
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０５

挑戦的萌芽研究

2014～2013

時計遺伝子を基盤とした癌幹細胞ヒエラルキー形成の分子解析

Molecular analysis for the hierarchical organization of cancer stem cells based on 
clock genes

２０４６６９１５研究者番号：

大森　啓太郎（Ohmori, Keitaro）

東京農工大学・（連合）農学研究科（研究院）・講師

研究期間：

２５６６０２３６

平成 年 月 日現在２７   ６   ８

円     3,000,000

研究成果の概要（和文）：癌には癌幹細胞を頂点とするヒエラルキーが存在し、様々な癌の特性が作り出されている。
本研究の目的は、概日リズムの分子基盤である時計遺伝子が癌ヒエラルキー形成メカニズムにおいて果たす役割を解明
することである。ヒト乳癌細胞株を用いた解析から、概日リズムの同調因子の1つである副腎由来グルココルチコイド
および時計遺伝子Per1が癌幹細胞の機能を維持するために重要であることが明らかとなった。本研究成果から、ヒトや
動物の癌に対して新しい時間治療の概念を確立し応用していくことができる可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Cancers are hierarchically organized by cancer stem cells, thereby creating 
various features of cancers. The purpose of this study was to elucidate the role of clock genes that 
function as molecular networks for circadian rhythms in the hierarchical organization of cancers. 
Analysis for a human breast cancer cell line revealed that glucocorticoids from the adrenal glands and a 
clock gene, per1, were crucial factors to maintain the functions of cancer stem cells. The present study 
provides the possibility that a new concept of chronotherapy could be established and applied to cancers 
in humans and animals.

研究分野：臨床獣医学

キーワード： 腫瘍
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

癌細胞においては、癌幹細胞を頂点とする

ヒエラルキーが存在する。癌幹細胞は、「自

己複製能」および「多分化能」を持つ細胞集

団で、癌細胞の長期間にわたる生存と、１つ

の癌における多様性の原因となっている。癌

幹細胞の特性の１つに、抗癌剤に対して高い

抵抗性を有することが挙げられる。抗癌剤に

より癌を治療しようとしても、癌幹細胞を殺

滅することができなければ癌はいずれ再発

し、さらに再発した癌はこれまでに使用した

抗癌剤に対しても抵抗性を示すようになる。

近年行われた研究により、癌幹細胞の細胞表

面マーカーとその細胞学的特性が明らかに

なりつつあるが、癌幹細胞と下層癌細胞のヒ

エラルキー形成メカニズムは全く解明され

ていない。そのため、癌幹細胞を標的とした

有効な癌治療法の開発には至っていない。 

サーカディアンリズム（概日リズム）とは、

約 24 時間周期で変動する生理現象で、地球

上の全ての生物に存在している言わば体内

時計である。動物の生命機能は、生体内に存

在する概日リズムによって厳密に制御され

ている。近年の研究から、概日リズムは癌や

アレルギーなどの様々な疾患にも存在し、臨

床症状の発現や薬剤に対する反応性が 24 時

間周期で変動することが指摘されている。ま

た、概日リズムの乱れから、メタボリックシ

ンドロームなどの生活習慣病や癌などが起

こりやすくなることも、疫学調査や時計遺伝

子欠損マウスを用いた研究において報告さ

れている。そのため、病気の発症メカニズム

と概日リズムは密接に関連していると考え

られている。 

概日リズムの分子基盤は、個々の細胞に存

在する約20個の時計遺伝子により形成され

ている。それぞれの時計遺伝子が互いの遺伝

子発現を厳密に調節し合いながら24時間の

リズムを作り出している。時計遺伝子は細胞

周期にも関与し、細胞周期チェックポイント

タンパク質を制御している。 

本研究で着目している癌幹細胞の特徴の

１つは、癌細胞であるにもかかわらず、細胞

周期が静止期（G0期）にとどまるため、癌組

織内で長期間生存し抗癌剤に対して抵抗性

を示すことである。これまでに明らかになっ

ている時計遺伝子と細胞周期の関連性から、

時計遺伝子が作り出すリズムと時計遺伝子

により制御される細胞周期が、癌幹細胞を頂

点とする癌のヒエラルキー形成に重要であ

る可能性が考えられる。しかしながら、これ

までにその分子メカニズムは全く解明され

ていない。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、癌幹細胞を頂点とする癌

ヒエラルキー形成メカニズムにおいて、時計

遺伝子が果たす役割を解明することである。

具体的には、生体内において時計遺伝子の発

現リズムを同調させる因子として重要な副

腎由来のグルココルチコイドに着目し、グル

ココルチコイドにより誘導される時計遺伝

子がどのようにして癌幹細胞の機能を制御

しているのかを明らかにすることである。 

 

３．研究の方法 

(1) 乳癌細胞株におけるグルココルチコイ

ドを介した時計遺伝子の発現リズム解析： 

ヒト乳癌由来細胞株であるMCF-7をグルコ

コルチコイドで刺激した後、MCF-7 から継時

的に遺伝子を抽出し、時計遺伝子の発現レベ

ルをリアルタイム PCR 法により評価した。 

 

(2) 時計遺伝子の発現量を調節した乳癌細

胞株の作製： 

 (1)の実験において解析したグルココルチ

コイドにより産生が誘導される時計遺伝子

に対して、その発現量を siRNA により抑制し

た乳癌細胞株を作成した。 

 

(3) 乳癌細胞株におけるスフィア形成能の

評価： 

乳癌細胞は、非接着条件で培養するとほと

んどの細胞は死滅するが、癌幹細胞はスフィ



ア（塊）を形成して生育する。癌幹細胞にお

ける時計遺伝子の役割を in vitro で解析す

るため、(2)の実験で作成した時計遺伝子の

発現量を抑制した乳癌幹細胞を用いて、スフ

ィア形成能（数）を評価した。 

 

４．研究成果 

(1) 乳癌細胞株におけるグルココルチコイ

ドを介した時計遺伝子の発現リズム解析： 

内因性グルココルチコイドであるヒドロ

コルチゾンで MCF-7 を刺激すると、時計遺伝

子の１つである Period1(Per1)の遺伝子発現

量がヒドロコルチゾンの濃度依存性に増加

した（図 1）。合成グルココルチコイドである

デキサメタゾンでMCF-7を刺激しても同様の

効果が認められた。Per1 の発現量は、ヒドロ

コルチゾンで刺激後６時間をピークに上昇

し、その後低下した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１．ヒドロコルチゾンで刺激した MCF-7 に

おける Per1 遺伝子の発現量 

 MCF-7 を様々な濃度のヒドロコルチゾンで

４時間刺激した後、Per1 遺伝子の発現量をリ

アルタイム PCR 法により解析した。 

 

(2) 時計遺伝子の発現量を調節した乳癌細

胞株の作製： 

MCF-7 に siPer1 を遺伝子導入すると、Per1

の発現量が siPer1 の濃度依性に低下した。

また、siPer1 および陰性対照となるコントロ

ール siRNA を遺伝子導入した MCF-7 をヒドロ

コルチゾンで刺激すると、Per1 遺伝子発現量

は、コントロール siRNA に比べ siPer1 を遺

伝子導入した MCF-7 において低下していた。 

 

(3) 乳癌細胞株におけるスフィア形成能の

評価： 

ヒドロコルチゾン存在下でMCF-7を培養す

ると、Per1 発現量が上昇するとともに、MCF-7

のスフィア形成数が増加した（図 2）。一方、

siPer1 により Per1 の発現量を低下させた

MCF-7 においては、スフィア形成数が低下し

ていた（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２．ヒドロコルチゾンで刺激した MCF-7

のスフィア形成能 

MCF-7 をヒドロコルチゾン（1 M）ととも

に非接着条件で培養し、形成されたスフィア

の数を計測した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３．siPer1 により Per1 発現量を減少させ

た MCF-7 のスフィア形成能 

MCF-7 に control siRNA または siPer1 を遺

伝子導入した後、非接着条件で培養し、形成



されたスフィアの数を計測した。 

 

以上の研究結果から、乳癌細胞も生体内で

産生されるグルココルチコイドのリズムを

感知し、時計遺伝子 Per1 を発現することが

明らかになった。さらに、Per1 の発現リズム

が、乳癌細胞において癌幹細胞を維持するた

めに重要な因子の1つであることが明らかと

なった。癌幹細胞は癌の治療標的となること

から、癌幹細胞を頂点する癌ヒエラルギー形

成メカニズムを時計遺伝子という側面から

さらに詳細に解明していくことで、癌に対す

る新しい時間治療の概念を確立し応用して

いくことができる可能性が考えられた。 
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