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研究成果の概要（和文）：様々なヒトがん細胞株において、体内時計の有無を調べた結果、概日周期の遺伝子振
動が破綻している細胞とそうでない細胞が存在することがわかった。次に、これらの細胞を用いて、体内時計の
破綻を示す未知のメカニズムが存在するか探索を試みた。最初に、先行研究によって同定されている時計遺伝子
群を調べた。その結果、どの細胞株においても、どの時計遺伝子も発現量に差はあるものの発現はしており、こ
れだけで概日周期の遺伝子振動の破綻を説明するには不可能と思われた。次に、網羅的な遺伝子発現解析を行っ
た。これまでの申請者自身によるマウスES細胞を用いて抽出した遺伝子セットと比較検討している。

研究成果の概要（英文）：In various human cancer cell lines, some cell lines showed the robust 
circadian rhythms and other cell lines showed the disruption of the circadian rhythms. Next, I 
investigated the mechanisms that disrupt circadian rhythms in these human cancer cell lines. The 
gene expressions of core circadian clock genes showed the similar expression levels in these cell 
lines, which cannot explain the mechanisms of the circadian clock disruption. Next, I analyzed the 
whole gene expression levels in these cell lines. The gene expression levels are compared with our 
previous extracted gene set by using mouse ES cells. 

研究分野：時間生物学

キーワード： 体内時計　がん　細胞分化

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 体内時計は、全身のほぼすべての細胞に備
わっており、睡眠や血圧などの生理機能に重
要な役割を果たしているだけでなく、発がん
とも関係があると考えられてきた。例えば、
疫学調査により、シフトワークの労働者では、
前立腺がんの発がんリスクが３倍（Kubo et 
al., 2006）、乳ガンでは 1.5～1.7 倍高いこ
と (Hansen et al., 2001)、さらに、大腸が
んも（Schernhammer et al., 2003）、そのリ
スクが高まると報告されている。 
 一方で、近年、「がん幹細胞」という考え
を元にした研究が盛んに行われている。全体
のごく一部のがん細胞は、自らと全く同じ細
胞を作り出す自己複製能と、多種類の細胞に
分化しうる多分化能という、胚性幹（ES）細
胞などの幹細胞に共通して見られる二つの
特徴を持ち、このような一部のがん細胞を
「がん幹細胞」と呼ぶ。がんが、この幹細胞
様の細胞から発生・進行すると考えられるよ
うになってきた（Visvader et al., Nat Rev 
Cancer 2008）。また、がん幹細胞の遺伝子発
現特性は、ES細胞と非常に似ていることが明
らかにされた（Kim et al., Cell 2010）。 
 ES 細胞が、別の細胞に分化する過程で体内
時計の概日リズムが発生すること、逆に、分
化させた細胞から、リプログラミングして ES
細胞に近い性質を持つ人工多能性幹（iPS）
細胞を作ると、体内時計のリズムは消失する
ことが示され、細胞分化を可逆的に変化させ
ると、体内時計も可逆的に細胞自律的に形成
されることが明らかにされ、細胞分化が体内
時計の形成と強く共役していることがわか
っている（Ｙagita et al., PNAS 2010）。 
   
 
２．研究の目的 
 申請者は、これまで、個体発生に伴って形
成される体内時計の分子メカニズムについ
て研究してきた。ES 細胞を用いた in vitro
分化誘導法による体内時計の再構成系を確
立し（Umemura et al., PloS One 2013）、様々
な変異体 ES 細胞から、体内時計が形成され
るか調べた。その過程で、Myc の過剰発現に
よって、時計形成が破綻することを見出した
（Umemura et al., PNAS 2014）。 これは、
がん発生のモデル系となりうると考えた。
RNA-sequencing (RNA-seq)やマイクロアレイ
による網羅的な遺伝子発現解析の結果、概日
時計形成の破綻と相関する数百の遺伝子を
抽出した。本研究では、これらの遺伝子セッ
トが、個体発生による概日時計形成と相関す
るだけでなく、ヒトのがん細胞においても当
てはまるのか明らかにする。 
 
 
３．研究の方法 
 細胞分化という観点から、がん細胞におけ
る体内時計の有無の統合的理解を目指し、以
下の３点を行う。 

 
（１）様々なヒトがん由来の培養細胞株の概
日時計を発光レポーターを用いて測定する。 
 
（２）これらの体内時計の有無がはっきりし
たヒトがん細胞で、網羅的遺伝子解析を行い
概日リズム形成を抑制する遺伝子を抽出す
る。 
 
（３）これまでにマウス ES 細胞を用いた実
験により申請者らによって抽出された概日
時計形成抑制状態と相関する遺伝子セット
と比較する。 
 
 
４．研究成果 
 これまで、様々なヒトがん細胞株において、
体内時計の有無、すなわち、時計遺伝子の発
現が時系列に沿って概日周期で振動するか
どうかを調べてきた。そのためには、ホタル
ルシフェラーゼ遺伝子を用いた時計遺伝子
発現の発光長時間測定を行った。これには、
メダカのトランスポゾンを用いた発現ベク
ターを用いていた。多細胞レベルの振動解析
によると、明瞭な概日周期の遺伝子振動が観
察される細胞と、微弱な概日周期の遺伝子振
動を示すもの、全く概日周期の遺伝子振動を
示さないものとが観察された。同調刺激を少
なくとも３種類を試した。それでも、全く概
日周期の遺伝子振動を示さない細胞株に関
しては、発光顕微鏡を用いた１細胞レベルの
空間分解能で発光長時間測定を行なった。こ
れにより、同調刺激への応答の有無を考慮す
ることなく、概日周期の遺伝子振動の有無を
判定することができる。その結果、多くの細
胞において、多細胞レベルでの結果と、１細
胞レベルでの測定結果は一致することがわ
かった。すなわち、１細胞レベルで、概日周
期の遺伝子振動が破綻している細胞とそう
でない細胞が存在することがわかった。 
 次に、これらの調べた細胞全てを用いて、
体内時計の破綻を示す未知のメカニズムが
存在するか探索を試みた。最初に、概日周期
の遺伝子発現振動を作り出す、時計遺伝子群
の発現解析を行なった。先行研究によって同
定されている時計遺伝子（CLOCK, BMAL1, 
CRY1, CRY2, PER1, PER2）を調べた。その結
果、どの細胞株においても、どの時計遺伝子
も発現量に差はあるものの、発現はしており、
これだけで、概日周期の遺伝子振動の破綻を
説明するには、不可能と思われた。また、時
計遺伝子の発現ではなく、時計タンパク質の
存在の有無について調べることができてい
ないので、これらについても検討する必要が
あることが今後の課題である。 
 次に、これらの申請者自身によって判定し
た概日時計の有無がわかった細胞群におけ
る網羅的な遺伝子発現解析を行うことにし
た。一部の細胞については、マイクロアレイ
解析を行ったが、すべての細胞群の遺伝子発



現を評価するためには、オープンデータベー
スの遺伝子発現データを使用することにし
た。前年度に調べていた時計遺伝子群の発現
傾向はおおよそ一致していたため、網羅的な
遺伝子発現解析データに信頼性があると考
えた。これまでの申請者自身によるマウス ES
細胞を用いた系によって抽出した遺伝子セ
ットと比較検討した結果、すべての細胞を統
合的に理解するような結果を見出すことが
現時点ではできていない。今後も解析を続け
る予定である。また、それ以外のこれまでに、
概日時計との関わりが報告されていない、発
現レベルに差のある遺伝子として、数百個の
遺伝子を抽出することも行なった。これらに
どのような意味があるのかパスウェイ解析
や Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)な
どをして、重要な遺伝子ネットワークの同定
を試み、今後、さらに詳細な解析を行ってい
く予定である。 
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