみな
らず、癌（悪性腫瘍）においても広く発
現しており、高濃度 (50%) 血清刺激によ
り、個々の細胞のリズムを同調させ、日
内リズムを誘導させることで証明ができ
た。 

(2) 上皮間葉転換を制御する時計遺伝子：時
計遺伝子（DEC, PERなど）発現の多寡に
より、癌細胞の上皮間葉転換が制御され
ることが解明された。特に PANC-1 膵癌
細胞では、DEC1発現と、TGF-βにより
誘導される上皮間葉転換 
(phosphorylated Smad3, snail, 
claudin-4, N-cadherin発現上昇) とが関
連していることが解明された。 

(3) 細胞内シグナル伝達系を制御する時計遺
伝子： 癌細胞に時計遺伝子標的 siRNA 
を投与することで、細胞内シグナル伝達
系 (phosphorylatedSmad3など) 介した
上皮間葉転換が抑制された。つまり、時
計遺伝子が上皮間葉転換を介して、癌細
胞の浸潤性増殖を制御していることが明
らかにされた。 

(4) 時計遺伝子による上皮間葉転換の誘導
と細胞形質への影響：DEC1発現とTGF-
βを同時に導入することにより、細胞増
殖のみならず細胞浸潤能が大きく変化
した。この細胞浸潤能などの癌細胞形質
にも、時計遺伝子による制御が直接的に
作用しており、病的状態での細胞死にも



時計遺伝子による制御機構が重要であ
ることが示された。 
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