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研究成果の概要（和文）：時計遺伝子Bmal1をゲノム編集によりノックアウトした膵臓がん細胞 (MIA-BKO細胞)
では、細胞接着関連分子群の発現量が増加していた。しかしながら、細胞増殖速度や細胞遊走能は対照の野生型
細胞よりも小さい傾向であった。本研究の成果は、過去に報告されている膵臓腺がん細胞の成果と異なるもので
ある。本研究で使用した膵臓がん細胞は細胞凝集を形成しやすいことから、幹細胞性が強い可能性がある。以上
より、膵臓がん細胞であっても、時計遺伝子Bmal1の細胞悪性度に及ぼす影響は細胞によって正反対になること
が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We generated Bmal1-knockout pancreatic cancer cells (MIA-BKO cells) by 
genome editing. In these cells, the expression levels of a group of cell adhesion-related molecules 
were increased. However, cell proliferation rate and cell migration ability tended to be smaller 
than those of control wild-type cells. The results of the present study differ from previously 
reported results of pancreatic adenocarcinoma cells. The pancreatic cancer cells used in this study 
may have strong stem cell characteristics because they tend to form cell aggregates. These results 
suggest that even in pancreatic cancer cells, the effects of the clock gene Bmal1 on cellular 
malignancy are diametrically opposed from cell to cell.

研究分野： 時間生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
体内時計の破綻はがんの危険因子であることが指摘されている。しかしながら、時計遺伝子の欠損はがん細胞の
悪性度を必ずしも高めるものではないことが、本研究により示された。さらに、時計遺伝子とがん細胞の関係に
は、時計遺伝子による従来の２次元的な転写調節ネットワークからでは理解できない、より高次元の遺伝子発現
調節システムが寄与している可能性がある。
早期発見が難しい膵臓がんは進行性で切除不能であることが多く、膵臓がんの生存率の低さは未だに顕著であ
る。今後、時計遺伝子による細胞内恒常性調節機構を空間的および細胞依存的に解明することで、この課題に対
する対策の一助になると期待される。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
平成 30 年 9 月に国立がん研究センターが発表した統計によると、がん種類別の 5年生存率は

男女共に膵臓がんが最も低く、全がんで平均 62%であるのに対し、膵臓がんでは 8％以下である。
一方、膵臓がんの 5年後サバイバー（がんと診断されてから 5年目の生存者）の 5年生存率は高
く、80%を超える。これは、難治性といわれる膵臓がんであっても、治療が奏功すれば良好な予
後が得られることを示唆している。 
 1997 年に体内時計を構成する哺乳類で最初の時計遺伝子 Clock がクローニングされて以降、
日内リズムの形成システムが細胞レベルで解明されつつある。そして近年では、生活リズムの破
綻は不眠や生活習慣病だけでなく、がんの危険因子であることも指摘されている (Takahashi et 
al. Nat Rev Genet, 2008)。特に、時計遺伝子 Per2 の変異マウスが易発がん性であることが
発表され (Fu et at, Cell, 2002)、細胞のがん化誘導因子や悪性化因子としての時計遺伝子の
機能に関心が高まっている。 
一方、研究成果の蓄積に伴い新たな課題が生じている。これまでに哺乳類の時計遺伝子として

約 20 種類が報告されており、主要時計遺伝子の欠損や変異は共通して体内時計を破綻させる。
しかし、その欠損や変異が総じて細胞の悪性化を加速するものではないことが判明した 
(Katamune et al. J Biol Chem, 2016; Hashikawa et al. Sci Rep, 2017)。さらに、前述の 
Per2 の変異マウスは易発がん性であるが、リンパ系組織でのがん発症が顕著であることから、
時計遺伝子による細胞のがん化誘導および細胞の悪性化について統一的な解明に至っていない
と言える。これらのことは、時計遺伝子を応用する新規がん治療法開発研究において、〝体内時
計″という機能単位で議論するのではなく、1つの時計遺伝子、1種類のがん細胞それぞれに焦
点を絞った検討が必要であることを示している。したがって、体内時計を基盤として治療抵抗性
の膵臓がんに対する新規治療法を開発するためには、膵臓がん細胞に特有の分子メカニズムを
解明する必要がある。 
 
 
２．研究の目的 
研究代表者は米国研究室との国際共同研究において、時計遺伝子 Bmal1 の欠損が全ゲノムで

クロマチンオープン領域を増加させること、この影響は膵臓由来細胞で認められるが肝臓由来
細胞では認めないことを共同研究者と共に明らかにした (未発表データ)。さらに、Bmal1 欠損
細胞は、細胞外からの化学刺激に対して反応が鈍化していることも明らかにした。 
時計遺伝子は転写調節因子として機能するため、従来の研究ではその DNA 結合配列近傍の遺

伝子や下流分子が主な解析対象であった。しかし、前述の Bmal1 欠損細胞のクロマチン構造変
化は、時計遺伝子の転写調節領域から数万塩基離れた領域でも認められている。本研究の独創的
な点は、時計遺伝子の転写調節配列に依存する発現調節ではなく、『時計遺伝子による空間的ク
ロマチン構造調節による遺伝子発現制御』に着目することである。この研究手法は、時計遺伝子
の結合部位に基づくクロマチン免疫沈降-シーケンス解析では解明できない、体内時計に支配さ
れる新たな細胞内機能を見出すことを可能にする。 
本研究の作業仮説は、「時計遺伝子 Bmal1 の欠損は臓器特異的に DNA に対する転写因子の親

和性を変容させ、その結果クロマチン 3次元構造の変化を来たす。これにより臓器特異的に遺伝
子発現の変化が生じて、薬物耐性獲得が引き起こされる」である。これらの機序を明らかにし、
治療抵抗性膵臓がんの克服法を開発することが本研究の目的である。 
 
 
３．研究の方法 
(1)．膵臓がん細胞の比較（BMAL1 タンパク質発現量およびゲムシタビン感受性） 
実験には、ヒト膵臓がん細胞 (Panc-1 細胞、MIA-Paca2 細胞、BxPC-3 細胞および AsPC-1 細

胞) を用いた。RIPA buffer を用いてそれぞれの細胞の Lysate を作製し、BMAL1 タンパク質
発現量を SDS-PAGE ならびに western blot 法により測定した。 
 培養したそれぞれの細胞を 96-well plate に播種し、その 24 時間後に終濃度 1 nM ～ 1 mM 
濃度のゲムシタビンを曝露した。ゲムシタビン曝露 72 時間目に WST-1 アッセイにより細胞増
殖活性を測定し、ゲムシタビンに対する各細胞の感受性を評価した。 
 
(2)．Bmal1 ノックダウン細胞を用いた検討 
実験には、前述 4種類の膵臓がん細胞に加えて、ヒト肝臓がん細胞 (HepG2 細胞) を使用し

た。Bmal1 遺伝子の転写開始点から 806、1044 または 1984 番目の塩基を含む 21 塩基を標的と
する siRNA をそれぞれ合成し、リポフェクション法を用いて細胞にトランスフェクトした。遺伝
子発現抑制効果は western blot 法により確認した。また、siRNA トランスフェクト 48時間後
にゲムシタビンを曝露し、その 72 時間後に WST-1 アッセイにより薬物感受性の変化を評価し
た。 
 



(3)．Bmal1 ノックアウト細胞を用いた検討 
①．Bmal11 ノックアウト細胞作製および網羅的遺伝子解析 
ヒト膵臓がん細胞のうち MIA-Paca2 細胞を用いて、CRISPR-Cas9 システムによるゲノム編集

を利用した Bmal1 ノックアウト細胞 (BKO 細胞) の作製を行った。ガイド RNA を含むプラス
ミドおよび Cas9 タンパク質を、エレクトロポレート法により MIA-Paca2 細胞にトランスフェ
クトし、抗生物質耐性獲得によるセレクションおよび限外希釈により BKO 細胞を作製した。
Bmal1 遺伝子をノックアウトした MIA-BKO 細胞および対照の MIA-Paca2 細胞において、遺伝
子発現の変化を網羅的に解析するため、次世代シーケンサーによる RNA-シーケンス解析を行っ
た。 
 
②．MIA-BKO 細胞の特性解析 
MIA-Paca2 細胞および MIA-BKO 細胞を培養用プレートに播種し、経日的に細胞数を数えて細

胞増殖速度を測定した。また、細胞遊走能および創傷治癒能を評価するためにスクラッチアッセ
イを行った。2種類の細胞をそれぞれ 24-well プレートに播種し、コンフルエントの状態にな
るまで培養した。コンフルエント確認後、マイクロチップの先端で培養プレート底を削り細胞間
に隙間を作成した。その後、経日的に顕微鏡下で観察し細胞が隙間を埋める速度を測定した。 
さらに、ゲムシタビンに対する感受性を細胞間で比較した。それぞれの細胞を 96-well plate 

に播種し、その 24 時間後に終濃度 1 nM ～ 1 mM 濃度のゲムシタビンを曝露した。ゲムシタビ
ン曝露 72時間目に WST-1 アッセイおよび MTT アッセイにより細胞増殖活性を評価した。 
 
 
４．研究成果 
(1)．各膵臓がん細胞の比較（BMAL1 タンパク質発現量およびゲムシタビン感受性） 
4 種類の膵臓がん細胞を用いた検討において、Bmal1 タンパク質発現量は大きく異なり、Panc-

1 細胞における発現量が最も低かった。また、WST-1 アッセイで細胞増殖活性を評価したとこ
ろ、BMAL1 発現量に依存してゲムシタビンに対する感受性が高くなる傾向を認めた。 
 
(2)．Bmal1 ノックダウン細胞を用いた検討 
使用した 3種類の siRNA による遺伝子発現抑制効果を比較した結果、最も Bmal1 遺伝子発

現を抑制した siRNA は 806 番目の塩基を標的とするものであった。この siRNA を用いて、膵
臓がん細胞の Bmal1 遺伝子をノックダウンさせ、ゲムシタビン感受性の変化を評価した。Bmal1
遺伝子ノックダウンの影響の程度は細胞間で異なるが、概して Bmal1 遺伝子発現を抑制すると
ゲムシタビンに対する感受性が低下する傾向であった。 
一方、肝臓がん細胞である HepG2 細胞において Bmal1 遺伝子をノックダウンしたところ、

ゲムシタビンに対する感受性が高くなる傾向を認めた。以上より、Bmal1 遺伝子ノックダウンの
影響は、膵臓がん細胞と肝臓がん細胞で異なることが示唆された。 
 
(3)．Bmal1 ノックアウト細胞を用いた検討 
①．Bmal11 ノックアウト細胞作製および網羅的遺伝子解析 
Western blot により、MIA-BKO 細胞では BMAL1 タンパク質が欠損していることを確認した。

この MIA-BKO 細胞と対照の MIA-Paca2 細胞を用いて RNA-シーケンス解析を行った結果、発現
量に細胞間で 2倍以上の差を認めたものは 2985 遺伝子であった。そのうち、MIA-BKO 細胞にお
いて発現量が 2倍以上であったものは 1771 遺伝子、50%未満であったものは 1214 遺伝子であっ
た。KEGG データベースをもとにパスウェイ解析を行ったところ、MIA-BKO 細胞では細胞接着関
連分子群の発現量が増加し、Hippo シグナルパスウェイや Notch シグナルパスウェイでの発現
量が減少していることが示された (表 1および 2)。 
 

表 1．パスウェイ解析の結果 (MIA-BKO 細胞で発現が上昇) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 

表 2．パスウェイ解析の結果 (MIA-BKO 細胞で発現が減少) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②．MIA-BKO 細胞の特性解析 
MIA-BKO 細胞では対照の MIA-Paca2 細胞と比較して、培養中に認めるコロニー形成様細胞凝

集が少なかった。また、細胞増殖速度やスクラッチアッセイによる細胞遊走能も MIA-BKO 細胞
の方が小さい傾向であった。さらに、ゲムシタビンに対する感受性はいずれの細胞も良好で、細
胞間に顕著な差は認めなかった。 
 
 
これまでに、他の膵臓がん (BxPC-3) 細胞では、Bmal1 遺伝子をノックダウンすると細胞増

殖速度が低下することが報告されている。この知見は MIA-Paca2 細胞を用いた本研究の成績と
相反するものである。MIA-Paca2 細胞は通常培養条件下でもコロニー形成様細胞凝集を形成し
やすいことから、幹細胞性が強い可能性がある。既報で使用された BxPC-3 細胞は腺がん細胞で
あり、通常培養条件下でコロニー形成様細胞凝集はあまり認めない。以上より、膵臓がん細胞で
あっても、時計遺伝子 Bmal1 の細胞悪性度に及ぼす影響は細胞によって正反対になることが示
唆された。 
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