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研究成果の概要（和文）：腫瘍低酸素とホスト個体リズムの関連を知るためにまずマウス個体に様々な時間帯に
低酸素を暴露し概日リズムの変化を評価した。リズムの反応は休息期（明期）の低酸素が最も強く低酸素暴露に
続く活動期（暗期）の活動量の低下と活動終了期の活動量の上昇という2相性の反応であった。この反応は時計
遺伝子に依存しない波様の反応が活動期に重なることで生じることが分かった。また休息期低酸素によって脳内
で上昇する睡眠関連物質がこの波様の反応に関与していること、そして休息期低酸素で誘導される別の因子がこ
の波様の反応に対抗することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：To know relationships between tumor hypoxia and behavior rhythm of host, 
mice were exposed to hypoxia of different timings in a day. The largest response were observed by 
daytime hypoxia (DHx). DHx reduced activity of active phase and increased activity ending phase. 
This biphasic response was occurred by overlap between active phase and clock gene independent wave 
like response by DHx. In addition, this biphasic response was involved in sleep substance increased 
by DHx. And, another factor increased by DHx acted against the effect of DHx.

研究分野： 時間生物学

キーワード： circadian　sleep　hypoxia

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
休息期の低酸素により行動の2相性の変化、波様反応が起こることを初めて明らかにした。これは休息期の低酸
素による病態（睡眠時無呼吸症候群、高山病の睡眠後の悪化）を理解するために有用である。特に治療抵抗性で
ある睡眠時無呼吸症候群（Co-Morbid Insomnia and Sleep Apnea, COMISA)ではマウスの行動に対応した昼間の
強い眠気と夜間の不眠が起こることから我々の研究結果から得られる示唆が多いと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
哺乳類生物時計は一群の時計遺伝子産物によって駆動される。転写促進因子(CLOCK, BMAL1)

は抑制因子(PER1, PER2, CRY1, CRY2, DEC1, DEC2)の遺伝子上流の E-box に結合、転写を活性化
し、その後産生された抑制因子は自身の転写を抑えることで約 24 時間の時計振動を作り出して
いる（Trens Cell Biol 24:90-99,2014）。このネガティブフィードバックループからなるコアシステ
ムは MAPK, CREB, cAMP などのシグナル伝達系や、SIRT1 のような細胞代謝感受性の HDAC、
さらには Id2 (Masubuchi et al Curr Biol 19:R298-300, 2009), PHLPP1 (Masubuchi et al PNAS,2010) な
どの癌関連遺伝子を介して多彩な修飾を受けている。分子時計振動はセンター時計である視床
下部視交叉上核(SCN)だけでなく他の脳部位(Masubuchi et al Europ J Neurosci 12: 4206-14,2000)さ
らには全身の細胞に存在し、SCN の支配をうけて同調したリズムを刻んでいる。そしてこれら
末梢時計が生理機能のリズムをドライブすると考えられている。 
生体に由来する癌組織の生物時計も正常組織の末梢時計同様、SCN の影響下にあると考えら

れる。しかし固形癌組織においては腫瘍の成長が早くまた制御されていないことにより栄養血
管からの酸素供給が不十分となる低酸素領域があり(Adv Drug Deliv Rev 61:623-632, 2009)、その
厳しい生存環境からの酸素濃度勾配が存在する実際の固形癌組織内での細胞間のリズムの不整、
乱れが予想された。また癌細胞では低酸素暴露により培地の pH が低下する (J Cell Mol Med. 
14:771-94, 2010)が、組織内低酸素により細胞から生じる酸が自らの生物時計のシフトを起こして
いることが予想された。 
転移性大腸癌、乳癌などの患者において睡眠、体温などの生理機能リズムの振幅低下、不明瞭

化が知られている(Adv Drug Deliv Rev 62:979-1001,2010)。この癌による生理機能リズムの乱れは
担癌動物のリズム解析においても示されている(Int J Cancer 70:241-247,1997)。この現象の原因は
不明であるがリズム異常のある低酸素腫瘍細胞群が癌由来の代謝物を介して（乳酸 Science 
293:510-4,2001）、またホストからの反応性のホルモン（糖質コルチコイド Science 289:2344-
7,2000）、サイトカイン（インターフェロン Nat Med. 7:356-60, 2001）などによってホストリズム
を乱していることが予想された。 

 
２．研究の目的 
腫瘍低酸素とホスト個体リズムの関連を知るためにまずマウス個体に様々な時間帯に低酸素

を暴露しその後の概日リズムの変化を評価した。 
 
３．研究の方法 
 明暗 12h：12h(～100lux)環境下でマウス(ICR、c57BL/6J)の活動量を焦電型赤外線センサーで継
続的にモニタリング、データ収集した(クロノバイオロジーキット Stanford Software Systems 社, 
Masubuchi et al J Neurosci 25:4719- 4724, 2005)。低酸素暴露前の 1 日の活動量が一定になるように
個体別に補正を行った後、活動量の変動を定量的に解析した。 
 低酸素暴露による forebrain の mRNA の変動は qPCR (QuantStudio® 3 Real-Time PCR systems 
(ABI))及びマイクロアレイ(Mouse Gene Expression 4 × 44K Microarray chip (G4846A, Agilent 
Technologies))にて評価した。 
 

４．研究成果 
明暗環境下で様々なポイントで 8％、9h の低酸素を暴露したところ明期（休息期）の低酸素

(daytime hypoxia; DHx)の影響が最大であることが分かった。明期の低酸素は活動期の活動量を低
下させ活動終了期の活動量を増加させる 2 相性の反応を起こした（図１a）。この反応はタイミン
グ依存性であることから生物時計の関連を示唆しており、DHx による forebrain のいくつかの時
計遺伝子 mRNA の変化はこの可能性を示唆していた。そのため明暗条件下で暗期の活動期が生
じる時計遺伝子 Cry1 及び Cry2 のノックアウトマウス(CryDKO ; c57BL/6J)に DHx を暴露したと
ころ興味深いことに野生型(c57BL/6J）と同様の 2 相性の反応が見られた。この結果は夜間の活
動期上昇さえあれば 2 相性の反応が生じることを示唆していた（図１b）。この仮説を検証するた
めマウスを恒常暗環境(DD) に移行させ DHx を暴露した。野生型では DD 移行後も夜間の活動
期上昇は存在し DHx に対しても行動は 2 相性の反応を示した（図１c）。一方、CryDKO は DD
では夜間の活動期上昇は消失し無周期となり DHx に対しても行動は反応を示さなかった（図１
d）。しかし、DD 移行と同時に DHx を暴露すると活動量は down and up の波様反応を示した（図
１e）。以上の結果から DHx は直前の夜間活動量上昇依存的に時計遺伝子に依存しない活動量の
波様反応を生じ、それが時計遺伝子にドライブされる夜間活動量上昇に重なり行動の 2 相性の
反応を起こすことが分かった。続けて DHx が行動の 2 相性の反応を起こす機構を明らかにする
ために DHx 直後の forebrain のマイクロアレイ及び qPCR を行い mRNA 変動の解析を行った。
mRNA 発現解析及び続く解析により DHx により脳内で上昇する睡眠関連物質が行動の 2 相性の
反応を引き起こすことが分かった。また DHx で誘導される別の因子が DHx によるこの波様の反
応に対抗することが明らかとなった。 
本研究は休息期の低酸素により行動の 2 相性の変化、波様反応が起こることを初めて明らか

にした。その後の解析よりそのメカニズムの一端が明らかとなったがこれらは休息期の低酸素
による病態（睡眠時無呼吸症候群、高山病の睡眠後の悪化）を理解するために有用である。特に



治療抵抗性である睡眠時無呼吸症候群(Co-Morbid Insomnia and Sleep Apnea, COMISA)ではマウス
の行動に対応した昼間の強い眠気と夜間の不眠が起こることから我々の研究結果から得られる
示唆が多いと思われる。 
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