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研究成果の概要（和文）：　ヒト癌細胞において、時計遺伝子によるがん微小環境への制御機構を解明した。
　①ヒト癌細胞におけるリンパ管マーカーであるpodoplaninの発現では、DEC1の過剰発現により上昇させ、DEC2
の過剰発現により抑制させた。②DEC1は、E-cadherinを抑制することによって、低酸素による誘導された上皮-
間葉転換を促進した。③DEC1、DEC2は、TGFβ-Smad経路を制御することによりEMTへ影響する。④三次元組織モ
デルを用いて、癌細胞が間質にあるリンパ管へ浸潤する際の形態変化を、透過電子顕微鏡で観察し、癌細胞が
fibroblast様な形態的な変化を伴いながら間質への浸潤が認められた。

研究成果の概要（英文）： The present study declares the mechanisms that clock genes, DEC1 and DEC2, 
regulate the epithelial-mesenchymal transition (EMT) process.
 First, DEC1 overexpression upregulated podoplanin expression in carcinoma cells whereas DEC2 
overexpression inhibited podoplanin. Second, the expression of DEC1 was induced when exposed to 
hypoxic environment. Subsequently, DEC1 promoted the EMT process by inhibiting the expression of 
epithelial marker E-cadherin. Third, DEC1 and DEC2 functioned as regulators of the TGFβ-Smad 
signaling pathway to affect EMT process in carcinoma cells. Finally, we analyzed the morphological 
changes by observing under transmission electron microscope (TEM). Carcinoma cells were applied on 
the three-dimensional tissue models and were collected at different time points. A fibroblast-like 
change was observed when carcinoma cells infiltrating to the stromal lymphatic vessel.

研究分野：人体病理学

キーワード： 時計遺伝子　がん微小環境　上皮間葉転換
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　癌の悪性形質を制御する時計遺伝子（DEC1、DEC2）の機能を解明することにより、DEC1とDEC2を標的とする新
たながん治療法（時計遺伝子DEC阻害剤薬）の開発と臨床応用研究への発展の可能性が期待できる。

※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 

 時計遺伝子 DEC (DEC1 および DEC2)は、basic Helix-Loop-Helix (bHLH)型転写因子であり、

視交叉上核のみならず、全身末梢組織および細胞内に発現している。また、免疫応答や組織分化

の制御・癌化・低酸素応答など、生体内におけるさまざまな機能を発揮している。 

 癌の増殖・浸潤・転移といった生物学的な特性は、癌実質がおかれた微小環境との相互作用が 

影響していると考えられている。癌間質に存在する線維芽細胞やマクロファージから分泌され

る脈管新生因子（VEGF, bFGF, podoplanin など）が癌微小環境形成に重要であり、細胞外マト

リックス成分とともに癌増殖・進展に寄与することが示唆されている。癌微小環境を考慮した発

育進展制御の解析は、従来の細胞解析法に比べ、より生体に近い環境を反映し、新たな癌増殖制

御機構の構築に繋がると考えられる。 

 申請者は、「生物時計が関与する微小環境の下で、乳癌の浸潤性増殖や腫瘍脈管新生が行わ

れている」との仮説に基づき、この分子機序を解析することで乳癌の浸潤性増殖機構の解明また

は時計遺伝子特異的阻害剤作製への応用を考えるに至った。乳癌における生物時計（概日リズム）

を考慮した研究課題は、我々の研究以外に全く報告されない。本研究では、乳癌増殖・浸潤機構

における時計遺伝子の役割を、癌微小環境レベルで解析することにより、従来まで報告されてい

る乳癌の病態機序をより深く追求できる。 

 
２．研究の目的 

 本研究では、癌細胞増殖・癌細胞と間質の相互作用・腫瘍脈管新生機序における時計遺伝子の 

役割を解析し、癌の浸潤性増殖機構

の解明とその増殖制御を目的とす

る。  

申請者らは、癌微小環境特性が、概

日リズムを形成する時計遺伝子の制

御を基盤とした、癌細 胞増殖・腫瘍

脈管新生によって生じると考えてい

る。また、時計遺伝子の発現異常が乳

癌発症に 関与していることが注目

される。この考えに基づき、乳癌の悪

性形質を制御する時計遺伝子の機 

構を解明し、その特異的阻害剤を作

製することを目標とする。 

 
３．研究の方法 

 ヒト癌細胞株を用いて、培養細胞レベルで、時計遺伝子発現の意義を明らかにするとともに、

時計遺伝子の過剰発現・ノックダウンを行い、癌細胞の増殖浸潤の機序を解明する。研究目的を

達成するため、以下の事項を解析する。 

(1)  時計遺伝子 DEC の発現制御と細胞増殖能・浸潤能との関連を解析する 

(2)  乳癌細胞で時計遺伝子と脈管新生因子との関連を解明する 

(3)  間葉系幹細胞との間接共培養における乳癌細胞増殖・浸潤・血管新生能の解析 



(4)  三次元培養法による浸潤性癌微小環境モデルを用いて、癌細胞の形態学的変化を解析する。 

 
４．研究成果 

 ヒト培養癌細胞において、DEC1 および DEC2 が上皮間葉転換（epithelial-mesenchymal 

transition, EMT）やアポトーシスの制御に関わっていること示した。 

（1）ヒト癌細胞で、時計遺伝子発現制御を行い、脈管新生関連因子の発現変動、細胞増殖能、

浸潤能への影響を検討することによって、時計遺伝子と脈管新生因子との関連を解明した。ヒト

癌細胞において、DEC1 過剰発現では、リンパ管新生関連因子である Podoplanin の発現を促進し

た。一方、DEC2 過剰発現では、Podoplanin の発現を抑制することが判明した。 

（2）時計遺伝子による癌微小環境指標のひとつである EMT への作用機構を明らかにすること

ができた。DEC1 は、E-cadherin の発現を抑制することによって、低酸素による誘導された EMT

を促進することを証明した。また、DEC1 は Smad2 のリン酸化活性を制御することによって、

transforming growth factor (TGF)-β の添加により誘導された EMT をさらに促進することが

証明された。一方 DEC2 は TGF-β による誘導された EMT への抑制効果が示された。 

上記（1）、（2）の結果によって、時計遺伝子 DEC1、DEC2 による上皮間葉転換 EMT の制御メカ

ニズムを図１で示す。 

   

（3）DEC1 および DEC2 によるアポトーシスへの作用機構を明らかにすることができた。ヒ

ト癌細胞（LNCaP clone FGC）で、DEC1 はミトコンドリアタンパク質である Bcl-xL の発現を抑

制することによってアポトーシス効果を示した。DEC2 は、抗アポトーシス効果を示すとともに、

抗がん剤 paclitaxel による抑制された細胞活性（cell viability）が回復する作用を有するこ

とが証明された。 



（4）三次元組織モデルで、培養ヒト胆管癌細胞（TFK-1）浸潤する際に形態学的な変化を観察

できた。H&E（hematoxylin and eosin）染色および透過電子顕微鏡観察の結果により、添加 48h 

後、TFK-1 細胞がリンパ管内への浸潤が認められた。また、透過電子顕微鏡観察していた結果、 

癌細胞がリンパ管に浸潤した後、リンパ管内皮に接して腺管構造を示す胞巣が形成され、一部で

癌細胞より分泌した粘液成分も認められた。添加 72h 後、リンパ管内に浸潤していた癌細胞が、

リンパ管外間質への浸潤をはじめ、癌細胞の一部が胞巣より離れ、fibroblast 様な形態的な変

化を伴いながら間質への浸潤が認められた。 

（5）外科切除術で得られたヒト乳癌組織材料の H&E 標本を用いて、術前化学療法後の原発巣

における腫瘍残存パターンとリンパ節転移との関係を解析した。原発巣における残存した癌細

胞の細胞密度（cell density）を評価したところ、細胞密度の高い群は、細胞密度の低い群と比

較して、化学療法後もリンパ節転移が残存している可能性が示唆された。 
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