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研究成果の概要（和文）：大腸癌細胞株にリズムモニターのために DBPpromoter-luciferase 遺

伝子コンストラクトを導入した細胞株において、この細胞株の発振する概日リズムは、ヒート

ショック(43℃1h)によってシフトしないことを見出した。さらにこの細胞を基にして癌組織内

酸素勾配および概日リズムを同時にモニターするために細胞株を樹立した。これは大腸癌細胞

株にまずリズムモニターのために DBPpromoter-luciferase 遺伝子コンストラクトを、次に低

酸素をモニターするための hypoxia responsive element(HRE)-GFP 遺伝子コンストラクトを

導入した単一クローン由来のステーブルセルラインである。また、DBPpromoter-luciferase
と HRE-GFP を一度にひとつの細胞に導入するための遺伝子コンストラクトをデザイン、作製

した。癌組織低酸素を模した 3 次元培養を作製、観察するために低接着培養皿上での培養技術

を樹立した。 
 
研究成果の概要（英文）：To monitor cancer circadian rhythm, DBPpromoter-luciferase 
(DBP-luc) stably introduced colon cancer cell line was established. We found heat shock 
(43C 1h) did not affects rhythm phase of DBP-luc cell. Additionally, hypoxia responsive 
element (HRE)-GFP was introduced to DBP-luc cell to monitor hypoxia and circadian 
rhythm simultaneously. To make DBP-luc / HRE-GFP stably introduced cell line by single 
transfection, we designed and made new gene constructs. We established the 3D in vitro 
DBP-luc cell culture system which mimics hypoxia of cancer tissue.  
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類生物時計は一群の時計遺伝子産物
に よ っ て 駆 動 さ れ る 。 転 写 促 進 因 子
(CLOCK,BMAL1)は抑制因子(PER1, PER2, 

CRY1, CRY2, DEC1, DEC2)の転写を活性化
し、その後産生された抑制因子は自身の転写
を抑えることで約 24 時間の時計振動を作り
出している。このネガティブフィードバック
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ループからなるコアシステムは MAPK, 
CREB, cAMP などのシグナル伝達系や、
SIRT1 のような細胞代謝が制御する HDAC、
さらには Id2 (Masubuchi et. al. Curr Biol. 
19, R298-R300, (2009)), PHLPP1 
(Masubuchi et. al. PNAS. 107, 1642-1647, 
(2010)) などの癌関連遺伝子を介して多彩な
修飾を受けている。分子時計はセンター時計
である視床下部視交叉上核(SCN)だけでなく
全身の細胞に存在し、強力な時計遺伝子発現
の概日振動がみられる。正常組織だけでなく
癌細胞にも時計遺伝子発現のリズムがある
ことが知られているが、これが細胞周期、代
謝のリズム、さらには抗がん剤、放射線療法
に対する感受性の日内変動をもたらしてい
ると考えられる。近年、固形癌組織が必ずし
も均一な細胞によって構築されているわけ
ではないということが明らかになってきた。
腫瘍組織内には血管からの距離により組織
酸素濃度の勾配が存在するが、このうちの腫
瘍組織内の低酸素部位は抗がん剤、放射線療
法に対する抵抗性を示しその後の転移、再発
の原因となるためその克服が治療上の課題
と な っ て い る (Adv Drug Deliv Rev. 
61:623-32. (2009))。そのため適切な時間に治
療を行う「時間治療」を考える上でもこれま
でのような腫瘍全体のリズムを知ることに
加えて、この癌組織のヘテロな細胞構築全体、
特に治療抵抗性の低酸素細胞群のリズムを
知ることが重要となる。近年、レポーター遺
伝子を導入することで時計遺伝子発現のリ
アルタイムモニタリングが可能となり、時計
発振の分子メカニズムだけでなく生物時計
の生理機能を細胞レベルで解明するための
強力なツールとなっている(Inagaki et. al. 
PNAS. 104:7664-9. （2007）)。 
 
２．研究の目的 
一群の時計遺伝子産物からなる生物時計

振動は中枢時計である視床下部視交叉上核
だけでなく、全身の臓器さらにはそこから生
じる悪性新生物（癌）においても存在する。
近年、固形癌の組織は均一ではなくヘテロな
細胞構築になっていることが明らかになっ
てきた。特に組織内低酸素部位は治療抵抗性、
転移再発の原因と考えられている。そのため
癌の時間治療を考える上でもこの領域のリ
ズムを知ることが重要である。本研究におい
ては遺伝子発現のリアルタイムイメージン
グ技術を用いて細胞レベルでの癌の時計振
動を明らかにする。それにより癌組織のヘテ
ロな時間構築が明らかとなる。さらにこの知
見、技術をもとに、組織低酸素が時計振動に
及ぼす影響の分子機構、人工的な癌時計のコ
ントロール、ホストの時計による癌時計の制
御機構が明らかとなる。 
 

３．研究の方法 
癌細胞時計振動をモニターするために、分

子時計のマーカーである DBP遺伝子のプロモ
ーターにホタルルシフェラーゼをつないだ
コ ン ス ト ラ ク ト を 構 築 し た ベ ク タ ー
(Nucleic Acids Res. 2008 Mar;36(4):e23.)
上にさらにネオマイシン耐性遺伝子をつな
ぎヒト大腸癌細胞株(HCT116)に導入、G418 で
セレクションしステーブルセルラインを作
製した（HCT116:DBP-luc）。35mmdish で 100%
まで増殖した HCT116:DBP-luc をさらに 6 日
間培養し、血清刺激（50%ウマ血清培地、1時
間）を行いルシフェリン入りの培地に交換し
リズム測定を行った。5%CO2 条件での発光リ
ズムの連続測定はKronos Dio(ATTO)で行った。 
 

４．研究成果 
単一クローン由来の HCT116:DBP-luc 細胞

株は血清刺激によって 4サイクル以上持続す
る発光リズムを示した（図 1）。 

 
HCT116:DBP-luc 細胞株において、発光リズ

ムの様々な位相(血清刺激 38-56h 後)でヒー

トショック(43℃1h)を与え、その後のリズム



位相を評価した。その結果、リズムこの細胞

株の発振する概日リズムは、この条件のヒー

トショックにでは位相シフトしないことを

見出した。 
癌組織内酸素勾配および概日リズムを同

時にモニターする目的で HCT116:DBP-luc に
hypoxia responsive 
element(HRE)-GFP-Puromycin 耐性遺伝子
コンストラクトを導入した単一クローン由
来のステーブルセルラインを作成した。 

また、DBPpromoter-luciferase と HRE- 
GFP を一度にひとつの細胞に導入するため

の遺伝子コンストラクトをデザイン、作製し

た。 
癌組織低酸素を模した 3 次元培養を作製、

観察するために低接着培養皿(poly-HEMAコ

ート)上での培養技術を樹立した。100um 以

上のスフェロイドを作成することに成功し

た。 
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