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研究成果の概要（和文）：肝細胞癌症例の癌部、非癌部よりcDNAを作成し発現解析したところ、Per1およびPer2
が癌部で有意に発現低下していた。複数の肝癌細胞株のcDNAを用いて、Clock, Bmal1, Per1, Per2, Cry1の発現
を解析した。Per2の発現が低い細胞株と、高い細胞株で、種々の炎症性サイトカインを添加し、時計遺伝子の変
化を解析した。Per2発現が低い細胞株でIL6およびTNFα発現が上昇していることが分かった。Hep3Bにレンバチ
ニブ1μMを投与し、37℃で48時間培養。時計遺伝子の発現を検討し、mRNAおよびタンパクレベルで変化を認める
いくつかの遺伝子を同定し現在検討中である。

研究成果の概要（英文）：The cDNA was prepared using cancerous tissue and normal tissue surrounding 
the cancer in cases of hepatocellular carcinoma. The expression of PER1 and PER2 was significantly 
lower in non-cancers compared to cancers. We analyzed the expression of Clock, Bmal1, Per1, Per2, 
and Cry1 using cDNA from several hepatocellular carcinoma cell lines. Cytokines were added to 
hepatocellular carcinoma cell lines to examine changes in the clock genes. IL6 and TNFα expression 
was higher in cell lines of low Per2 expression compared to those of high Per2 expression. Hep3B was
 mixed with 1 micro M of lenvatinib and incubated at 37°C for 48 hours. We found that the 
expression of clock genes was altered in several genes.

研究分野：肝細胞癌

キーワード： 分子標的治療　時計遺伝子

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肝細胞癌において、癌部と非癌部で時計遺伝子に差があることがわかり、さらにいくつかのサイトカインが影響
を受けることが分かった。また、分子標的治療薬で時計遺伝子の変化があることがわかった。これらのことは、
肝細胞癌においても時計遺伝子の発現解析を用いることで、治療薬剤の選択や有効な投与方法に関わる可能性が
あり、今後さらに検討を進めていく。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
肝細胞癌は世界で 6番目に多い癌であり、4番目に多い死亡率がある。本邦においても、毎年 3
万人以上が亡くなっており、5 年生存率は 50％程度といまだ予後不良な疾患である。切除不能
肝細胞癌に対する全身化学療法は、10年前にソラフェニブが使用可能となり、長らく 1剤しか
使用できない時期が続いたが、近年の進歩により、2017年にレゴラフェニブ、2018年にレンバ
チニブ、そして 2019 年ラムシルマブが使用可能となり 4 剤に増えた。いずれも VEGF阻害作
用がある薬剤であるが、無増悪生存期間は最も治療成績が良いレンバチニブでも中央値が 7.3ヶ
月であり、十分な治療効果は得られていない。また、近い将来には、免疫チェックポイント阻害
薬が肝細胞癌にも期待されており、現在、肝細胞癌に対して行われている薬剤開発治験状況をみ
ると、VEGF阻害を有する分子標的治療と、抗 PD1抗体、抗 PDL1抗体、抗 CTLA4阻害薬な
どの免疫チェックポイント阻害薬を併用する試験が行われている状況であり、分子標的治療の
みならず免疫チェックポイント阻害薬も近い将来使用可能となる。数年前まで 1 剤しかなかっ
た全身化学療法が、今後は肝細胞癌の主流な治療選択肢となってくる。様々な薬剤が出現してく
ると、肺がんのような個別化治療の確立が重要になる。肺腺癌は、2002 年に発売された
Epidermal growth factor receptorチロシンキナーゼ阻害薬であるゲフィチニブが使用可能とな
り、現在、ALK阻害薬、ROS1阻害薬、そして免疫チェックポイント阻害薬の抗 PD1抗体が使
用可能となっている。治療前にそれらの遺伝子変異や、PDL1蛋白の発現を確認し薬剤を選択す
ることで、症例ごとの個別化医療が実践できるようになり、長期の延命が得られるようになった。
肝細胞癌では、ラムシルマブにおいて、肝細胞癌の腫瘍マーカーであるαフェトプロテインが
400mg/dl以上でのみ治療効果が得られることが分かっており、使用前のαフェトプロテイン値
測定が必要である。このような個別化治療は肝細胞癌では全く進んでおらず、今後の重要な課題
である。 
申請者は、以前、切除不能肝細胞癌のソラフェニブ治療症例において、治療中の副作用で高血圧
発症を来した症例が、治療効果が良い症例が多かったことを経験し、多施設で解析した結果、治
療開始２週間以内の高血圧発症が治療効果に関わることを報告したが、その中の副作用で難渋
した症例の中で、ソラフェニブの投与時間を変更することで、治療効果は同様に得られているに
もかかわらず、副作用の血圧上昇や手足症候群、下痢が軽くなった症例を経験した。その経験か
ら概日時計がソラフェニブの代謝に関与している可能性を考えた。概日時計は、その基本メカニ
ズムがバクテリアからヒトに至るまで種を超えて保存されていることから、進化の過程の初期
段階で獲得したシステムと考えられている。この機構の本体は、CLOCK、BMAL、PERIOD 
(PER)、CRYPTOCHROME (CRY)などの時計遺伝子群によって構成されるフィードバックルー
プ機構であり、これらの遺伝子群は互いの転写・翻訳を制御し合いながら、その発現に約 24時
間周期の変動を生じさせる。時計遺伝子は消化管や腎臓におけるトランスポーター、肝臓におけ
る代謝酵素の発現を制御し、薬物の体内動態や効果の発現にも影響を及ぼしていることが報告
されている。癌化学療法においては、大腸癌において、概日時計を考慮した投与法の検討がされ
てきており、投与時間の変更により、毒性が抑えられ、抗がん剤減量が少なくなり、奏功率を上
昇させることが報告されている (Lancet 350: 681-686, 1997)。一方、肝臓の化学療法は、大腸
癌の肝動注療法で研究中であるが、一定の見解は得られていない。 
 
２．研究の目的 
われわれは、個別化医療に関わる分子標的治療とその薬剤耐性機序について以前より研究を行
っている（ソラフェニブ治療抵抗性肝細胞癌における HIF1-αの役割：科研費番号 17K09433）。
HIF1αは低酸素下で、Abcb1遺伝子の活性化を起こし、P-糖タンパク質Multidrug resistance 
protein 1の発現が増えることで、ソラフェニブを含む化学療法薬の細胞内濃度を低下させる。
この Abcb1 遺伝子は、体内時計の分子機構によって制御されている。また、概日時計タンパク
質 BMAL1 がマクロファージの酸化ストレス経路を調節して、炎症性サイトカイン IL-1βの産
生を制限することが報告されており、肝細胞癌分子標的治療における概日時計とサイトカイン
の関連も明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）ヒト肝細胞癌における時計遺伝子発現の検討 
肝細胞癌臨床検体を用いて、RT-PCR 法および免疫染色法により、時計遺伝子 (Bmal1、Rev-erb
α、Rev-erbβ、Per1、Per2、Cry1) 発現を検討する。患者臨床情報（年齢、性別、肝炎ウイル
ス、治療法：抗がん剤使用の有無) とこれらの分子の発現との関連を検討する。 
（2）正常肝細胞および肝癌細胞株における時計遺伝子発現と炎症性サイトカインに対する反応 
正常ヒト肝細胞および肝癌細胞株 (HepG2, Hep3B, HLE, HLF, HuH1, HuH7, HT17, PLC/PRF/5) 
における時計遺伝子 Bmal1、Rev-erbα、Rev-erbβ、Per1、Per2、Cry1 の発現について qPCR 法、
western blotting 法を用い検討する。現在、qPCR 法を用いて検討しており、肝癌細胞株におい
て多寡の差は認めるものの、多くの細胞株で正常肝細胞に比較して、Per1, Per2, Cry1 の発現



低下を認めた。細胞株間の差としては、Hep3B で低下を強く認めた。 
正常ヒト肝細胞に対して種々の炎症性サイトカイン(IL-1β, IL-18, IL-4, IL-13, TNF-α, 
IFN-γ, IL-10, TGF-β)の添加によって生じる時計遺伝子の変化を明らかにする。 
（3）分子標的薬の正常肝細胞および肝癌細胞株における時計遺伝子の発現と炎症性サイトカイ
ンに対する反応 
肝癌細胞株 (HepG2, Hep3B, HLE, HLF, HuH1, HuH7, HT17, PLC/PRF/5)を 1×108 個あたり、ソ
ラフェニブ、レゴラフェニブ、レンバチニブをそれぞれ 1μM、ラムシルマブ 400μM を投与し、
37℃で 48 時間培養した後に、時計遺伝子 Bmal1、Rev-erbα、Rev-erbβ、Per1、Per2、Cry1 の
発現について qPCR 法、western blotting 法を用い検討する。さらにこれらの遺伝子制御にかか
わる転写因子についても検討する。 
（4）C57/BL6J マウスにおける概日時計の変化について 
C57/BL6J マウスを用い、抗癌剤投与の時間を変化し投与することにより概日時計の変化を検討
する。12 時間毎の明暗群、24 時間毎の明暗群に分けて、さらにそれぞれ明暗を切り替えた 4群
を準備。レンバチニブ 10mg/kg を明で投与する群と、暗で投与する群に分けてチューブを用いて
14 日間経口投与する。投与 14 日後に、肝臓における時計遺伝子の発現を qPCR 法、western 
blotting 法で評価する。また、マウスの大腸より腸内細菌を分離し、各群の腸内細菌叢プロフ
ァイルの変化に関して 16S rRNA gene sequence 法を用いて検討し、さらに腸内に存在する代謝
物質動態について、メタボローム解析を行う。 
次に肝癌細胞株を 1×106cells をヌードマウスに移植する。その後、GFP マウスの脾臓から CD4, 
CD8 陽性 T細胞を MACS にて単離し、各細胞（1×106cells）を尾静脈から投与する。リンパ球移
入後、レンバチニブ 10mg/kg を日中に投与する群と、夜間に投与する群に分けて 14 日間経口投
与したのちに屠殺し、移植された腫瘍の大きさ、腫瘍における時計遺伝子の発現、ならびに腫瘍
周囲のリンパ球浸潤の phenotype について、免疫染色法ならびにフローサイトメトリーを用い
て検討する。さらに有用な候補となる時計遺伝子についてはノックアウトマウスを用いて、種々
の炎症性サイトカインや細胞内シグナル伝達について検討する。 
（5）肝細胞癌患者における概日時計の変化を明らかにする 
肝細胞癌に対して、分子標的薬治療を検討している症例に対し、手術および肝生検検体から RNA
を採取する。この検体を用いて qPCR 法により時計遺伝子について検討する。さらに、分子標的
薬の投与時間を朝食後と寝る前の２群に分けて投与し、治療効果、副作用出現状況と、時計遺伝
子との関連を調べる。 
 
４．研究成果 
 
（1）ヒト肝細胞癌における時計遺伝子発現の検討 
肝細胞癌 10 症例の癌部および非癌部の組織より RNA を作成し cDNA を合成。その後 Comparative 
CT 法を用いて相対的発現を解析した。Clock, Bmal1, Per1, Per2, Cry1 の発現を癌部と非癌部
で解析したところ、Per1 および Per2 が癌部に比べて非癌部で有意な発現低下があった。さらに
背景因子での相違について検討を行っている。 
（2）正常肝細胞および肝癌細胞株における時計遺伝子発現と炎症性サイトカインに対する反応 
肝癌細胞株 HepG2, Hep3B, HLE, HLF, HuH7, PLC/PRF/5 の cDNA を用いて、Clock, Bmal1, Per1, 
Per2, Cry1 の発現を解析し、細胞株間で発現に差があることが分かった。Per1 や Per2 の発現が
低い細胞株と、高い細胞株で、種々の炎症性サイトカイン(IL-1β, IL-4, IL-13, TNF-α, IFN-
γ, IL-10, TGF-β)の添加を行い、RNA およびタンパクを回収。時計遺伝子の変化を解析してい
る。その中で PER2 発現が低い細胞株で、高い細胞株に比較し、IL6 および TNFα発現が上昇して
いた。PER2 の炎症性サイトカインにおける作用についても引き続き検討を行っていく。 
（3）分子標的薬の正常肝細胞および肝癌細胞株における時計遺伝子の発現と炎症性サイトカイ
ンに対する反応 
肝癌細胞株 (Hep3B, HLF, HuH7)にレンバチニブ 1μMを投与し、37℃で 48 時間培養した後に、
時計遺伝子 Bmal1、Rev-erbα、Rev-erbβ、Per1、Per2、 Cry1 の発現について qPCR 法、western 
blotting 法を用い検討した。レンバチニブ投与によって、いくつかの時計遺伝子に mRNA および
タンパクレベルで変化を認めることが分かった。  
（4）C57/BL6J マウスを用い、抗癌剤投与の時間を変化し投与することにより概日時計の変化の
検討 
12 時間毎の明暗群、24 時間毎の明暗群に分けて、さらにそれぞれ明暗を切り替えた 4群を準備。
レンバチニブ 10mg/kg を明で投与する群と、暗で投与する群に分けてチューブを用いて 14 日間
経口投与し屠殺させ、肝臓における時計遺伝子の発現を qPCR 法、western blotting 法で評価し
た。いくつかの時計遺伝子で明、暗で差を認める結果が得られ、検証を行っている。また、マウ
スの大腸より腸内細菌を分離し、各群の腸内細菌叢プロファイルの変化についても検討してお
り、腸内細菌叢と時計遺伝子の関連についてさらに検証を行っていく予定である。 
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