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研究成果の概要（和文）：シフトワーカーに大腸癌、前立腺癌や乳癌の発症率が優位に高いことや、癌細胞では
時計遺伝子発現の異常などの報告がされ、2007年にサーカディアンリズム障害を伴う交替制勤務がWHOから発が
んのリスク因子に挙げられた。ヒトの様々な疾患とサーカディアンリズムとの関連が注目されているが、白血病
との関連についての解析はほとんどない。そこで白血病細胞株や白血病患者検体を用いた時計遺伝子の解析を行
うことにより、その白血病発症と時計遺伝子との関連や時計遺伝子を標的とした新規治療法の開発に着手した。

研究成果の概要（英文）：The circadian rhythm, defined as daily oscillation in various biological 
processes, is controlled by an endogenous clock in most normal cells in the body. Circadian rhythm 
disruption by shift work is associated with greater risk for cancer development and poor prognosis, 
suggesting a putative tumor-suppressive role for circadian rhythm homeostasis. Recent findings 
demonstrate a previously unrecognized role for the core circadian clock genes in acute myeloid 
leukemia. In hematopoietic cancers, the regulatory role of circadian clock genes has not yet been 
entirely clarified. Using cell lines, primary leukemic cells, and a genetically engineered mouse 
model of leukemia, we have characterized the effects of circadian rhythm disruption on 
leukemogenesis. The drugs that alter the circadian rhythm may sensitize leukemia cells to 
traditional anti-cancer therapies and facilitate targeting of leukemic stem cells to eliminate 
disease more effectively.

研究分野：血液内科
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１．研究開始当初の背景 
近年の研究でサーカディアンリズムと精神、
循環器、内分泌疾患など様々な疾患との関連
が指摘されている。なかでも 2007年には「サ
ーカディアンリズム障害を伴う交替制勤務」
がWHOから発がんのリスク因子に挙げられ
た。シフトワーカーに大腸癌、前立腺癌や乳
癌の発症率が優位に高いことや、癌細胞では
時計遺伝子発現の異常などのエビデンスが
報告された。このことは社会的にみて癌とサ
ーカディアンリズムの相関メカニズムの解
明は極めて重要な研究テーマとなっていく
ことを示唆するものである。しかし残念なが
ら現在までその詳細はほとんど未解明のま
まである。サーカディアンリズムの分子機構
として正の時計因子である CLOCK と
BMAL1が複合体を形成して PerとCry遺伝
子の転写を活性化する。その結果として増加
した負の時計因子の PER と CRY は
CLOCK-BMAL1 による転写促進活性を抑制
するため、自らの遺伝子転写を負に制御する
ことになる。この自己制御フィードバックを
構成する時計遺伝子群の合成・核移行・リン
酸化を介したバランスが生み出すタイムラ
グによって約２４時間周期の遺伝子発現リ
ズムが作り出されると考えられている。分子
レベルで時計と発癌の関係をはじめて指摘
した研究は2002年に報告された(Fu, L. Cell, 
2002)。Per2変異マウスが放射線照射による
リンパ腫発症が野生型マウスと比べ約 10 倍
の頻度で増加したこと、Per2 は細胞周期や
DNA 損傷応答に関与し腫瘍抑制因子として
機能していることをはじめて明らかにした。
また生物時計調節の中心となる Bmal1 遺伝
子は、プロモーター領域のＤＮＡメチル化に
より発現制御されているが、ヒト Bmal1 遺
伝子プロモーター領域の DNA メチル化異常
と血液腫瘍の悪性度との相関関係が指摘さ
れ、Bmal1遺伝子プロモーター領域のメチル
化による遺伝子不活性化によってサーカデ
ィアンリズムが乱れることで血液悪性腫瘍
が引き起こされる可能性が示唆されている
(Taniguchi, Caner Res,2009)。さらに細胞分
化とサーカディアンリズムという観点にお
いても最近、ES細胞や iPS細胞を用いた in 
vitro分化誘導システムにおいて ES、iPS細
胞ともにサーカディアンリズムは消失して
おり、分化に伴いそのリズムが誘導されるこ
とが報告されている(Yagita, PNAS, 2010)。
このようにリプログラミングに関与してい
るエピジェネティクス(DNA塩基配列の変化
によらない遺伝子発現の変化)がサーカディ
アンリズムの分子基盤を撹乱させ、造血器腫
瘍発症に関与しているのではないかと考え
た。 
 
２．研究の目的 
生体内でサーカディアンリズムは臓器・細胞
レベルに至るまで広く存在し、その機能につ
いて新たな知見が集積されている。白血病発

症に関与する構成成分（時計遺伝子）の解析
は、この調節機構が如何に破綻し生体内で白
血病の発症に関わるのか、さらに広義の癌の
発症に関わる課題も明らかになってくるも
のと思われる。そこで時計遺伝子発現変化と
白血病腫瘍化の関係について着目し、臨床検
体を用いた解析から 時計遺伝子の基本因
子である Per2, Bmal1,Cry1発現レベルと造
腫瘍能について研究を行う。 
３．研究の方法 
患者検体および白血病細胞株を用いた検討
（探索研究）サーカディアンリズムはヒトの
個々の細胞、さらには培養細胞においても存
在する。このため培養細胞はこの研究の実験
系の一つとして確立されている。まず初めに
血清ショックにより同期培養を行い、Bmal1, 
Clock, Per1, Per2, Per3, Cry1, Cry2 の mRNA
発現レベルを real time PCR 法にて解析し、
細胞株でのサーカディアンリズムを検討す
る。小児期に発症する急性白血病や治療関連
二次性白血病などにおいて高頻度にみられ
る11番染色体長腕(11q)23転座の切断点の解
析によって単離された遺伝子 MLLと AF9 融合
遺伝子は t(9;11)転座による白血病に認めら
れる。この MLL-AF9 融合遺伝子を、レトロウ
イルスベクターを用いて細胞株に発現させ、
各時計遺伝子の発現レベルを親株と比較す
ることによってMLL-AF9がサーカディアンリ
ズムに与える影響を検討する。個々の時計遺
伝子発現レベルに大きな変化が得られた際
には、その時計遺伝子の発現レベルを small 
interfering RNA(siRNA)法によって低下させ、
その発現レベルの変化がMLL-AF9陽性細胞に
与える影響について細胞増殖、細胞周期、細
胞死、細胞接着、細胞遊走などの観点から検
討していく。前述した系での研究が予定通り
進行しない場合は、急性前骨髄球性白血病の
PML-RARα融合遺伝子を同様に細胞株に発現
させ、サーカディアンリズムに与える影響、
時計遺伝子の変化を検討する。そして優位な
変化が認められればsiRNA法による発現抑制
実験によってその機能を評価する。 
 
 
４．研究成果 
我々は、当科に入院した急性白血病患者の初
診時骨髄検体を用いて時計遺伝子群の mRNA
発現レベルを real time PCR 法にて解析した
(この研究は当院 IRB にて承認され、患者の
文書による同意を得ている)。図１に示すよ
うに Per1-3、Bmal1 遺伝子は健常人骨髄に比
べ発現低下し、一方で Cry1,2、Clock 遺伝子
は発現増加していることが示された。臨床的
にはCry1/Per2比が予後予測因子と相関して
いることが明らかとなった(図 2)。このよう
に白血病患者の芽球において優位な時計遺
伝子の変動を認められたことは、白血病発症
機構に時計遺伝子およびその産物が何らか
の役割を果たしていることを示唆するもの
である。 



図１ 

図２ 

 
末梢循環血中の造血幹細胞の動態は厳格
な日内変動を有しており、それは薬剤によっ
て強制的に動員された際においても維持さ
れている。しかし、造血因子である
granulocyte colony-stimulating 
factor(G-CSF) に よ る 末 梢 造 血 幹 細 胞
(peripheral blood stem cell : PBSC)動員
時の白血球時計遺伝子の動態については、未
だ十分に解明されていない。そこで我々は健
康な末梢血造血幹細胞移植ドナー21 人の
PBSC 動員時の白血球の時計遺伝子の変化を
検討した。その結果、CRY1 mRNA の発現量は
G-CSF 投与後に約 3.9 倍と著増(p<0.01)して
いた一方、PER3、CRY2 及び BMAL1 mRNA の発
現量は著減していた(それぞれ0.2倍、0.2倍、
0.6 倍、p < 0.001)。更に、CRY1 mRNA の発
現量は血漿中のノルアドレナリン値と逆相
関(r = -0.36、p < 0.05)しており、PER3、
CRY2およびBMAL1の発現量はノルアドレナリ
ン値と相関していた(r = 0.55、r = 0.66、r 
= 0.57、p < 0.001)。これらの結果より、時
計遺伝子の発現量と交感神経の伝達物質で
あるノルアドレナリンの血漿中濃度に強い
関係性があることが明らかになった。今後、
交感神経系および概日リズムの調整が PBSC
ドナーにおける幹細胞採取量増加の新たな
治療標的となりうる可能性が示唆された。 
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