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晴乳動物における時計遺伝子が発見されて以降、体内時計の研究は分子レベルでのリズ

ム発振機構の解析を中心に目覚ましい発展を遂げてきた。近年の研究から、時計遺伝子の

機能異常と各種疾患(睡眠障害、肥満、糖原病、がん、循環器疾患など)との関連性も明

らかにされつつあり、体内時計機構の臨床医学的意義の解明に注目が集まっている。また、

体内時計から発振される概日リズムは薬物の効果・副作用の発現にも影響を及ぼし、薬物

治療の成否をも左右する。これまでに我々は、体内時計研究から得られた知見や技術を薬

理学、薬剤学の研究分野ヘ応用し、疾患治療の標的となる新たな分子の探索(創薬)や、

薬物治療の効果を高める至適投与法の開発 (育薬)を行ってきた。本稿では、抗がん剤の

標的分子および薬物動態関連分子のリスム発振メカニスムを中心に、体内時計の分子機構

を基盤にした創薬・育薬研究について紹介する。

1. はじめに

古くから、ある病気の発症や症状に周期性の経過

を示すものがある ことがま11られている。例えば市Jrll

J:Iてや狭心症、 11市息などはそれらの症状が~ FI の '1 1 で

特定の lI~j'rl¥j慌に悪化する。また、抗がん斉IJなど薬物

に対する生体(訓JJ包)の感受性も生体機能のH間リ

スム と|羽辿して|時刻依存的に変化する。時間薬物療

法とは生体機能のH周リズムを考慮し、薬物の主j自

投薬タイミング (~ FI の rl-I での時刻)を設定するこ

とで、その効果を最大に刑作用を最小にすることを

指向した楽物療法である。一方、1997"1三に11m乳動物

におけるCJock:i古伝子が発見されて以降、時計遺伝

了をli1心とした分子レベルでの概Hリズム発振機構

の百平刻11が'1りjらヵ、になってきた。しカ、しなカfら、 リズ

ム発振のみ;体であるコアループから|陸IIK.党問iサイ

クルやホルモン分泌、などの「表現形リズム」が発振

されるメカニズムについては未だ多く謎が残されて

おり、疾jtの発症に認められる概Hリスムについて
も、そのtlilJ待1I機椛はほとんど解明されてない。

近年の1iJI究から、体内時計の機能兵常は11垂11民|自主害

のみならず、肥満や、糖尿病、がん、循環器疾忠な

どを引きI包こす引き金になることが指摘されている。

什髄や小JJ~j上皮など、分裂の活発な組織におけるキ111

胞の増殖能には概円リズムが認められているが[1.

2 ] 、時言| 遺伝子の変巽や欠損によって紺|胞周 J~J の

制御に関わる複数因子の発現に変化が生じることか

ら[3.4 ]、中111胞増殖の リスムも体内I1寺青|によ ってilJlJ

倒lされていると考えられる。また、がん化したキIIIJJ包

は活発に分裂を繰り返し増殖するが、その増殖能に

もー日の'11の特定の11寺!日j千ifに充進する概日 リズムが
認められる [5 ] 0 11奇計遺伝子は、がん細胞の明則 リ

ズムも直接あるは間接的に制御していると考え られ

ており、そのメカニズムの解明は新たな創薬ター

ゲット分子の発見にも繋がる可能性がある。

一般に、静.L1:WJの刻11胞に比べ増嫡状態の細胞は抗
がん斉IJに対する感受性が高いと考えられている。Hし

がん斉IJの効栄は、生体(キIlIJJ包)の薬物に対する感受

性のみならず、その体内動態によっても規定される

が、がん化学療法においては、がん細胞に対して殺

事111胞効果を最大に、正常利|胞に対しては毒性を最小

にすることが重要である。近年このような細胞の感

受性や薬物動態と関連した生体機能の概日リ スムを

考慮し、抗がん斉IJの投薬タイミングを設定すること

で、その布効性や安令性を高めようとする試みも千l
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や栄養素を獲得するため周辺組織に様々な因子を放

出して新たな血管を形成する[9 ]。この過程におい

て血管内皮増殖因子 (Vascularendothelial growth 

factor: VEGF)は、 l血管透過性の尤進や内皮剥11胞の

増殖を強力に促進する因子として、 )J重傷I血管新生の

中心的な役割を担っている [10]0VEGFは内皮細胞

膜上の受容体への結合を介して生理活性を発揮し、

l匝傷組織内に新たなlIll管を形成させる。一般に、腫

揚細胞内におけるVEGF辿伝子の発現レベルは他の

正常利|胞内に比べ上昇しており 、この発現レベルの

上昇は疾病の予後にも影響を及ぼす。VEGFの発現

には様々な因子の関与が報告されているが、低酸素

環境は)J重傷純[J胞内でのVEGF地伝子の発現を著しく

冗進させる [11]。

血管新生阻害薬は服揚刺11胞を直接のターゲッ卜と

する従来の化学療法斉IJとは異なり、 !l重傷の増殖に必

要な酸素や栄養素を供給するための血管の新生を阻

害することで抗)J重傷効果を発揮する。2004年 2月に、

世界初の血管新生阻害薬であるベパシス、マブが米国

(がんH寺間薬物療法)。

腫蕩細胞における血管内皮増殖因子の発現リ

ズム制御機構[6，7， 8J 

)J重傷はその増殖に |祭 し、 I~I らの成長に必要な酸素

われている
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時計遺伝子 (Perおよび'Dec)のE-box(こCLOCK/BMAL

1のヘテロ二量体が結合し、転写を促進する。産生した

PERおよびCRY蛋白はCLOCK/BMAL1による 自らの

転写活性を抑制し、 24時間周期で発現の増減を繰り返す。

また、低酸素環境下にさらされた腫蕩細胞内ではHIF-1 

a蛋白が蓄積し、ARNTとへテ 口二量体を形成し て

VEGF遺伝子の転写活性を促進する。PE円蛋白は、HIF

1 CI'蛋白との相互作用を介してHIF-1 CI' /ARNTによる

VEGF遺伝子の転写活性を抑制する。

‘ーーー一一一ーー

腫蕩細胞内における VEGF遺伝子の発現リスム制

Output Rhythm 

21 

図 1 VEGFの発現リズムを指標にした血管新生阻害薬

の至適投薬タイミンク設定

図Aは時計遺伝子 (図左)およびVEGF遺伝子(図右)の

発現 リズムを 示す。マウスにSarcoma180腫蕩細胞

(105cell)を移植し、2週間後(腫蕩体積約2001川)にTotal

RNAを抽出、各遺伝子の発現量をRT-PCR法で測定した。

テータは平均±標準誤差 (N=4 -6) 0 ZT: Zeitgeber 

time図Bは腫蕩および肝臓内でのVEGF蛋白の発現量の

日周リズムを示す。データは平均±標準誤差(N=4 -6)。

図Cは腫蕩移植マウスおよび正常マウスの血清中VEGF

蛋白濃度の日間リスムを示す。データは平均土標準誤差
(N= 4・ 6)。図Dは抗腫蕩効果に及ぼす血管新生阻害

薬の投薬タイミンクの影響を示す。明暗周期条件下で飼

育したマウスのフ ットパットにSarcoma180腫蕩細胞を

移植し 、 移植後 3~5 日 目 から各種の血管新生阻害薬

(SUI498; 25μg/匹)を明期前半 (ZT2)または暗期

前半 (ZTI4)のいずれかに隔日皮下投与した。対照群に

はVehicle (10% DMSO/ saline)を投与した。テータは

平均±標準誤差 (N=8-10)。
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において承認され、現在では世界約100カ凶で販売

されている。ベパシズマブはVEGFに対するヒ卜化

モノクローナル抗体であり、わが国においても2007

年 6月に治癒切除不能な進行 ・再発の結)J易・直腸が

んへの適応について販売が開始された。

我々はSarcoma18011重傷細胞を移1直したマウスを

)1い、て、 )J重傷細胞内におけるVEGFの発現には明朗

に高値を示す有意な日周リズムがあることを明らか

にした (1_>;{11A)。マウスVEGF遺伝子の転写活性調

節領域にはhypoxiaresponse element (HRE)が存

在し、低酸素環境に応答してVEGF逃伝子の転写活

性を上昇させる。この転写活性の上昇にはI匂poxla

inducible factor (HIF)とARNTのヘテロ二量体が

関与しているが、同様の機怖はヒトVEGF造伝子に

おいても認められる [12J。ルシフ エラ ーゼレポー

ターを用いたw什9i-のキ占身ミから、 PERIOD2とDEC2
は、 I-IIF1α とのタンパク質問相互作mを介して、

低酸素応答によるVEGF遺伝子の転写活性を抑制す

ることが明らかになった。また、このタンパク質問

相互作用には時刻依存的な変化が認められ、 PE-

RIOD 2とI-IIF1α との結合量が増大するH奇間帯で

はVEGF遺伝子の転写活性は低下していた。このこ

とから、 l陸揚細胞内におけるVEGF辿伝子の発現は、

|豆12に示すような体内|時計のコアループが低酸素応

答因子へ作用を繰り返すことによって引き起こされ

ることが示唆された。

VEGFの蛋白濃度には腫傷および1(11液中のいずれ

においても日周リズムが認められたことから (図 l

B、C)、次に、このリズムを指標にして血管新生阻

害薬の至適投薬タイミングの設定を試みた。VEGF

はその特異的受容体に結合し、チロシン残基のリン

酸化を介してシグナルを伝達する。このシグナル伝

達により内皮細胞の増殖やMatrixm巴talloprote

inase (MiVIP)の活性化などが誘引きれ、 11重場組織

|人lに新たなl血管が形成される[13J0 Sarcoma18011重

傷刻11胞を移植したマウスにVEGF受容体リン酸化阻

告斉IJ(SU1498)をVEGFの発現が高値を示した明則

前半 (ZT2)、または低値を示したH音則前半 (ZTl4)

のいずれかに隔日皮 |ご投与した。対照併にはVehi

cle (lO%DMSO/saline)を投与した。図 1Dに示す

ように、 |血管新生阻害薬による抗11重傷効果はH音期前

半投薬H寺に比べ明)J;月前半投薬時において有意に場大

した。また、データは示してないがSarcoma180以

外の 11車場細胞 (Lewislung carcinoma、B16me-

lanoma)においても同様の結果が得られた。これら

の検討から、血管新生阻害薬はVEGFの発現リズム

fI，¥'IIiJ'I'.!初予 ¥loI.15.No.J (2009) 

を指標にした投薬タイミングの設定によって、より

高い抗11重傷効果が期待できる ことが明らかとなった。

同様の所見は、 血小板由来i将殖因子 (Plat巴let-De

rived Growth Factor:PDGF)においても認められ、

PDGF受容体のチロシンキナーゼ阻害剤であるイマ

チニブの抗腫揚効果もPDGF発現の日周リスムに依

存して変化した[14J。

抗がん斉IJの時間薬物療法においては、その至適投

薬タイミングを設定するためのマーカーを同定する

ことが有用であるが、作用機!字の異なるいずれの血

管新生1m害剤 (MMP阻害剤、血管内皮細胞増殖阻害

剤)においても血柴中のVEGF濃度が上昇するH寺間

帯に投与することで高い抗l陸揚効果が認められた

[ 6 J。今後、ヒ卜を対象とした詳細な検討が必要で

はあるが、血管新生阻害薬はVEGFを指標にした主

適投薬タイミングの設定によって、より効率的な治

療が行えることがWJ符される。

3. 肝臓における薬物代謝活性の日周リズム制御

機構[15，16J 

抗がん斉Ijの効果は生体(細胞)の薬物に対する感

受↑生のみならず、その体内動態によっても規定され

る。薬物の体内動態は吸収、分布、 代謝、捌il!lの各

過程に関与する分子の機能によって規定されるが、

それら薬物動態関連分子の発現にも日周リズムがあ

ることが報告されている[17J。ヒトチトクローム

P450の分子種のひとつであるCYP3 A 4は、現在市

販されている医薬1171の約半数(有効成分として約

1，000種類)の代謝に関与する極めて重要な酵素であ

り、多くの抗がん斉IJの代謝にも関与する。CYP3A 

4による薬物代謝能には大きな個人差が認められて

おり [18J、この原因を明らかにするため、その翻訳

および非翻訳領域を含む造伝子の多型解析に多くの

労力が費やされてきた。 しかしながら、本酵素活性

の個人差を説明し得る変異は未だ発見されておらず、

その発現調節や転写産物の安定性などに焦点をあて

た研究も行われている。一方、 CYP3 A 4の基質薬

物の体内勤!桂内!HJi-や尿t:1"へのステロイド代謝物量の

iJ!iJ定などから、本酵素の活性には日周リスムがある

ことが指摘されている [19.20J。これまで、ヒ 卜を

対象にした生体リズム研究は、組織からの頻繁な細

胞接種が制限されることから分子レベルでの解析が

進んで、こなかったが、我々は血清処理を施した培養

ヒト肝細胞内において、 CYP3A4遺伝子の発現は

日周リ ズムを示すこ とを明らかにした[15]0CYP 3 

A4遺伝子の転写活性調i.'!ri領域にはPARbZIPタン

- 5 



tidrug r巴sistanceprotein 1 (MDR 1 )は、免疫抑

制斉IJであるシク ロスポリンや、狭心症治療薬である

ジゴキシンなど多くの薬物を基質と し、消化管!控illlJ

から小腸上皮細胞内に取り込まれた化合物を再び消

化管内へ汲み出す排池:~~ト ランスポー タ ー として機

能している[22J。そのため、MDRlの機能変化は

経口投与された薬物の吸収に大きな影響を及ほす。

マウスの小腸におけるAbc1 b 1 a遺伝子mRNAの

発現およびジゴキシン取り込みには、いずれも有意

な日周リスムが認められ、それら リズムは互いに逆

位相|を示した (図 3)。一方、 CJockミュータン ト

(Clk/α'k)マウスの小腸におけるAbc1 b 1 a 
mRNAの発現量およびジゴキシン取り込みには日

周リズムが認められず、いずれの測定時刻において

もAbc1 b 1 aの発現量は低値を、ジゴキシンの取り

込み量は高値を示した(医13)。ルシフエラーゼアッ

セイおよびクロマチン免疫沈|咋による解析の結果か

Abc 1 b 1 a 遺伝子の転写活性 リズムは、PAR

bZIP!Ii王写因子によって制iallされている ことが明ら

かになった。最近、 PARbZIP11伝写因子はpeptide

transporter 1をコードするSlc15a1遺伝子など、

仙の トランスポーターの発現リズムの制御に も関

わっていることが報告された[23J。これらの事実か

らも、消化管における時計造伝子はAbc1 b 1 a遺伝

子などの発現リズム制御を介して、 トラ ンスポー

ターの基質となる薬物の体内動態に影響を及ぼすこ

とが示唆された。

一方、 一部の腫傷キ111胞においてはP糖タンパク質

が高発現し、細胞内に取り込まれた薬物を細胞外へ

排I1止することで抗がん斉IJ耐性化を引き起こす[24J。

興味深いことに、 I血清処理!を施した培養マウス結腸

痛制胞においても、 Abc1 b 1 a遺伝子の発現には約

ら、

パクの結合同日列が存在 し、その11伝写活性はD屯ite

binding protein (DBP)によって促進される。また、

本サイトへのDBPの結合は、CYP3 /-14のmRNA

量が上昇する|祭には高値を、減少する|祭には低値を

示したことから、 CYP3A4遺伝子の発現リズムも

時計ーによるコアループによってfljlJiallさhていること

が明らかになった。同様の所見は、 CYP2 E 1など

他のCYP分子種においても認められ、その基質とな

る薬物の代謝能も造伝子の発現パターンと対応した

日周リズムを示した[16J。

これらの研究は、同一個体内で薬物代謝酵素の活

性が周期的に変動することの原因を示しているが、

肝臓を含む末梢組織での時計機能は、明11音サイクル

のみならず、食生活のパタ ーンやス トレスなどに

よっても影響を受け変化する。そのため、ヒ トの末

梢時計から発振されるリズムには大きな個人差があ

ることが予想されるが、 このことは体内時計の制御

下にある薬物代謝酵素活性の個人差にも結びっく 可

能性もある。これまで薬物代謝活性の個人差は、主

lこSingleNucleotide Polymorphism (SNP)を中心と

した遺伝子多型にその原因を求めてきたが、今後は

体内|時計の機能変化なども考慮に入れた原因追求が

必要になるかもしれない。

消化管における薬物トランスポーターの日周

リスム制御機構[21J

経口投与された薬物は、 主に小腸から吸収され、

門脈から肝臓を経て全身循環I血に入る。小JJ易仁皮細

胞には種々の輸送担体(トラ ンスポーター)が発現

しており、効率的な栄養成分のl吸収と生体にとって

有害な物質の侵入を防ぐ働きがある。/-1BCIBl

遺伝子によってコ ー ドされるP糖 タンパク質Mul-
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図3 C/ock変異マウスの小腸におけるAbcb7 a 遺伝子の発現リズムの変容
図Aは聖子生型およびCわck変異型マウスの小腸におけるAbcb7 a遺伝子の発現量を示す。マウスの小腸か
らTotalRNAを抽出、各遺伝子の発現量をRT-PCR法で測定した。デ タは平均士標準偏差 (N=3)oZT 
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24時間周期のリズミカルな変動が認められ、この発

現リズムはCJock造伝子をノックダウンすることで

消失した[21]。このことから、がん細胞内における

時計遺伝子は、 P糖タンパク質など薬物の持j:iill:を担

うトランスポーターの発現fljlJ術lを介して、細胞の抗

がん斉IJに対する感受性に影響を及ぼすことが示唆さ

れた。

5. おわりに

/1市乳動物における最初の時計遺伝子が発見されて

以降、体内時計の研究は分子レベルでのリ ズム発振

機構の解明を目指す方向で目覚ましい発展を遂げて

きた。一方、 これら基礎初|究から得られた成果を疾

病の診断や治療に応用しようという試みは進歩が遅

れており、今後のl臨床応用への展開が期待される。

本稿では体内時計の分子機構による抗がん斉IJの標的

分子および薬物動態関連因子の発現リズムi!JiJ待11機柄

を中心に、抗がん斉IJのおiたな創薬への可能性と、そ

の治療効果を高める至適投与法の開発(育薬)につ

いて概説した。

分子生物学の発展にfol旬、ヒ トゲノムについての情

報が蓄積されるなかで、従来までの集団の医療から

仙の医療(テーラーメード医療)へとその重点が移

りつつある。これまでのテーラーメイ ト、医療を指向

した研究の多くは、迫伝子の多 )J~!解析に基づいた薬

物感受性の個人差を究明することが中心であった。

しかしながら、迫伝子の変異だけでは薬効の個人差

を十分に説明できないケースも数多く認め られる。

これは、多くの疾患の発症がそうであるように、薬

効の値|人差にも遺伝的な先天性の要因に加え、環境

や生体機能の変化など後天的な要因の影響も大きい

ことを示唆している。体内時計機梢は強固なリズム

発振機能と周囲の環境変化への柔軟な対応力とを兼

ね備えたシステムである。このようなシステムが疾

病の病態や薬の効果を制御している事実は、これか

らの医療において、従来までの多~~解析などによる

造伝子の 「質Jの評価に、体内時計システムに代表

されるような遺伝子の 「量」の変化をも加味するこ

との必要性を意味している。体内H寺青|による病態や

薬効の制御に関わるメカニズムの解明と、 それを体

系化し|臨床応用するための担論を構築することは今

後ますます重要になるであろう 。
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