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研究成果の概要（和文）：抗癌剤の時間治療の分子メカニズムを解明するため、抗癌剤標的因子や抗癌剤のトランスポ
ーターや代謝酵素と概日リズムの関係を明らかにする必要がある。そこで私たちは、時計遺伝子と、これら抗癌剤の標
的因子等の、抗癌剤関連因子発現、時計遺伝子発現への影響などの関係を細胞レベルで解析可能な細胞モデルを樹立す
ることとした。細胞モデル樹立のため、抗癌剤としては、トポイソメラーゼIを標的とするイリノテカンとHIF1αを標
的とするものを選択した。イリノテカンに関しては、マルチカラーシステムを応用し、トポイソメラーゼI、ABCB1 お
よび UGTA1 と時計遺伝子のリズムを同時に発現解析可能な細胞システムを樹立した。

研究成果の概要（英文）：Chronotherapy for cancer has improved therapy for cancer. Dosing time of anticance
r drugs is appeared to be influencing to effectiveness and toxicity of chemotherapy for cancer. But no pre
cise mechanisms of cancer chronotherapy are elucidated, so far. To clarify the molecular basis of chronoth
eray for cancer, we have been trying to establish a cell model system for chronotherapy. Irinotecan is an 
agent for targeting topoisomerase I and inhibit its enzymatic activity. It is known that genes of irinotec
an related factors, such as topoisomerase I, ABCB1 and UGTA1 are oscillated in circadian manner. We cloned
 promoter region of topoisomerase I, ABCB1 and UGTA1 and constructed reporters using multicolor luciferase
 system, established by Nakajima et al. The application of these reporters to this study will be helpful t
o understand the coordination of clock genes and irinotecan related factors in cancer cells and the reacti
ons to the treatment of iriotecan. 
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１．研究開始当初の背景 
 腫瘍治療に用いられる化学療法剤の細胞
毒性は、主に細胞分裂時に発現すると考えら
れている。これは腫瘍細胞に対しては有効で
あるが、造血細胞や粘膜、消化器、皮膚など
の正常細胞に対して強い細胞毒性として作
用し、造血細胞であれば顆粒球減少症などの
副作用を起こす。細胞毒性はある一定の細胞
周期位相で発現することが知られており、た
とえば、腫瘍に対する化学療法剤としてよく
用 い ら れ る 5-FU や イ リ ノ テ カ ン
(irinotecan)の毒性は、DNA 合成期(S-phase)
に発現する (Goldwasser F et al, Cancer 
Res.1998)。化学療法剤の細胞毒性に起因す
る副作用は、薬物の代謝や解毒、細胞周期や
DNA 修復に関連する因子など複数の因子に
よって決まってくるが、実はこれらの因子の
多くは概日リズム性の制御を受けているこ
とが知られるようになり、腫瘍の治療の視点
から時間治療学として、最近特に注目される
ようになっている（総論 Ohdo  Drug 
Metab Pharmacokinet. 2007）。 
 また、腫瘍の増殖には腫瘍周辺の血管増殖
による酸素や栄養素の供給が必須である。私
たちは、腫瘍の増殖と時計遺伝子の関連を明
らかにし、腫瘍の時間治療を確立することを
目指した研究を実施して来ているが、時計遺
伝子や時計遺伝子によって発現制御される
因子の発現制御を解析する過程で、これらの
遺伝子の中に、低酸素反応によってその発現
が誘導され、しかもその発現誘導に HIF1αが
直接関与している遺伝子があることを見出
している。本研究では、低酸素反応や HIF1
αなどの低酸素制御因子と、時計遺伝子や時
計遺伝子によって発現制御される因子の発
現との関連を解析し、HIF1αを標的にした腫
瘍治療とその時間治療の可能性についても
明らかにすることを目指している。 

 

２．研究の目的 
(１）トポイセメラーゼ I(topoisomerase I, 
以下 TopoI)の阻害剤イリノテカンを抗がん
剤として用いると、投与時刻によって効果や
副作用に相違のあることが知られている。
TopoI は細胞レベルで概日リズム性発現を示
すこと、プロモーターの解析から転写レベル
で時計遺伝子によって転写制御されている
ことを見いだしている。本研究ではこれらの
知見を基盤にして、TopoI の概日リズム性発
現と細胞増殖、細胞周期との関連、TopoI 阻
害剤の効果発現との関連、腫瘍増殖性との関
連を明らかにするとともに、TopoI の阻害剤
イリノテカンによる時間治療のモデル細胞
系を、マルチカラーレポーターシステムを応
用して樹立し、癌時間治療の分子細胞基盤を
確立することを目指す。 
 
(２）血管新生は腫瘍増殖や転移に深く関連

しており, 低酸素誘導因子（HIF）誘導性の
血管新生因子は、癌の治療において重要な標
的となっている。時計遺伝子は多くの細胞, 
臓器においてその発現が確認されているが、
HIF と時計遺伝子のリズム発現との関連はほ
とんど報告がなく、また、癌細胞における時
計遺伝子とHIFとの関係も明らかになってい
ないことから、HIF1αと時計遺伝子との関係
について検討する。 
 
 

 
３．研究の方法 
(１）本研究では、TopoIの発現増加が腫瘍の
増殖性や悪性度、抗がん剤の１つで TOPOI の
阻害剤として知られているイリノテカンの
有効性などと関連性が高いとする報告があ
ることから、TopoI リズム発現と細胞増殖性
との関連を、時計遺伝子と TopoIプロモータ
ーレポーター活性のリアルタイム解析とリ
アルタイムで細胞増殖を解析するシステム
を組み合わせて、分子細胞レベルで解析した。
また、イリノテカンのプレリミナリーな時間
治療の治験から、その有効性と副作用に概日
リズム性の大きな差異があることから、マル
チカラーレポーターシステム系を応用して、
時間治療の細胞モデル系を樹立するため、イ
リノテカンの標的因子以外に、トランスポー
ター、代謝酵素などのプロモーターをクロー
ニングし、多色のルシフェラーゼを用いたマ
ルチカラーシステムによって、時計遺伝子と
イリノテカン関連因子のプロモーターリズ
ムを同時に解析するシステムの構築を行っ
た。このモデルシステムを用いることにより、
時間治療の分子基盤を確立するとともに、癌
の時間治療をテーラーメード医療として進
展させるためのマーカーを検索し確立する
研究に用いる予定である。 
 
(２）低酸素刺激は概日リズムに影響がある
ことが示唆されているが、分子メカニズムに
ついては明らかになっていない。本研究では、
リアルタイムで時計遺伝子のプロモーター
活性を解析可能なシステム(クロノス）を用
いて時計遺伝子 Bmal1, Per2のリズム発現に



対する低酸素やHIFの影響を検討した。また、
時計遺伝子のプロモーターに対する HIF1α
などの HIF 関連因子について、転写活性に及
ぼす影響について、ルシフェラーゼアッセイ
を用いて検討している。更に、HIF の作用が
プロモーターに対する直接作用の可能性を
検討するため ChIP アッセイにより解析を実
施した。 
 
４．研究成果 
(1)シークエンスの結果、PCR によってヒト
MDR1（hMDR1)、ヒト UGT1a（hUGT1a)プロモー
ター配列を取得できている事が示されたの
で、それぞれの配列をレポーターベクターに
サブクローニングした。本研究で使用したヒ
ト hUGT1a プロモーターは全長約 2.3kb で、
MatInspector(Genomatix; ドイツ）により結
合する転写因子を予測したところ、３種類の
時計遺伝子結合配列である、E-box、ROR-RE、
D-box がそれぞれ存在することが示された。
具体的には、E-box(CACGTG) は転写開始点の
近傍に１カ所、 ROR-RE は転写開始点より上
流約２kb、1kb に２カ所、D-box は約 2kb 上
流に２カ所、1kb 上流に１カ所、転写開始点
近傍に１カ所存在する事が示された。 
 ルシフェラーゼアッセイにより、これらの
プロモーターの時計遺伝子による転写調節
機構について解析したところ、hMDR1 プロモ
ーターは DBP によって転写が活性化され、
BMAL1/CLOCK では転写が抑制傾向のあること
が示された。これは BMAL1/CLOCK のプロモー
ターへの直接の影響かどうか今後の検討を
要する。次に、hUGT1aの時計遺伝子による転
写調節機構について検討すると、hUGT1aプロ
モーターはBMAL1/CLOCKによって転写が活性
化され、PER1、PER2 によってその活性化は抑
制された。 

 

 
 
(2)腎癌由来細胞株 8 種類を, また、リズム

性発現を検証するための対照細胞として、
NIH3T3 細胞、U2OS 細胞を用いて、細胞レベ
ルでの Per2 の概日リズム性発現の有無を確
認した。その結果, Per2 の mRNA レベル, プ
ロモーターを用いた転写活性ともに Caki-2
においてのみ概日リズムを認め, 他の腎癌
由来細胞では概日リズムを認めなかった。
Caki-2 細胞とその他の細胞の特性の違いを
検討すべく, 各腎癌由来細胞における BMAL1, 
CLOCK, PER2, CRY1, HIF1α 蛋白の発現をウ
エスタンブロット法で検討した。 その結果, 
CRY1 蛋白の発現は全ての細胞に認められ, 
BMAL1, CLOCK, HIF1α蛋白のいずれにおいて
も有意な蓄積を認めたのは Caki-2 細胞のみ
であり、PER2 蛋白は何れの細胞でも有意な発
現が見られなかった。さらに、Caki-2 細胞に
おいて, HIF1α とその結合因子である ARNT
の発現ベクターを共に細胞移入することで, 
Per2 の転写活性の概日リズムの振幅は有意
に上昇し, さらに HIF1αの発現を低下させ
る作用のある天然フラボノイドであるクリ
シンは, Per2転写活性の概日リズムの振幅を
有意に減弱させた。転写レベルでの発現調節
を解析するため, ヒト, マウスの Per2 のプ
ロモーター領域を比較し，両者で配列が高度
に保存されている領域内に1カ所HIF1αの結
合配列である hypoxia response element 
(HRE)を同定した。この配列に変異を導入す
ると、HIF1α/ARNT による転写活性化が消失
した。さらに, ChIP アッセイによって HRE 配
列に HIF1αが結合することが示された。HIF1
α/ARNT による Per2 遺伝子の転写活性化は、
このHREを介していることが明らかとなった。
HIF1αによって、Per2発現とそのリズムの振
幅が直接制御されていることが示された。 
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