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研究成果の概要（和文）：ヒト大腸癌とヒト骨肉腫細胞を用いた研究により、幹細胞性が高い細胞は、概日周期
が弱いことを発見した。また通常の細胞では概日周期により細胞周期が制御されているが、幹細胞性の高い細胞
では逆に細胞周期によって概日周期が制御されていることを示唆する結果をクロマチン免疫沈降と細胞周期阻害
剤による実験によって得ることができた。更に正常細胞では化学療法薬投与により、細胞障害を受けやすい時間
帯が存在するが、癌幹細胞ではないことから、正常細胞に対して影響の少ないタイミングで化学療法を行うこと
で、体細胞への副作用を抑え、がん幹細胞へは効果の高い治療を行うように応用することが可能と考えられる。

研究成果の概要（英文）：Using human colorectal cancer cells and human osteosarcoma cells, we found 
that cancer stem cells have less robust circadian rhythm. The circadian rhythm regulates the cell 
cycle in somatic cells. However, experiments with cell cycle inhibitors and chromatin 
immunoprecipitation revealed that the cell cycle is regulating the circadian rhythm in cancer stem 
cells. Treatments of a chemotherapy drug, Doxycyclin, show that the cytotoxicity to somatic cells 
are dependent on the timing of treatment in a day. On the other hand, the cytotoxicity to cancer 
stem cells was not dependent on the timing. These results suggest that cancer chemotherapy avoiding 
the critical timing to somatic cells can be a therapy with low side effect to somatic cells.

研究分野： 概日リズム

キーワード： 概日周期　がん　幹細胞　細胞周期　時計遺伝子
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研究成果の学術的意義や社会的意義
がんに対する化学療法では様々な副作用が予後不良につながることが広く知られている。これは化学療法薬が細
胞分裂を行う細胞をターゲットとすることで、がん細胞のみならず体内の正常幹・プロジェニター細胞にも細胞
毒性を発揮することに起因すると考えられている。体細胞の分裂は一般的に夜間に起こることが知られている
が、報告者らの研究ではがん幹細胞の細胞分裂は一日中起こっている。そのことから体内での半減期の短い化学
療法薬（5-FU）などを、体細胞の分裂しない日中に投与することで、体細胞への副作用を抑え、がん幹細胞へは
効果の高い治療を行うように応用することが可能と考えられる。

※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 
大腸癌は大腸（盲腸・結腸・直腸・肛門）に発生する癌で、日本人の癌罹患率・死亡率ともに第
2 位（2016 年度統計）、米国においても癌罹患率において第５位（2018 年統計）である。概日
周期の乱れは癌の発生リスクを高めることが示唆されており、2007 年に国際癌研究機関は交代
制勤務などによる概日周期の乱れを発癌性が高まる要因として分類した。概日周期と細胞周期
は様々な細胞において共役している。報告者はオルガノイドを用いて、小腸上皮幹細胞の細胞増
殖に日周期があり、それが概日周期によって制御されていることを明らかにした（Matsu-ura, 
2016, Mol Cell）。概日周期は細胞周期を止める方向に制御するため、概日周期の乱れにより細
胞増殖の歯止めが利かなくなることが癌化の機構の一つと考えられる。しかしマウス内で増殖
させた腫瘍や、患者癌細胞から確立された癌細胞株において概日周期が観察されており、癌と概
日周期の関係について懐疑的な見解もある。 
 
２．研究の目的 
胚性幹細胞などの多能性幹細胞では概日周期が弱く、分化するにつれて周期が獲得されるとい
うことが明らかになっている（Yagita, 2010, PNAS）。がん組織中にも幹細胞は存在し、がん幹
細胞から分化する過程において多様な概日周期の強度を持った集団が存在することが予想され
る。本研究では特にがん幹細胞における概日周期に着目し、がん組織内の概日周期の多様性の存
在を調べ、その原因を明らかにする。また正常細胞の増殖には日周期があり、癌幹細胞にはない
とすると、その差を利用した治療戦略を開発できる可能性がある。 
 
３．研究の方法 
(1) 大腸がん細胞を用いたがん幹細胞と分化したがん細胞の概日周期頑健性の比較 
ヒト大腸がん由来の培養細胞である Caco-2 細胞を用いて、培養方法による幹細胞化と分化細胞
化により概日周期の違いを調べる。超低吸着プレートで培養すると培養がん細胞の肝細胞性が
高まり、がん幹細胞としての研究に使用することができる。また Caco-2 細胞は細胞接着プレー
ト上で長期間高密度で培養すると分化し、上皮細胞層を作ることが知られている。これらの培養
条件下で細胞の性質を比較する。概日周期を調べるために時計遺伝子である Bmal1 のプロモー
タを用いてルシフェラーゼ（Bmal1-LUC）を発現させ、発光イメージングを行う。また細胞周期
を調べるために発光を用いた細胞周期センサーである GreenLuc-hGeminin（Matsu-ura, 2016, 
Mol Cell）を用いて発行イメージングを行う。 
 
(2) Caco2 細胞を用いた時計遺伝子のクロマチン解析 
上述のように細胞周期が概日周期によって制御されていることが知られているが、糸状菌であ
る Neurospora crassa では、時計遺伝子である Frq のプロモータ領域のクロマチン構造が細胞
周期により制御されており、細胞周期による概日周期制御がなされているということが報告さ
れている（Liu, 2017 Mol Cell）。がん細胞での細胞周期と概日周期の関係を調べるため、クロ
マチン免疫沈降法を用いて、細胞周期に伴う時計遺伝子のプロモータのクロマチン状態を調べ
る。 
 
(3) Caco2 細胞とマウス正常細胞を用いた化学療法薬作用の概日周期依存性解析 
マウス小腸から陰窩を採取し、マトリゲル中で培養し、オルガノイドを作製し、マウス正常細胞
として使用する。Caco-2 細胞とマウス正常細胞はそれぞれ 50%血清で処理することにより、概日
周期を合わせて実験に使用する。血清処理後 4時間おきに化学療法薬である Doxycyclin を投与
し、細胞に対する障害性の違いを検出する。 
また概日周期に対して作用する小分子を用いて、Doxycyclin の効果を調べる。概日周期を頑健
にする小分子として Nobiletin、概日周期を阻害する小分子として KL001 や SR9011 が知られて
いる。これらを Doxycyclin と共に投与し、概日周期と細胞障害性について調べる。 

  



４．研究成果 
ヒト大腸癌由来の Caco-2 細胞とヒト骨肉腫由来
の U2OS 細胞の概日周期を Bmal1-LUC を用い
て比較すると、Caco-2 細胞では U2OS に比べて
優位に概日周期が弱いことを発見した（図 1A, 
B）。そこで U2OS 細胞を超低接着プレートで培
養することでがん幹細胞化し、また Caco-2 細胞
を接着プレート上で高密度で 4 週間培養すること
により、分化状態に至らせた。すると分化した
Caco-2 細胞では概日周期が頑健になり、逆にがん
幹細胞化した U2OS 細胞では概日周期の頑健性
が低下した（図 1C, D）。これらの実験結果からが
ん細胞では分化状態によって概日周期の頑健性
が変化し、がん幹細胞の概日周期は弱いことが明
らかとなった。 

次に Caco-2 や U2OS 細胞に細胞周期の阻害剤
であるマイトマイシン C、ノコダゾ―ルや
Lovastatin を投与すると、分化状態では概日周期
には影響はないが、がん幹細胞様培養条件下では
弱く観察される概日周期がほとんど観察されない
ほど抑制された（図 2）。更にヒストンシャペロン
である FACT の阻害剤である CBL0132 を投与す
ることでもがん幹細胞の概日周期が大きく影響を
受けることが明らかとなった（図 3）。このことか
ら細胞周期に依存したヒストンのリモデリングが
がん幹細胞での概日周期制御に関与することが示

唆された。そこで概日周期を制御する時計遺
伝子の一つであるPer1のプロモータ領域をヒ
ストン H3 に対するクロマチン免疫沈降法に
より解析した。分化状態とがん幹細胞様培養
条件では、がん幹細胞様培養条件での Per1 プ
ロモータはクロマチンが密集しており、遺伝
子発現がしにくい状況である。また分化した
状態では細胞周期によらず、Per1 プロモータ
は開いているが、幹細胞条件では G1 期に最も
プロモータが閉じた状態であり、S-G2/M 期に
はプロモータがある程度開いた状態になって
いる（図 4）。通常の細胞は概日周期によって
細胞周期が制御を受けることが知られている。それに対してがん幹細胞の概日周期は細胞周期
によって制御を受けることが明らかになった。 
概日周期の弱いがん幹細胞を効率的に化学療法によって

除去する方法を検討
するため、概日周期
に影響を与える小分
子と化学療法剤であ
る Doxycyclin（Dox）
を同時に投与した。
分化したがん細胞で
は概日周期を活性化
す る Nobiletin

（NOB）を投与することで Dox の効果を増大させ、また概
日周期を阻害する KL001 の投与で Dox の効果を弱めた（図
5A, B）。それに対してがん幹細胞様の細胞ではこれら概日周
期に影響を与える小分子は Dox の効果に影響を与えない（図
5C, D）。つまりもともと概日周期がほとんどないがん幹細胞
に対しては概日周期を惹起することができないということを示唆する。そこで正常細胞とがん
幹細胞様細胞との間で、Dox 投与するタイミングによる効果の差を比較した。正常細胞としてマ
ウスの小腸由来のオルガノイドを用いて、血清ショック後 4 時間おきに Dox を投与し、細胞障
害を測定した。その結果、個体であれば夜間―早朝となる血清ショック後 8-12 時間で細胞障害
が増大した（図 6A）。それに対してがん幹細胞様細胞では細胞障害に対する時間依存性は観察さ

 

 

 

 

 

 

図 1：Bmal1-LUC で測定した U2OS と Caco-2 細胞の概日周期。

A, B. 通常培養した U2OS と Caco-2。C, D. U2OS は低接着プレー

ト上で幹細胞様培養し、Caco-2 は高密度培養で分化培養した。 

 

 

 

 

図 2：細胞分裂阻害剤による概日周期への影響。通常培養した

U2OS（A）と Caco-2（B）に各種細胞周期阻害剤を加え、概日周

期を調べた。 

 

 

 

 

図 3：ヒストンシャペロン阻害剤による概日周期への影響。A. 通常培養

下と幹細胞様培養下の U2OS に対する CBL0137 の効果。B. 通常培養下

と分化培養下の C あこー２に対する CBL0137 の効果。 

 

 

 

図 4：Per1 プロモータ領域のヒストン H3 専有性。A. 

Caco-2 細胞。B. U2OS 細胞。 

 

 

 

 

 

 

 

図 5：抗癌剤への概日周期モジュレーター小分子

の影響。A, B. U2OS 細胞。C, D. Caco-2 細胞。 



れなかった（図 6B）。 
以上の結果から、体内での半減期の短い化学療法薬（5-

FU）などを、体細胞の分裂しない日中に投与することで、
体細胞への副作用を抑え、がん幹細胞へは効果の高い治
療を行うように応用することが可能と考えられる（図
6C）。また本研究では新たな概日周期制御機構の一端を明
らかにすることができた。一般的に概日周期が細胞周期
を制御することが知られているが、がん幹細胞では細胞
周期依存的なクロマチン構造の変化が見られ、細胞周期
自身が概日周期に影響を与えるという、これまで知られ
ている制御とは逆向きの制御が行われていることが示唆
された。 

 

 

 

 

 

図 6：抗癌剤の細胞障害性の時間依存性。A, B. 

Doxycyclinを血清ショックによる概日周期リセット後

に、それぞれの時間で投与した時の細胞障害性。マウ

ス賞用オルガノイド（A）。Caco-2 細胞（B）。C. 治療

時の抗がん剤投与時間帯の提案模式図。 
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